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Anotace

Cilem prace bylo ovéfit moznosti vyuziti molekul aptamerl v imunochemické detekci
vybranych biologicky aktivnich proteind (biomarker), a jejich porovnani s obvykle
vyuzivanymi protilatkami (imunoglobuliny). Pomoci vybranych imunoanalytickych metod
byly studovany interakce aptamer — biomarker a protilatka — biomarker. Cilem bylo verifikovat
a zhodnotit specifitu interakci téchto molekul a ovéfit vyuzitelnost aptamerd pro ptipadnou
Klinickou detekci proteinovych biomarkert jako vhodné alternativy protilatek. Jako modelovy
biomarker byl pouzit lidsky epididymalni protein 4 (HE4), ktery je mimo jiné ve vysoké mife
exprimovan v tkani vaje¢nikd v disledku maligniho zvratu. Pro studium interakci byly vyuzity
specifické anti-HE4 protilatky tfidy IgG a odpovidajici molekuly aptameru (anti-HE4)
konjugované s biotinem. Vybrané metody studia interakci zahrnovaly imunoblot/dot-blot
a Affiblot s kolorimetrickou a chemiluminiscenéni detekci a polyakrylamidovou gelovou
elektroforézu (SDS-PAGE).

Klicova slova
Imunochemické metody; ovarialni karcinom; aptamery; blotting; SDS-PAGE elektroforéza
Annotation

This work aimed to confirm the potential use of aptamer molecules the in immunochemical
detection of selected biologically active proteins (biological markers). Further, it compares this
method with a commonly used antibody (immunoglobulins). The interactions of aptamers—
biomarker and antibody—biomarker were examined using a selection of immunoanalytical
methods. The aim was not only to assess and confirm the specificity of the interaction of these
molecules but also to ponder the potential applicability of aptamers as suitable alternatives to
antibodies in the area of detection of protein biomarkers. Human epididymis protein 4 (HE4),
which is frequently expressed in the ovary tissue in consequence of a malign turn was selected
as a model biomarker. For testing the interactions, specific anti-HE4 1gG antibodies and
aptamer molecules (anti-HE4) conjugated with biotin were used. The methods used for the
study of interactions included immunoblotting/dot-blotting with colorimetric and/or
chemiluminiscent detection and polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE).
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Imunochemical methods; ovarian cancer; aptamers; blotting; SDS-PAGE electrophoresis
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1 Uvob

Ve sv¢ stfedoSkolské odborné ¢innosti jsem se zabyval vyuzitim oligonukleotidovych molekul
tzv. aptameri jako alternativy Kk molekulam protilatek, které jsou vyuzivany
v imunochemickych metodach. Aptamery maji pti spravném molekularnim designu specifické
vazebné schopnosti podobné jako protilatky (imunoglobuliny). Toho Ize wvyuzit pro
imunochemickou detekci biomarkerd, vtomto piipadé proteinti. Cilem bylo otestovat
a porovnat interakce aptamer — biomarker a protilatka — biomarker pomoci vybranych

imunoanalytickych metod, jako je blotting a SDS-PAGE elektroforéza.

Modelovym systémem byl lidsky epididymalni protein (HE4), ktery je jednim z biomarkerti ve
zvys$ené mife exprimovanych pti karcinomu ovarii, tzn. sérovy onkomarker (viz kapitola 2.2.1).
Onkologickd onemocnéni a laboratorni diagnostika biomarkerti, které jsou s onemocnénim
asociované, jsou stale velmi aktudlnim tématem, a pravé mozné vyuziti aptamert v klinické
diagnostice je studovano vzhledem k nékterym omezenim, ktera jsou u protilatek popisovana.
Toto téma jsem si vybral, protoze mé¢ obor biochemie a problematika vyuziti aptameri

Vv laboratorni diagnostice a 1é€b¢ zajima a chtél bych se jejimu studiu dale vénovat.

Vysledkem mé prace jsou data popisujici schopnost interakce obou biospecifickych part
aptamer — biomarker a protilatka — biomarker, data potvrzujici a porovnavajici afinitu
pouzivanych specifickych molekul viic¢i studovanému biomarkeru (HE4). Rovnéz byla ovéfena
kvalita a molekulova hmotnost pouzivanych komeréné dodavanych protilatek a antigenu HE4.
Dale byla analyzovana koncentrac¢ni fada streptavidin-HRP, ktery byl vyuzit pro finalni
kolorimetrickou a chemiluminiscen¢ni detekci biotinylovanych protilatek i aptamert metodou
dot-blot.

Experimentalni ¢ast prace jsem realizoval na Katedfe biologickych a biochemickych véd
Fakulty chemicko-technologické UPCE ve védecké skupiné imunochemie pod vedenim doc.
RNDr. Lucie Korecké, Ph.D. a Mgr. Zuzany Svobodové, Ph.D., ktera se skupinou imunochemie
uzce spolupracuje, ale plisobi na Katedfe biologickych a 1ékafskych véd Farmaceutické fakulty

UK v Hradci Kralové.



2 TEORETICKA CAST

2.1  Imunochemie

Imunochemie je definovéna jako interdisciplinarni pfirodovédny obor na rozhrani imunologie
a chemie, resp. biochemie. Tento obor se zabyva molekularni podstatou imunitnich procest,
jmenovité studiem biolatek, jako jsou enzymy ucastnici se imunitni odpovédi nebo enzymy
vyuzitelné pro laboratorni diagnostiku. Dale také cytokiny, slozkami komplementu, receptory
a specifickymi povrchovymi znaky imunitnich bunék, ale i riznymi inhibitory, imunohormony
a dalsimi latkami, které jsou dulezité v imunitnich procesech [1].

Imunochemie se zabyva také studiem imunochemickych reakei, tj. interakci mezi dvéma
zakladnimi molekulami, antigenem a protilatkou. Zabyva se chemizmem téchto molekul
ajejich strukturou. Pravé princip imunochemickych reakci je zdkladem pro veskerou
kvalitativni i kvantitativni imunochemickou analyzu, a tedy i pro lékarskou laboratorni
diagnostiku a analyzu biologicky aktivnich latek v riznych odvétvich. Metody vyuzivajici
tohoto principu, tedy reakce antigenu s protilatkou, byly prvné popsany jiz pted vice jak 100
lety a cestu k aplikaci zejména v 1ékatské diagnostice si nasly rychle. Mluvime o metodach
sérologickych, elektroforetickych, imunochromatografickych a tzv. imunoanalytickych.

Radime sem také metody imunoblotu [2, 3].
2.2 Maligni nadory ovarii

Maligni rakovinné bujeni ve vajeénicich se déli do né€kolika skupin, a to podle jejich tzv.
histogeneze (tj. proces vzniku a vyvoje tkang). Mezi zékladni typy malignich zvrati vajecniki
fadime nadory epitelu (karcinomy), dale neepitelové nadory zarodecnych pruhli a stromatu
a nakonec nadory germinalnich bunék [4]. Pfitom epitelové nadory tvofi pfevaznou vétsinu
ovarialnich malignit, a to kolem 90 %. Nejb&znéji dochazi k rozvoji onemocnéni mezi 55. az
74. rokem zivota, U neepitelialnich malignit je ¢astéjsi vyskyt u mladsich zen [5, 6]. Incidence
epitelialniho karcinomu ovarii se v poslednich letech v Ceské republice pohybuje kolem 18
diagnostikovanych Zen na 100 000. Jak incidence, tak i mortalita vykazuji mirny pokles. Udava
se ovSem, ze bohuzel az 75 % diagnostikovanych piipadl jsou pozdni stiddia Casto jiz
s metastazemi. V obdobi let 2014 az 2018 bylo jen 23 % ptipadi diagnostikovano ve v€asném
stadiu nemoci. V soucasné dob¢ sice jiz existuje screeningovy program pro Sirokou populaci,

ale zachyt této diagnozy je stale obtizny. Jako terapeutické cesty jsou uzivany bézné



onkologické postupy v podobé chirurgického zasahu (prvni krok), chemoterapie (velmi béznd)

nebo radioterapie (méng, nez chemoterapie) [4, 5].

Velky vliv na onemocnéni maji 1 genetické predispozice v podob¢ autozomalné dominantnich
mutaci na 13. a 17. chromozomu BRCA1 a BRCA2 spojené se syndromem karcinomu prsu.
Nositelky téchto mutaci maji 10-20% zvySené riziko onemocnéni nez bézna populace. Mutace
je spojena s patologii u¢inného mechanizmu chraniciho proti vzniku karcinomu jako je

genomova integrita, transkripéni a bunééna regulace [6].

Jak uz bylo zminéno vyse, jednoduché screeningova metoda neexistuje, zachyt prekanceréz je
tedy dost problematicky. Zakladem jsou klinické symptomy (onemocnéni je velmi casto
asymptomatické ¢i nespecifické), dale sonografické vySetfeni, vySetfeni magnetickou
rezonanci ¢i poc¢ita¢ovou tomografii, nékdy doplnéno o RTG (skiagrafie hrudniku) atd. Déle se
jedné o biopsie a ndsledna imunohistochemickd vySetfeni. Velice dllezitym parametrem pfi
stanoveni diagnozy je laboratorni stanoveni tzv. onkomarkerd, coz jsou solubilni molekuly
cirkulujici v krvi, jejichz hladina je v disledku nédorového bujeni zvySena. Stanoveni
onkomarkell je vyuzivano také k monitorovani ucinnosti terapie. Podrobné informace
0 dominantnim onkomarkeru, proteinu CA 125, rozsifené o dalsi vySetieni jsou popsany nize
[4, 6].

2.2.1 Nadorovy antigen CA 125 a lidsky epididymalni protein 4

CA 125 je bézné se vyskytujici slozka epitelt mnoha tkani odvozenych od coelomu (fetalni
coelomovy epitel) véetné Zenského genitalniho traktu [6]. Neni vSak standardné exprimovan
v epitelu ovarii. Pro diagnostiku je vyuzivano jeho stanoveni v krevnim séru [7]. Jedna se
0 béZné vySetfovany tumorovy marker pro laboratorni prikaz karcinomu ovarii, kdy je jeho
hodnota zvySena nad 95 U/ml (fyziologicka hodnota je nizs$i nez 35 U/ml). UZiva se ale 1 pro
diagnostiku dalSich gynekologickych malignit, jako je karcinom endometria, adenokarcinom
hrdla délohy, karcinom prsu a dalsi negynekologické nadory [6]. Je exprimovan u témét 80 %
serdznich karcinoml ovarii a jeho vySetfeni se provadi zejména pii rodinné predispozici
k onemocnéni. Spolecné s antigenem HE4 (lidsky epididymalni protein 4) slouzi k vypoctu tzv.
ROMA (Risk of Ovarian Malignancy Algorithm) indexu, tedy odhadu rizika epitelialniho

karcinomu ovarii [8].

HE4 je onkomarker, ktery je ve velmi vysokych koncentracich produkovan jiz v raném stadiu

onemocnéni a vykazuje vysokou senzitivitu. Ve statistikdch je uvadéno, Ze v piipadech
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rakoviny ovarii a gynekologickych benignich nalezech ma onkomarker HE 4 pfi senzitivité
67 % az 96% specifitu [8]. Jiné zdroje uvadi, ze HE4 je zvySen u 93 % piipadd ser6znich
malignit a dokonce az u 100 % endometrioidnich karcinomu [9]. Podle dosavadnich studii
vykazuje antigen HE4 nejvyssi moznou senzitivitu pro diagnostiku karcinomu ovarii ze vSech
moznych onkomarkerd. V kombinaci s vySetienim CA 125 se senzitivita vyrazné zvysuje.
Zajimavé je, ze vyznamnou roli ve zvySené hladiné¢ HE4 hraje dysfunkce ledvin, proto se pfi
vysetieni HE4 musi brat dostatecny zietel na glomerularni filtraci. VySetfeni HE4 ale neni
dosud zcela standardnim laboratornim krokem a v diagnostice ovariadlnich malignit se jedna

stale o nov¢jsi onkomarker [8].
2.3 Mechanismy imunitni odpovédi

Imunitni systém je diileZitou slozkou organiSmu pfispivajici k udrzeni homeostazy, tj. stalosti
vnitiniho prostfedni organismu. Jeho schopnosti je rozpoznat vlastni struktury od cizich nebo
nepiirozenych struktur, branit organismus proti nim a také je dlouhodobé udrzet v tzv.
imunologické paméti [10]. Imunitni systém chrani organismus nejen proti riznym vnéj$im
patogeniim (viry, bakterie, paraziti ¢i plisn¢), ale i proti vlastnim nebezpecnym strukturam, jako
je napf. nadorové bujeni. Dulezitym aspektem imunitniho systému je tolerance. Tolerance je
myslena vuci t€lu vlastnim molekuldm a bunikam, ale i antigentim, které imunitnimu systému

ptedlozime v prenatalnim obdobi [10, 11].

Rozeznavdme dva =zakladni druhy imunitni odpovédi, vrozenou neadaptivni (také
nespecifickou) odpovéd, kterd je evolucné starsi a imunitni odpoveéd’ adaptivni (specifickou),
ktera je evolu¢né mladsi a ziskavéa se béhem zivota jedince. Oba typy mechanismii maji dvé
slozky, a to slozku bunécnou, tedy na obranném mechanismu se aktivné podileji celé buiky, ¢i

humoralni, ktera vyuziva tzv. solubilnich molekul figurujicich jako obranné latky [11].

2.3.1 Neadaptivni (vrozend) imunitni odpovéd’

Zcela prvni mechanickou bariérou proti cizorodym latkdm a patogenim je klZe. Mezi
jednoduché vrozené chemické bariéry pak fadime pot, sliny, slzy a kyselinu chlorovodikovou

obsazenou v zalude¢nich §t'avach [12].

Buiiky zajistujici nespecifickou imunitni odpoveéd’ jsou predevsim buniky schopné fagocytdzy.

Sem fadime granulocyty: bazofily, eozinofily a neutrofily a agranuldrni fagocytujici bunky:
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monocyty (diapedézou ptechazeji do tkané¢ a méni se na makrofagy), dendritické bunky

a mastocyty [10, 11].

Zaradit sem musime i latky humoralni obrany jako jsou pyrogeny (zvysuji télni teplotu), slozky
komplementu (skupina sérovych proteini s opsoniza¢nimi, chemotaktickymi a lyza¢nimi

vlastnostmi) nebo interferony (zajist'uji antivirovou ochranu) [11].

2.3.2 Adaptivni imunitni odpovéd’

Adaptivni imunita se od imunity neadaptivni li$i v jednom dutlezitém faktoru, a to je schopnost
uziti cilenych obranych mechanizmi proti specifickym chemickym strukturdm — antigentim.
Prezentace patogennich antigend je zajistovana bunkami fagocytujicimi, tzv. antigen
prezentujicimi buiikami (APC). Ty jsou schopné pies specifické glykoproteinové struktury (tzv.
MHC molekuly II. tfidy) na svém povrchu vystavit ¢asti rozstépenych patogennich struktur.
Tyto MHC molekuly maji na svém povrchu pouze APC builky (nejcastéji makrofagy
a dendritické bunky) a pravé diky nim jsou schopné predlozit buitkam adaptivni imunity ¢asti

patogennich struktur [11].

Existuji ale i molekuly MHC 1. tfidy. Tyto povrchové determinanty maji na sobé veskeré
somatické¢ builkky. Na téchto povrchovych glykoproteinech prezentuji bunkdm adaptivni
imunity ¢asti vlastnich molekul. V ptfipad¢ vzniku chyby v buiice buiiky adaptivni imunity
takovou chybu zaregistruji a fadou riznych mechanismii jsou schopny zasahnout. Jednim
Z nejcastéjSich zptisobll je iniciace apoptozy, tedy fizené bunécné smrti. Tak se lidsky
organismus brani naptiklad nadorovému bujeni. MHC 1. tfidy se také uplatiuji pfi
transplantacich, kdy tyto molekuly od darce musi byt ve shod¢ s piijemcem. U MHC molekul

se mizeme setkat i S oznac¢enim HLA (Human Leukocyte Antigens) [11].
Lymfocyty

Z hlediska imunokompetentnich bunék adaptivni imunity mluvime o T-lymfocytech (zajist'uji
bunécnou imunitu) a B-lymfocytech (zajist'uji humoralni imunitu). Existuje mnoho riznych
mechanismt kooperace mezi t€émito bunkami a ostatnimi somatickymi bunikami. Jejich tvorba

a diferenciace je vyobrazena na Obrazku 1 [10].

T-lymfocyty délime na cytotoxické, které rozeznavaji MHC 1. tfidy a pomocné, které

rozeznavaji MHC II. ttidy. Existuji ale i dal$i zvlastni skupiny T-lymfocytid. T-lymfocyty
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cytotoxické likviduji bunky se vzniklymi intracelularnimi chybami, kdezto T-lymfocyty
pomocné zprostiedkovavaji informaci o patogennich antigenech dalSim buiikdm. Mimo jiné
i B-bunikam, které zaji$tuji humoralni imunitu, tedy vznik specifickych protilatek proti
patogennim antigentim. B-lymfocytim produkujicim protilatky fikame plazmatické buriky.
Nékteré¢ B-lymfocyty si schopnost tvofit specifické protilatky proti antigenim ponechaji, tém

poté fikame pamétové bunky [10, 11].

Opomenout nesmime zvlastni NK bunky (Natural Killers), které se podileji na antivirové
a protinadorové obrané. Rozpoznavaji buriky s nizkou expresi MHC I. tfidy na svém povrchu,

coz indikuje patologicky stav takové bunky. NK buika takové podezielé buinky ucinné

likviduje [10, 11].
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Obrazek 1 Schéma diferenciace krevnich bunék véetné lymfocytt [1]
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2.3.3 Imunochemicka reakce

Imunochemicka reakce je reakce mezi antigenem a specifickou protilatkou (imunoglobulinem)
za vzniku imunokomplexu. Takova reakce ma puvod ve specifickych obranych mechanismech,

které zajiSt'uje imunitni systém.

Antigeny

Antigeny jsou zpravidla makromolekuly, které je imunitni systém skrze své mechanismy
schopen zaznamenat, identifikovat a reagovat na n€. Exoantigeny jsou takové molekuly, které
pochazeji z vnéjsiho prostiedi, nikoliv zorganismu. Radime sem piedeviim patogenni
mikroorganismy, jejich ¢asti a produkty. Autoantigeny jsou molekuly, které podchézeji ze

samotného organismu, nejsou to tedy antigeny cizorodé. Radime sem riizné produkty

12



biochemickych reakci a mechanisma, které jsou tvoreny ve zménéné mife, nebo nejsou pro
organismus bézné vubec. Zvlastni skupinou exoantigend jsou alergeny, tedy latky schopné

vyvolat u citlivych jedinct patologickou imunitni reakci, alergii [11].

Antigentu lze vyuzit jako biomarkert v klinické diagnostice. Jedna se o molekuly zpravidla
specificky spojené s infekcemi a jinymi patologickymi procesy rtizného druhu. Chemicky se

jedna o proteiny, polysacharidy, lipidy a lipoproteiny [11].
Epitop

Imunitni mechaniSmy nejsou sméfovany na celé molekuly antigenii. Specifita protilatek
a imunitnich receptori je zaméfena na mens$i a konkrétni mista, tzv. epitopy, nebo také
antigenni determinanty. Jedna se o specifické misto, kde dochazi pii interakci S vazebnym
mistem imunoglobulinti nebo jinymi receptory ke vzniku slabych nevazebnych interakci. Jeden

antigen muZze mit epitop jen jeden, ale i velké mnozstvi [11, 13].
2.3.4 Imunoglobuliny

Imunoglobuliny, znamé téz jako protilatky, jsou proteiny. Jsou zdkladem specifické imunitni
odpovédi, a to diky jejich fascinujicim vlastnostem, co se jejich tvorby, struktury a vazebnosti
tyce [10, 13].

Chemicka struktura imunoglobulint

Jak jiz bylo zminéno, imunoglobuliny jsou strukturné¢ proteiny. Proteiny jsou
biomakromolekuldrni latky tvofené mensimi Useky, které se nazyvaji peptidy. Peptidy vznikaji
kondenzaci L-a-aminokyselin za tvorby peptidové vazby. Aminokyseliny jsou tedy zakladni
stavebni jednotky proteinil. Jedna se o substitucni derivaty karboxylovych kyselin, které ve
své molekule kromé karboxylové skupiny -COOH (maximalné dvé&) nesou i aminoskupinu
- NH>, a to jednu nebo vice (viz Obrazek 2) [14].

Aminokyseliny jsou riiznych druhti, dé€li se dle vlastnosti. Existuji i aminokyseliny, jez obsahuji
aromatické jadro nebo heterocyklus, substituenty jako hydroxyskupiny nebo aminokyseliny
obsahujici siru. Pravé druh a pocet funkénich skupin urcuje chemickou reaktivitu. Bézné
rozezndvame 20 zakladnich proteinogennich aminokyselin, ty délime na neesencidlni
(organismus je schopen jejich syntézy de novo) a esencidlni (je nutné je piijimat s potravou)
[14, 15].
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Obrazek 2 Obecny vzorec a-aminokyseliny [zdroj autor, neni-li uvedeno jinak]

Aminokyseliny se pfi fyziologickém pH = 7,3 vyskytuji v roztoku v podob¢ tzv. zwitteriontu.
Pfi tomto pH dochazi k deprotonaci karboxylové skupiny a protonaci aminoskupiny.
Aminokyseliny jsou tedy vnitini soli, a pravé proto maji vlastnosti solim velmi podobné.
Zaroven se jedna o latky amfoterni. Velké mnozstvi aminokyselin je neutralnich, prevazuje-li
ale jedna zfunkénich skupin, chovaji se bud jako zasadité (pfevazuje
-NH>) nebo kyselé (pfevazuje -COOH) [15].

Spojenim aminokyselin dochéazi ke vzniku tzv. peptidovych fetézcii. Ke vzniku peptidové
(amidové) vazby dochazi kondenzaci karboxylové skupiny jedné aminokyseliny
a aminoskupiny dal$i aminokyseliny za odstépeni molekuly vody. V Zivych organismech
dochazi k tvorbé peptidovych fetézct v procesu zvaném proteosyntéza v ribozomech. Ta se
skladé z fazi genové exprese, transkripce, translace a posttranslacnich uprav. Pravé diky slozeni
do terciarni a kvartérni struktury a posttranslaénim upravam ziskdva protein svoji finalni

strukturu a vlastnosti [14, 15, 16].
Struktura imunoglobulini a jejich vazebné schopnosti

Struktura imunoglobulin je komplexni a i¢elna. Imunoglobuliny maji v podstaté tvar pismene
Y (Obrazek 3) nebo T. Jsou tvofeny dvéma tézkymi (pfiblizn¢ 446 aminokyselin) a dvéma
lehkymi peptidovymi fetézci (214 aminokyselin). Tézké fetézce (angl. heavy — H) se rozd¢€luji
na pét raznych typt (o, d, €, y, 1), lehké fetézce (angl. light — L) na dva typy (y, k). Toto déleni
je dle konstantnich fetézcli. Imunoglobuliny maji ale u obou druhl fetézctl, tedy tézkych
i lehkych, variabilni ¢ast o rozsahu 109 aminokyselin. Jiz primarni struktura imunoglobulinu

rozhoduje o povaze a ti¢elu dané protilatky [13].

Peptidové fetézce jsou spojeny disulfidickymi mitistky. Na molekule imunoglobulinu mizeme
rozlisit tf1 konce. Dvé€ horni ramena pismene Y jsou tzv. N-konce, jelikoZ zde peptidovy fetézec
kon¢i volnou aminoskupinou, dolni C-konec konci volnou karboxylovou skupinou. Molekulu
imunoglobulinu délime na tii fragmenty. Dolni fragment zahrnujici C-konec je oznacovan jako

Fc. Fc fragment je tvofen dvéma t€zkymi fetézci spojenymi disulfidickymi mustky. Pravé tuto
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¢ast molekuly imunoglobulinu je schopen vazat Fc receptor, ktery je exprimovan na povrsich
fagocytujicich bunék. Ty tak dokazi fagocytovat neutralizované antigenni struktury, nebo tyto

struktury cytotoxicky ni¢it [11, 13].

Z Fc fragmentu vychazi dva fragmenty Fab koncici N-koncem. Tyto fragmenty jsou tvofeny
vzdy jednim tézkym fetézcem a jednim lehkym fetézcem. Pravé cast N-konce je variabilni

a zodpovida za specifickou vazbu imunoglobulinu, tedy tzv. paratopu, na epitop antigenu [13].

l_ Ag binding _l

Fab «—— Light chain
SS SSf<— Disulphide bridge

SS
SS @<—Heavy chain

Fc Hypervariable (CDR) regions
M Variable regions
M Constant regions

Obrazek 3 Struktura imunoglobulinu [2]

Vazebna schopnost a tim i specifita k danym antigenim je dana pravé variabilni ¢asti Fab
fragmenti. U imunoglobulin® sledujeme tzv. afinitu k danému antigenu, tedy silu vazebné
interakce jednoho vazebného mista protilatky s jednim vazebnym mistem na antigenu (epitop).
U polyvalentnich protilatek sledujeme i1 tzv. aviditu, tedy interakci imunoglobulinu
s polyvalentnim antigenem. V piipadé avidity se jedna o sumu afinit, s rostouci afinitou pak

vzrista i avidita [17].

Imunoglobuliny jsou tvofeny plazmatickymi bunikami (aktivované B-lymfocyty). Praveé jedna
plazmaticka bunka tvofi jeden druh protilatek s vazebnou specifitou k jednomu antigenu.
Tvorba variabilnich ¢asti Fab fragmentd je v B-bunkach dana geneticky. V pribéhu
diferenciace B-bun¢k dochazi v jejich DNA K riznym rekombinacim v genu pro tvorbu
imunoglobulinii. Po expresi takového genu a néasledné proteosyntéze tak vznikaji protilatky

S rozmanitymi variabilnimi oblastmi [11, 13].
Déleni imunoglobulinu

Podle typu tézkého fetézce délime imunoglobuliny do péti skupin. Rozezndvame protilatky

tiidy IgG, IgA, IgM, IgE a IgD. Jednotlivé tfidy protilatek se od sebe odliSuji jak mirou
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vazebnych schopnosti, tak i jejich lokalizaci a nacasovanim plisobeni. Protilatky tfid IgG, IgE

a IgD maji monomerni strukturu, IgA monomerni i dimerni a IgM pentamerni [13].

Hlavni tfidou protilatek jsou IgG a tcastni se sekundarni odpovédi na prinik antigenu. Maji
mnohé efektorové funkce. Kromé opsonizace ¢i totalni neutralizace antigenu jsou také
napiiklad schopny aktivovat komplement. Jako jediné pronikaji placentou a zarucuji
dlouhodobou ochranu. Protilatky tfidy IgM se z ¢asového hlediska ucastni primarni odpoveédi
na pranik antigenu. V séru nepietrvavaji dlouho. Jsou exprimovany jako specifické receptory
na povrsich B-lymfocytt [11, 13]. IgA jsou tfidou imunoglobulint, které jsou ve vysoké mife
na sliznicich a zajistuji tak prvni specifickou obranu pred exoantigeny [10, 13]. Ttidy IgE a IgD
Jsou Vv séru zastoupeny velmi malo. Jsou zodpovédné za uvolnovani histaminu z mastocytt
a bazofili, tedy za rozvoj alergickych reakci a reakci Casné precitlivélosti. IgE se ucastni
antihelmintdzni obrany, IgD se vyskytuji na povrchu B-lymfocyti jako B-celularni receptory
[13, 18].

Polyklonalni a monoklonalni protilatky

Rozdil mezi polyklondlnimi a monoklondlnimi protilatkami je hlavné ve schopnosti specificky
vazat jeden dany epitop antigenu. Protilatky polyklonalni jsou heterogenni smési protilatek,
které vznikaji pii imunizaci organismu. Smés ¢itd az tisice riznych druhti protilatek lisicich se
afinitou, specifitou vi¢i antigennim epitopim a biologickou funkci. V diagnostickych
laboratornich metodach se béZzn¢ vyuZivaji, ackoliv jejich charakter né¢kdy zvySuje naroky na

validaci metody ¢i naslednou reprodukovatelnost vysledku [2, 11].

Naopak protilatky monoklonalni vykazuji shodné vlastnosti a jsou produkovéany pouze jednim
klonem B-lymfocyti. Maji schopnost vazby na jeden konkrétni typ epitopu, coz zvySuje
presnost jejich vazebnych schopnosti [2]. Diky tzv. hybridomové technologii, ktera je zalozena
na fuzi bunétné kultury nadorovych (myelomovych) bunék s lymfocyty izolovanymi
Z antigenem imunizovanych mysi. Dostavame tak v podstaté nesmrtelnou hybridni buniku
(hybridom) schopnou produkovat pozadované monoklonalni protilatky [21]. Monoklonalni

protilatky nachazi uplatnéni jak v cilené terapii, tak zejména v laboratorni diagnostice [11, 13].
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2.3.5 Tvorba imunokomplexu

K tvorb¢ imunokomplexu pii imunochemické reakci in vitro dochazi v bud’ kapalném prostiedi
nebo v gelu (agary, hydrogely). Déle i na povrchu membran nasycenych kapalinou ¢i na
specidlnim chromatografickém papire.

Slozky vznikajiciho imunokomplexu, tedy antigen a protilatka, jsou ksobé vazany
prostiednictvim slabych nekovalentnich vazebnych interakci. Tvorba imunokomplexu
(biospecifického paru) je ovlivnéna pH prostiedi, teplotou (optimalné teplota 37 °C),
pfitomnosti iontil soli nebo detergenti.

Vazba antigenu a protilatky je reverzibilni. Je déna termodynamickymi zdkony, vznik
imunokomplexu Ize popsat rovnovaznou asociaéni konstantou Ka. Rychlost tvorby
imunokomplexu vychazi, stejné jako ostatni chemické reakce, z Guldberg-Waagova zakona.
Silu vazby (afinitu) je mozné vyjadfit termodynamicky jako standardni chemickou afinitu
rovnou zaporné zmeén¢ standardni Gibbsovy energie, kde R je univerzalni plynova konstanta,

T je termodynamicka teplota a K je rovnovazna konstanta [2]:

A= —AG® =R-T-InK 1)

24  Aptamery

Aptamery jsou strukturné oligonukleotidy, a to bud deoxyribonukleotidy (DNA) ¢i
ribonukleotidy (RNA). Jedna se o jednotetézcové molekuly se schopnosti selektivni vazby na
vybrané cile. Principidlné tak lze vazbu aptameru na cilovou molekulu pfirovnat k vazbé
protilatky na antigen. Tato vazba muize mit, dle typu aptameru, velmi variabilni specifitu
arovnéz afinitu. V porovnani s protilaitkami jsou u aptamerti popisovany nékteré lepsi
vlastnosti. Velkou vyhodou aptamerti je jejich presnd molekularni syntéza zaloZzena na
technologii zvané SELEX (viz nize). Aptamery by mohly byt, diky jejich vlastnostem, vyuzity
vV modernich diagnostickych metodach zaloZenych na specifické afinitni interakci, v analyze

proteinti ¢i jinych cilovych markert (viz schéma na Obrazku 4). [22, 23].
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Obrazek 4 Schématické znazornéni zptisobu vazby ligandu molekulou aptameru a protilatky [3]
2.4.1 Struktura a charakteristika aptameru

Nukleové kyseliny obecné jsou nositeli genetické informace v bunice. Buitka obsahuje fadu
raznych druht nukleovych kyselin a jejich derivata [15]. Jaderna DNA obsahuje genetickou
informaci pro proteosyntetické dé&je s pfimou ndvaznosti na rust, diferenciaci, metabolismus
a dalsi déje v probihajici v butice. Jadernd DNA, systematicky sloZena do chromatinu, potaZzmo
do chromozomt, neni jedind v buiice obsazend DNA. V zavislosti na jejich typu (ZivociSné vs.
rostlinné) obsahuji buiiky rovnéz i mitochondrialni ¢i plastidovou DNA umoziujici a regulujici
dalsi bunééné déje [12, 16]. U vSech zivych organismi je geneticka informace v podobé DNA
pfedavéana slozitym a komplexnim déjem z generace na generaci na zdklad€ své vlastni
replikace. Strukturné je DNA a RNA sloZena z fetézce nukleotidli obsahujici fosfatové estery
ptislusnych nukleosidii (nukleova baze a pentéza). U DNA dochdzi ke zdvojeni fetézce do
podoby dvousroubovice na zakladé komplementarity prislusnych bazi [13]. Molekuly RNA se
fyziologicky uplatiiuji zejména, ale ne jenom, u genové exprese a nasledné proteosyntéze.
U eukaryot rozeznavame pét typti molekul RNA, a to naptiklad véetné mRNA (mediatorova
RNA tvofici se pii transkripci) €1 tRNA (transferova RNA pfinaSejici pii translaci jednotlivé

aminokyseliny) [16].

U primarni struktury DNA rozliSujeme ¢tyfi dusikaté baze, dv€ pyrimidinové, cytosin (C)
athymin (T) a dvé purinové, adenin (A) a guanin (G) odvozené od piisluSnych
heterocyklickych molekul. Komplementarita bazi v fetézci zajistujici komplexitu molekuly je
dana vazbou vodikovymi mistky tvofenymi mezi A a T a G a C. Sacharid (pentoza) je v tomto
ptipadé deoxyriboza [15]. RNA je strukturné velmi podobna, pouze nukleova baze thymin je
vymeénéna za uracil (U) a sacharid je riboza. Bézné se RNA vyskytuje jako jednofetézcova
molekula, vyjimecéné tvoii dvousroubovici (duplex), je také schopna intramolekularni

komplementarity a tvorby rozli¢nych vnitinich struktur [13, 15].
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Aptamery jsou oligonukleotidy, tedy kratsi fetézce, o desitkach stavebnich nukleotidi. Jejich
vysSi struktura a stim i Uzce spjatd specifita viici markeru (ligandu) je dana jejich 3D
prostorovou strukturou v zavislosti na slabych vazebnych interakci v molekule. Mezi tyto slabé
vazebné interakce fadime predevSim strukturni komplementaritu nukleotidi, vrstveni
aromatickych cykla (tzv. planarni m-rt stacking), van der Waalsovy interakce ¢i elektrostatické

sily a vodikové mustky. Nejcastéji se pti vazbé uplatiiuje kombinace téchto sil [23].

Jsou znamy 1 piirozené se vyskytujici aptamery uplatitujici se jako bunécné reguléatory pfi
expresi genll. U synteticky vytvofenych aptamerti je velka vyhoda flexibilni a snadné syntézy
pro cilovy ligand. Pro konkrétni diagnostické uplatnéni 1ze aptamery velmi snadno modifikovat

a pripravit tak derivaty [22, 24].
2.4.2 Technologie SELEX

Diky technologii SELEX jsme schopni pfipravit in vitro velké mnozstvi aptamert (jak DNA,
tak RNA) s ruznorodou variabilni specifitou vaci ligandu. Aptamery jsou schopné velmi
specifické a afinitni vazby jak malych monoatomarnich ligandt v podobé iontd kov, pies vetsi

organické molekuly, az po strukturné komplexni makromolekuly [23].

Proces SELEXU je sloZen zcyklu péti kroka (viz Obrazek 5). Postupné kroky zahrnuji:
navazani aptameru na ligand, odd€leni nenavéazanych aptamerd, uvolnéni navdzanych aptameri
z ligandu, amplifikace uvolnénych sekvenci a poté jejich upravy na jednotetézcové molekuly
metodou PCR (polymerazova fetézova reakce) pro dalsi cyklus SELEXU. Jako cilovy ligand,
ktery je pro nasledné diagnostické vyuZiti zcela identicky S markerem, musi byt pouZzita vysoce

purifikovana a stabilni molekula [22, 23, 24].

Opakovanim jednotlivych krokli se knihovna aptamert stale zuzuje na nejlépe vazajici
strukturu s dostate¢nou specifitou a afinitou k ligandu [22]. Vstupujici oligonukleotidy jsou
pfipraveny synteticky rovnéz v péti krocich [14]. Vstupujici molekula RNA aptameru musi byt
pted prvnim krokem SELEXu in vitro transkripci piepsana z DNA. Knihovny aptamert Ize pak
ruzné modifikovat a pfipravovat derivaty konjugaci s dalSimi molekulami. Proto l1ze velmi

efektivné vyuzit aptamert nejen v diagnostice, ale i terapii [23].
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Obrazek 5 Mechanizmus technologie SELEX [4]

Vyuziti aptamert pfipravenych technologii SELEX in vitro v diagnostice a terapii je vhodné
rovnéz z etického hlediska. Pti syntéze se nevyuzivaji ziva zvirata, jako pfi pfipravé in vivo
polyklonalnich nebo monoklonalnich protilatek. Laboratorni zvifata musi byt mnohdy kvili
izolaci protilatek usmrcena, zejména v pfipadé¢ vyuziti malych laboratornich zvifat (mys,
potkan, kralik) [11]. Aptamery jsou rovnéz vyhodné&jsi vzhledem K jejich velikosti, snadné
manipulaci, stabilit¢ a pii terapeutickych aplikacich jsou rovnéz velmi rychle a snadno

odbouratelné, proto jsou vhodné i pro vyuziti u zobrazovacich metod [23].

2.5 Biokonjugacni reakce

Mezi tzv. biokonjugace se fadi velké mnozstvi reakcei, jejichz cilem je spojit dvé biomolekuly
chemickou vazbou. Konjugovat Ize fadu organickych latek pochézejicich z zivych organismd,
napt. proteiny, nukleové kyseliny, ale i sacharidy. Biomolekuly se konjuguji s jinymi
biomolekulami, dal$imi organickymi latkami s riznymi vlastnostmi, nebo i se syntetickymi
polymery. Moznosti konjugace jsou bud’ pfimé spojeni dvou molekul ¢i pies spojovaci mustek.
MozZnych mechanismui biokonjugaci je celd fada. Zvoleny mechanismus se odviji od pfitomné
aminokyseliny (pf. lysin, cystein, tyrosin), ¢i jiné stavebni struktury a jeji specifické funk¢ni
skupiny (pf. N-konce, C-konce, thioly, cykly, heterocykly atd.). Z téch jednodussich se sem
fadi reakce na primarnich aminoskupinach s estery, fluoridy kyselin (substituce), isokyanaty

a isothiokyanaty (adice). Dale reakce na zminénych thiolovych skupinach ¢i dokonce diazotace

v v

6) [25].
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Obrazek 6 Piiklady nékterych biokonjugacnich reakci prostrednictvim uvedenych funk&nich skupin [5]

U vySe zminénych reakci je problém se selektivitou a G€innosti, a proto se nékdy vyuziva tzv.
bioorthogonalnich reakci a velmi moderni a efektivni tzv. ,,click” chemie. Strategii je nejprve
na biomolekulu zavést neptivodni funkéni skupinu a nasledné provést biokonjugacéni reakci.
Mezi tyto reakce se fadi modifikace ketond a aldehydii, Huisgenova cykloadice azidi nebo

Staudingerova ligace s organickymi azidy [26].

Vyuziti biokonjugaci je opravdu Siroké, a to od sledovani intraceluldrnich déja a funkci proteinii
jejich znacenim, pies cilené distribuce 1é¢iv, po specifickou detekci biomarkerd v diagnostice
po biokonjugaci s protilatkami. Pro posledni zminénou aplikaci jsem vyuZzival biokonjugaéni
reakce imunoglobulint s aktivovanym esterem N-hydroxysukcinimidu a biotinu (NHS-biotin
ester) a biotin-hydrazid. Jako organické rozpoustédlo pro biotinylace se uziva dimethylsulfoxid
[14, 15].

NHS-biotin ester se amidovou vazbou vaze na primarni aminoskupinu N-konce proteint
imunoglobulini. Vedlej$im produktem je volny N-hydroxysukcinimid. Druhym vyuzitym
zpusobem konjugace biotinu na molekuly protilatek je vazba biotin-hydrazidu. Zde se vyuziva
glykosylace (tedy piitomnost sacharidu) Fc ¢asti molekuly protilatek. Hydroxylové skupiny
molekuly sacharidu lze selektivné oxidovat naptiklad jodistanem sodnym za tvorby vysoce

reaktivni aldehydové skupiny. DalSim nasledujicim reakénim krokem je adice dusikatého
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nukleofilu (biotin-hydrazid) na aldehyd za vzniku tzv. Schiffovy baze, a tedy pfipojeni biotinu
k protilatce [15].

Biotin mé velmi silnou vazbu na streptavidin (bakterialni protein) a avidin (vaje¢ny protein)
[14]. Toho lze vyuzit v detekénim systému za vyuziti konjugatu streptavidinu s kienovou
peroxidazou (enzym), ktera se pouziva jako enzymaticka znacka protilatek pro kolorimetrickou

¢i chemiluminiscen¢ni detekci antigenu (viz 2.7 Blotové techniky) [2].
2.6 SDS-PAGE elektroforéza

Metoda SDS-PAGE (elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v piitomnosti dodecylsiranu
sodného) je jedna z nejvice pouzivanych typt elektroforetickych metod slouzicich k separaci
proteini (¢i peptidickych fetézcli) na zéklad€ jejich molekulové hmotnosti. Molekulova
hmotnost (udavana v jednotkach Dalton — Da) neni ovSem jedinym faktorem, na kterém
separace zavisi. Do rychlosti migrace (relativni mobilita) molekuly v gelu se c¢astecné
zapocitava i jeji stupenn denaturace. V piipadé proteinu izolovaného z organismu se projevuji
| posttranslaéni modifikace, v piipadé modifikovanych rekombinantnich proteini ¢&i
syntetizovanych peptidi nebo konjugovanych proteini se projevuji i dalSi substituenty na

molekule. Na Obrazku 7 Ize vidét kompletni elektroforetickou aparaturu.

Obrazek 7 Zapojena elektroforeticka vana s vlozenym gelem (Bio-Rad, USA) [zdroj autor, neni-li uvedeno jinak]

Jak uz bylo zminéno, SDS-PAGE je zalozena na separaci proteinti v gelu. Jedna se konkrétné
o polymer vznikly z monomert akrylamidu a N, N"-methylenbisakrylamidu. Polymerni sit’ gelu

se tvoii radikdlovou polymeraci za iniciace persiranu amonného. Jako stabiliza¢ni latka
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radikald se priddva TEMED (Tetramethylethylendiamin). Metoda SDS-PAGE je
diskontinudlni, v porovnani s ostatnimi elektroforetickymi metodami jsou zde vyuzivany dva
ruzné gely, d€lici (tvoii vice jak dvé tietiny migracni zony, porozitu ovliviiujeme koncentraci
gelu v zavislosti na predikované Mr délenych proteinil) a zaostfovaci gel (vrchni ¢ast migracni
z6ny, zde se pipetuji vzorky, ma vétsi pory). Dilezitou soucasti SDS-PAGE je prostedi, ve
kterém separace probihd. Pro pouziti rozliSujeme tii druhy pufi, a to pro ptipravu déliciho gelu
(pH=8,8), pro pfipravu zaostiovaciho gelu (pH=6,8) a tzv. elektrodovy Tris - glycinovy pufr
(pH=8,3-8,6). U SDS-PAGE zajistuje kombinace vice faktor, jako je napiiklad rozdilnost pH
pufrd, Ze zvysend hustota zoén délenych vzorkl proteint vstupuje do dé€liciho gelu v podobé

uzkych prouzk, které se sndze separuji a maji tak vyssi stupen rozliSeni.

Dtlezitou latkou v SDS-PAGE elektroforéze je dodecylsiran sodny. Pravé tento aniontovy
detergent se vaze na povrch délenych proteini, denaturuje je, dodava jim podobny tvar
a sjednocuje naboj. Diky imérné délce komplexu SDS — bilkovina k molekulové hmotnosti
vzorku, shodnému poméru naboji na jednotku hmoty, a tvaru, se proteiny déli na principu
molekulového sita, kdy mensi molekuly migruji v gelu dal nez vétsi molekuly. Rozdélené
proteiny na zakladé jejich molekulové hmotnosti pak v gelu detegujeme. Gel je pro detekci
barven nejcastéji pomoci roztoku Coomassie Briliant Blue nebo roztokem amoniakélniho
stiibra. Existuji ale 1 dal$i zptisoby barveni gelu. Pro odecet molekulovych hmotnosti vzorku se
pouziva standard molekulovych hmotnosti, ktery je smési proteini o zndmé molekulové

hmotnosti, déli se spole¢né se vzorky, a slouZzi pro kalibraci kazdého gelu [2, 19].
2.7  Blotové techniky

Jedna se o skupinu bioanalytickych technik, kdy jejich spolecnym jmenovatelem je pienos
biomolekul z kapalné faze na fazi pevnou (membrany). Blotové metody jako Southern blotting
(DNA), Northern blotting (RNA) ¢i Western blotting (proteiny) se vyuzivaji k pienosu
biomolekul po jejich separaci 1D elektroforézou, nebo 2D elektroforézou, kterd je kombinaci

izoelektrické fokusace a SDS-PAGE.

Typt pfenosu biomolekul na membranu je vice, lze tak docilit napiiklad pouhou difuzi latek
diky savosti materialu, elektricky pomoci prochédzejiciho proudu nebo pouhou filtraci

(vakuovou). Posledniho zminéného zpiisobu pienosu vyuziva metoda zvana dot-blot.

Biomolekuly lze po pfenosu z kapalného prostfedi na membranu vizualizovat. Zde se vyuziva

reakce se specifickou protilatkou (nukleovou kyselinu, protein) zna¢enou bud enzymem,
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fluorochromem ¢i radioizotopem. Dale Ize vyuzit vizualizaci tzv. metodou nepiimé detekce. Ta
probiha tak, Ze se primarni specificka protilatka navdze na fixovany antigen na membrané
a sekundarni znacend protilatka se navaze na protilatku primarni. Vznika tak tzv. sandwich:

antigen, primarni protilatka, znacend sekundéarni protilatka.

Intenzita ziskané¢ho signdlu  (kolorimetricky, chemiluminiscenén¢, fluorescencéné,
radioizotopove) se poté odviji od mnozstvi navazanych protilatek. Tak Ize ziskat jak kvalitativni
informaci o antigenu, tak i kvantitativni informaci diky mife intenzity signdlu (napf. intenzita

zabarveni) [2].

2.7.1 Dot-blot

Je to metoda, kdy antigen je sorbovan na povrch membrany v podobé¢ teéek (dot) o definovaném
praméru. Zde se vyuziva vakuové filtrace ve specialni aparatuie, kdy kapalna faze projde, ale
antigen se uchyti na membran¢. Priichod latek ovliviiuje porozita membrany. Slozend aparatura
s vyvévou viz Obrazek 8. Metoda je hojné€ uplatnéna v klinické praxi (alergologie, sérologii,
diagnostice autoimunitnich onemocnéni), ale i ve vyzkumu. Uspofadani Ize 1 obratit tak, Ze na
membrané je predem navazéna specificka protilatka k prikazu antigenu ve vzorcich.

Vizualizace a odecet signalu probiha stejné, jako u ostatnich blotovych technik [2].

Obrazek 8 Zapojena dot-blot aparatura [zdroj autor, neni-li uvedeno jinak]
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2.7.2 Affiblot

Jedna se v podstaté o dot-blotu velmi podobnou techniku, s tim, ze aparatura ma v sob¢é kanalky
umoznujici bocni odvadéni kapaliny z membrany. Diky tomu s ni 1ze provést test na afinitu Ab
vici Ag, tedy v podstaté vazebnou silu Fab fragmenti protilatky viici epitopu antigenu (zarovein
i aviditu). VSechny kroky analyzy 1ze provést v dimysIné konstruované aparatuie bez toho, aby
se musela rozdélavat a membrana vyjimat. To je uzpiisobeno diky systému boc¢nich odvodnich
kanalkl, kam lze pfipojit vakuum. Dilezité je zminit, ze Affiblot je nové patentovand metoda
védct ze skupiny imunochemie na Katedfe biologickych a biochemickych véd FChT UPCE
a Ustavu analytické chemie AVCR v Brng [20].
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Obrazek 9 Schéma aparatury Affiblot [6]
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3 METODOLOGIE

Nejprve bylo nutné se naucit pracovat s veskerymi pouzivanymi technikami, seznamit se
S laboratofi (sklad chemikalii, automatické pipety a pH metry, pfiprava pufr), spravnou
laboratorni praxi v biochemické laboratofi a rovnéz se vybavit nezbytnymi teoretickymi

poznatky. Poté jsem zah4jil samotnou laboratorni praci na mé SOC.

3.1  Vyuziti SDS-PAGE elektroforézy pro studium Mr protilatek a antigenu

ovérit jejich molekulové hmotnosti. K tomu byla vyuzita SDS-PAGE elektroforéza. Nejprve
bylo nutné pfipravit 10% délici gel a 5% zaostfovaci gel. Gely byly pfipraveny mezi dvé

elektroforetickd skla 0,75 mm dle Tabulky 1 nize.

Tabulka 1 Roztoky pro ptipravu SDS-PAGE

5% zaostiovaci gel [ml] 10% délici gel [ml]
Destilovana voda 1,4 2,0
Roztok A 0,33 1,65
30% smés akrylamidu
bisakrylamidu
Roztok B - 1,25
1,5 M Tris-HCI pufr pH 8,8
Roztok C 0,25 -
1,0 M Tris-HCI pufr pH 6,8
Roztok D 0,02 0,05
10% roztok SDS
Roztok E 0,02 0,05
10% roztok persiranu amonného
TEMED 0,002 0,002

Piiprava geli byla provadéna ve zkumavce. Je nutné pracovat v digestofi a s patfi¢nou
ochranou, protoze nekteré latky pro piipravu gelu jsou toxické. Po ptipraveni smési byl objem
rychle pipetovan mezi dvé lihem ocisténa a fixovana skla a obé vrstvy geli byly nechany

polymerizovat.

Nasledovala ptiprava vzorkt pro elektroforetické deleni. Bylo pfipraveno Sest vzorkl
primarnich protilatek o koncentraci 2 pg/10 pl ziedénych v PBS pufru a byly pipetovany do
jamek v jiz pfipraveném gelu. Jedna se o monoklonalni mysi protilatky anti-HE4 1gG od firmy

HyTest (Finsko) oznacené podle klont 2B13 a 3C24. Byly ptipraveny dva vzorky téchto dvou
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protilatek (dle dostupnych baleni). Rovnéz byly pfipraveny dva vzorky dvou protilatek
ozna¢ovanych jako WFDC2 od firmy Sino Biological (Cina), jeden monoklonalni mysi, druhy
polyklonalni krali¢i. O stejné koncentraci byl piipraven i vzorek antigenu rekombinantniho
proteinu HE4 od firmy Sino Biological (Cina). Pro separaci byly vzorky michany s komerénim
roztokem pro separaci, obsahujicim bromfenolovou modr pro indikace separace. Vzorky byly
spolecné s molekulovym markerem (standardem o objemu 7 pl) pipetovany do jamek jiz
pripraven¢ho gelu promytého v elektroforetické van¢ elektrodovym pufrem. Aparatura byla
doplnéna elektrodovym pufrem, uzaviena a zapojena. Elektroforéza probihala ptiblizné hodinu,
dokud bromfenolova modf nedoputovala cca 1 cm od spodniho okraje skel. Separace probihala

pfi konstantnim napéti 180 V a proudu 30 mA/gel.

Po ukonceni elektroforézy byl gel z aparatury vyjmut, proplachnut, umistén na noc do fixa¢niho
roztoku a nasledn¢ obarven roztokem amoniakdlniho stiibra. Po fixaci byl gel 30 minut
rehydratovan v destilované vod¢, nasledné 30 minut inkubace v 10% roztoku glutaraldehydu.
Poté byl gel opakované promyt destilovanou vodou a nasledovalo 15 minut inkubace
s roztokem amoniakalniho stiibra. Ten je pfipraven bezprostfedné pied pouzitim titraci smési
21 ml destilované vody, 1,4 ml vodného roztoku amoniaku a 239 pl 9 M hydroxidu sodné¢ho
20% roztokem dusi¢nanu stiibrného do svétle hnédého zabarveni roztoku a zakalu. Po oplachu
gelu po inkubaci nasledovala aplikace vyvolavaciho roztoku (smés 0,05% kyseliny citronové
a 0,04% formaldehydu). Nakonec bylo barveni ukonceno slitim vyvolavaciho roztoku
a pfidanim ustalovaciho roztoku (5% kyselina octovd). Po obarveni byl gel vyfocen na

denzitometrické stanici GeneSys firmy Syngene (Velka Britanie).

3.2 Vyuziti metody dot-blot pro ovéreni vazebné schopnosti protilatek

a kalibraci mnozZstvi antigenu

Metodou dot-blot byla provedena kalibrace mnozstvi HE4 detekované na Affiblotu 2.1 a 3.2
s chemiluminiscenéni detekei s vyuzitim Clarity™ WesternECL Substrate (Bio-Rad, USA).
Pouzivana aparatura byla ve vSech ptipadech DHM 96 unit (Scie-Plas, Cambridge, UK).
Kalibrace poslouzila k optimalizaci mnoZstvi antigenu HE4 pro experimentalni méfeni afinity
protilatek vic¢i antigenu. Byly provedeny tfi experimenty s primarnimi protilatkami anti-HE4
2B13 a 3C24 s rostouci koncentraci antigenu naneseného na membranu, konkrétné 1 ng, 10 ng,
50 ng a kone¢n¢ 100 ng na jamku. Poté byl proveden jesté jeden srovnavaci experiment jak
s protilatkami anti-HE4 2B13 a 3C24 tak monoklonalnimi a polyklondlnimi anti-HE4
protilatkami WFDC?2.
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Postup pfi dot-blotu byl u vSech experimentii analogicky, u ¢tvrtého a posledniho se jen lisily
aplikované primarni protilatky, jak je zminéno vySe. Dot-blot byl proveden v tzv.
sandwichovém uspoiadani, kdy je nejprve na membranu nanesen sorpci antigen, poté je pfidana
specificka primdrni protilatka a ndsledné je na primarni protilaitku navazana sekundarni
protilatka se specifitou proti primarni protildtce (anti-IgG) znacena enzymem kienovou
peroxidazou (HRP). Ten v poslednim kroku katalyzuje pfeménu pfidaného substratu bud’ na
barevny produkt nebo produkt chemiluminiscencni, v zavislosti na typu pouzitého
substratového roztoku. Ja pouzival sekundarni protilatky anti-lgG od firmy Sigma-Aldrich
(USA) bud’ tzv. se specifitou proti krali¢im (produkované v koze) nebo proti mySim

(produkované v kralikovi), dle pouzité primarni protilatky.

Vlastni postup za¢ina smoc¢enim polyvinyliden difluoridové (PVDF) membrany v methanolu
(v ptipad€ nitrocelul6zové membrany (NC) v PBS pufru), nésledné se sestfizena membrana
vklada do blotovaci aparatury, ktera je uzaviena. Poté nasledovala ekvilibrace membrany
pomoci PBS-T pufru, ktery se pipetuje do jednotlivych jamek po 100 ul. Davkovani probiha
pod tlakem, ¢imz dochazi k rychlému pritoku kapaliny pfes vlozenou membranu. DalSim
krokem je naneseni vzorkli v pozadované koncentraci a uspofadani znovu o objemu 100 pl na
jamku a o koncentraci kolem 3 pg antigenu. Jako negativni kontroly (blank) byl pouzit pro
protilatky nespecificky protein, hovézi sérovy albumin (BSA). Vedle toho byl davkovan
I roztok fosfatového pufru. Poté bylo provedeno jedno promyti 100 pl PBS-T pufrem v mistech,
kde byly aplikovany vzorky. Nésledné byla membrana vyjmuta z aparatury, rozstiithana na
Ctverce s odpovidajicimi jamkami (viz vysledky), umisténa do délené Petriho misky
a membrana byla 1 hodinu blokovana roztokem 5% BSA v PBS-T pufru. Po inkubaci byla
membrana promyta 3x 1 ml PBS-T pufru. Aplikace primarnich protilatek je dal$im krokem,
kdy protilatky anti-HE4 3C24 a 2B13 byly v prvnich tfech kalibracich fedény v pomérech
1:1000 a 1:3000 25% roztokem BSA v PBS-T. Ve ¢tvrtém experimentu byly fedény jiz pouze
v poméeru 1:1000 a protilatky anti-HE4 WFDC2 byly aplikovany ve stejném fedéni. Po
hodinové inkubaci s primarnimi protilatkami nasledovalo znovu promyti membrany PBS-T
pufrem a aplikace sekundarnich protilatek znacenych HRP (anti-lgG"R"). Membrany byly
znovu inkubovéany hodinu na tfepacce. Poté nakonec nésledovalo posledni promyti PBS-T
pufrem a aplikace substratového roztoku Clarity WB ECL substrate pro chemiluminiscenéni

detekci a vyfoceni na denzitometrické stanici ChemiDoc XRS Bio-rad (USA).

28



3.3  Vyuziti metody Affiblot pro testovani afinity protilatek k antigenu

Po zjisténi optimalni koncentrace antigenu HE4 na jamku tj. 25 ng jsem zahdjil experimenty
S testovanim vazebné schopnosti / afinity vybranych protilatek anti-HE4 2B13 a 3C24 od firmy

HyTest viici vySe zminénému antigenu.

Experimenty byly provadény tiikrat, z toho dvakrat na aparatufe Affiblot 2.1 a jednou na
aparatufe Affiblot 3.2. Postup je v podstaté analogicky s kroky pii metod¢ dot-blot. Pouzivané
roztoky se nelisi. Hlavnim rozdilem je, ze v pfipadé experimentl provadénych v aparatuie
Affiblot nedochézi k vyjmuti membrany z aparatury po aplikaci vzorkd, nybrz vSechny kroky
se provadi v zapojené aparatuie. Oproti tomu u dot-blotu dochazi v aparatufe pouze
k imobilizaci antigenu a promyti, v§echny ostatni kroky se provadi na membrané po jejim
vyjmuti z aparatury. Specidlnim krokem, ktery je hlavnim parametrem pro ovéteni afinity je
pfidani tzv. chaotropniho ¢&inidla, a to thiokyanatanu amonného (NH4SCN). Uloha
chaotropniho ¢&inidla spo¢iva v naruseni vazby mezi protilatkou a antigenem. Cim vétsi je
koncentrace cinidla, tim snaz narusuje vazbu. Naopak ¢im silnéj$i je vazba protilatky
k antigenu, a tedy afinita, tim je zména intenzity signalu pii stoupajici koncentraci ¢inidla

mensi.

Thiokyanatan amonny byl pfidan po inkubaci s primarnimi protilatkami a promyti. Pro tento
krok je uzptisobena aparatura. DuileZité je oto¢it viko aparatury kviili pipetovani ¢inidla. Cinidlo
se nechalo pusobit cca 5 minut a poté se tzv. bo¢nim vakuem (nikoliv spodnim, jako u dot-
blotu) odsalo z membrany a nasledovalo promyti PBS-T. Poté se pfidal konjugét sekundarnich

protilatek s HRP a postupovalo se jako pii dot-blotu.
3.4 Biokonjugace protilatek s biotinem

Jelikoz pouzivané komeréni anti-HE4 protilatky nejsou konjugované s biotinem, bylo nutné je
s biotinem konjugovat v laboratofi pied jejich pouzitim. Tyto biotinylované protilatky poté
poslouzily pro uréeni optimalni koncentracni fady detekéniho systému streptavidin-HRP. To
bylo nutné pro pozdéjsi stanoveni vézanych komercnich aptamert, které jsou komercné
konjugované s biotinem. Jak je uvedeno vyse, biotin ma enormné silnou vazbu na protein
streptavidin, a proto se detek¢ni systém streptavidin konjugovany s kienovou peroxidazou
efektivné vyuziva jako nahrada za tzv. nepifimé sandwichové uspotadani, kdy je na antigen

vazéna primarni protilatka a poté sekundarni znacena protilatka.
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Celkové jsem provadél tfi biotinylace a to dvakrat mechanismem vzniku amidové vazby
pomoci ¢inidla NHS-biotinu (aktivovany ester, viz Obrazek 9) a jednou pomoci adice
dusikatého nukleofilu na aldehyd za vzniku Schiffovy baze pomoci ¢inidla biotin-hydrazid (viz
Obrazek 10), kde nejprve byly hydroxy skupiny glykosylovanych protilatek oxidaci prevedeny
na aldehydové skupiny. Biotinyloval jsem oboje uzivané protilatky anti-HE4 2B13 a 3C24.

3.4.1 Biotinylace s vyuzitim NHS-biotinu

Cilem bylo pfipravit pfiblizné 50 pg biotinylovanych protilatek. Bylo tedy odebrano 50 ng
puvodnich anti-HE4 protilatek (2B13 i 3C24). Objem byl dopInén do 250 ul 0,1 M fosfatovym
pufrem o pH 7. Kpfipravenému roztoku bylo pfidino 50 ul roztoku NHS-biotinu
v dimethylsulfoxidu (o koncentraci 1 mg/ml) a smés byla inkubovana pies noc pii 4 °C na
rotatoru. Poté bylo ptidano 15 ul ethanolaminu, 10 min inkubovano, kvili blokaci reaktivnich
skupin. Vznikly produkt byl piipraven pro pouziti. Usp&snost biotinylace byla ovéfena pomoci
SDS-PAGE elektroforézy a metodou dot-blot pti naslednych kalibracich koncentra¢ni tady

streptavidinu-HRP. Byla tedy ovéfena reaktivita se streptavidinem, ktera potvrzuje biotinylaci.

ON-NH 7 DMSO
NH, + HT\@/\/\)L‘OE% 2°C > Ig-blotm

Obrazek 10 Reak¢ni schéma biotinylace NHS-biotinem [7] upraveno

imunoglobulin

3.4.2 Biotinylace s vyuzitim biotin-hydrazidu

Bylo znovu odebrano 50 pg anti-HE4 protilatek (2B13 i 3C24) a objem doplnén na 250 ul 0,02
M jodistanem sodnym jakoZto oxida¢nim ¢inidlem. Inkubovalo se 30 minut ve tmé na rotatoru.
Poté byla oxidace zastavena piidavkem 2,5 pl ethylenglykolu. Nasledné doslo k odsoleni
(zbaveni se jodistanu sodné¢ho) na komerénich tzv. amicon centrifugacnich kolonkach dle
postupu vyrobce. Po odsoleni byl objem doplnén na 250 ul 0,1 M fosfatovym pufrem o pH 7.
Nakonec byl pfidan roztok biotin-hydrazidu v dimethylsulfoxidu (koncentrace 1 mg/ml) a smés

byla inkubovana pies noc pii 4 °C na rotatoru. Uspé&$nost byla znovu ovéfena SDS-PAGE
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elektroforézou a metodou dot-blot pfi naslednych kalibracich koncentracni fady streptavidinu-

HRP.

NalO, N

OH > CH=0 | |
imunoglobulin imunoglobulin & C
R "R?
(o}
HN™ "NH
& DMSO R . .
— - lIg-biotin

S

imunoglobulin

Obrazek 11 Reak¢ni schéma biotinylace biotin-hydrazidem [8] upraveno, doplnéno o vzorec obecné Schiffovy
béze (imin) [9]

3.5 Testovani koncentra¢niho rozmezi streptavidin-HRP

Po biotinylaci protilatek bylo dillezitym krokem provést kalibraci koncentraci detekéniho
systému streptavidin-HRP. Zjisténi optimalni koncentrace poskytujici dostate¢ny signal, bylo

zakladnim krokem pro nasledné testy s aptamery, které jsou rovnéz biotinylované.

Celkové bylo provedeno Sest kalibracnich dot-blotli pro zjiSt€ni optimalni koncentrace
streptavidin-HRP. Prvni dva dot-bloty byly provedeny pro oboje anti-HE4 protilatky (3C24
a 2B13) biotinylované NHS-biotinem. Dot-blot analyza byla provedena standardnim zptisobem
dle pouzivaného postupu (viz kapitola 3.2) s detekénim systémem vazba primarni Ab-biotin —
streptavidin-HRP (viz kapitola 3.4). Vysoce afinitni vazba znaceného streptavidinu na biotin
Vv této detekci nahrazuje znacenou sekundarni protilatku. Dulezité je zdlraznit, Ze primarni
biotinylované protilatky byly na membrané sorbovany mechanicky ptimo na povrch PVDF
membrany, tedy nebylo pouzito antigenu HE4. Testovana koncentra¢ni fada streptavidin-HRP
byla 1:1000, 1:5000, 1:10000 a 1:15000. Krom¢ jamky obsahujici testovanou primarni
protilatku, dvou jamek obsahujicich negativni kontroly (3ug BSA/mI PBS-T a 10 mM fosfatovy
pufr o pH=7,3) byly do ¢tvrté jamky davkovany komercni biotinylované protilatky anti-ApoE
jako pozitivni kontrola. Jejich biotinylace je garantovana vyrobcem a jsou kontrolou, ze systém

streptavidin-HRP je funkéni.
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Dalsi pouzitou koncentracni fadou v druhém experimentu byla fedéni 1:250, 1:500, 1:1000
a 1:5000. Provedeni bylo shodné, jako u ptedchozich a byly tedy znovu paralelné testovany
oboje pouzivané protilatky. Ve vSech ctyfech analyzach byla uzita kolorimetricka detekce

pomoci substratu chlornaftolu (Opti-4CN™ kit, Bio-Rad).

V dal$ich dvou experimentech byly testovany nejdiive protilatky 3C24 biotinylované v tomto
piipadé jiz obéma mechanismy (NHS-biotin a biotin-hydrazid). Poté byly analogicky testovany
protilatky 2B13. Uspoiradani experimentu bylo v tomto ptipad¢ vCetné davkovani antigenu HE4
antigenu na membranu. Pozitivni kontrola anti-ApoE protilatek jiz nebyla pouzita. Testovana
koncentracni tada streptavidin-HRP byla fedéna 1:500, 1:1000 a 1:3000. Pouzita byla
chemiluminiscenéni detekce pomoci kitu Clarity™ WesternECL Substrate (Bio-Rad, USA).

3.6  Kalibrace biotinylovanych anti-HE4 protilatek

Na nové aparatuie Affiblotu 3.1 byla provedena kalibrace mnozstvi antigenu HE4, a to 10, 50,
100, 200 a 500 ng. Pouzity byly NHS-biotinem biotinylované anti-HE4 protilatky 2B13 a 3C24
v fedéni 1:1000. Jako detekéni systém byl aplikovan streptavidin-HRP ve dvou fedénich, 1:250
a 1:500, nakonec byla vyuzita chemiluminiscenéni detekce pomoci kitu Clarity™ WesternECL
Substrate (Bio-Rad, USA).

Postup byl analogicky jako u klasického dot-blotu. Kroky byly provadény ve vyse zminéné
aparatufe Affiblot 3.1 vytvofené¢ 3D tiskem. Nutné tedy nebylo po sorpci antigenu HE4
membranu vyndat, vysusit a nechat blokovat rozstfihanou, nybrz veskeré dalsi kroky (blokace,
aplikace primarni protilatky a aplikace sekundarni protilatky) prob&hly v zapojené aparatuie
diky jeji konstrukei tak jak je zminéno vySe. Jako negativni kontroly byly pouzity oba typy

protilatek se streptavidin-HRP ve ziedéni 1:500 bez sorbovaného antigenu HE4.
3.7  Testovani vazebné schopnosti aptameri

Metodou dot-blot v uspotadani antigen — biotinylovany anti-HE4 DNA aptamer (CTApt-M-
582, Creative Biolabs) — streptavidin-HRP, byla ovéfena vazebna schopnost pouzivanych anti-
HE4 aptamerti vic¢i cilovému antigenu HE4. V prvnim kroku dot-blot analyzy byly na
membranu sorbovany 3 pg proteinu HE4, pro negativni kontroly byly pouzity 3 ng BSA a 10
mM fosfatovy pufr. Dale byla provedena blokace pomoci roztoku 5% BSA v PBS-T pufru.
Nasledovala aplikace anti-HE4 aptamert. Ze zdsobniho roztoku aptamert o koncentraci 49

nmol/ml bylo provedeno troji fedéni a to 1:1000, 1:3000 a 1:5000 pufrem doporu¢enym

32



vyrobcem (25 mM Tris pufru, 192 mM glycinu a 5 mM KH2POs). Po hodinové inkubaci
s aptamery bylo provedeno kratké trojnasobné promyti PBS-T a dlouhé trojndsobné promyti
s inkubaci 5 minut na tfepacce, rovnéZ roztokem PBS-T. Nakonec byl aplikovan streptavidin-
HRP v ur¢eném tfedéni dle vysledkt predeslych experimentl 1:500. Po hodinové inkubaci se
streptavidin-HRP bylo opét provedeno promyti stejné jako po inkubaci s aptamery. Nakonec
byl na membranu aplikovan pouzivany chemiluminiscenéni substrat Clarity™ WesternECL

Substrate s inkubaci 5 minut. Po sliti substratu bylo provedeno vyhodnoceni membran na stanici

Chemidoc XRS (Bio-rad, USA).

Po prvnim experimentu, kde ndm vzorky neposkytly zadny signal, jsem se rozhodl analyzu
zopakovat. Zvolil jsem stejné uspofadani experimentu véetné vSech krokt (viz Kapitola 3.7).
Bylo ale upraveno fedéni anti-HE4 aptamerii. Ze zédsobniho roztoku o koncentraci 49 nmol/ml
jestli nejsme s jejich koncentraci pod limitem detekce. Koncentrace streptavidinu-HRP 1:500

byla zachovana, rovnéz chemiluminiscencni detekce.

3.8  Porovnani vazebné schopnosti anti-HE4 aptameri a biotinylovanych anti-

HEA4 protilatek

Pro porovnani anti-HE4 aptamert a pfipravenych biotinylovanych anti-HE4 protilatek byla
provedena dot-blot analyza. Nejprve byly tedy na membrané ptimo sorbovany biotinylované
protilatky 3C24 a 2B13 a rovnéZ i1 uzivané anti-HE4 aptamery. Koncentrace protilatek na
membrané byla 1 ug na jamku. Aptamery byly aplikovany v fedéni 1 pl/100 pl pufru ze
zasobniho roztoku o koncentraci 49 nmol/ml. Po davkovani a kratkém trojndsobném promyti
PBS-T a trojndsobném promyti s Sminutovou inkubaci na tfepacce byl aplikovan streptavidin-
HRP. Na tfi membrany bylo pouZito fedéni streptavidin-HRP 1:100, 1:250 a 1:500. Po
hodinové inkubaci a promyti jako u predchoziho kroku byl na pét minut pfidan substrat pro
chemiluminiscenéni detekci Clarity™ WesternECL Substrate a provedeno vyhodnoceni

membran na stanici Chemidoc XRS.

Nasledné byl proveden experiment s vazbou aptamerii na antigen HE4 a s pouzitim koncentraci
streptavidin-HRP 1:100 a 1:50. Pro porovnani byly testovany i ptipravené biotinylované anti-
HE4 protilatky (3C24 a 2B13) NHS-biotinem a biotin-hydrazidem. V piipadé protilatek bylo
pouzito fedéni streptavidin-HRP 1:50. Dot-blot byl proveden dle standardniho postupu (viz
Kapitoly 3.2 a 3.7). MnozZstvi sorbovaného antigenu na jamku bylo 3 pg. Protilatky a aptamery
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byly fedény dle ptedchozich provedeni (viz Kapitoly 3.2 a 3.7). Po vSech krocich byla
provedena chemiluminiscenéni detekce Clarity™ WesternECL Substrate (5 minut inkubace se

substratem) a provedeno vyhodnoceni membran na stanici Chemidoc XRS.
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4 VYSLEDKY

41 Ovéfeni kvality a molekulové hmotnosti protilitek a antigenu

elektroforeticky

Elektroforeticka separace byla provedena dvakrat pro ovéfeni vysledku, nize uvadim druhou
analyzu frakci vzorki antigenu a protilatek pouzivanych pro experimenty. Gel byl po separaci
barven roztokem amoniakalniho stfibra. Metodou byla ovétena Cistota komeréné dodavanych

protilatek (Obrazek 9).

Ab,, Ab, Ab, Ab, Agu, Ab, Ab,, MM

Ab,— anti-HE4 Ig 2B13 (2017) igg

Ab,_— anti-HE4 Ig 3C24 (2017) -

Ab; — monoklonalni WFDC2 (mouse) .

Ab,— polyklonalni WFDC2 (goat) -

Ag, 4, — lidsky rekombinantni HE4 protein ' - o

Ab,, — anti-HE4 Ig 2B13 (2019) -

Ab,, —anti-HE4 Ig 3C24 (2019) - 3y
e — Q s 25

Obrazek 12 Elektroforetické déleni Ab a Ag [zdroj autor, neni-li uvedeno jinak]

Molekulova hmotnost protilatek tfidy IgG je 150 kDa. Pfi elektroforetické separaci je nekdy
mozné pozorovat i prouzek pii vysSich molekulovych hmotnostech (zejména 250 kDa), coz je
zpiisobeno moznou agregaci molekul protilatek. Jedna se o jev, ktery se bézné vyskytuje.
Protilatky anti-HE4 2B13 a 3C24 mély také velmi vyraznou frakci okolo 50 kDa, ta byla
pravdépodobné zptisobena ¢aste¢nou fragmentaci protilatek, vzhledem k tomu, ze se jednalo
0 protilatky po expiraci (z roku 2017), kdy je jejich stabilita garantovana vyrobcem. Pro dalsi
experimenty byly proto dale vyuzivany pouze protilatky z roku 2019 (Abip a Abap). Molekulova
hmotnost antigenu odpovida hodnoté uvadéné vyrobcem a jedna se o cca 25 kDa. Pro ptesnéjsi
urceni by bylo vhodné provést separaci na gelu s mensi porozitou. V piipadé¢ antigenu se jedna

o Cisty protein.
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4.2  Ovéreni vazebné schopnosti protilatek a antigenu a kalibrace antigenu

Vsechny Ctyfi experimenty byly uspésné provedeny a zhodnoceny. U vSech studovanych
primarnich protilatek anti-HE4 byla prokazana reaktivita s antigenem HE4. Z prvnich tfech
opakovanych experimentil bylo zjisténo, Ze optimalni koncentrace antigenu HE4 na jamku je
pfiblizné 25 ng, ktera je dostatecna pro hodnoceni reaktivity s protilatkami. Posledni
experiment se vSemi primarnimi protilatkami potvrdil piredchozi zavéry. Nize uvadim pouze

jeden z experimenti provadény na aparatuie Affiblot (viz Obrazek 10).

Ab: 1ng 10 ng 50 ng 100 ng Blank: 3 pg BSA/ml
Hytest 2B13 1:1000 ' ‘
Hytest 2B13 1:3000 .

Hytest 3C24 1:1000 .

Hytest 3C24 1:3000 .

Blank: 3 pg BSA/ml

Obrazek 13 Kalibrace Ag HE4 s primarni Ab od firmy HyTest [zdroj autor, neni-li uvedeno jinak]

4.3  Studium afinity protilatek k antigenu

Z vysledku plyne, Zze monoklonalni protilatka anti-HE4 3C24 od firmy HyTest ma k antigenu
HE4 nejvétsi afinitu, zbylé protilatky poskytly slabsi signal. Nize je vidét intenzita signalu na
vyfocené¢ membrané (viz Obrdzek 11) a rovnéz grafické znazornéni denzitometrického
vyhodnoceni intenzity signalu na vzrustajici koncentraci chaotropniho Cinidla (viz Graf 1).
Experiment byl opakovan tfikrat, a ackoliv doslo k mirnému rozpiti jednotlivych dot, data se

shodovala.
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C oM 05M iM 2M Blank: 3 ug BSA/ml

thantrop:

Hytest 2B13 1:1000

Hytest 3C24 1:1000

® 9 & »
\{\:/:(I)J()Comonoklona'lni ’ p
® &

WEFDC polyklonalni
1:1000

-

Blank: 3 ug BSA/ml

Obrazek 14 Test afinity Ab k Ag [zdroj autor, neni-li uvedeno jinak]

8000000 —@— HyTest 2B13 (zf. 1:1000)
7000000
—@— HyTest 3C24 (zF. 1:1000)
6000000
® 5000000 Synobiological-monoklonalni (zr.
T 1:1000)
5 4000000
3
£ 3000000
2000000 .\. ‘* ‘
1000000 P
0 —9
0 1,5 2

5 1
Koncentrace chaotropniho ¢inidla [mol/I]

Graf 1 Grafické znazornéni sily vazby Ab pti vzristajici ¢ chaotropniho ¢inidla [zdroj autor, neni-li uvedeno jinak]

4.4  Zhodnoceni ucinnosti konjugace protilatek s biotinem

Vsechny provedené experimenty biotinylace protilatek byly zhodnoceny elektroforeticky
metodou SDS-PAGE, kde by mél byt teoreticky zaznamenan posun prouzku protilatek v gelu
vzhledem ke zméné jejich molekulové hmotnosti vlivem biotinylace. Takovy posun byl
zaznamenan, a tudiz 1ze vyvozovat, ze biokonjugace probé&hla uspésné. Nize na Obrazku 14 je
uveden vysledny gel barveny roztokem amoniakalniho stfibra, na némz je posun vidét.
U vzorkt Abs a Ab7, tedy u oxidovanych protilatek pied nukleofilni adici, je vidét mirné snizena

intenzita signalu.
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NHS-biotin biotin-hydrazid
Ab, Ab, Ab, Ab, Ab;, Ab, Ab, Ab, MM

—
Ab, — anti-HE4 Ig 3C24 pied biotinylaci e E=) () 250

Ab,— anti-HE4 Ig 3C24 s NHS-biotinem [ J 150
Ab, — anti-HE4 Ig 2B13 s pFed biotinylaci y
Ab,— anti-HE4 Ig 2B13 s NHS-biotinem

Ab. — anti-HE4 Ig 3C24 pred biotinylaci “ 50
Ab,— anti-HE4 Ig 3C24 s biotinem-hydr.
Ab,— anti-HE4 Ig 2B13 s pred biotinylaci
Abg— anti-HE4 Ig 2B13 s biotinem-hydr. —~ 25
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Mr(,gG):-lSO kDa Mr(lgG—biotin) > Mr(IgG)

Obrazek 15 Elektroforetické déleni frakci Ab a biotinylovanych Ab [zdroj autor, neni-li uvedeno jinak]

4.5  Zhodnoceni koncentracni iady streptavidin-HRP

U prvnich ctyf dot-blot experimentli, kde nebylo pouzito reakce primarni biotinylované
protilatky s antigenem HE4, doSlo bohuZel k vyraznému rozpiti dot. I pfes tento negativni fakt
Sly vysledky zhodnotit a data interpretovat. Z prvnich dvou paralelnich analyz s koncentra¢ni
fadou streptavidin-HRP 1:1000, 1:5000, 1:10000, 1:15000 bylo patrné, ze fedéni vyssi nez
1:5000 je pro detekci nedostacujici, a proto ji lze povaZovat jako limitni hranici citlivosti

detekce pfipravenych biotinylovanych anti-HE4 protilatek 2B13 a 3C24.

U dal$ich dvou analyz s koncentra¢ni fadou Streptavidin-HRP 1:250, 1:500, 1:1000 a 1:5000
se vysledky potvrdily. Z vysledkt kolorimetrické detekce lze usuzovat, Ze naopak nejmensi
fedéni (1:250) je pro detekci zbytecné. Naopak koncentrace 1:1000 a 1:5000 jsou vyrazné
slabsi, a proto byla jako optimalni koncentrace streptavidin-HRP Vv tomto systému

vyhodnoceno ziedéni 1:500.

V poslednich dvou analyzach bylo vyuzito nové pfipravenych biotinylovanych anti-HE4
protilatek 2B13 a 3C24, a to obou typu znaceni, NHS-biotinem i biotin-hydrazidem. Na
membranu byl v prvnim kroku sorbovan antigen HE4, na membrané nedoslo k rozpiti dot. Byla
vyuzita detekce chemiluminiscen¢ni, kterd je v porovnani s kolorimetrickou detekei citlivéjsi.

Pouzita byla koncentra¢ni fada streptavidin-HRP 1:500, 1:1000 a 1:3000.

38



V ptipad¢ biotinylovanych anti-HE4 protilatek 3C24 znacenych NHS-biotinem (Viz Obrazek
15) se jako dostacujici koncentrace ukazalo fedéni 1:500 (vyssi ziedéni neposkytovalo zadny
signal). U NHS-biotinylovanych anti-HE4 protilatek 2B13 nebyla optimalni detekce v téchto
fedénich prokazatelné¢ dokéazéna, protoze tedéni 1:500 a 1:1000 poskytovalo naprosto
minimalni signal, 1:3000 zadny. To naznacuje, ze biotinylace tohoto klonu protilatek s vyuzitim

NHS-biotinu nebyla u¢inna.

V ptipadé protilatek biotinylovanych pomoci biotin-hydrazidu nebyl ani u jednoho fedéni
detegovan odpovidajici signal (Viz Obrazek 15). Ackoliv vysledky z SDS-PAGE d¢leni
nasveédcuji uspeésné biotinylaci, je mozné, ze k ni doslo v mnohem mens$i mife, nez NHS-
biotinem. Je rovnéz mozné, ze detekéni limity takto derivatizovanych protilatek jsou mnohem

nize, nez biotinylovanych protilatek ptipravenych pomoci NHS-biotinu.

bi-Ab

BSA PP

NHS-biotin Biotin-hydrazid

Obrazek 16 Dot-blot analyza koncentraéni fady streptavidin-HRP u biotinylované protilatky 3C24 [zdroj autor,

neni-li uvedeno jinak]

4.6  Zhodnoceni kalibrace biotinylovanych anti-HE4 protilatek

Po chemiluminiscen¢ni detekci experimentu na aparature Affiblot bylo patrné, ze k pfimé
dostate¢né vazb¢ protilatky na antigen tak, aby byl patrny signél, nedoslo. To lze interpretovat
tim, Ze nebyl dosazen potiebny stupen biotinylace protilatek pro zachyt signalu v tomto
uspofadani. Zachyceni primérnich anti-HE4 protilatek na membrané bylo poté nelspéSné
ovéteno piidanim konjugatu anti-IgG sekundarnich protilatek s HRP, kdy ale jejich vazba po

chemiluminiscen¢ni detekci rovnéz nebyla patrna. Vidét byla nespecificka sorbce na okrajich
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jednotlivych dot. Je mozné, Ze pouzity detekéni kit byl nefunkéni, proto bylo nutné experiment

zopakovat. V dalsim experimentu jsem ale pouzil vyssi koncentraci streptavidin-HRP.

Cheat 10 ng 50 ng 100 ng 200 ng 500 ng

3C24 (1:1000)
CStreptavidin-HRP: 1:500

3C24 (1:1000)

1:250

2B13 (1:1000)
1:500

2B13 (1:1000)
1:250
Blank (1:500)

3C24 3C24 = 2B13 2B13

Obrazek 17 Vysledek testovani koncentraéni fady biotinylovanych anti-HE4 protilatek [zdroj autor, neni-li

uvedeno jinak]

4.7  Zhodnoceni testii vazebné schopnosti aptameri

Po vyfoceni membran z experimentu, ovéfujiciho vazebnou schopnost pouzivanych anti-HE4
aptamert vici cilovému antigenu HE4, a nasledné analyze vysledki bylo zjiSténo, Ze vzorky
nam neposkytuji viibec zadny signal (viz Obréazek 17). To mohlo byt zplisobeno vice faktory.
V tvahu lze vzit, Ze koncentrace streptavidinu-HRP pro chemiluminiscenéni detekci 1:500 je
pro analyzu s vyuzitim biotinylovanych aptamert nizkd, rovnéz fedéni aptamerti miize byt pro
uspésny zachyt signalu moc vysoké, tedy koncentrace pod limitem detekce metody. Nakonec
je rovnéz mozné, Ze anti-HE4 aptamery se specificky nevazaly na ndmi testovany antigen HE4.

Proto byly provedeny dalsi ovéfujici experimenty, jez nam hypotézy meély objasnit.
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C 1:1000 1:3000 (R1000]0)

Apt

aptamer-

CStreptavidin-HRP: 1:500

Obrazek 18 Prvni test vaznosti aptamert na antigen HE4 [zdroj autor, neni-li uvedeno jinak]

Pii pouziti vyssich koncentraci testovanych anti-HE4 aptamert s biotinovou kotvou nedoslo
k detekci zadného signalu (Viz Obrazek 18), a tudiz bylo velmi pravdépodobné, zZe je problém
Vv jejich vazbé na antigen nebo nizké koncentraci streptavidin-HRP pro GspéSnou detekci. Proto
byl navrhnut dal$i experiment, v némz byly vyuZity i biotinylované anti-HE4 protilatky 3C24

a 2B13 jako vzorek pro porovnani.

& (R10]0) 1:1000 1:3000

Apt

aptamer-

CStreptavidin-HRP: 1:500

Obrazek 19 Druhy test vaznosti aptamerti na antigen HE4 [zdroj autor, neni-li uvedeno jinak]

4.8  Zhodnoceni porovnani biotinylovanych aptamera a biotinylovanych anti-
HE4 protilatek

Z vysledkl je patrné, ze dfive laboratorné NHS-biotinylované protilatky jiz nedavaji silny
signal pifi fedéni streptavidinu-HRP 1:250 a 1:500, ackoliv byl pii téchto koncentracich
konjugatu po jejich piipravé patrny signal (Viz Kapitola 4.5). U obou protilatek
biotinylovanych pomoci biotin-hydrazidu byla patrna jen mirnd nespecifickd sorpce

streptavidin-HRP pfi nejvyssi koncentraci 1:100 a tudiz l1ze ptedpokladat, ze biotinylované
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protilatky nejsou dlouhodobé stabilni. U anti-HE4 aptamert také nebyla prokazana reaktivita
aje vidét pouze nespecifickd sorpce streptavidin-HRP na membranu. Je také mozné, ze
Vv ptipad¢ aptamert nedoslo kvili jejich mensi molekulové hmotnosti k sorpci na membranu,
kam byly nandSeny pifimo, bez antigenu. Je tedy mozné, ze v tomto experimentu nedoslo
k zachytu aptamerti v mistech aplikace (tedy tzv. doty neboli spotu, tj. tecka), ale doslo k jejich
volné diftizi po membrané, jez se pak projevila takto rozpitym signalem, resp. nespecifickym
signalem celé membrany. Z toho lze také usuzovat, ze v piipadé aptameria byly predchozi
experimenty pod limitem detekce, kvili nizkym koncentracim streptavidin-HRP. Lze tedy
usuzovat, ze vazba pouzivanych anti-HE4 aptamer na antigen HE4 neni optimalni, resp.
nedochazi k reakci s konkrétnim antigenem, ktery byl pouzivany pro nase experimenty. Tyto
komplikace se netykaji pouze aptamerq, ale lze se s tim setkat i v pfipadé protilatek, kdy je
nezbytné pii zavadeéni jakékoliv imunoanalytické metody otestovat konkrétni protilatky
s konkrétnim antigenem. Obvykle se provadi testovani vétsi Skaly obou proteint a z vysledkt
se ur¢i nejvhodnéjsi par. Tuto hypotézu jsem ovéril dal$im experimentem za vyuziti
instrumentace Affiblot pii testech jejich afinity k antigenu HE4. Z tohoto experimentu je tedy
vidét, ze v sile signalu jsou nejlepsi protilatky biotinylované pomoci NHS-biotinu, kdy lepsi

vysledky ukazuji protilatky 2B13.

Cstreptavidin-HRP - 1:100 1:250 1:500

NHS-biotin

Biotin
hydrazid

Aptamery

Obrazek 20 Testy signalu volné imobilizovanych protilatek a aptamert [zdroj autor, neni-li uvedeno jinak]
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Po vyhodnoceni membran provedeného experimentu s imobilizovanym antigenem HE4 je
patrné, Ze oba typy anti-HE4 protilatek biotinylovanych NHS-biotinem signal poskytuji, tudiz
se vazou s antigenem HE4. U anti-HE4 protilatek biotinylovanych biotin-hydrazidem signal
nebyl ziskan, a proto bylo potvrzeno, ze nedoslo k G¢inné konjugaci protilatek s biotinem.
Pouzivané anti-HE4 aptamery ani pti jedné z koncentraci (1:50 a 1:100) streptavidin-HRP

neposkytovaly signal, a tudiz 1ze usuzovat, ze nedochazi k specifické vazb¢ na anitgen.

NHS-biotin biotin-hydrazid

cStreptavidin-H RP -

3C24

2B13

Aptamery

Cstreptavidin-HRP - 1:100 1:50

Obrazek 21 Testy vaznosti aptamerd v porovnani s protilatkami [zdroj autor, neni-li uvedeno jinak]
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5 ZAVER

Metodou SDS-PAGE elektroforézy jsem ovéiil molekulové hmotnosti a kvalitu pouzivanych
anti-HE4 protilatek a antigenu HE4, rovnéz byla zjisténa fragmentace jednoho typu protilatek
(2B13 a 3C24 zroku 2017), které byly zdalSich experimentl vyfazeny. Z vysledki
elektroforézy je vidét, ze molekulova hmotnost IgG protilatek se pohybuje kolem 150 kDa,
piipadné jsou ptitomné agregaty, molekulova hmotnost proteinového antigenu HE4 kolem 25

kDa, coz koresponduje s udaji od vyrobce.

Provedl jsem experimenty ovéfujici vazebnou schopnost studovanych anti-HE4 protilatek
s proteinovym onkomarkerem HE4 metodou dot-blot analyzy v tzv. sandwichovém usporadani
za vyuziti sekundarnich znacenych protilatek. Z vysledki je patrné, Ze vSechny studované
protilatky vykazuji specifickou vazbu s cilovym proteinem. Metodou Affiblot byla rovnéz
studovana afinita téchto protilatek vici antigenu HE4, kdy nejvyssi afinitu vykazuji protilatky
3C24 od firmy HyTest (Finsko).

Déle byla provedena biotinylace vybranych protilatek (3C24 a 2B13) pomoci dvou odlisnych
mechanismi biokonjugace. K uspésné biokonjugaci doslo jen u mechanismu za uziti NHS-
biotinu a vzniku amidové vazby na volnych N-koncich, a to u obou protilatek. Pti ovéfeni
biokonjugaci elektroforeticky byl ovSem posun patrny u vSech biotinylovanych protilatek,

nicméng pro Usp&Snou afinitni interakci byla biotinylace nedostate¢na.

Dalsim krokem bylo wuréeni optimalni koncentrace streptavidin-HRP pro detekci
biospecifického paru (a to jak antigen — protilatka, tak antigen — aptamer) zna¢eného biotinovou
kotvou. Jako optimalni koncentrace streptavidin-HRP pro pfipravené biotinylované protilatky

byla ur¢eno fedéni v rozmezi 1:250 az 1:500.

Optimalni koncentrace streptavidin-HRP pro aptamery konjugované s biotinovou kotvou
nebyla redln¢ urcena, protoze dle provedenych dot-blot analyz komerc¢ni anti-HE4 aptamery
specificky nevazi antigen HE4, a tudiZ neposkytuji signal. Proto také nemohly byt provedeny

testy afinity aptamerQ vii¢i antigenu, jelikoz aptamer neposkytuje vazbu na antigen.

Z tohoto divodu nelze vyuzit tento konkrétni par studovanych anti-HE4 aptamerQ
a rekombinantniho lidského HE4 (Sino Biological, Cina) pro diagnostickou aplikaci. Bylo by
nutné otestovat reaktivitu s antigenem od jiného vyrobce, ptipadné optimalizovat podminky

vazby aptamer-antigen. Mozné problémy spojené s vazbou aptamert na antigen a pokra¢ovani
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experimentl je diskutovano v Sesté kapitole. Naopak studované protilatky maji velmi dobré

vysledky, a to zejména 3C24 a poté polyklonalni anti-HE4 protilatky od firmy Sino Biological.
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6 DiskuzE

Systém vyuzivajici protilatek vi¢i onkomarkeru HE4, ktery byl v ramci prace testovan, je
funkéni. Ovsem pro realnou aplikaci do klinickych laboratoii je potfeba provést dalsi fadu
experimentll validujicich vysledky tak, aby byly jasn¢ interpretovatelné pro potieby
diagnostickych zavéru. Protilatky vykazuji velmi dobrou citlivost vi¢i onkomarkeru, a tedy po
piipadné izolaci ze séra, by ho mély zachytit a poskytnout informaci o jeho pfitomnosti a rovnéz

kvantité, odecitatelné z intenzity signalu.

Nad¢jna chemie aptamerti pfindsi inovace jak do diagnostiky, tak do cilené 1écby nejen
onkologickych onemocnéni. OvSem z vysledkii mé prace je patrné, ze pouzivané konkrétni
aptamery s biotinovou kotvou, které jsou na trhu dostupné, nejsou pro detekci konkrétniho
testovaného HE4 onkomarkeru vhodné. Moznych diivodi, pro¢ nedochdzi k vazbé aptameru
na antigen HE4 je vice. Mimo jiné miZze jit o nespravny molekuldrni design metodou SELEX,
a tedy uplné neschopnosti vazby aptameru na protein. Dale nemusi byt vazba optimalni (stabilni
apod.) a pfi promyvani mohlo dochdzet k odplavovani aptamerd z epitopil antigenu, to by
rovnéz ukazovalo na nespravny molekularni design, ptipadné nizkou afinitu vic¢i konkrétnimu
antigenu, ktery byl pouzivan. Vyjmenovat mohu i dal$i hypotézy, jako neoptimalni
biokonjugaci aptamerd s biotinovou kotvou, ktera mize narusit afinitu k antigenu a tim nizkou
vazebnou schopnost. Nakonec se otevira i kapitola reak¢nich podminek pro vazbu aptamert na

protein, které nemusely byt pro aptamery vhodné, ackoliv pro protilatky ano.

Vsechny tyto hypotézy vytyCuji cestu k dal§im studiim interakci aptameri s cilovym
antigenem, optimalizacim vazebnych podminek, a nakonec i testim afinity. To jiz ale neni

pfedmétem této studie.

V dal$im planu prace je analyza interakci probihajicich v redlném case pomoci metodiky
Povrchové plasmonové resonance (MP-SPR), coz je velmi moderni fyzikalni metoda schopna
poskytovat data o vazebnych dé&jich na molekularni trovni. Dale je tfeba otestovat Sirsi
spektrum pard aptamer — antigen a nelézt vhodny par s nejvyssi reaktivitou. S problémy
reaktivity antigenu s protilatkami se bézné setkavame, zejména v piipadé komercné
dodavanych proteinti a protilatek, které vykazuji zna¢nou variabilitu na obou stranéch.

Uvidime, co dalsi experimenty ¢asem ukazi.
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9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

Ab Protilatka

Ag Antigen

APC Antigen-presenting cells (antigen prezentujici bunky)

DNA Deoxyribonukleova kyselina

elfo Elektroforéza

HE4 Human epididymal protein 4 (lidsky epididymalni protein 4)

HLA Human leukocyte antigen (nepieklada se)

HRP Horseradish peroxidase (kienova peroxidaza)

Ig Imunoglobulin

IgG Imunoglobulin tfidy G

MHC Major histocomatibility complex (Hlavni histokompatibilni kompex)

NHS N-hydroxysukcinimid

NK Natural killer

PBS-T Phosphate buffered saline with tween (fosfatovy pufr s pifidavkem
soli a tweenem)

PVDF Polyvinyliden fluoride (polyvinyliden fluorid)

RNA Ribonukleova kyselina

SDS-PAGE Sodium dodecyl sulfate-polyakrylamide gel electrophoresis
(polyakrilamidova gelova elektroforéza v ptitomnosti dodecyl siranu
sodného)
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