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- variabilni

V1 Vn J1-5_ C

L (k) chromosom 6
n=2..300
Vi Vn D1n J14 C, G etc.

H  chromosom 12
n=2..300 n~ 12 1 C geny pro podtfidy

e
Immunoglobuliny
Y Vlastnosti protilatek (mysi tFidy)
IgG
Trida IgA igD IgE IgG igM
M (kDa) 170 180 190 160 900
laA H fetézec a ) € Y p
g Sacharid (%) 7-11 1215 12 23 9-12
:IgM Spojeni_( s nosnou bilkovinou

V misté determinanty Mimo determinantu
- nizka specifita Ab vysoka specifita Ab



Polyklonalni protilatky

1. Imunizce

/~ Priprava imumizaci experimentalnich
7 ° zvirat (koné, kozy, ovce, kralici, mysi,...)
antigeny lze pouzit pfimo, hapteny se
‘ musi spojit s nosnou bilkovinou

Afinita vzniklych protilatek je obvykle

velmi vysoka; polyklonalni antisérum

obsahuje populaci raznych protilatek s
2. Ziskani odli$nymi afinitami

antiséra \

Monoklonlni protilitky . =

<
® 1. Imunizovana mys
Q. ® nebo krysa
o
2. Fuze bunék
3. Selekce - kultivace v H@AT mediu
’.‘0 00@
nezfazované hybridomy nezfizované myelomy
slezinné bunky nepreziji v HAT mediu
Feiii v kultuf
nepreziji v kulture 4. Klonovani (limitni Fedéni)
Oa OB Oc O D  klony prdukujici rizné

protilatky
5. Produkce protilatek

)r or- . jako asciticka tekutina (5-15 mg/mL)



prevedeni vyroby ascitické tekutiny (produkce protilatky in vivo v mysich) do
in vitro podminek (produkce v tkanovych kulturach)

vyroba velkych SarZi (gramova mnoZzstvi) v kontinudlnich fermenta¢nich
systémech (ovéreni procesu, vybér vhodnych médii)

Rekombinantni protilatky

bunky produkuijici protilatky
extrakce mRNA
VH CH Vi CL
}--- <. —
transformace na cDNA
amplifikace variabilnich ¢asti
)\-’ - <. —
spojeni, dalSi amplifikace
I N [
linker
.
DNA scFv fragmentu
Priprava vlozena do plasmidu ¢i faga,
exprese scFv v bunkach



Formy scFv molekul

b
\

monomer nekovalentni dimer

\
h

kovalentné krizeny dimer ,diabody"

rAb z fagovych knihoven

fagova knihovna: semisynteticka scFv V,+V, kolekce scFv
phagemidu pripravenou ze syntetickych W-genonch
segmentu exprimovanych na povrchu filamentézniho faga
selekce scFv protilatek

konjugat analytu s nosnym proteinem se smicha s
polyklonalni populaci rekombinantnich fagu, po inkubaci se
komplexy analyt-rekombinantni fag zachyti na povrch magn.
Castic (napfr. interakce avidin-biotin), nenavazané fagy se
odstrani promytim

navazané, tedy antigen-specifické fagy se uvolni z mg.
Castic a pouziji poté k infikovani bunék E. coli

specifickymi fagy infikované E. coli buriky jsou poté
namnozeny a infikovany helper fagem (spusti replikaci
rekombinantnich fagu)

namnozené fagy jsou poté koncentrovany precipitaci
polyethylen glykolem a pouzity v dalSim kole selekce
uvedné vyse (4 kola)

ELISA testem se vyberou monoklonalnimi fagy s reaktivitou
vyhradné proti molekule analytu



Formaty imunostanoveni
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limitujici obsah Ab
a}finita urcuje citlivost

nizka
vysoka

[analyt]

_< Protilatka (Ab)
¢

Analyt

% Znacka (enzym,
<’ sendvi¢ové fluorofor, ...)

Sendvicové

nadbytek Ab
afinita méné dulezita
pro citlivost




Parametry imunostanoveni

1 Limit detek méreny signal ... Y
1 imit detekce
0_8 .......... A SRR Bre| = (Y = Yblank) I (Ymax = Yblank)
stied kiivky
Brel kfizova reaktivita =
0 5 .................................................. xA50/xB50 ¢ 1000/0
kalibrac¢ni zavislost =
(A-D)/(1+ (Xixg)? ) + D
nizka
0 A R

0.1 1 10 100 1000 e
osa X - logaritmicka Skala

Optické imunostanoveni

zména tloustky
vrstvy vede ke
zméné barvy

Strong Moderately Weak
Paositive Weak Positive
Positive
analyt Negative Invalid
biovrstva

Pfimé vizualni

opticka vrstva .
P hodnoceni



ELISA-on a strip oon e w

T |
| :

S mm
Absorption ___
o |

-

Control

-ﬁ"/ gty \

b -.. C apture
antibody

Y@-. Detection
antibody-HRP
conjugate

Front  Side
* imunostripy — samovolny pohyb roztoki v membranovém
systému prostrednictvim kapilarnich sil
» zachytné zény, zviditelnéni pomoci barvotvorné enzymové
reakce, pripadné zlaté nanocastice (Cervené)
* vizualni vyhodnocovani

ELISA-on a chip

Enzyme substrate —F |
supply pot / _!J

* plastovy pripravek (,,¢ip“) pro vloZeni uzkého imunostripu
— zlepSena reprodukovatelnost transportu latek

e pohyb vzorku jednim smérem, pohyb substratové smési
v kolmém sméru




ELISA-on a chip

vyhodnocovaci systém na
bazi CCD

zlepsSena reprodukovatelnost
diky srovnani odezvy
kontrolni a méfici zény

EOC sensor

Charging equipmen

2,000

Control Cont

0
. -
1,800 Signal | Q 50

I
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o
= ] 60,000
E 1,400 ] el |
= L E
o2 1,200 Elh L
O E 30,000 T
1000 g: 20,000 T
800+t PR IR 10,000 T
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Position . Cardiac troponin I (ng/mL)
- V4
Elektrochemicka
H r
imunostanoveni

1. Inkubace se vzorkem a
s ,,tracerem*

2. Separace, promyti

3. Pridavek substratu
(inkubace)

4. Zméreni signalu



Enzymové ,,tuneloveé*
imunostanoveni

Pseudohomogenni
stanoveni - bez separace
P1{=S2 2 promyvacich kroku

Zvysena reakéni odezva
vznika na povrchu dasledkem
tésného kontaktu dvou
kooperujicich enzymu

Enzym 2
konjugovany
s analytem

Protilatka

FCFD

fluorescence capillary fill device

+ je opticky afinitni imuno/biosensor, vyuziva k detekci fluorescentni
znacku (fluorofor)

+ znacka emituje svétlo do planarniho svétlovodu, nesouciho
imobilizovany bioligand

+ zakladem jsou dvé paralelni sklenéné desticky vytvarejici pracovni
prostor o tloust'ce pouze 0.1 mm ("kapilarni" rozmeér), coz
umoznuje samovolné naplnéni definovanym objemem vzorku.

. ?o afinitni interakci je ¢ast
luoroforu volné v roztoku a ¢ast je
‘*’ vazana v komplexu s bioligandem
na povrchu svétlovodu

emitované svétlo (fluorescence) z
roztoku vstupuje do svétiovodu jen
pod omezenymi Uhly (vétsi nez
kritické), svetlo z vazanych
fluoroforii maze vstupovat i pod
mensimi ahly (fluorofor je vazan v

Odliseni volného a vazaného fluoroforu sﬁ;;straéni oblasti exponencialni
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FCFD

* po vystupu svétla z konce svétlovodu pak Ize podle
vystupniho uhlu odlisit fluorescenci z volného roztoku
a z povrchové oblasti, tim lze kvantitativné urcit podil
vazaného fluoroforu bez separaéniho kroku -
homogenni stanoveni

» Vystupni uhly svétla emitovaného vazanym a volnym
fluoroforem (napfr. fluorescein), se liSi, coz umoznuje
jednoduse rozlisit vazanou a volnou formu fluoroforu, a
tak vyhodnotit priabéh homogenniho imunochemického

stanoveni.
-90 0 « 90 -90 0 B 9
fluofory volné fluofory vazane
v roztoku na povrch sv étlovodu
Uhly paprské na vystupu svétiovodu
FCFD Ty mm—

svétlovod

filtr Stérbina

©cocka FCFD sensor

~ - zdrojsvétla
@ (vybojka) pro
excitaci fluoroforu

+ zdroj svétla - vybojka fotoblesku, omezeni vystupnich ahli se
provede pomoci Stérbiny, dalSi soucasti filtry, Cocky a detektor

* zarizeni je jednoduché, levné, snadna masova vyroba, na jedno
pouziti

* malé vzdalenosti v systému sensoru zkracuji dobu odezvy, kterou
pak primarné urcuje kinetika vazebné interakce, ne transportni
pochody (5 min kompetitivni, 15 sendvic¢ové stanoveni

* neni treba odmérovat vzorek (pfimo krev, sérum, mog¢), nejsou
naroky na manipulaci.
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Excitace fluoroforu —p

| | st 54 5nm

evanescentni vinou . E
Labeled antibody '
s 9 X Toxin Aol mvres
S U o

Cladding " . " =

Dbjective leas

Coniral

Conputer
Fuanezeent fisld

* imunoreakce probiha na povrchu svétlovodné vrstvy

v rvrs

+ evanescentni vina se Siii mimo svétlovod, kde excituje tam
pfitomné fluorescentni znacky, navazané v pribéhu
imunostanoveni

+ svétlovod pak dale slouzi jako ,,sbérac“ zareni emitovaného pri
fluorescenci

Imunosensory - enzymové znacky

« peroxidasa (HRP)
— substraty - vzdy peroxid vodiku plus dal$i oxidovatelné latky:
- 3,3',5,5-tetramethylbenzidin (TMB) méfeni fotometricky pfi 450 nm
— 2,2"-azino-di(3-ethyl)benzthiazolin sulfonova kys. (ABTS) pfi 650 nm
— 5-aminosalicylova kyselina (ASA) pfi 450 nm
— elchem: jodid, hydrochinon, ferrocen, ASA, ...
* lakasa
— obdobna HRP, ale stadi ji kyslik misto peroxidu vodiku
« alkalicka fosfatasa (ALP)

— p-nitrofenylfosfat (PNPP), hydrolysou vznikajici p-nitrofenol se stanovuje fotometricky
v alkalicke prostfedi kolem 405 nm

— p-aminofenylfosfat (PAPP), vznikly aminofenol se oxiduje na elektrodé
* B-galaktosidasa

— o-nitrofenyl-B-D-galaktosid (ONPG), hydrolysou vznikly o-nitrofenol se méfi pfi 420
nm

* ureasa

— mocovina, zména pH vyvolana hydrolysou se méfi pomoci indikatoru bromkresolova
modF pfi 588 nm, nebo potenciometricky (LAPS)

* glukosa oxidasa

— velmi stabilni, méfi se generovany peroxid vodiku
« acetylcholinesterasa

— vysoké Cislo pfemény
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Imunosensory - fluorescenéni znacky

« fluorescein, tetramethylrhodamin

— klasické, dostupné v aktivované formé
(NHS, biotin, ...)

» Cy5, Cy3 - cyaniny, NIR 650/667 nm
— levna instrumentace
* QD ,quantum dots”

— anorganické nanocastice obsahujici volné
elektrony, s velikosti nartsta vinova délka
emise, stabilita a vysoké vytézky, velké
Stokesovy posuny

Imunosensory - fluorescenéni znacky

« chelaty lanthanidd (Eu, Sm, Dy)
— dlouha zivotnost excitovaného stavu
— Time Resolved Fluorescence

Excilation

Decay time

o Qountlng —

: time

New
cycle

Fluorescence

Escitation Emission
Stokies” shifl for eurepium 4..]
= i |n| [
L | It
£ | | | , |
0 400 800 1000| 5| | I (0 Is
Time (us) R 1WA [
] I 1 |
\ AVRVARTA
] I 5.9 W .
350 400 450 00y 350 00 QA0
Wiavelength {aem)
—Th* — Dy —Eu** —Sm?
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Elektrochemiluminiscence

biotin

znacka

+

4

analyt ve vzorku

+

mg. kulicky potazené
streptavidinem

kulicka

(zvét§feno) @
! \%[\ znacka
i

analyt

BioVeris™ technologie:
rychly “mix and measure”
homogenni format

ECL znacka

ruthenium(ll) tris(bipyridin) NHS ester
|

[ N
e | (07,../
N " o
N, A
\N¢ NT TR
o

BV-TAG™

+ Stabilni neizotopicka znacka, rizné formy pro rtizné biomolekuly:

+ BV-Tag-NHS-ester
» BV-Tag-fosforamid
+ BV-Tag-maleimid

+ BV-Tag-hydrazid

+ BV-Tag-amin

aminy (bilkoviny)

fosfoskupiny (nukleové kyseliny)
thioly

sacharidy

karboxyly
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ECL reakce

LIGHT

emise svétla

*Ru(bpy),™
- Y

TPA' Chemi-
—— predani chemické energie
¥ .
Ru(bpy);* Rubpy)s** - TPA TPA™-
1 /
\u \—-"- Elektro-
€ Electrode 9/ elektrochemicka iniciace
Ru(bpy);*(1) = BV-TAG" TPA = Tripropylamine

* ruthenium a TPA jsou oxidovany po aplikaci napéti na elektrodu
* TPA+ ztraci proton, redukuje Ru®*" na Ru?*, které z excitovaného
stavu prechazi do zakladniho za vyzareni fotonu

* Ru se nespotiebovava - recykluje — zesilovaci mechanismus —
zvyseni citlivosti stanoveni

Ruzné formaty stanoveni

Paramagnetic Bead :r;ca‘r;::uc
A Enl rged
imuno (Enlavaeq)

TP ADP
Pa ramagnet1c Bead

; BV-TAG™ labeled antibody (Glu-Glu m —
Glu-Glu- Ty!|
i’,— Pa:emagne[lc bead
)‘—xhj.f\—— CGIGNAL
BYTAG™ labeled
Anti-phosphotyrasine
analyte

{Glu-Glu
L 3
N o

Glu-Glu- Tyr) enzym
—

“}-’:\..,l—< e BVCTAG™

labeled anti-GST

\\ ... BV-TAG™
/ labeled DNA

,«@ vazebné \ AN DNA

) S Gl

~GST




Homogenni format stanoveni

BioVerisT™

ELISA

KEY:

[ coat Plate
B wash

[ slock Prate
Il Frimary Ab
[l secondary Ab

- HRP Anti-rat Ab

I:l Substrate

Development

|:| Read

Hours
«Shorter Incubation Times
*Reduced Assay Steps
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Moving BioVeris™ Technology Forward
M-SERIES® 384 Analyzer

BioVeris Detection System

M-SERIES M1R Analyzer
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M1M System in Transport Cases

Bar Code Scanner

Tube Cap Remover
Tube Holders [Dacappar)

Enzymatic Assays for Toxins

Streptavidin Coated
Magnetic Bead Protease

Biotin

BV-TAG™ Labeled Peptide

— o sionD
~f — o)
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Enzymatic Assays for Screening
Drug Targets

A) Protease binds to substrate \

B) Compound* in drug
library recoghizes substrate /
and binds, preventing toxin

from binding ‘D

Protease or toxin

A) Substrate is cleaved, no signal

B) Compound inhibits protease \:PQxP . @

activity of toxin, signal is ]

generated and viable drug /m — G

candidate identified!

Imunosensory - co l1ze mérit

« teoreticky kazdy analyt, pro ktery ...
— jsou k dispozici pfislusné protilatky
— pfipadné jiz existuje ELISA stanoveni
— |ze pfipravit protilatky klasickymi postupy
— |ze pfipravit rekombinantni protilatky
pomoci genetické knihovny

18



Imunosensory - priklady stanoveni

klinicka oblast

— markery: albumin, apolipoprotein, hCG, hLH, thyroxin,
fetoprotein, higE, troponin, FABP, PSA, HBSsA, ...

— léciva: amfetamin, digoxin, fenytoin, theophylin, ...

— drogy: kokain, heroin, ...

zivotni prostredi

— pesticidy: triaziny (atrazin), fenoxyalkanové k. (2,4-D),
organochlorové (acetochlor, DDT)

— toxické latky: mikrocystiny, polychlorované bifenyly (PCB)

potravinarstvi

— bakterie: Listeria, Cryptosporidium, Salmonella, E. coli
O157H7

— kontaminanty: antibiotika (penicilin), aflatoxiny
vojenstvi
— bakterie, viry, toxiny
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