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ANOTACE

Cilem této bakalaiské prace je podat piehled o soucCasnych moznostech vyuziti
imunomagnetické separace od oblasti védecko-vyzkumné az po uplatnéni v bézné klinické
praxi. Prace se dale zaméfuje na shrnuti metodik a strategii, které lze pouzit pro separaci
cilovych bun¢k pomoci magnetického pole. Soucasti prace jsou také piiklady vyuziti metod
imunomagnetické separace u prokaryotickych a eukaryotickych bunck. Zavérem této prace
jsou uvedeny vyhody, které s sebou piindsi imunomagnetickd separace bunck oproti jinym

separa¢nim metodam.

KLICOVA SLOVA

imunomagneticka separace bunck, prokaryotické bunky, eukaryotické buniky
TITLE

Immunomagnetic separation of cells

ANNOTATION

The aim of this bachelor thesis is to give an overview of the current possibilities of using
immunomagnetic separation from the field of scientific research to the application in common
clinical practice. The thesis focuses on a summary of methodologies and strategies that can be
used to separate target cells using the magnetic field. The thesis also contains the examples of
immunomagnetic separation methods in prokaryotic and eukaryotic cells use. The conclusion
of the work provides the advantages of immunomagnetic cell separation compared to other
separation methods.

KEYWORDS

immunomagnetic cell separation, prokaryotic cells, eukaryotic cells
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UvVOoD

Separace specifickych molekul se pouziva ve vSech oblastech biologickych véd. Jednou
z metod, jak separovat specifické buiky, je magnetickd separace bunék. V biologickych
aplikacich je vyuzivana pro izolaci aktivnich latek, specifickych bunék a bunécnych

komponent. Izolované buiiky pak mohou byt dale vyuzivany pro analyzy.

Principem magnetické separace je vazba bun¢k na magnetické Castice a nasledné
oddéleni téchto komplext od zbytku smési. V soucasné dobé predstavuji magnetické Castice
cestu relativné snadné a rychlé separace bun€k. Bunky jsou separovany na zakladé jejich
specifické vazby na povrch magnetické ¢astice za vzniku imobilizovanych komplext. Tyto
komplexy je poté mozné odseparovat z daného prostiedi diky magnetickym vlastnostem
castic.

Separace magnetickych bunék jsou vyhodné, pokud jde o pfimou izolaci cilovych
bun¢k ze surovych vysoce komplexnich biologickych vzorkl, jako je krev, kostni dfen,
stolice, potraviny, suroviny pro vyrobu potravin, odpadni voda, apod. Izolované buiiky jsou
Cisté, zivotaschopné, nezménéné a je mozna automatizace celého procesu. Magnetické Castice
v pripad¢ dalSich kultiva¢nich krokdi nemusi byt od izolovanych (zachycenych) mikrobialnich
bun¢k oddéleny, protoze jejich vazba na povrch magnetickych ¢éastic nema zadny vliv

na jejich rist a bunky se mohou nadale mnozit.

Imunomagneticka separace, kde je ligandem specifickéd protilatka navazana na povrch
magnetickych c¢astic, se uplatnila zejména pro detekci patogennich mikroorganismii v
potravinafstvi, veterinarni a environmentalni mikrobiologii. Jako pfiklady lze uvést stanoveni
mikrobialnich patogent, jako je napiiklad E-coli, Salmonella enteritidis, Staphylococcus

aureus a Listeria monocytogenes v potravinach (Horak et al., 2007).
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1 PRINCIP IMUNOMAGNETICKE SEPARACE

Magneticka separace pomoci magnetickych Castic se stala rutinni metodikou pro
oddéleni klicovych bunécnych populaci od Dbiologickych suspenzi. Manipulace
s magnetickymi Casticemi je nyni standardizovanym krokem v mnoha procesech v oblasti

tkanového inzenyrstvi, mediciny a biologického vyzkumu (Plouffe et al., 2015).

Metoda imunomagnetické separace vyuzivd vysoce afinitni ligandy spojené
s magnetickymi ¢asticemi. Behem doby inkubace se cilené buiiky vazi na magnetické Castice.
Vazba magnetickych kuli¢ek selektivné umoziuje izolaci specifickych cilovych molekul.
Cely magneticky komplex se nasledné oddéli od vzorku pomoci magnetického pole (He et al.,
2014; lranmanesh & Hulliger, 2017). Proces magnetické separace pro buiky je zobrazen

na obrazku ¢. 1.

OA X O
ADQ| ==b  CRY| —> |5 S
O OA M'agne':tlcke ca:?&iy Magnet (@)

vazané na protild
ADO nebo aﬁnitl:u' ligandy t &
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Odsati
kapaliny
v Eluce za pouziti
A\V4 nizkého pH
v
v

Purifikované castice

Obrazek 1: Magneticka separace bun¢k. Pievzato a upraveno z Saraswat et al., 2013

Pii préci s bunikami Ize rozliSit dva typy magnetické separace. V prvnim typu vykazuji
bunky, které maji byt oddéleny, dostatecny vnitini magneticky moment, proto magnetické
separace mohou byt provedeny bez jakékoliv modifikace. Zde patii pouze dva typy takovych
bun¢k v pifirodé a to jsou magnetotaktické¢ bakterie obsahujici malé magnetické Castice
acervené¢ krvinky (erytrocyty) obsahujici vysoké koncentrace paramagnetického
hemoglobinu. Ve druhém typu musi byt jeden nebo vice nemagnetickych slozek bunky
oznaceny magnetickou castici. Obvykle se pouzivaji protilatky proti povrchovym epitoptim

specifickych bun¢k, ale mohou byt pouzity i1 jiné specifické ligandy. Nové vytvoiené
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komplexy mohou byt oddéleny pomoci vhodného magnetického separatoru (Hifeli et al.,

1997; Safaiik & Safatikova, 1997).

Obecn¢ Ize magnetickou separaci provadét pomoci pifimé nebo nepiimé metody.
V piimé metod¢ je vhodny afinitni ligand pfimo pfipojen k magnetickym ¢asticim nebo
biopolymertim vykazujicim afinitu k cilové slouceniné. Nasledné je ptidan ptimo do bunck
obsahujicich vzorek. Béhem inkubace se magnetické ¢astice vazi na cilové buiky a vytvareji
stabilni magnetické komplexy, které¢ pak mohou byt ziskany pomoci magnetickych separatort
(He et al., 2014; Safaiik & Safaiikova, 2004; Safatik & Safaiikova, 1999). V nepiimé metods
se buiiky senzibilizované pomoci primarniho afinitniho ligandu nejprve inkubuji s primarni
protilatkou proti cilové struktufe a vznikly konjugat je pak zachycen vhodnym afinitnim
magnetickym nosi¢em s imobilizovanou sekunddrni protilatkou. Nosi¢ mulze byt

funkcionalizovan s proteinem A nebo proteinem G, které se vazou na protilatku konjugatu

(Horék et al., 2007).

Pfima technika je rychlejsi, vice kontrolovatelna a vyzaduje méné protilatek (He et al.,
2014). Neptimy postup mize fungovat lépe, jestlize afinitni ligandy maji slabou afinitu
k cilové slouceniné a doporucuje se, pokud ma cilova bunika nizkou hustotu povrchovych
antigent (Safaiik & Safatikova, 2004, Safatik & Safatikova, 1999). U pozitivniho vybéru se
bunky, které jsou predmétem zajmu, shromazd’uji jako cilové populace. Tento zpisob vybéru
je nejcastéjsi technikou pro separaci bunék. Techniky negativniho vybéru izoluji nespecifické
bunky z heterogennich suspenzi a zanechéavaji za sebou cilové burniky v suspenzi. I kdyZ velké
mnozstvi (> 95%) nezadoucich bun¢k muize byt odebrano z dané¢ho vzorku, zlistavd mala
populace nezadoucich buné€k v suspenzi cilovych bunék, ktera vede k nizké ¢istoté (Plouffe et

al., 2015).

1.1 Pozitivni a negativni metoda imunomagnetické separace

Pozitivni izolace je metoda pro separaci jedné specifické cilové bunétné populace
ze vzorku. Magnetické cCastice pokryté cilovymi specifickymi protilatkami se budou vazat
pouze na buiky s odpovidajicim povrchovym antigenem vyjadfenym na povrchu cilovych

bunck. Pracovni postup pozitivni izolace s uvolnénim kuli¢ek je shrnut v nasledujicim

obrazku ¢. 2 (Thermo Fisher Scientic, 2016).
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Pozitivni izolace bunék

PFidani PFidani kulicek Pfidani uvoliiovaciho Prenos kulicek na
protilatky Dynabeads ginidla volné buriky
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sleziny odstfedéni promyti

Obrazek 2: Pozitivni izolace bunék. Schéma magnetické separace bunék, kde jsou protilatky pouzity
jako afinitni ligandy a Dynabeads jako magnetické ¢astice. Pfevzato a upraveno z Thermo Fisher
Scientic, 2016

Pfi negativni separaci jsou ze suspenze vychytany vsSechny bunky, které je mozno
odstranit. Bunky tedy prochazi kolonou, aniz by se vazali na specifické protilatky, které jsou
navdzané na povrchu magnetickych kulicek. Magnetické kulicky pouzivané v negativni
izolaci jsou bud’ potazeny streptavidinem (pokud jsou protilatky ve smési biotinylovany) nebo
sekundarnimi protilatkami (pokud jsou protilatky ve smési z jediného hostitelského druhu).
Negativni separace je drazsi, protoze zde je zapotiebi vice druhi specifickych protilatek. Tato
technika se velmi ¢asto pouzivé pro izolaci bun&k CD34 a subpopulaci lymfocytii (Safatik &
Safatikova, 1995; Sobczak et al., 2010; Thermo Fisher Scientic, 2016) Pracovni postup

negativni izolace je znadzornén na obrazku ¢. 3.
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Negativni izolace bunék
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Obrazek 3: Negativni izolace bunék. Pievzato a upraveno z Thermo Fisher Scientic, 2016

Imunomagnetickd separace je jednoducha, specifickd a i¢inna metoda. Muze probihat
jen s nékolika manipula¢nimi kroky v jediné zkumavce. Tento proces mize byt pouzit pro
izolaci cilovych bakterii pfimo z pivodnich nebo pfedem obohacenych vzorkl bez potieby
odstfedéni nebo filtrace. Tento druh separace je vyhodny pro rychlou analyzu (Safaiik &
Safatikova, 2004; Su et al., 2004). Navic magnetické separaéni postupy jsou u&inné

a vykonné zvlasté pro rozsahlé operace (He et al., 2014).

Magneticka separace obecné nabizi vysokou ucinnost a specificnost ve srovnani
s centrifuga¢nimi nebo filtraénimi metodami (Rossi et al., 2014). Mezi vyhody pouziti
magnetickych separa¢nich technik ve srovnani s jinymi postupy patii vysoka univerzalnost,
moznost pracovat bez predbézného zpracovani ucinného materialu 1 v heterogennich médiich

a opétovna vyuzitelnost sorbentti po magnetické separaci (Hola et al., 2015).

1.2 Magnetické Castice

Magnetické nosice jsou bud’ pfipraveny v laboratofi, nebo mohou byt pouzity
komer¢ni nosice. Obvykle jsou dostupné ve formé magnetickych castic pripravenych
z riznych syntetickych polymerti, biopolymerti nebo porézniho skla (Safatik & Safatikova,

2004). Biokompatibilni magnetické oxidy Zzeleza magnetit a maghemit (pfipadné jejich smési)
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jsou nejéast&jsi materialy pro piipravu magnetickych nosi¢i biologicky aktivnich latek. Radi
se tam také ruzné typy feriti ve form¢ praski nebo magnetickych kapalin (Pecova et al.,
2011). Kone¢na velikost a tvar distribuce velikosti syntetizovanych ¢astic zavisi na zptisobu
piipravy, reakcni teploté, pH, iontové sile, pouzitém obalovém materiadlu apod. (Zapletalova

etal., 2014)

Vyhody pouzivani magnetickych ¢astic spocivaji v jednoduché manipulaci
a minimalnim ztratam nosi¢e v prub&éhu promyvani. Mezi rychlou a snadnou moznost patii
schopnost oddélit izolovany analyt od zbytku reakéni smési bez nutnosti centrifugace

a minimalniho zfed’ovani analytu (Safatik & Safatikova, 1999).

Mikrocastice jsou slozeny z fero- nebo ferimagnetické slozky, ktera je zodpovédna
za interakci s vné&j$im magnetickym polem a vétSinou diamagnetické (nemagnetické) slozky,
ktera zajistuje pozadovanou interakci s biologickym systémem (napi. S buné¢nou suspenzi).
Jejich vyhodou je mozZnost cilené manipulace pisobenim vnéjsiho magnetického pole (Pecova
et al., 2011). Magnetické Castice se chovaji jako superparamagnetické, coz znamena, ze
magnetické vlasnosti vykazuji pouze po vlozeni do magnetického pole, ale neinteraguji

V nepfitomnosti magnetického pole (Safaiik & Safatikova, 2004).

Magnetické mikroc¢astice jsou ucinné pouzivany v mnoha oblastech biologickych véd,
biotechnologie a mediciny. Magneticky citlivé materidly mohou byt pouzivany pro rizné
aplikace, protoze vykazuji n€kolik typt reakci na externi magnetické pole a tudiz mohou byt
selektivné oddélené od obtizné ovladatelnych prostiedi pomoci magnetického separatoru

(Safatik et al., 2016).

Existuje mnoho spolecnosti, které vyrab&ji vyhradné magnetické castice pro rizné
aplikace, vcetn¢ separace bun€k. Mezi nejvétsi globalni poskytovatele magnetickych ¢astic
patii BD Sciences (Spojené staty americké, San Jose), Bang Laboratories (Spojené staty
americké, Fishers) a Thermo Fisher Scientific (Spojené staty americké, Waltham). Celkové je
separace magnetickych bunék rostoucim odvétvim a je velkym pfislibem pro pokracujici

budouci inovace (Plouffe et al., 2015).

1.2.1 Syntéza magnetickych ¢astic
Mezi metody ptipravy riznych typlli magnetickych mikrocastic patii spolusraZeci
(koprecipita¢ni) reakce soli Zeleza, sol-gel reakce, heterogenni polymerizacni techniky,

sonochemické syntézy aj. (Horak et al., 2007).
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Spolusrazeci reakce

Tato metoda je nejjednodussi a nejcastéjsi zptisob piipravy magnetickych ¢astic oxidu
zeleza z vodného roztoku. Velikost a tvar vzniklych oxidi zeleza zélezi na typu pouzité soli,
pH, reakéni teploté a iontové sile. Vznikaji vétSinou Castice s riaznou velikosti.
Monodisperzity castic je dosazeno ptidavkem chelatujicich organickych aniontti (napf.
kyseliny citronové), nebo polymeru jako je dextran, poly(vinylalkohol) ¢i skrob (Pecova et
al., 2011; Plouffe et al., 2015). Hlavni vyhodou spolusraZeni je to, ze magnetické Castice lze

snadno syntetizovat ve velkém méfitku (He et al., 2014).

1.3 Funkcionalizace a stabilizace povrchu magnetickych ¢astic

U Dbiologickych aplikaci musi byt provadéna povrchova biofunkcionalizace
magnetickych mikrocastic s hydrofobnimi skupinami, afinitnimi skupinami a protilatkami na

povrchu, aby se umoznila jednoducha adsorpce nebo specificka vazba biomolekul (He et al.,

2014).

Magnetické castice se pokryvaji vnéjsi vrstvou piirodnich ¢i syntetickych polymert
z diivodu stabilizace, aby nemohlo dochdzet k jejich oxidaci a jinym nezaddoucim interakcim
s okolim. U funkcionalizovanych magnetickch ¢astic musi byt potlateny vzajemné interakce
a musi byt umoznéna chemicka modifikace nezbytna pro naslednou imobilizaci biomolekul

(Pecova et al., 2011).

Mezi typické funkéni skupiny pouzivané pro primarni funkcionalizaci patii hydroxylové
skupiny (napt. PEG, polysacharidy), aminové skupiny (napi. polyethylenimin, chitosan)
a karboxylové skupiny (napf. citrat, kyselina polyakrylova, alginat) (Hola et al., 2015).

Magnetické ¢astice mohou byt modifikovany silanizaci. Jako silaniza¢ni ¢inidla se Casto
pouzivaji (3-aminopropyl) triethoxysilan nebo glycidyloxypropyltriethoxysilan. Je mozno
pouzit tfi zakladni metody silanizace, a to z vodné faze (kdy vznika vrstva stabilnéjsi
ve vodném prostiedi), z organické faze nebo odpafovanim daného silanu. Funkéni skupiny
silanizovanych magnetickych Castic (napt. -NH2) je nasledné mozné vyuzit pro vazbu riznych

typt biologickych afinantt (Pecova et al., 2011).
1.4 Zpisoby imobilizace ligandu

Obvykle se pro imobilizaci pouzivaji funkéni skupiny dostupné na povrchu

magnetickych &astic, jako je -COOH, -OH nebo -NH, (Safaiik & Safaiikova, 2004).
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Je dulezité, aby pfi imobilizaci protilatek bylo rozpoznavaci misto (tzv. Fab oblast)
vhodné orientovano a byla tak zachovana plna biologické funkce. Proto je mozno dosédhnout
lepsich vysledku, pokud jsou nejdiive na ¢asticich imobilizovany sekundarni protilatky, které

funguji jako spojkové prvky a poté primarni (Pecova et al., 2011).

1.4.1 Prima fyzikalni sorpce ligandu na nosi¢
Nekdy lze pro imobilizaci vyuzit pfimou fyzikalni sorpci na nosi¢, ktera je jednou
Z nejstarSich metod a stala se ekonomicky vyhodnym a snadnym postupem, je vSak méné

spolehliva a malo stabilni (Pecova et al., 2011).

1.4.2 Zabudovani biomolekul do magnetické gelové matrice

Dalsi pouzivanou fyzikalni technikou imobilizace je zabudovani biologicky aktivnich
latek, pfipadné celych bun€k, do magnetické gelové matrice. Gelové matrice maji schopnost
zadrzovat vodu, coZ je nutné pro uchovani biologické aktivity imobilizovanych latek. Matrice
jsou tvofeny proteiny (Zelatina, kolagen), dale syntetickymi polymery jako jsou
polyakrylamid, polyurethany a polysacharidy (agar, agarosa). Prostiedi gelt je blizké
fyziologickym podminkam a tak jsou zachovany biologické funkce zakotveného biologického

materialu, av§ak nevyhodou je jejich postupné uvoliiovani (Pecova et al., 2011).

1.4.3 Imobilizace ligandu kovalentni vazbou na nosi¢

Kovalentni vazba je nejcastéji pouzivanou technikou pro imobilizaci (Malygin et al.,
1993). Kovalentni vazba lze vytvofit reakci mezi specifickymi funkénimi skupinami (napf. -
COOH, -NH;, -CONHz, -OH skupinami) na povrchu nosi¢e a -NHz nebo -SH skupin
na proteinovych molekulach v pfitomnosti konjugac¢niho ¢inidla (napt. glutaraldehyd,
karbodiimid). Kovalentni vazba monoklonalnich protilatek pfes jejich nejreaktivnéjsi
aminové skupiny je jednim z nejbéznéjsich postupt, které mohou vést k jejich nahodné
orientaci tak, ze se mize objevit ztrata rozpoznavaci aktivity (He et al., 2014).

Pti imobilizaci ligandu na nosi¢ je potifeba vzit v ivahu jeho prostorovou orientaci
na nosici, aby mohl ligand i po vazb¢ aktivné vazat ptislusny analyt ze vzorku. Pokud dojde
k imobilizaci vice ligandu blizko sebe, tak to zplsobi nepfistupnost vazebného mista ligandu

pro analyt nebo mize dojit k navazani ligandu vice neZ jednou vazbou k nosic¢i, které opét

zpusobi nepfistupnost vazebného mista ligandu pro analyt ze vzorku (Magdeldin, 2012).

Tato metoda je v dlouhodobém horizontu finanéné vyhodné&jsi, protoze stabilita
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ptipravenych nosici je vyssi a nevyzaduje regeneraci nosice (Kim & Hage, 2006). Kovalentni
vazba protilatek na reaktivni skupiny aktivovanych, komeréné dostupnych c¢astic je levny a

rychly zpusob pfipojeni protilatky k pevné fazi.

1.4.4 Vazba ligandu na povrch magnetickych ¢astic nekovalentni vazbou
Streptavidin (avidin) — biotin komplex

Uzite¢na technika pro imobilizaci fady latek je zalozena na vyuziti magnetickych ¢astic
s imobilizovanym avidinem nebo streptavidinem, které vykazuji vysokou afinitu k biotinu
(vitamin B7, vitamin H). Cast&ji se pouZivé streptavidin, coZ je protein izolovany z bakterie
Streptomyces avidini, jedna se o tetramer, ktery vykazuje nizsi nespecifické interakce. Avidin
je glykoprotein vajecného bilku, sloZzeny ze Ctyt stejnych podjednotek s vysokou afinitou pro
biotin. Komplex biotinu a streptavidinu (resp. avidinu) je velmi pevny a odolava i velmi

tvrdym reak¢énim podminkam (Pecova et al., 2011).

1.5 Magnetické separatory

Magnetické separatory jsou nezbytné pro oddéleni magnetickych castic. Magnetické
Castice o pruméru veétSim nez cca 1 um lze snadno oddélit pomoci jednoduchych
magnetickych separatorl, zatimco separace menS$ich Castic (magnetické koloidy s velikosti
castic v rozmezi desitek az stovek nanometrll) miZe vyzadovat pouziti magnetickych
separatorti s vysokym gradientem (Safaiik & Safatikova, 2004). V dnesni dobé existuje
nékolik typt magnetickych separatorti. Hlavni vybér zavisi nejen na velikosti Castic, které
budou separovany, ale také na celkovém objemu, ze kterého maji byt odstranény. Nejcastéji
jsou zalozeny na vyuZiti silnych permanentnich magnetii nebo elektromagnetti. V praxi se daji
separatory jednoduse rozdélit na dva typy, stacionarni a pritokové (Safaiik & Safaiikova,

1999).

Je tieba zvolit zdroj magnetického pole pro zafizeni mezi permanentnim magnetem a
elektromagnetem. Elektromagnety maji vyhody v tom, ze konstrukce Ize snadno
zapnout/vypnout, aby se usnadnilo zachycovani a uvoliiovani buné€k. Elektromagnety maji
omezené vyuZziti, protoze vytvaieji spiSe slaba magneticka pole. Jiné konstrukce vyuzivaji
permanentni magnety, které maji nastavenou silu magnetického pole a maji omezenou
kontrolu nad velikosti generovani magnetického toku. Permanentni magnety jsou snadno
dostupné a jejich implementace do schématu magnetické separace bunck je pomérné

jednoduché (Plouffe et al., 2015).
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1.5.1 Stacionarni separatory

Castg&jsim a jednodussim typem jsou stacionarni magnetické separatory. Tyto separatory
jsou ve tvaru destic¢ek ¢i stojanki s otvory pro rtizné velikosti zkumavek viz obrazek ¢. 4 a 5.
Silné magnety potiebné pro separaci jsou umisténé ve stojanech na zkumavky. Po vloZeni

zkumavky do stojanku se komlexy s navazanymi cilovymi strukturami rychle pfitdhnou k jeji
sténé (Thermo Fisher Scientic, 2016).

Pro mobilni aplikace

1-5 ml zkumavky 15 ml zkumavky

m A
N

Obrazek 4: Ruzné velikosti magnetickych separatori pro zkumavky. Pfevzato a upraveno z Thermo

Fisher Scientic, 2016

Obrazek 5: Magneticky separator mikrotitra¢ni desky. Prevzato a upraveno z RayBiotech, 2007-2018

1.5.2 Pritokové magnetické separatory

Priitokové magnetické separatory jsou obvykle drazsi. Mezi typické piiklady patii
magnetické separatory s vysokym gradientem (HGMS). HGMS se sklada z kolony, ktera je
umisténa mezi poly silného permanentniho magnetu a je vyplnéna magnetickou matrici
(ocelovou vinou). P#i prutoku suspenze kolonou dochazi ke vzniku silnych lokalnich

gradientti magnetického pole, kterd zptisobuji zachyceni i velmi malych magnetickych c¢astic.
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Suspenze se Cerpa pres sloupec a magnetické Castice se zadrzuji uvnitt matrice. Po odstranéni
kolony z magnetického pole jsou Gastice ziskany proudem (Safatik & Safaiikova, 2004,
Safatik & Safaiikova, 1995). Na obrazku ¢&. 6 je zobrazen HGMS separator od firmy Miltenyi
Biotec (Miltenyi Biotec, 2018).

Obrazek 6: MidiMACS Separator od firmy Miltenyi Biotec. Pfevzato a upraveno z Miltenyi Biotec,
2018

Také existuji rizné druhy automatizovanych separdtorii, které nabizeji efektivni
separaci bun¢k pro zvySeni propustnosti a produktivity. Zakladnim automatickym

separatorem je napiiklad AutoMACS Pro Separator na obrazku ¢. 7 (Miltenyi Biotec, 2018).

Obrazek 7: AutoMACS Pro Separator od firmy Miltenyi Biotec. Pievzato a upraveno z Miltenyi Bio-
tec, 2018

1.5.3 Systémy tridéni bunék

Metody vazajici protilatky obecné odkazuji na bézné pouzivané techniky fluorescence
aktivovaného tfidéni bunc¢k (FACS) a tfidéni magneticky aktivovanych bunék (MACS). Obé¢
technologie vyuzivaji antigeny buné¢ného povrchu. Separace FACS zavisi na konjugaci

fluorescen¢nich znacek s protilatkami, zatimco MACS pouZzivd konjugaci oxidu Zeleza.
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MACS vyzaduje, aby bunky byly umistény v magnetickém poli; neoznacené bunky se eluuji
a znacené buiky se uchovévaji v poli, dokud nejsou odstranény z magnetu, ¢imz se vytvori
odd€lené¢ populace. MACS lze povazovat za metodu, v niz nelze analyzovat kazdou
jednotlivou buiiku, na rozdil od FACS. Na obrazku ¢. 8 jsou diagramy znazoriujici bézné
metody pouzivané k separaci magnetickych bunck. (A) magneticky znacené bunécné
suspenze v konické zkumavce (B) magneticky znadend bunéénd suspenze, ktera je

vstiikovana do kolony (Tomlinson et al., 2012).

Obrazek 8: Diagramy znadzorfujici bézné metody. Pfevzato a upraveno z Tomlinson et al., 2012

Magnetické aktivované tifidéni bunék (MACS) umoznuje paralelni zachycovéani a
uvolnovani velkého mnozstvi cilovych bunék. V konvenénich MACS ptistupech, jsou cilové
bunky pfipojeny na funkcionalizované magnetické Castice a pak zachyceny v koloné¢ s naplni
ocelovych kuli¢ek. Separa¢ni kolona umoziuje vysoce gradientni magnetické separace a
obnovu cilovych bun€k pomoci jednoduchého pipetovani, ale nepravidelnd a husta

feromagneticka matrice muze vést ke komplikacim (Oh at al, 2018).
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Obrazek 9: MACS Tip pro imunomagnetickou separaci. Sklada se z vrstev niklu, které mohou byt

zmagnetizované s permanentnimi magnety. Pfevzato a upraveno z Oh et al., 2018

K uréeni klinické uzite¢nosti byl MACS Tip pouzit jako nastroj pro piipravu vzorku pro
detekci bakterii kontaminovanych v krvi. Jako modelovy systém byly E. coli znaleny
magnetickymi nanocasticemi konjugovanymi s lektinem vazajicim manézu a nasledné byly
ptidany do fedéné plné krve. Bakterialni vzorek prosel pies MACS Tip. Bakterie byly ziskany
demagnetizaci MACS Tipu (Oh at al, 2018).

1.6 Metoda magneticky stabilizovaného fluidniho loze

Bioafinitni chromatografie vyuzivajici magnetické ¢astice mize byt délena na zaklad¢
uspotadani stacionarni faze na kolonovou, vsadkovou a mikrofluidni.

Mikrofluidni uspofadani je vyuzivano diky vySsi G€innosti separace a niz§im nakladim
pro analyzy. Toto uspofadani je moZné pouzit pro superparamagnetické Castice
mikrometronovych nebo nanometrovych rozmérd.  Magnetické cCastice mohou byt
magneticky stabilizovany ve fluidnim lozi tzv. MSFB (Magnetically Stabilized Fluidized
Bed) nebo mohou byt pouZzity ve formé kompaktniho "plugu" (zatky). Pti pouZziti magnetické
zatky jsou magnetické Castice drZzeny mezi dvéma magnety v urCité Casti kapilary a poté je
k zachycenym c¢asticim aplikovan vzorek. V dalsi ¢asti dochazi k promyti a eluci piislusného
analytu. Postup je zobrazen na obrazku ¢. 10 (Phurimsak et al., 2016). Buiky se odchyluji od
sméru proudéni na zaklad€ jejich magnetickych vlastnosti v reakci na magnetické pole
(Iranmanesh & Hulliger, 2017). Externi permanentni magnet vytvaii gradient magnetického

pole uvnitt komory ve tvaru trojuhelniku, coZ ma za nasledek orientaci magnetické sily
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smérem ke vstupu komory. Celkova délka fluidniho loze je pfimo zavisla na aplikované

pratokové rychlosti v disledku zmény porovitosti loze (Pereiro et al., 2017).

Plnéni Reakce Promyti

Magnetické
s S pole

Kapilary 1

g @ I3

@ o0
————
Magnetické Promytll
astice S pufrovym

roztokem

Obrazek 10: Postup magnetickych ¢astic v mikrofluidnim systému. Pfevzato a upraveno z Phurimsak

etal., 2016

Ve studii (Pereiro et al., 2017) je prezentovana mikrofluidni metoda pro specifické
zachyceni a detekci infekénich bakterii. Metoda zahrnuje fluidni loZze s mikroskopii, v niz
jsou magnetické a tazné sily vyrovnany tak, aby se udrzely protilatky funkcionalizované
superparamagnetickymi kulickami v komote béhem perfize vzorku. Byla provedena uspésna
detekce S. Typhimurium s ucinnosti vyssi nez 70 % a specificitou vyssi nez 500/1 ve srovnani
s jinymi bakteriemi. Univerzalnost metody byla prokazana detekci jinych druhl bakterii
Escherichia coli O157: H15 a Enterobacter cloacae (Pereiro et al., 2017).

V Obrazku ¢. 11 je znaroznéno (a) postupné zachycovani a oplachovani vzorku, po té bylo
provedeno méteni expanze fluidniho loze (b) mikrofluidni ¢ip na zacatku a na konci typického

experimentu s pozitivnim vysledkem (Pereiro et al., 2017).
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5 ' expanze / |
f -- === Velikost
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Nutriéni Nutrizni ie— loze
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(S \ &:‘ .ﬂ%\ Py .- |
\4 &2
’ Q‘;’”f ¥ Detekce/kvantifikace
Extrakce bakterii Inkubace -
(vysoky pritok) (nizky prétok)

Obrazek 11: Priklad detekce bakterii ve fluidnim loZi. Pfevzato a upraveno z Pereiro et al., 2017

25



2 IMUNOMAGNETICKA SEPARACE PROKARYOTIC-
KYCH BUNEK

Imunomagnetické separace nalezly mnoho vyuziti zejména v potravinaiské, klinické,
veterinarni a environmentalni mikrobiologii. Zékladni ulohou téchto technik je detekce
patogennich mikroorganismu. Jednou z moznosti zkraceni doby izolace a detekce je nahrazeni
faze selektivniho obohaceni postupem, ktery neni spojen s rustem. Toho lze dosahnout
pomoci specifické magnetické separace cilového organismu piimo ze vzorku nebo pfedem
obohaceného média. Izolované builkky mohou byt identifikovany standardnimi
mikrobiologickymi postupy. IMS je nejen rychlejsi, ale také obvykle dava vyssi pocet
pozitivnich nalezti (Cudjoe et al., 1994). Princip IMS cilovych mikroorganismi je

schematicky znazornén na obrazku ¢. 12.

’ Dynabeads®
"L }‘ € ‘::P o‘
,:a T —' ELISA
llml. \ oo —.__ RNA / DNA
Prlprava Castic SpeC|f'cka vazba Separace Promytl Analyza

<}—<méné nez 50 minut >——>

Obrazek 12: Princip imunomagnetické separace mikroorganismi. Pfevzato a upraveno z Horton et al.,
1989

Pomoci IMS je rovnéz mozno separovat a ndsledn¢ stanovit 1 subletalné poskozené
cilové mikrobidlni buiikky. IMS neovliviiuje Zivotaschopnost zachycenych bunck, a proto
magneticky separované buniky mohou byt kultivovany na selektivnich agarech nebo tekutych
zivych médiich a testovany standardnim zpusobem. Vyhodné pro mikrobiologické rozbory je
pouziti kombinace IMS a PCR, které pfinasi nékolik vyhod jako napf. mozZnost
zkoncentrovani cilovych bunék s vyuzitim magnetickych &astic. (Safaiik & Safaiikova,
2011).

Vlastni imunomagnetickou separaci je mozno provést v jakékoli mikrobiologické
laboratoii. V nejCastéjSim uspoiadani se testovany material suspenduje ve vhodném
neselektivnim pomnozovacim médiu a po dobu 6 az 24 hodin probiha kultivace pti vhodné

teploté (nejCastéji v rozmezi 30 az 42°C). Poté je odebran 1 ml kultivacniho média a smichan
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s 10 nebo 20 ul suspenze piislusSnych imunomagnetickych castic. Nasleduje 10 az 30
minutova inkubace, kdy dochdzi k navazani cilovych bunék na imunomagnetické castice.
Poté jsou magnetické Castice s navazanymi buiikami pomoci magnetu odseparovany ke sténé
mikrozkumavky a médium je opatrné odstranéno. Nasleduje opakované promyti
magnetickych castic vhodnym pufrem, kdy jsou (po magnetické separaci mikrocastic)
odstranény doprovodné bunky a ptipadné piitomné zbytky analyzovaného materialu (Safaiik

& Safatikova, 2011).

Mnoho mikroorganismt bylo izolovano pomoci IMS, je patrné ztabulky ¢. 1. Pro

vvvvvv

imunomagnetické ¢astice (Safatik & Safafikova, 1999).

Tabulka 1: Piiklady imunomagnetické separace mikrobialnich bunék. Pfevzato a upraveno z Safaiik &

Safatikova, 1999

: : {1 SR Primarni Analyzovany
Mikroorganismus | Magnetické ¢astice protildtka vzorek Reference
Bacillus anthracis Dynabeads M-280 | Biotinylovand kozi |y, 0006 | (Gatto-Menking et
. anti-B. anthracis
spores streptavidin vzorky al., 1995)
spora Ab
- T . Mysi MAD proti C. . (Wolfhagen et al.,
Clostridium difficile Magnisort difficile Vzorky stolice 1994)
L . Komercné dostupné
gslcsh;e richia coli Dynabeads anti-E. Vzorky stolice (Ka;ggg; al.
coli 0157
L MAD proti L. .
Listeria Dynabeads M-280 Mmonocytogenes Vzork_y (Skjerve et al.,
monocytogenes potravin 1990)
flagella
MADb proti O
. . o . (Islam et al.,
Shigella dysenteriae Dynabeads M-450 antigenim S. Vzorky stolice 1992)
dysenteriae
Komeréné dostupna Vzorky (Mansfield &
Salmonella sp. Dynabeads anti- :
potravin Forsythe, 1993)
Salmonella
Yersinia entero- . Abs proti Y. . (Rasmussen et al.,
colitica O:3 BioMag enterocolitica O:3 Vzorky stolice 1995)

Pro IMS bakterii se obvykle pouZzivaji rizné bakteridlni antigeny, jako jsou antigenni

determinanty na buné&éné sténé (O-antigeny) nebo flagelarni a fimbrialni antigeny (Safaifk &
Safaiikova, 1999).
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Protein A, izolovany ze Staphylococcus aureus, vaze Fc oblast IgG vétSiny savéich
druhli s vysokou afinitou a ponechdva volné misto specifické pro antigen. Protein G,
izolovany ze Streptococcus sp., reaguje s vétSim poctem izotypu IgG. Ma vyssi vazebnou
afinitu k imunoglobulinlim nez protein A, ale také interaguje s Fab oblastmi IgG, ackoli

afinita je desetkrat niz8i neZ u Fc oblasti (Safaiik & Safaiikova, 2004).

Nahrazeni metody klasické izolace za ,,drop-plating* je vyhodna s ohledem na ¢as. Byly
pouzity polyklonalni anti-F. tularensis nebo anti-Y. pestis protilatky konjugované
s magnetickymi cCasticemi k selektivnimu zachyceni F. tularensis. Tento postup umoznil
izolaci dostate¢ného mnozstvi F. tularensis pro AST v nejkrat§im casovém obdobi pro
véechny zkoumané krevni kultury v rozmezi piiblizné od 10® CFU/ ml do vice nez 10° CFU/
ml. Vysledky naznacuji, Ze tato metoda obsahuje ucinny a rychly postup, ktery miize byt

pouzit pro rychlou izolaci bakterii F. tularensis a Y. pestis (Aloni-Grinstein et al., 2017).

Potencialni hrozba spor antraxu pouzivanych jako biologickd zbran vyzaduje rychlé
a spolehlivé prostfedky detekce, které jsou prenosné, nakladové efektivni a snadno
ovladatelné. Byla vyvinuta amperometrickd imunoanalyza za pouziti imunomagnetické
separace za Ucelem zachyceni spor a odstranéni potencidlnich interferenci z testovanych
vzorki s naslednym amperometrickym méfenim na prenosném pfistroji. Konjugované
magnetické ¢astice a glukdzooxidazou konjugované protilatky byly pouzity pro zachyceni a
detekci cilovych spor. Aktivita gluk6zové oxidasy byla méfena nepiimo pomoci
amperometrie po inkubaci s glukézou a peroxidazou. Zachytavani bylo zprostiedkovano
polyklonalnimi anti-B. anthracis protilatkami, zatimco glukézooxiddzou konjugované
monoklonalni protilatky byly pouZity pro generovani signalii. Tato strategie maximalizovala
citlivost a zaroven poskytovala dobrou specificitu pro spory Bacillus anthracis. Inkubace
detek¢nich protilatek a rychly vyvoj substratu ma za nasledek kratkou dobu odbéru vzorka
(méné nez hodinu). Amperometrie je nizkondkladova a ptredstavuje praktickou metodu pro
detekci spor antraxu. Citlivéjsi detekéni metody, jako ELISA nebo PCR, obvykle pouZzivaji
Casove narocné protokoly a nastroje, které nejsou vhodné pro pouziti v terénu, nebo vyzaduji
pted testovanim obohaceni nebo cisténi vzorkii. Tento test byl vyvinut jako rychlé a citliva
metoda pro detekci sporovych antraxti v polnich podminkach. Tato metoda je schopna méfit
az 500 spor za méné nez jednu hodinu celkového Casu stanoveni a ma kvantitativni detekcni
rozsah od 5 x 10° do 5 x 10°® CFU/ ml. Specificita testu pro spory B. anthracis zavisi na
pouzitych protilatkach. Tato metoda je slibnym néstrojem pro budouci detekci spor antraxu

v terénu (Waller et al., 2016).
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Citliva, specifickd a rychla metoda pro detekci E. coli O157: H7 byla prokazana
pouzitim  kvantovych tecek (QD) jako fluorescencniho  markeru  spojeného
s imunomagnetickou separaci (Su et al., 2004). Magnetické ¢astice potazené anti-E. coli 0157
byly pouzity pro selektivni zachyceni cilové bakterie. Nasledné¢ byly ptfidany protilatky
konjugované s biotinem za vzniku imunokomplext. Po magnetick¢é separaci byly
imunokomplexy znaceny QD teckami pomoci vazby biotin-streptavidin. Obrazek ¢. 13
znazornuje princip detekce E. coli O157: H7 s QD jako indikatorem. Dale byla zméfena
fluorescence. Maximalni intenzita fluorescencniho zafeni byla umérna pocateni koncentraci

bunék E. coli O157: H7 v rozmezi 10%-10" CFU/ ml. Celkova doba detekce byla kratsi nez 2

QP (

;‘l' X }vt m
l 473 nm\ / 609 nm
@ ~ Kvantovy
; streptavidin

Biotin - Ab

hodiny.

Cilova bakterie

. Ab - magneticka
kulicka

Obrazek 13: Schéma principu detekce E. coli O157: H7. Pievzato a upraveno z Su et al., 2004

Zadna vyznamna interference nebyla pozorovana u E. coli nebo S. typhimurium.
Popsand koncepce mulize byt modifikovana pro detekci vice patogend soucasné (Su et al.,
2004). Ktizova reaktivita je reakce protilatky s jinym antigenem, odliSnym od toho, ktery byl
pouzit k imunizaci a vyvolal tvorbu této protilatky. K vazbé dochazi diky strukturnim

podobnostem.

Vyskyt potravinovych infekci zplGsobenych Salmonella sp., Shigella sp.
a Staphylococcus aureus v Cerstvém vepfovém masu se kazdoro¢né zvysuje, coz predstavuje
velkou potencialni hrozbu pro vetejné zdravi. Ve studii (Ma et al., 2014) byla vyvinuta rychla
a soucasnd detekce téchto tifi patogenlt z cerstvych vepfovych vzorkGi kombinaci
imunomagnetické separace (IMS) ve spojeni s multiplexnim PCR v realném case (RT-PCR).
Magnetické kulicky potazené specifickymi protiladtkami byly pouzity k zachyceni a purifikaci

patogenti. Poté byla aplikovana multiplexni RT-PCR se tfemi sadami specifickych primert a
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sond. Hranice detekci byla hodnocena u 67 vzorkovanych vepfovych vzorkii a pro S.
salmonella byla 2,0 CFU/ g, 6,8 CFU/ g pro Shigella a 9,6 CFU/ g pro S. aureus. Konven¢ni
testy pro tyto tii patogeny v bézném pouziti jsou zalozeny na mikrobiologickych technikach.
Ptestoze jsou tyto metody ucinné pro rozpoznavani mikroorganismd, jsou ¢asové narocné.
Tato metoda ma vysokou citlivost, specificitu a pfesnost pro bakterie Salmonella, Shigella a
S. aureus ve srovnani s bézné pouzivanymi kultivacnimi metodami. Déle tato metoda miize
vyznamné snizit ¢as (méné nez 8 hodin) detekce téchto patogenii v laboratofich, coz nabizi

potencial pro rychlou reakci v piipadé nouze pii detekci téchto bakterii (Ma et al., 2014).

Ve studii (Chen et al., 2015) byl popsan novy impedancni biosenzor kombinujici
imunomagnetickou separaci s uredzovou katalyzou pro citlivou detekci potravinaiskych
bakterii za pouziti Listeria monocytogenes jako model a imobiliza¢ni mikroelektroda jako
detektor. Monoklondlni protilatky byly imobilizovany na povrchu magnetickych nanocéstic
systémem biotin-streptavidin pro specifickou a U¢innou separaci bakterie Listeria.
Polyklonalni protilatky a uredza byly imobilizovany na povrch nanocastic zlata a nasledné
byly pouzity k reakci s bakterii Listera za vzniku komplexi. Ureaza katalyzovala hydrolyzu
mocoviny na uhli¢itan amonny a to vedlo ke zvySeni iontové sily média, které bylo
detekovano mikroelektrodou. U¢innost magnetické separace pro L. monocytogenes
v koncentracich v rozmezi od 3,0 x 101 do 3,0 x 104 CFU/ ml byla u ¢istych kultur nad 95%.
Bylo zjisténo, ze dolni detekéni limit tohoto biosenzoru pro L. monocytogenes ¢ini 300 CFU/
ml. Ukazalo se, Ze mikroelektroda mohla byt znovu pouzita s dikladnym ciSténim
deionizovanou vodou vice nez 50krat. Tento biosenzor ukazal sviij potencial poskytnout
jednoduchou, levnou a citlivou metodu pro rychly ,screening“ patogennich potravin.
Impedan¢ni biosenzor je typicky elektrochemicky biosenzor, ktery se obecné opird o méfeni
zmény elektrochemické impedance na rozhrani elektrody. Casto se vyznacuje rychlou detekci
a pomeérné nizkou cenou. Tento biosenzor vykazoval vyssi nebo stejnou citlivost ve srovnani
S jinymi zpusoby detekce L. monocytogenes. To bylo zpisobeno zejména nésledujicimi
diavody: (1) Géinnost separace Listeria byla vysoka; (2) katalyza ureazy vyznamné zesiluje
detek¢ni signal a produkem mocoviny je uhli¢itan amonny, ktery je silnym elektrolytem a je
citlivy na vodivost roztoku; (3) dale byly pouzity polyklonalni protilatky pro ziskani vice
vazebnych mist pro antigen; (4) v posledni fadé€ bylo pouZito interdigitalni pole mikroelektrod

s vysokou citlivosti elektrochemické impedance (Chen et al., 2015).

V praci Sanna et al. z roku 2014 byly polyklonalni protilatky proti dvéma povrchovym

proteinim Mycoplasma agalactiae (P80 a P55) kovalentné navazany na magnetické castice.
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Bunky Mycoplasma agalactiae byly zachyceny specifickou reakci antigen-protilatka a
magnetickou separaci. Imunomagnetické zachyceni bylo pouzito k izolaci a koncentraci M.
agalactiae v uméle kontaminovaném mléce k usnadnéni nasledné detekce pomoci PCR. 375-
bp fragment M. agalactiae byl amplifikovan pouzitim paru primera specifickych pro M.
agalactiae v PCR. Tato studie ukazala ucinné vyuziti rychlého a spolehlivého
imunomagnetické zachyceni kombinovaného s PCR testem pro detekci zivotaschopnych M.
agalactiae. Tato metoda poskytuje alternativu ke konvencéni metodé mikrobiologické detekce
a muze byt pouzita pro rychlou detekci M. agalactiae v rutinnich vzorcich ov¢iho mléka

(Sanna et al., 2014).

Ve studii (Ozalp et al.,, 2013) byly imobilizovany protilatky proti buiikam druhu
Escherichia coli a Salmonella enterica na magnetické kuli¢ky pomoci reakce glutaraldehydu.
IMS systém uspésné oddélil bunky Salmonella, kdyz koncentrace cilové (tj. Salmonella) a
interferujici (tj. E. coli) bunky byly na stejné Grovni. Byly provedeny testy polymerazové
fet¢zové reakce (PCR) jako specifickd selekce pro pfesné potvrzeni piitomnosti
mikroorganismii E. coli a Salmonella. IMS a multiplexni metody PCR mohou byt pouZity pro
specifickou a kvantitativni detekci patogentt z potravinovych vzorkd. Tato studie tedy
vyvinula spolehlivy a ptimy systém pro rychlou detekci Salmonella a E. coli ve vzorcich
potravin. Navic metoda IMS muze byt snadno piizptisobena k detekci jinych patogent

vybérem ptislusné protilatky (Ozalp et al., 2013).
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Tabulka 2: Vybrané aplikace imunomagnetickych technik. Pfevzato a upraveno z Safatik & Safaiiko-

va, 2011
Orgg'nki;‘r;us A“fllzyozr‘g(a“y Mi%;‘;tc'gke Dalii detaily | Vysledek IMS | Reference
- IMS a
Escherichia Olzucr}fgérrl?isi?éi aD,%?aébe;ﬂ? vyockovani 2 vzortlglje 190 (Akkaya et
coli 0157 : na selektivni S al., 2006)
Turecku 0157 agar kontaminovany ’
Escherichia Zivé nosnice aDr?f[?aEbefgl? kombinace 26728312 I(I:Oze (Dipineto et
coli 0157 (Italie) o157 IMS a PCR inﬁkovéno al., 2006)
Listeria driibezi produkty kombinace 4 drtbezi
monocvtoaen pro piimou Dynabeads IMS a RT- produkty ze (Abdelgadir
o ylog spotiebu | anti-Listeria SoR 135byly | etal., 2009)
(Alabarna, USA) kontaminovany
IMS a
v .. | 25vzorkti z51 | (Karpiskova
Listeria drilbezi maso | Dynabeads | vyoCkovani bylo & Holasové,
anti-Listeria | na PALCAM .,
kontaminovano 1999)
agar
IMS a o
salmonella kufeci maso Dyr;?]?ﬁads vyo¢kovani > VZ%rkIL(l)Z 10 (Cudjoe et
(Nizozemsko) na XLD a y . al., 1994)
Salmonella kontaminovano
BGA agary
Dynabeads IMS a 11 vzorki z55 | (Karpiskova
Salmonella vejce anti- woekovani bylo & Holasova,
Salmonella | *Y kontaminové 1999)

Studie Hochel z roku 2009 se zabyva detekci termofilnich kampylobakterii, které jsou
zaloZzeny na interakci antigenu se specifickou protilatkou. Aglutinaéni reakce se stala
zakladem né¢kolika komeréné dostupnych testl. VSechny vyuZivaji latexovych ¢astic s
imobilizovanymi imunoglobuliny, které byly pfipraveny proti: 1) antigenim rtznych druhi
rodu Campylobacter tj. C. jejuni, C. coli, C. lari (Campyslide); 2) flagelarnimu antigenu C.
jejuni (Meritec-Campy); 3) ruiznym sérotypum C. jejuni (Microscreen, Mercia Diagnostics).
Hodinka a Gilligan prokazali, Ze Campyslide pozitivné reagoval se 110 izolaty
kampylobakterii, avS§ak vykazoval rovnéz ktizové interakce s nékterymi kmeny Pseudomonas
aeruginosa. Nachamkin a Barbagallo testovali syst¢ém Meritec-Campy, ktery reagoval se
vSemi 77 kmeny C. jejuni, 17 kmeny C. coli a 2 kmeny C. upsalensis, avSak selhal pii detekci
6 kmenu C. lari a 3 kmeni C. fetus subsp. fetus. Dalsi autofi testovali komercni test
»Microscreen a zjistili, ze systém reaguje s kmeny druhu C. jejuni a C. coli, avsak také
poskytuje slabou odezvu s ostatnimi druhy rodu Campylobacter a Helicobacter, pokud je
koncentrace bunék ve vzorku vyssi nez 10° cfu ml™t. Komeréné dostupné aglutina¢ni testy

byly pouzity pro detekci kampylobakterii v kufecim mase. Fale$né negativni vysledky byly
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pozorovany u vzorkl s vysokou koncentraci doprovodné mikrofléry v nabohacovacim médiu

(Hochel, 2009).

Magneticky zachycené buiiky mohou byt také detekovany pomoci metody ELISA. Jako
ptiklad lze uvést, sendvicovy test ELISA pro detekci Campylobacter jejuni v potravinach
nebo klinickych a environmentalnich vzorcich za pouziti magnetickych (PGMA)
poly(glycidyl methakrylatovych) mikrokulicek s kovalentné vazanymi IgY protilatkami, ktery
je zndzornén na obrazku ¢. 14. Ve srovnani s konven¢nimi mikrobiologickymi metodami
separace, které ptiblizné trvaji 5 dni, jsou pracné a Casové narocné, a to jak na pocet
promyvacich krokt, tak na celkovy cas, se detekce pomoci této metody podstatné Casové

snizi. Detekéni limit metody byl 4,8-108 cfu mI™* (Hochel, 2009).

4 U Substrate m

PGMA
@
2 |
PGMA PGMA
@
' &
PGMA ‘. pGMA

Obrazek 14: Sendvicovy test ELISA vyuzivajici magnetické Castice. Prevzato a upraveno z Horék et

al., 2007

Prvnim krokem naobrazku ¢. 14 je kovalentni pfipojeni protilatky (IgG)
k magnetickym mikrokulickim PGMA, nasyceni povrchu pevné faze s BSA; druhy krok:
inkubace se vzorkem; tieti krok: pfidani druhé protilatky (IgY); ¢tvrty krok: pfidani komplexu
anti-IgY protilatka-enzym; paty krok: pfidani enzymového substratu, odstranéni mikrokulicek

a absorbance méteni (Hordk et al., 2007).
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3 PRIKLADY SEPARACE EUKARYOTICKYCH BUNEK

Magnetické Castice se stale Castéji pouzivaji k izolaci suspenze lidskych bunék piimo
zkrve a jinych bunéénych zdroji. Jako piriklady mohou slouzit B lymfocyty, endotelové
bunky, granulocyty, hematopoetické progenitorové bunky, Langerhansovy bunky, leukocyty,
monocyty, T-lymfocyty, spermic a mnoho dalsich (Safaifk & Safaiikova, 1999). Je
zajimavym a uziteénym faktem, ze zdravé cervené krvinky jsou magnetické diky jejich

vyznamnému obsahu zeleza (Plouffe et al., 2015).

Ve studii (Cotter et al.,, 2001) popisujeme novou metodu zalozenou na negativni
imunomagnetické separaci, kterd poskytuje vysoce Cisté populace mysich neutrofilii. Krev se
inkubuje s protilatkami proti specifickym bunéénym markerim a poté se sekundarnimi
protilatkami potazenymi magnetickymi kulickami. Po spusténi magnetického pole se znacené
buiiky zadrzuji a odebird se suspenze bohata na neutrofily. Tato metoda poskytuje vice jak
95% Ccistou suspenzi a 97 % zZivotaschopnych neutrofilti. Pritokova cytometrickd analyza
ukazuje maly rozdil v expresi povrchu L-selektinu a CD18 na izolovanych neutrofild
ve srovnani s neutrofily v plné krvi, coz ukazuje, Ze neutrofily jsou minimalné aktivovany
izola¢nim procesem. Stimulace pomoci forbol-12-myristat-13-acetatu redukovala L-selektin
a zvysila expresi CD18. Tato zjisténi ukazuji, Ze neutrofily izolované za pouZiti této metody

mohou byt pouzity pro zanétlivé studie in vitro a in vivo (Cotter et al., 2001).

v

V praci Kantzer et al. z roku 2017 jsou astrocyty nejhojnéjsi bunécény typ centralniho
nervového systému a pokryvaji Sirokou Skalu funkci. Zde je uvedeno generovani nové
monoklonalni protilatky anti-astrocytového bunééného povrchu antigenu-2 (Anti-ACSA-2).
Anti-ACSA-2 protilatka byla pfipojena k superparamagnetickym mikro¢asticim pro separaci
ACSA-2 pozitivnich astrocytil. Zivotaschopné astrocyty z mysi mozkové tkané byly ziskany
imunomagnetickou izolaci s pouzitim mikrocastic Anti-ACSA-2. I1zolované zivotaschopné
astrocyty byly nasledné kultivovany. Po 3 dnech kultivace vykazovaly ACSA-2 pozitivni
buiiky hustou bunéénou vrstvu dvojité pozitivnich astrocyti GLAST (ACSA-1 * a GFAP).
ACSA-2 je novy povrchovy marker pro astrocyty, neuralni kmenové builky a progenitorové
buiiky, coZ otevird mozZnost dalSiho rozpoznani vlastnosti astroglidlnich subpopulaci a linii.

(Kantzer et al., 2017).

Naptiklad ze studie Tanga (Plouffe et al., 2015) vypliva ze, detekce cirkulujicich
nadorovych bunc¢k (CTC), druh "tekuté biopsie", pfedstavuje potencialni alternativu k

neinvazivni detekci, charakterizaci a sledovani karcinomu. Mnoho pifedchozich studii

34



ukdzalo, ze pocet CTC mé vyznamny vztah s fazi rakoviny. Nicméné obohaceni a detekce
CTC zGstavaji obtizné, protoze jsou extrémné vzacné v krevnim fecisti. V tomto piipade,
pomoci mikrofluidniho zatizeni, byl aplikovan imunomagneticky separacni systém pro ucinné
zachyceni a in situ identifikaci cirkulujicich nadorovych bunék. Magnetické nanocastice
(MNs) byly modifikovdny pomoci protilatky proti epitelidlni buiice k vyrobé
imunomagnetickych nanocastic (IMN). IMN byly pak naneseny do mikrofluidniho ¢ipu
fizeného magnetickym polem, aby vytvofily jednotné IMN vzory. Vzory IMN si zachovaly
dobrou stabilitu béhem celého procesu vcetné obohacovani, myti a identifikace. Ziskané
mikrofluidické zatizeni bylo schopno zachytit CTC z krevniho obé€hu s ti€innosti vyssi nez 94
%. Zachycené bunky by mohly byt pfimo vizualizovany obracenym fluorescenénim
mikroskopem in situ pomoci imunocytochemie, ktera ¢inn¢ snizila ubytek bun€k. Kromé
toho by CTC mohly byt zcela odstranény pouze promyvanim po odstranéni permanentnich
magnetl. Bylo zjisténo, ze vSechny procesy vykazovaly zanedbatelny vliv na zivotaschopnost
bun¢k (zZivotaschopnost az 93%) a ze zachycené builkky by mohly byt znovu kultivovany po
vice nez 5 pasazich po uvolnéni bez oddéleni IMN. Zatizeni bylo navic aplikovano na
klinické vzorky a téméf vSechny vzorky od pacientii vykazovaly pozitivni vysledky, coz
naznacuje, ze by mohlo slouzit jako cenny ndstroj pro obohacovani a detekci CTC (Tang et
al., 2016). CTC maji také potencial indikovat u¢innost 1é¢by a to i v pfipad¢€, Ze neexistuji
detekovatelné metastazy a nabizet poznatky o mechanismech rezistence vici lékim (Plouffe

etal., 2015).

Antigeny imobilizované na magnetickych kuli¢kach a koloidech mohou byt pouZity pro
izolaci bunék exprimujicich protilatky nebo antigeny specifickych bunék. Tento pfistup byl
uspésné pouzit pro selekei antigen-specifickych bunek z hybridomovych objemovych kultur,
specifickych antigeni B bun¢k z mysi sleziny nebo lidské periferni krve. Tabulka ¢. 4 ukazuje
vybrané piiklady izolace lidskych, zivo¢iSnych a rostlinnych bun€k s magneticky zna¢enymi

antigeny (Safafik & Safatikova, 1999).
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Tabulka 3: Piiklady izolace lidskych, Zivo¢iSnych a rostlinnych bunék s magneticky zna¢enymi anti-

geny. Pievzato a upraveno z Safaiik & Safatikova, 1999

Buiiky M%g,m’.twke Antigen Zdroj Bunék Reference
castice
Antigenni peptid
Antigen specifické | Dynabeads, M- | vazany na hlavni lymfatické | (Luxembourg et al.,
T-lymfocyty 500 histokompatibilni uzliny 1998)
molekuly

Hybridomy Imunizované
Sekr?tuj.m }ldSke Dynabeads, M- Ll.d Sk.y , splenocyty (Horton et al.,
chorionické 450 chorionicky fuzované k 1989)
gonadotropinové gonadotropin bunkam
protilatky myelomu

Slezinné mysi
Fibrinovy fragment | Dynabeads, f Egnﬁ]é S
D dimer hybridomi | IgG potazené Fibrinovy ‘; ﬁiami (Bennick et al.,
vyluéujicich MAD proti fragment, D dimer ;yéiho 1993)
protilatky antigenu myelomu X-

63
Bunky Aminokyselinov lymfatické
lymfatickgch uzlin | ETYTOCYY polymer uzling | (Owenetal, 1982)
y P C fragment )
B-buiky sp§:c1ﬁgke Dynabeads, M- rekombinantniho | Periferni krev (Oshiba et al.,
pro tetanovy toxin 450 ; : 1994)
tetanového toxinu
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Tabulka 4: Ostatni typy lidskych bunék. Pievzato a upraveno z Dynal, 1996

A et g Fhecstd Vytéznost
Typy bunék Zdr,0J bunk’y { Izolacni Cl.l ove ucinnosti; Reference
organu / tkané | metoda antigeny T
cistota
Endometrialni N ., . 290 (Fernandez-Shaw
F1470vé buiiky biopsie negativni Thy-1 n.d.; 82% et al., 1992)
L . 2-20 x 10% | (Lundqvist et al.,
Enterocyty biopsie sliznice | negativni CD45 > 08% 1992)
Epitelové buiiky, - o 34kDgp |10°bunék/g; (Joplin et al.,
jétra Zlutovod | pozitivni | i okidiniag | 98% 1989)
Thy-1
. endometrialni . : bunky (Fernandez-Shaw
Fibroblasty biopsie vycetpant Thy-1 snizené z 50 etal., 1992)
na 18%

. , T 1-20 x 10° .
Epitelové biopsie sliznice | negativni eplte_halm na cm2: > (Lundqvist et al.,
lymfocyty antigen 1992)

95%
Buiky vazajici o i , (Hedman et al.,
ICAM-1 PBMC pozitivni LFA-1 n.d.; n.d. 1992)
Velky granularni o n.d.; 80- (Malygin et al.,
lymfocyt PBMC negativni | CD14, CD3 90% 1993)
. o, o 1 (Canals et al.,
Maligni buitky kigzglrfr‘iggy soézétw:rlﬁ Variety rfk‘;gi‘nléoﬁ 1992, GLADWIN
yeerp yp et al., 1990)
2. doména c-
. P S Kit proto- on acor | (Okayamaetal.,
Stomie bunky plicni tkan pozitivni onkogenniho 41.9%; 85% 1994)
produktu
filtrované BM e, - 0 (Gladwin et al.,
Megakaryocyty buiiky pozitivni | GPIlIb/ Illa | 76%; >98% 1990)
hustota sep. BM e, , 0 (Louache et al.,
bunck pozitivni | GPIlIb/Illa | n.d.; >99% 1991)
Osteoklasty bunééna linie pozitivni | membrana ag | n.d.; n.d. (‘]ar?gség al,
Trombocyty PBMC pozitivai | GPlb/Illa | n.d.;nd. (Aaklhgugo‘;t al.,
. 90% (Hacker-Sahin &
plazma negativni CD45 lymfocyt Giannitsis, 1991)
Virové infikované | Buitkky MOLT4 . o (Ushijima et al.,
buiiky /HTL VIIIB vycerpani HIV-1 ag 77%; n.d. 1990)




4 ZAVER

Magneticka separace bun¢k je jednoduchy, rychly a specificky postup, ktery umoznuje,
aby byly cilové buiky izolovany pfimo ze surovych vzorkll obsahujicich velké mnozstvi
bunék nebo bunécnych fragmentl. Separacni proces mize byt pomérné snadno zvétSen a tim
Ize izolovat velké mnozstvi bunck. Existuje také mnoho moznosti kombinace procesu

magnetické separace bun€k s jinymi technikami, jako je PCR.

V této praci je popsan princip magnetické separace, stavba a funkcionalizace
magnetickych ¢astic. V posledni casti jsou uvedeny priklady vyuziti imunomagnetické

separace u prokaryotickych a eukaryotickych bunék.

Imunomagneticka separace je jednoducha, specificka a i¢inna metoda, ktera se uplatnila
k detekci patogennich mikroorganismti v  potravinaiské, klinické, veterinarni
a environmentalni mikrobiologii. Mezi jeji vyhody patii univerzalnost, moznost pracovat bez

pfedbézného zpracovani ucinného materidlu a opétovna vyuzitelnost sorbent.

Imunomagnetickd separace se dostava do popiedi zdjmu védeckych pracovnikl
ve snaze dosdhnout optimalizace a zavedeni do rutinni praxe, kde miize znamenat dalsi posun

a vylepSeni stavajicich standard.
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