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Immunoglobuliny

Y Vlastnosti protilatek (mysi tfidy)
IgG
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Polyklonalni protilatky

1. Imunizace

/~ Priprava imumizaci experimentalnich
' O zvirat (koné, kozy, ovce, kralici, mysi,...)

antigeny lze pouzit primo, hapteny se
musi spojit s nosnou bilkovinou

Afinita vzniklych protilatek je obvykle
velmi vysoka; polyklonalni antisérum
\ obsahuje populaci ruznych protilatek s
\ odlisnymi afinitami

2. Ziskani

antiséra \
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Monoklonalni protilatky -

SN
® 1. Imunizovana mys
» o 0 nebo krysa
®
2. Faze bunék
3. Selekce - kultivace v HAT mediu
@
® % e 3 &)
nezfuzované hybridomy nezfuzované myelomy
slezinné bunky nepreziji v HAT mediu
nepreziji v kulture 4. Klonovani (limitni redéni)
Oa OB Oc Ob klony prdukujici razné

protilatky
5. Produkce protilatek

. jako asciticka tekutina (5-15 mg/
Pl o7e k<
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Vyroba monokionalnich Ab

-

prrevedeni vyroby ascitické tekutiny (produkce protilatky in vivo v mySich) do
in vitro podminek (produkce v tkanovych kulturach)

vyroba velkych Sarzi (gramova mnozstvi) v kontinualnich fermentacnich
systémech (ovéreni procesu, vybér vhodnych médii)
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Rekombinantni protilatky

bunky produkujici protilatky

extrakce mRNA

VH CH VL C

L <. —
transformace na cDNA
<- amplifikace variabilnich ¢asti
- < /- —

spojeni, dalsi amplifikace
| [ . e
linker

N
DNA scFv fragmentu
Priprava vloZzena do plasmidu ¢i faga, i
exprese scFv v bunkach -



Formy sckv molekul

z a2

monomer nekovalentni dimer

kovalentne krizeny dimer ,diabody"
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rAb z fagovych knihoven

fagova knihovna: semisynteticka scFv V +V, , kolekce scFv
phagemidu pripravenou ze syntetickych V-genovych
segmentl 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

navazaneé, tedy antigen-specifické fagy se uvolni z mg.
castic a pouziji poté k infikovani bunek E. coli

specifickymi fagy infikované E. coli bunky jsou pote

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 reaktivitotI
‘
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vyhradneé proti molekule analytu



Formaty imunostanoveni
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¢
‘)‘% kompetitivni
—( Protilatka (Ab)
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Analyt

% Znacka (enzym,
sendvicové fluorofor, ...)
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Imunostanoveni

Kompetitivni
o
o ©
Q

limitujici obsah Ab
aAfinita urcuje citlivost

[analyt]

Sendvicoveé

&

¢
¢

nadbytek Ab
afinita méné dulezita
pro citlivost




Parametry imunostanoveni

t mereny signal ... Y
1
08 BreI = (Y - Yblank) / (Ymax - YbIank)
stred krivky
Brel krizova reaktivita =
0.5 | By, Xas0/Xgso * 100%
: kalibracni zavislost =
(A-D)/(1+(x/xs5)°)+D
K,
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Optické imunostanoveni

zmena tloust’ky
vrstvy vede ke
zmene barvy

Strong Moderately Weak

Positive Weak Positive
Positive

analyt Negative Invalid

biovrstva

Y

Primeé vizualni
hodnoceni

opticka vrstva
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ELISA-on a strip

[
S mm
Absorption ____ i
pad ‘t l L
, Control ;
: < antibody
Signal
generation
pad ~.. Capture
antibody
Conjugate--- ¥@-.. Detection
release antibody-HRP
e conjugate
Sample----f==
application
pad

Front  Side
* imunostripy — samovolny pohyb roztokii v membranovém
systému prostrednictvim kapilarnich sil
« zachytné zény, zviditelnéni pomoci barvotvorné enzymoveé
reakce, pripadné zlaté nanocastice (Cervené)

« vizualni vyhodnocovani
%Q:



ELISA-on a chip

Enzyme substrate
\ supply pot

(e
« plastovy pripravek (,,Cip*) pro vlozeni uzkého imunostripu —
zlepsena reprodukovatelnost transportu latek

« pohyb vzorku jednim smérem, pohyb substratové smeési
v kolImém sméru

pro inspiraci:
www.microfluidic-chipshop.com




ELISA-on a chip

 vyhodnocovaci systém na bazi
CCD kamery (dnes smartphone)

« zlepsena reprodukovatelnost
diky srovnani odezvy kontrolni
a meérici zény
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Elektrochemicka
imunostanoveni

]
1. Inkubace se vzorkem a s ,,tracerem*
— konjugat Ab (nebo Ag) se znackou

@ 2. Separace, promyti
nzym

3. Pridavek substratu pro enzym
\ (inkubace)

; 4. Zmeéreni signalu
Enzym
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Enzymove ,tuneloveé*
imunostanoveni

Pseudohomogenni
stanoveni - bez separace
P1 =52 2 promyvacich kroku

Zvysena reakEni odezva
vznika na povrchu dusledkem
téesného 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 svétio do planarniho sveétlovodu, nesouciho
imobilizovany bioligand

- zakladem jsou dvé paralelni sklenené desticky vytvarejici pracovni
prostor o tloust'’ce pouze 0.1 mm ("kapilarni” rozmer), coz
umoznuje samovolné naplnéni definovanym objemem vzorku.

« po afinitni interakci je ast
fluoroforu volné v roztoku a €ast je
vazana v komplexu s bioligandem
na povrchu svétlovodu

emitované svétlo (fluorescence) z
roztoku vstupuje do svétlovodu jen
pod omezenymi uhly (vétsi nez
kritické), svétlo z vazanych
fluorofortii muze vstupovat i pod
mensimi uhly (fluorofor je vazan v
penetracéni oblasti exponencialni
viny). 2




FCFD

po vystupu sveétla z konce svéetlovodu pak Ize podle
vystupniho uhlu odlisit fluorescenci z volného roztoku
a z povrchové oblasti, tim Ize kvantitativné urcit podil
vazaného fluoroforu bez separac¢niho kroku -
homogenni stanoveni

Vystupni tuhly svetla emitovaného vazanym a volnym
fluoroforem (napr. fluorescein), se lisi, coz umoznuje
jednoduse rozlisit vazanou a volnou formu fluoroforu, a
tak vyhodnotit prubéh homogenniho imunochemického
stanoveni.
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svétlovod

filtr Stérbina

C )

Cocka FCFD sensor

~ - zdroj sv étla
@ (vybojka) pro
excitaci fluoroforu

* zdroj svétla - vybojka fotoblesku, omezeni vystupnich uhlu se
provede pomoci stérbiny, dalsi souéasti 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 sendvicové stanoveni

* neni treba odmeérovat vzorek (primo krev, sérum, mo¢), nejsou 2,
naroky na manipulaci. )



ol 514 5 nm

Excitace fluoroforu =

evanescentni vinou £ ——
Labeled antibody ]
oot 1 T Toxin Emimman FI|.':I 'E ﬂ::lrm"m
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Cladding \ | -
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\ Compuler

Fvanascant field

 imunoreakce probiha na povrchu svétlovodné vrstvy

« evanescentni vina se Sifi mimo svétlovod, kde excituje tam
pritomné fluorescentni znacky, navazané v prubéhu
imunostanoveni

- sveétlovod pak dale slouzi jako ,,sbérac” zareni emitovaného pfri

fluorescenci
0\



Imunosensory - enzymoveé znacky

peromdasa (HRP)
substraty - vzdy peroxid vodiku plus dalSi 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 staci ji kyslik misto peroxidu vodiku
alkalicka fosfatasa (ALP)

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

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

— o-nitrofenyl-p-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
— vysokeé Cislo pfemény

* -
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Imunosensory - fluorescencni znacky

* fluorescein, tetramethylrhodamin

— klasicke, dostupné v aktivovaneé forme
(NHS, biotin, ...)

* Cy5, Cy3 - cyaniny, NIR 650/667 nm
— levna instrumentace

* QD ,quantum dots"

— anorganicke nanocastice obsahujici volné
elektrony, s velikosti nartsta vinova délka
emise, stabilita a vysoke vytezky, velke
Stokesovy posuny

/A
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Imunosensory - fluorescencni znacky

 chelaty lanthanidu (Eu, Sm, Dy)
— dlouha zivotnost excitovaneého stavu
— Time Resolved Fluorescence

Excitation

Lt
=

Decay time

it ]
E — lt.l‘:"cflléntlng — -
: cyce
E Ewxcitation Emizgion
i . Stokes” shifl lor eencpiem - . i
: "'. [ -
0 400 800 1000 | £ | |\ | | | |
Time (us) E \ | || A
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Kvantové teéky (@D) | =5 .-

18SUapUOD

Quantum dot
synthesis

refluxing solution
of the QD precurso

2+
Cd" .
o shell CdS "CA 23+ o
d
~Cd™" _

Core-CdTe o

- L 24
o 2 °°"S\_,(

unikatni fluorescenéni % y
vlastnosti - stabilita vici 0 {é’“y - @ o
fotorozkladu, velké L S, |
Stokesovy posuny

CdTe jadro obalené CdS,
rozpustnost diky vazbé& thioglykolove kys. (TGA)

prekurzory - Te, CdCl,, TGA a NaBH,

— NaHTe ptipraven redukci Te pomoci NaHB,

— nastiik roztoku NaHTe do smési CdCl, a TGA v 1nertni
atmosfére

— refluxace na vzduchu (minuty az hodiny)
pi1 zahtivani roste prumér QD, emisni maximum se
posouva k delSim vin. délkam
v&t$i QD maji lepsi stabilitu -



9000
8000 —
7000
6000 —
5000 -
4000 —

3000

Light intensity (A.U.)

2000

1000 +

Ex: 360-440 nm
Em: 620-740 nm
sensitivity 110

quantum dot fluorescence

Ex: 485-520 nm
Em: 528-620 nm
sensitivity 110

fluorescein fluorescence

04

I empty well
T T

I empty well

Quantum dot resp. fluorescein fluorescence and background

Piipravene QD

1n;unﬁ 15:00 h
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Kvantove tecky (QD)
”

Height

220 240 260 280 300 320 340 360 380

26
L

24
L

2.2
L

2.0
L

18

1.6

14

1.2

1.0

QD s teluridovym jadrem, obal CdS, povrch modifikovan -

glutathion, thioly s funk¢ni skupinou, kiemicitanova slupka, ...




| Elektrochemiluminiscence |

biotin
znacka kulicka

M( (zvét?eno)
>< + \l\ znacka
< .

analyt ve vzorku

-

analyt

BioVeris™ technologie:
rychly “mix and measure”

streptavidinem S



| ECL znaéka |

ruthenium(ll) tris(bipyridin) NHS ester BV-TAG™

« Stabilni neizotopicka znacka, rizné formy pro rizné biomolekuly:

 BV-Tag-NHS-ester aminy (bilkoviny)

« BV-Tag-fosforamid fosfoskupiny (nukleové kyseliny)
- BV-Tag-maleimid thioly

 BV-Tag-hydrazid sacharidy

 BV-Tag-amin karboxyly



ECL reakce

LIGHT

emise sveétla

Chemi-
predani chemické energie

\v! \_ Elektro-
& T T
e-  Electrode o e/

elektrochemicka iniciace

Ru(bpy);*(1) = BV-TAG" TPA = Tripropylamine

ruthenium a TPA jsou oxidovany po aplikaci napéti na elektrodu

TPA+ ztraci proton, redukuje Ru3* na Ru?*, které z excitovaného
stavu prechazi do zakladniho za vyzareni fotonu

Ru se nespotrebovava — recykluje — zesilovaci mechanismus — “E
zvyseni citlivosti stanoveni



Ruzné formaty stanoveni

Paramagnetic Bead ;)geagﬁgitic
imuno (Enlacged) .
i ATP ADP
Paramagnetic Bead )
BV-TAG™ la}beled antibody (Glu-Glu EFZyiTe

Glu-Glu-Tyr),

l

/ & Paramagnetic bead
A */'/ ‘ >_ p
\ o I~

BV-TAG™ labeled
H Anti-phosphotyrosine
analyte
(Glu-Glu
~GST Glu-Glu-Tyr), enzym

~d_ el BV-TAG™ \ AV QY W..... BV-TAG™
/- labeled anti-GST \\\ labeled DNA

P — T )W -
,-/@ vazebné / % DN

208>



Homogenni format stanoveni

BioVeris™

ELISA

0 2 4 6 8 10 12 14 16

Hours
eShorter Incubation Times
*Reduced Assay Steps

KEY:

[ coat Plate
I wash

[ ] Block Plate
I Primary Ab

- Secondary Ab

- HRP Anti-rat Ab

Substrate
Development

|:| Read

VAN
é’an“%



Moving BioVeris™ Technology Forward

M-SERIES® 384 Analyzer
BioVeris Detection System




MIM System 1n Transport Cases

Tube Cap Remover Bar Code Scanner M1M Instrument
Tube Holders [DEGHPPEI’}

Decon Cap R1 Cap

Computer

Waste Bottle [

Decon Tubing |

R3Cap Rzcap Drip Tray
(Accessories
Kit Beneath)

Reagent and Mouse Mouse Plug
Waste Tubing

Bar Code
Scanner Plug
Power Strip



Enzymatic Assays for Toxins

Streptavidin Coated
Magnetic Bead Protease

Biotin
BV-TAG™ Labeled Peptide

AV
Jil

A

¥



Enzymatic Assays for Screening
Drug Targets

A) Protease binds to substrate \
|5 TS

B) Compound*in drug
library recognizes substrate anc /

binds, preventing toxin from D

binding ‘

Protease or toxin

A) Substrate is cleaved, no signal

B) Compound inhibits protease \w . @

activity of toxin, signal is ]

generated and viable drug / % — @

candidate identified!

‘ -
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Imunosensory - co Ize merit

 teoreticky kazdy analyt, pro ktery ...
—Jsou k dispozici prislusné protilatky
— pripadné jiz existuje ELISA stanoveni
— |lze pripravit protilatky klasickymi postupy

— |lze pripravit rekombinantni protilatky
pomoci geneticke knihovny

/A
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Imunosensory - priklady stanoveni

klinicka oblast

— markery: aloumin, apolipoprotein, hCG, hLH, thyroxin,
fetoprotein, higE, troponin, FABP, PSA, HBSA, ...

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

— drogy: kokain, heroin, ...

zivotni prostredi

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

— toxicke latky: mikrocystiny, polychlorované bifenyly (PCB)
potravinarstvi

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

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




