PouzZITi OPTICKEHO BIOSENSORU BIACORE PRO STUDIUM

INTERAKCE PROTILATKY S ANTIGENEM



Uvod

SPR biosensor Biacore 3000 bude pouzit ke studiu kinetiky interakce protilatky imobilizované
jako ligand na povrchu sensoru s antigenem. Vyuzije se monoklonélni protilatka AL-01, imunoglobulin
G specificky vici lidskému sérovému albuminu (HSA). V prvni ¢asti tlohy se protilatka imobilizuje
jako ligand na SPR ¢ip CMS tak, aby se dosdhli riizné hustoty navazaného ligandu. Poté bude
sledovana interakce s riznymi koncentracemi antigenu HSA, zaznamenany vazebné kiivky a nasledné
vyhodnoceny v dalSich aktivitach kurzu.

Material a chemikalie
Bude pouzit systém Biacore 3000 s ovladacim programem BiaControl, méticim ¢ipem bude CMS.
Pracovni pufr bude HBS-P (HEPES s NaCl a detergentem Tween-20), regenerace bude provadéna 100
mM HCI. Aktivace bude provedena pomoci standardniho kitu EDC/NHS. Imobiliza¢nim pufrem bude
10 mM acetat pH 5.0, inaktivaénim roztokem 1 M ethanolamin pH 8.5. Protilatku AL-01 dodala firma
Exbio Praha, HSA firma Sigma. Pfipravované roztoky budou pted pouzitim ptefiltrovany pies 0.2 um
mikrofiltr.

Imobilizace protilatky
Pro nédzornost bude imobilizace provadéna postupné v kandlech FC4, FC3 a FC2; v praxi by Slo
aktivacni a inaktiva¢ni kroky samoziejmé spojit. Nasledujici postup bude tedy opakovan pro jednotlivé
kanaly.

Roztok EDC (400 mM) bude v mnoZzstvi 100 ul v plastové vialce umistén do drzaku vzorkd,
spolu s dalsimi vialkami obsahujicimi NHS (100 mM), ethanolamin, protilatku AL-01 v imobiliza¢nim
pufru, tfi vialky - koncentrace proteinu 1, 5 a 20 pg/ml. Pracovni pufr bude HBS-P. Navic bude
v drzédku umisténa prazdna sklenéna vialka.

Po spusténi sensorgramu, vybéru pracovniho kandlu, nastaveni teploty 25 °C a pritoc¢né
rychlosti 5 pl/min a kratkém zaznamenani vychozi linie bude pfipravena smés EDC a NHS 1:1
(ptikazy TRANSFER a MIX) a nastiiknuta do systému v objemu 50 pl, tj. kontaktni ¢as 10 min. Po
proplachnuti pracovnim pufrem bude do systému nastiiknuto malé mnozstvi (napt. 20 pl) roztoku
protilatky o zvolené koncentraci. Néstiik bude ptipadné opakovan, tak, aby se doséhlo zadaného
imobilizovaného mnozstvi (asi 30-50 RU, asi 200 RU, ptes 2000 RU). Poté bude systémem pusténa
kratka zona pracovniho pufru pro zaznamendni vazaného mnozstvi protilatky, nasledovat bude 50 pl
roztoku ethanolaminu a poté pracovni pufr pro oplachnuti Cipu. V kanalu FC1 bude po aktivaci
vynechéna protildtka a bude rovnou navazan ethanolamin, kanal bude slouzit jako referencni. Po

skonceni imobilizace bude Cip vyjmut ze systému a uloZen v suchém stavu.



Studium Kinetiky interakce
S pfipravenym sensorem s imobilizovanou protilatkou AL-01 provedte predbéZznd méfeni interakce
s HSA o koncentraci 5 pg/ml pii riznych prito¢nych rychlostech (5, 15 a 50 pl/min). Na zakladé
vysledki pak urete pfimétenou rychlost pratoku média.

Ovéite moznost regenerace povrchu ¢ipu pomoci 20 mM kyseliny chlorovodikové, ptipadné
upravte dobu regenerace (ne vice nez 3 minuty!).

S nalezenymi interakénimi podminkami pak provedte studium kinetiky interakce protilatky
AL-01 s HSA antigenem, jeho koncentrace nated'te na 0.5, 1, 2, 5, 10 a 20 pg/ml. Vzorek HSA vzdy
nanasejte procedurou KINJECT, doba asociace 5 min (zvolte odpovidajici velikost objemu), doba
disociace 5 min. Pofadi koncentraci volte ndhodné a sekvencné. Proméite interakce i za jinych
parametrt (doby asociace a disociace, metoda kinetické titrace). Ziskané soubory vyhodnot'te pomoci
programu Biaevaluate a Scrubber2, pokuste se urcit hodnoty kinetickych rychlostnich konstant pro

danou imunoreakci.



