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SEZNAM ZKRATEK

SEZNAM ZKRATEK

Anti-OVA IgG, polyklonaln{ kréli¢i protiltka proti ovalbuminu;

BCA, bicinchoninov4 kyselina;

BSA, hovézi sérovy albumin;

C-konec, konec peptidového nebo proteinového fetézce nesouci na posledni
aminokyseling volnou alfa karboxylovou skupinu;

CNBr-activ., aktivovany bromkyanem:;

DNA, deoxyribonukleovd kyselina;

DTT, dithiotreitol;

EDTA, sodna siil kyseliny ethylendiamintetraoctové;

ELISA, enzymova imunoanalyza;

Fe, &ast protilatky obsahujici pouze konstantni domény tézkych fetézet,
HPLC, vysokotlaké kapalinové chromatografie;

H Fetézce, t€7ké Fetdzce protilatek:

CHAPS, 3-[(3-cholamidopropyl)-dimethylammonio]-1-propan sulfonét;
IEF, isoelektricks fokusace;

IDA, iminodioctova kyselina;

IgY, slepi¢i protiltka separovand z vajednych Zloutkd;

IMAC, afinitni chromatografie na imobilizovanych kovovych iontech,
L Fetézce, lehké Fetézce protilatek:

NMR, jadernd magnetickd rezonance;

OVA, ovalbumin;

PBS, fosfatovy pufr s obsahem chloridu sodného (0.15 M NaCl, 1.8 mM Na,HPO, a 1.0

mM NaH,PO;, pH 7.2);




SEZNAM ZKRATEK

PNPP, para-nitrofenylfosfat;

RIA, radioimunostanoven;

SELDI, ,,surface-enhanced laser desorption ionization hmotnostni spektrometrie
ionizujic zkoumanou latku za &asti specifického povrchu nosiée;

SDS-PAGE, polyakrylamidov4 elektroforéza v pf{tomnosti dodecyl sulfitu sodného




UVOD

1. UVOD

Kovov¢ ionty maji dilezitou tlohu v Zivé butice. N&kterd jsou pro Zivy organismus
nezbytiné, jiné naopak toxické. Mame-li porozumdt uloze kovovych iontd v lidském
organismu, je nezbytné pochopit interakce mezi kovovymi ionty a bilkovinami. Afinitu
kovovych iontl k bilkovindm je mono studovat napt. pomoci afinitni chromatografie na
imobilizovanych kovovych iontech.

Afinitn{ chromatografie na imobilizovanych kovovych iontech (IMAC) je metoda
umozitujici detekei, separaci a imobilizaci molekul, dale odstran&ni neZadoucich
kontaminant a enzymovou modifikaci biomolekul [1]. IMAC je pseudobicafinitni (nebo
teZ chemoselektivni ¢ skupinové selektivni) typ chromatografie [2-5]. Chromatografické
noside pro IMAC obsahuji kovové ionty imobilizované na pevnou matrici prost¥ednictvim
chelatujicich ligandd (napt. kyseliny tminodioctové) [6, 7]. Chelatované ionty
pfechodngch kovii (pf. Cu®, Co™ nebo Fe®™) umoriuji vazbu proteind schopnych
poskytnout elektrony prostfednictvim svych nukleofilnich skupin [5, 6, 8]. V zavislosti na
konkréinim pouZitém kovovém iontu, interaguji noside s riznymi nukleofilnimi skupinami
proteinti [6, 9].

Nosi&e s chelatovanymi Co? ionty vaZi proteiny zejména pres atomy dusiku [10]. Na
zaklade vysledkt védeckych studif bylo urdeno, ¥e noside s chelatovanymi Co>" ionty
interagujf hlavné s imidazolovymi skupinami histidinovych zbytkd proteini [6, 9, 11, 12].
Takto navézané proteiny jsou k chelatovanym Co®* iontim poutany piredeviim
koordina¢né kovalentni vazbou [5, 6]. Navizané proteiny lze z noside snadno uvolnit napt,
eluénimi pufry o nizkém pH & pufry s obsahem kompetujicich inidel [5, 6, 9]. Setrné
podminky eluce tudiz pfedurduji pouZiti metody IMAC-Co®". IMAC-Co® se nejvice
pouzivd pro separace proteint z komplexnich vzorkd [7, 13, 14]. Kromé& separace
piirozen¢ se vyskytujicich proteind ma velky vyznam i pro purifikaci rekombinantnich
proteint s histidinovou zna&nou [5, 6, 15].

Ma-li byt princip metody IMAC-Co®" vyuzit pro imobilizaci proteind, je vhodné zvysit
stabilitu vazby mezi chelatovanymi ionty kobaltu a proteiny. Kineticky stabilni komplexy
chelatovanych iontd kobaltu s proteiny lze vytvofit prostfednictvim zm&ny oxidadniho
stavu chelatovanych iontd z Co’" na Co™ [16]. Pokud se touto kineticky stabilni vazbou

imobilizuje napt., protilétka, vznikne viestranng pouZitelny imunoafinitni nosié.
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JelikoZ vazebné misto pro kovové ionty je u protilatek lokalizovéno na Fe fragmentu, jsou
na imunoafinitnim nosiéi protildtky imobilizovany orientovan [17]. Daldi vyhodou je, Ze
prostfednictvim chelatovanych iontti kobaltu lze imobilizovat i nékteré tiidy protilatek,
které nereaguji s proteiny A a G.

PiedloZend dizertatni price se zabyva moZnostmi vyuZiti chelatovanych iontt kobaltu
pro imobilizaci a separaci proteint. Pomoci IMAC-Co?' je studovéana afinita my3ich
jaternich proteinil k chelatovanym Co®" iontim. Jsou porovnany rozdily mezi proteiny
separovanymi z kontrolnich my$i a zmy¥ premedikovanych chloridem kobaltnatym.
Chelatované ionty kobaltu jsou déle vywZity pro imobilizaci protildtek. Pozornost je
vénovéna pfipravé imunosorbentu tak, aby se zamezilo oxidanimu poskozeni protilatky
behem imobilizace. Diraz je kladen zejména na stilost vazby protilatky k nosi¢i a na
imobilizaci riznych podtfid protilatek. Interakce mezi protilatkami a chelatovanymi ionty
kobaltu jsou vyhodnoceny na zékladé experimentd p#i riznych vazebnych podminkach

(pH, piftomnost kompetujicich a chelatujicich &inidel).
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2. TEORETICKA CAST

2.1 AFINITNf CHROMATOGRAFIE NA IMOBILIZOVANYCH
KOBALTNATYCH IONTECH

Afinitni chromatografie je metoda, pii ni? afinitni ligand (afinant) vazany na matrici
specificky a reversibilng reaguje s urditym biopolymerem, respektive specifickym mistem
tohoto biopolymeru.

Afinitn{ sorbenty mohou obsahovat bud’ afinanty biospecifické, tj. takové, u nich? je
interakce zaloZena na biologické aktivitd bilkoviny (protilétky, inhibitory, receptory,
lektiny), nebo ligandy skupinové specifické, které interaguji s uritym seskupenim
aminokyselin na povrchu bilkoviny (hydrofobni sorbenty, barviva, ionty kovil). Na vazb&
biopolymeru k imobilizovanému afinitnimu ligandu se podileji rizné molekuldrni sily a
interakee (iontové sily, hydrofobni interakce, vodikové mistky, van der Waalsovy sily,
Londonovy dispersni interakce, dip6lové interakce). Sorpce zpravidla zahrnuje nékolik
typl interakei [1].

Afinitni chromatografie na imobilizovanych kovovych iontech je metoda zaloZend na
specifickych interakcich biopolymerd vroztoku s ionty kovd, kterd jsou vAzany na
staciondrni fazi. Podminkou separace je, aby bilkovina byla schopna tvofit s iontem
dostatetné stabilni komplex. Uginnost metody je srovnatelnd s biospecifickymi sorbenty
[10].

Pivodné byl pro tuto metodu pouZivan nizev "Metal chelate affinity chromatography".
Vzhledem k tomu, Z¢ nejde jen o cheldty, byl nézev v roce 1983 zménén na "Immobilized
metal jon affinity chromatography", Vzila se zkratka IMAC [18].

Kovové jonty jsou na nerozpustnou matrici imobilizovany pomoci chelatujicich
ligandt. Separovany biopolymer se pak k iontu kovu vaZe pfes vhodnou reaktivni skupinu.
Kovové ionty jako akceptory elektrond interaguji se skupinami, které elektrony mohou naopak
poskytnout. Takovymi donory elektrontl jsou v biomolekulach nakterd atomy dusiku, siry a
kysliku, ptipadné fosforu. K vazbg bilkovin dochdzi vytésndnim nekterych slabé vazanych

molekul ligandii (vody) z komplexti a jejich nahrazenim molekulami bilkovin,
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2.1.1 Vazebna mista bilkovin

K vazbé bilkovin na kov dochézi pfes povrchové aminokyseliny jako histidin, cystein,
tryptofan, kyselina glutamovs, kyselina asparagova, tyrosin, lysin, arginin, p¥ipadng
fosfatové skupiny fosfoproteint [19, 20]. U metaloproteind je mo¥n4 i interakce pfes jejich
vazebné misto pro kov. Skupiny na povrchu bilkoviny interaguji s rfiznymi ionty kovi
kvantitativng i kvalitativné odligné.

Dvojmocné ionty jako Cu™, Zn**, Ni*'a Co>" preferuji vazbu k dusiku, K vazbs
bilkovin na IMAC-Co®" dochéz{ pievazns prostfednictvim imidazolovych skupin histidint
piitomnych na povrchu proteinu. Skutetnost, Ze histidinu jsou v primérné molekule
bilkovin jen asi 2 %, umoZituje bilkoviny dalit dle podtu histidinovych zbytkd pfitomnych
na povrchu [21].

V roce 1989 Sulkowski definoval minimalni vazebné poZadavky pro imobilizované
kovové ionty. Podle této definice imobilizovand Cu?* ionty mohou vézat protein obsahujici
alespoil jeden povrchovy histidin. Ni** a Zn®" ionty potiebuji pro vazbu proteinu dva
vicinlni histidiny a imobilizované Co*" ionty vyZaduji ptitomnost alespori dvou histidint,
které jsou na povrchu bilkoviny blizko sebe [12]. Asociatn{ konstanta komplexu Cu®'-
protein bude tedy v priméru vy$¥i ne? u komplexu Co* -protein [5]. Diky tomu je IMAC-
Co®* a&innym nastrojem pro studium topografie proteinii [11].

Pro izolaci rekombinantnich bilkovin se pouZivd tzv. histidinovd znatka (His-tag).
Histidinovd znagka umoZiiuje tisp&nou separaci rekombinantnich proteinfi pomoci IMAC-
Co®™ [5, 15, 22-24].

2.1.2 Kovové ionty

Vazebné vlastnosti komplexu imobilizovany kov — protein se 1igf podle typu pouZité¢ho
kovu. Kovové ionty miizeme rozdslit podle miry jejich polarizovatelnosti na tvrdé a
mekké. Povaha kovil, jakoZto tvrdych & mékkych Lewisovych kyselin, uruje jejich afinitu
k nukleofilnim skupinam biopolymerfi. lonty kovii s vlastnostmi tvrdych Lewisovych
kyselin (Mg**, Ca™, Fe*", Fe®*, AI*', Ga® a In™" maji nejvy3si afinitu ke kysliku (tvedé
Lewisov€ bézi). Jonty kovii chovajici se jako mékké Lewisovy kyseliny (Cd**, Hg*'a T
jsou polarizovatelné mnohem snadngji nez kovy tvrdé a preferuji interakei se sirou, jako
mékkou Lewisovou bazi. Ionty Cu®, Zn®*, Ni*'a Co?* patfi ke koviim st¥edniho typu a
pfednostné interaguji s dusikem, ale v mensi mi¥e i s kyslikem a sirou [25]. Vazby mezi
biopolymery a tvrdymi ionty kovii maji lontovy charakter, vazby s m&kkymi jonty kovi

maji predeviim kovalentni povahu a se stfednimi ionty kovli se tvoii hlavng vazby

12
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koordinaéni. Vedle téchto typd vazeb se na interakei podileji i slabi, ale Sasto poletnéjsi,

coulombické a hydrofobni interakce {7].

2.1.3 Chelatujici ligandy

Afinita komplexu kov-protein je také zna®né ovlivnéna typem chelatujictho ligandu.
Imobilizace kovového iontu na nosid prostfednictvim vhodného chelatujictho ligandu
umoZiiuje ponechat kovovému iontu pravé takovy podet stupiid volnosti, aby mohl
definované vazat molekulu proteinu. Pokud bude kovovy ion na nosi¢ imobilizovén p¥ili§
silng, nezbyde kovovému iontu dost afinity pro vazbu proteinu a interakce kov — protein
bude nedostatujici. Naopak, bude-li kovovy ion vézan k nosiéi p¥ili§ slab&, mohl by jeden
kovovy ion vazat n&kolik molekul proteinti a tvofit agregity se zmeénénymi vlastnostmi.
Slab¢ navézané kovové ionty se také mohou uvelnit z nosige do roztoku [10].

Sefadime-li chelatujicf ligandy podle vzristajiciho podtu vazeb, kterymi k sobs poutaji
kovovy ion, zjisiime, Ze zdrovel klesa podet vazeb, kterymi miZe kovovy ion poutat
molekulu proteinu. Pro kovové jonty stfedniho typu, tedy i pro Co*, je nejpouzivangj§im
chelatujicim ligandem kyselina iminodioctova (IDA). Na obr. 1 je schématickd vazba
matrice s chelatovanym kobaltnatym iontem a adsorbovanym proteinem. Ve schématu je

ponechéna slab& navézand molekula vody.

Obr. 1: Demnéla struktura hexakoordinovaného kobaltnatého komplexu

13
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2.1.4 Vliv chromatografickych podminek

Adsorpci bilkovin ovliviiuje nejen typ kovu a chelatujiciho ligandu, viastnosti matrice a

raménka, ale 1 dal¥f faktory, jako mnoZstvi kovu imobilizovaného na nosiéi, sloZeni a pH
mobilni faze, koncentrace soli, pfipadng pf{tomnost riiznych aditiv.
Matrice pro IMAC musi spliiovat stejné podminky jako pro ostatni chromatografické
metody. Ze studovanych materidli se nejlépe osv&dduji agarosové gely [18]. Lepsi
sterickou pfistupnost molekul bilkovin k imobilizovangm kovovym iontim umoZiiuje
pouZiti raménka, které tvoif mastek mezi matrici a chelatujicim ligandem.

Chovani sorbentii pfed a po imobilizaci kovovych iontl se mize vyraznd ligit. Vliv
imobilizace kovového iontu na afinitu bilkovin k danému sorbentu nelze predem
pfedpoveédét.

Vlastnosti chromatografického noside ovliviiuje i mnoZstvi navézanych kovoyych iont.
Se vzristajicim mnoZstvim imobilizovaného kovu adsorpce bilkovin i selektivita vazby roste
[7,26].

Po nasyceni sorbentu kovovym iontem je nutné nenavézané kovové ionty ze sloupce
odstranit promyvénim. Hrozi-li nebezpeéi uvoliiovani kovového iontu do mobilni féze, je
vhodné zafadit sloupec se sorbentem bez kovového iontu. Tento sorbent uvolnény kovovy
ion zachyti. V n&kterych pfipadech se pro tento udel pouziva i sloupec chelatujiciho
sorbentu, ktery s danymi kovovymi ionty tvoH pevngjdi komplex neZ pouity sorbent.
Vyhodné je pouZiti kovovych ionti, které jsou barevné nebo tvoii zbarvend komplexy.
Takove kovové ionty je moZné snadno detegovat v eludtu [4].

Priibéh chromatografie déle zavisi na vlastnostech mobilni faze. Eluéni sila mobilni
féze je ovlivngna jejim sloZenim. Pro IMAC-Co®" plati, Ze eluéni sila roste v fadg acetst <
fosfat < chlorid [27].

Adsorpce proteind obecné roste s klesajicim pH a s klesajici iontovou silou. U IMAC
naopak vy3¥i iontova sila potlatuje nespecificky ionexovy charakter nosite a adsorpce
proteinti roste s iontovou silou a s pH [28, 29]. Vliv pH na adsorpei proteint lze vysvétlit
tim, Ze pti IMAC-Co?" se proteiny vazi hlavn& pies své histidinové zbytky. Ty jsou pii
nizkém pH protonizovany a vzajemné se s kovovymi ionty odpuzuji [7].

Faktory ovliviiujici retenci biopolymerd ovliviiujf také jejich uvolnéni. Eluce miife byt
nespecifickd, napf. sniZenim koncentrace solf, zmé&nou (sniZenim) pH , zvy¥enim teploty
nebo piidavkem detergentd & denaturaénich &inidel (SDS, Tween 80, modcovina), nebo

specifickd pfidavkem litek soutéZicich o vazebna mista (pufry obsahujici imidazol, histidin
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¢i histamin) [30]. Také lze pouZit pufr s kovovymi ionty, pro které ma bilkovina vy3s

afinitu, neZ pro ionty imobilizované [7],

2.1.5 Aplikace a vyhody afinitni chromatografie na imobilizovanych kovovych iontech

VyuzZiti metody je shunuto v tabulce 1.

Aplikace

Apl - :Biopolymer
IMAC-Co? ¢ -

+ Experimentdlni p
+ i vlastnosti-

odminky / Vazebné. " Lit.

Separace interferon vazba pies thiolovou skupinu Cys na
bilkovin pozici Cislo 17

transferin pfi izolaci ze séra ¢i plazmy je transferin |32,
eluovan v druhém vrcholu; 33
afinita k Co®* iontim klesa s rostouci
saturaci transferinu Zelezem

albumin IDA-Co”" navézna na 1,4-butanediol |32
diglycidyl Sepharosu 6B nebo na
Sephacryl S-300

imunoglobulin (Tg) dtto; modifikace histidinovych zbytkii Ig |32
diethylpyrouhliéitanem porusi vazebné
vlastnosti

perforin izolace v pfitomnosti ] M NaCla 10% |34
betainu; IMAC-Co?" na rozdil od IMAC-
Cu** nevéZe soudasné i granzymy

jednofetézcové izolace v pfitomnosti 8 M mo&oviny; po |35

fragmenty protilatky skondeni IMAC-Co?®' renaturace in vitro

proti glutathion-S-2,4 | gelovou filiraci

dinitrofenyl {-

butylesteru

pienaSe¢ kyseliny izolace v pf{tomnosti inhibitorii protedz a |36

y-aminomaselné 1% dodecylmaltosidu; k eluovanému
proteinu pfidana 0,5 mM EDTA
minimalizujici proteolyzu

granzym B izolace neaktivniho zymogenu; 37

(histidinem znaCeny) | odstranéni nespecificky navazanych
proteind 0,1 M NaCl, eluce 0,5 M
imidazolem; po IMAC-Co®" aktivace
enterokinasou

virovd B4 ATPasa izolace v pfitomnosti 2% 38

(histidinem znadend) | modifikovaného Eagiova media
(Dulbecco), k navazani proteinu pouZita
vsadkova metoda

genovy vektor viru Co™" {otny reaguji s peptidy piftomnymi |39

herpes simplex v obalu viru

myoglobinu podobny  |izolace p#i nizké (0,5 mM imidazol) i 22

kyslikovy ptenafed vysoké (4 M KCI) iontové sile, FPLC

(histidinem znageny) | uspofddéant
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lecitin:cholesterol k navézéni proteinu pouZita vsadkova 40
acyltransferasa (LCAT) | metoda, eluce pufrem s 50 mM
(histidinem znadend)  |imidazolem a 10% glycerolem
organofosfathydrolasa |makroporézni polyakrylamidovd 41
(histidinem znagend) | monolitickd kolona s IDA-Co?"
transkripni faktor HIF | vazba HIF 2o na Co** jonty pies vysoce |42
2ec (hypoxia inducible |konzervovanou degradadni doménu;
factor) izolace v piftomnosti 0,5% Tritonu X-
100,
selenoprotein P FPLC uspofadani; ze studovanych 43
kovovych iontfi (Cu®*, Ni%*, Zn**, Co** a
cd*h poskytuje IMAC-Co®" nejvyssi
selektivitu
laktétdehydrogenasa studium vazebnych vlastnosti peptidii 44
(LDH) (5t€peno CNBr), vazba pies 32,
aminokyselinovy zbytek; izolace v
pfitomnosti 9 mM imidazolu, eluce 75
mM imidazolem
N-terminalni navazani receptoru vsadkovou metodou; |45
ektodoména receptoru | izolace v piitomnosti 5 mM imidazolu,
pro tyreotropni hormon | eluce gradientem imidazolu (10 -500
(histidinem znagend) | mM)
B - glukuronidasa IMAC-Co* poskytuje vy33i selektivitu |46
(histidinem znadend)  |neZ IMAC na jinych kovovych iontech
(CU.2+, Ni2+, Zn2+)
ATPasa pfenasejici vazba pfes Cys; izolace ve formé fiizniho |47
med’ proteinu s glutathion S-transferasou
Imuno- antigeny izolace proteind pomoci protilatek 16
afinitni navéazanych na imobilizované Co®" jonty
nosice (protilatky se nejprve reverzibilng navazi
na imobilizované Co*" ionty, tyto ionty
se pak oxiduji H,O,, $im? se vazba
protildtek stane ireverzibilni)
glukosaoxidasa dtto; metoda vyuzita k vicevrstvé 48
imobilizaci enzymu ptes protilatku & jeji
fragmenty F(ab), ; takto imobilizovany
enzym je stabilngjsi viéi denaturadnim
podminkam (vysoka iontova sila, teplota,
organickd rozpoustédla)
Negativni | jednotlivé isoformy pozadovany protein se nevaZe nanosiéa |5
adsorpce enzymi, kompetujici | proték4 kolonou, zatimeo konkurenéni
proteiny latky jsou zadrZovany
laktézovy (Lac) separace Lac represoru (hlayni 49
represor kontaminatnta histidinem znadenych
proteini z bunék nesoucich lacI? gen);
izolace na nosi¢i TALON, vymyt pufry
0 pH 56 a pufrem s 15 mM imidazolem
Diagnostické | PMSA (specificky izolace a stanoveni markeru pro 50
udely prostaticky karcinom prostaty; vsadkova inkubace
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membranovy antigen) | nosi¢e (TALON-Co™") s bun&nym
lyzatem, eluce gradientem imidazolu
(10-200 mM)
Separace DNA, oligonukleotidy | vazba pies histidinové zbytky vnesené 5
DNA a genovym inZenyrstvim
oligo-
nukleotidi
Studium apokarboxypeptidasa A | enzym deaktivovany chelatujicimi 7
struktury a Cinidly lze reaktivovat priitokem pres
funkce tandemové kolony IDA-Zn**, IDA-Co** a
metalo- IDA-Ni **
proteind
Studium modelové proteiny Stanoveni po¢tu a distribuce His, jejich |11
topografie | (thioredoxin, ubiquitin, |p¥stupnost koordinaci, zda jsou sousedni
bilkovin calmodulin, lysozym, |& vzdélené a urdeni vlivu okolnich
cytochrom c, aminokyselin
myoglobin)
receptor pro estradiol | zjist&na vazebna mista pro Co*" ionty; 51
(ER) interakce ER s imobilizovanymi Co®*
ionty inhibuje vazbu ER k estradiolu,
moznost podobnych vlastnosti i u
receptoril pro ostatni steroidni hormony
Katalyza enzymy kolona slouZi jako reaktor pro katalytické | 10
reakce
Imobilizace |enzymy (alkalicka vazba na IDA-Co”™' (IDA-Cu”, IDA- 52
biopolymert |fosfatasa, Zn*), zvysend stability proteinil, moZnost
maltosadehydrogenasa, |jejich opétovného uvolnéni (pomoci
laktatdehydrogenasa) |EDTA)

Tabulka 1: PouZiti afinitni chromatografie na imobilizovanych kebaltnatych iontech

Parametry IMAC dovoluji rizné typy jejiho uspofadani, podinaje nizkotlakou
chromatografii, pfes HPLC, a7 po tandemové kolony. V soudasné dobs se IMAC uplatiiuje
take v mikro¢ipovém uspofadani ve spojeni s hmotnostni spektrometrii (SELDI) [53, 54].

Pfi tandemovém uspofadani jsou kolony obsahujici riizné sorbenty ¥azeny do séric a
jsou pouZivany pro soulasnou separaci vice bilkovin. Dal¥ moZnosti je vyuZiti
kaskadovych kolon, kdy po eluci z jedné kolony nasleduje sorpee na jiném nosidi, zaloZena
na odliSném sorpEnim principu. Vzorek protéka postupné vice kolonami, které se lisi napt.
typem kovového iontu & chelatujiciho ligandu [10].

IMAC-Co*" je metodou, pfi niz ma vysokd iontova sila piiznivy vliv na pevnost
sorpee, a proto miZe byt vyhodn& kombinovana s metodami jako ionexova, hydrofobni
nebo thiofilni chromatografie [7].

IMAC je charakteristickd vysokou kapacitou (aZ 200 mg bilkoviny na 1 ml nosice).
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Dalsi vyhodou IMAC je vysokd selektiviia d&leni urdovéna zejména chelatujicim
ligandem a kovovym iontem. Nezanedbatelny je i stabilizagni efekt pouzivaného prostiedi
(vysokd iontova sila, piitomnost kovovych iontil) na molekuly bilkovin. Kovovymi ionty
neobsazené chelatujici skupiny nosite vazi kationty piftomné v roztoku. V IMAC kolondch
proto nerostou mikroorganismy a eluované roztoky jsou zpravidla sterilni [1 0].

Ionty kovit mohou byt ze sloupce snadno odstrandny, napf. roztokem EDTA. Nosid
proto muiZe byt regenerovdn aZ nékoliksctkrat bez ztrity chelatujicich schopnosti. Po

odstranéni pfedchoziho kovového iontu Ize na tenty? nosi® navazat jiny kovovy ion,

2.2 PROTILATKY

Jednim z projevil Zivota ka?dého Zivého organismu je snaha o udrZeni homeostazy.
Stalost vnitfniho prostiedi si organismy mimo jiné zaji¥t'uji obrannymi mechanismy, kterd
je chrani pfed napadenim viry, bakteriemi, p¥ed piisobenim  cizorodych
makromolekuldrnich latek a kone¢n& i pred vlastnimi poSkozenymi & infikovanymi

buikami. Existuj{ dva mechanismy této obrany:

» Evolutné stardi, nespecifickd, neadaptivni ochrana zajigtovana fagocyty, NK (z angl.
natural killer — ,,p¥irozeni zabije¢i*) butikami, systémem komplementu, interferony a
lektiny. Tato obrana je pfitomna u viech mnohobundénych organismil. Butky a
molekuly zajiStujici nespecifickou obranu jsou v organismu piipraveny piedem, a
proto reagujf na piftomnost $kodlivin rychle. Na rozdil od specifickych slozek nemaji
tzv. imunologickou pam&t’. Velmi dileZitou ulohu m4 i koni a slizniéni bariéra se

svymi mechanickymi, chemickymi a mikrobidlnimi obrannymi mechanismy.

* Evoluéné mladsi, specifick adaptivni ochrana je zajistovana protilatkami (humoralni
imunita) a T-lymfocyty (bun&na imunita). Vyskytuje se a% u obratlovcr. Odpoved je

pomalejsi, ale disponuje imunologickou pamsati.

Humoralni imunitni reakce je charakteristicka tvorbou sérovych imunoglobuling,
zvanych protilétky. Protilatky jsou produkovany B-lymfocyty v kostni dfeni, u ptakd i ve

Fabriciove burse.
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2.2.1 Struktura protilatek

" hypervariabilni
ypl]ns,eky I

hypervariabiini
—Useky

h I
yped'\slgﬁebllm

variabilni . pantové variabiini
oblast _ oblasti oblast
konstantni konstantni
oblast - oblast

HOOC

lehky fetézec *\ lehky Fetézec

T?bqs\t::tni oblast

konstantni c:i)}aét/

Ve
misto misto
glykozylace glykozylace
Na misto glykozylace HOOC COOH
se vaze aligosacharid sk retszec tazky fetdzec

N-glykozidovou vazbou.

Obriazek 2: Struktura imunoglobulinit

Typicka struktura protilatek je zndzornéna na obrizku 2. Protilatky jsou tvofeny dvéma
t¢Zzkymi (H) a dvéma lehkymi (L) fetézci, které jsou vzajemné kovalentné propojeny
cystinovymi mistky. TéZky fetézec (50 000-75 000) obsahuje tif nebo &ty¥i konstantni
domény a jednu variabilni doménu. Lehky fetézec (20 000-25 000) se sklada z jedné
konstantni domény a jedné domény variabilni. Domény, tvofené sekvenci asi 110-120
aminokyselin, jsou propojeny kratkymi spojovacimi useky polypeptidového fetézce.
Domény nachazejici se na N-konci t€7kych 1 lehkych fetézcl se nazyvaji variabilni. Jejich
struktura se lisi v zavislosti na tom, kterym klonem B-lymfocytl byly vyprodukovany.
Zbyvajici imunoglobulinové domény (. smérem k C-konci molekul) se nazyvaji
konstantni. Jejich struktura je stejnd u vSech protilatek shodného typu. Spojenim
variabilnich tsekl obou fetézct (H i L) vznika vazebné misto pro antigen. Tézké fetézce
jsou vzdjemné spojeny tzv. pantovou oblasti, kterd dodava molekule v&tdi flexibilitu [55].
Nékteré typy imunoglobulind viak pantovou oblast nemaji [56]. Imunoglobuliny jsou
glykoproteiny a jejich t8Zké fetézce jsou posttranslaéni modifikaci glykosilovany na Fe
fragmentu [57].

Pokud je molekula protilatky podrobena proteolytickému §tépeni, vznikaji za vhodnych

podminek urCité fragmenty. K proteolytickému §tdpeni protilatek se pouZivaji napf.
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enzymy papain, pepsin, plasmin a trypsin. St¥pi-li papain molekuly ,nad* pantovou
oblasti, vznikajf dva identické fragmenty Fab a jeden fragment Fc. Pokud jsou savii
protilatky 3t€peny ,,pod* pantovou oblast pepsinem, vznika jeden F(ab); a jeden Fe
fragment. Vzhledem k tomu, Ze ptadi protildtky nemaji pantovou oblast, jsou pepsinem
Stépeny na dva Fab a jeden Fc fragment [58]. Kontrolovanym $t&peni Fab fragmentu lze
ziskat Fv fragment. Ten se sklad4 z nekovalentn& asociovanych variabilnich domén H a L
fetézel. Predpokladd se, Ze tiseky protiltky odpovidajici Fab, F(ab), a Fy fragmentim
jsou zodpovédné za vazbu antigenu [59-61]. Na druhou stanu, oblast protilatky
odpovidajici Fc fragmentu ma jiné biologické funkce (vazba na Fe-receptory fagocytd a
spousténi systému komplementu). Bylo prokézdno, Ze po navdzani antigenu dochézi
k allosterickym konformagnim zm&ndm celé molekuly protilatky, vdetnd Fe fragmentu
[62].

2.2.2 Vazebné interakce antigenu s protilitkou

Vazebnd mista protilatek, tvofend variabilnimi doménami H a L fet&zcl, vaX molekuly
antigenu nekovalentnimi vazbami. P¥ tom se uplatiiuji zejména iontové, hydrofébni,
vodikové a van der Waalsovy interakce. Jde o reverzibilni vazby vice & méng
komplementarnich struktur. RovnovéZna asociadni konstanta K, vyjadiuje pomér
rychlostnich konstant vzniku a rozpadu imunokomplexu (b&ng K ~10° -10% M'l). Cim
VySSi je Ky, tim vy$SL je afinita protilatky k antigenu.

Je zndmo, Ze organismus je schopen vyprodukovat protilatky proti libovolnému
antigenu. V B-lymfocytech totiZ miZe vzniknout neptedstavitelng mnoho typé vazebnych
mist pro antigen. Diverzita vazebnych mist je ddna mnoha faktory [63]:

* kombinaci riznych genovych segmentii {V(D)J pteskupeni}

e kombinaci uréitych typii H fetézch s « & A L fetézcem

¢ pleskupovanim genovych segmentll dochdzi k ,,neptesnostem™ spojent

e prodlouZenim o tzv. N-sckvence

¢ somatickymi mutacemi gendi pro variabilni domény (po styku s antigenem)

» izotypovym piFesmykem

2.2.3 Vyznam protilatek
Schopnost obratlovet produkovat specifické protilétky se $iroce vyuziva, V humanni i

veterinarni medicing se uZivéd aktivni imunizace pro zvydeni & navozeni imunity. P
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aktivni imunizaci dochdzi v organismu po aplikaci antigenu k produkei vlastnich
protilatek. Dal${ mo#nosti, jak do organismu dodat potiebné protilitky, je pasivni
imunizace. PoZadované protilatky proti danému antigenu se ziskdvaji po imunizaci
expetimentalniho zvifete. Protilatka se pak izoluje zkrve & kolostra savell a nebo
z vajetnych Zloutkd,

Takto ziskané protildtky jsou polyklonélni, nebot’ jsou produkovény mnoha riznymi
klony B-lymfocytii. JelikoZ reaguji smnoha antigennimi epitopy, oznaduji se tyto
protilatky jako polyspecifické. Reaguje-li protilatka jen s jednim antigennim epitopem, je
monospecifickd. Monospecifickd protilatka viak miZe byt mono- i polyklonalni.

Naproti tomu monoklondlni protilatky jsou produkovany jen jednim klonem B-
lymfocytil. Monoklondlni protilitky se ziskévaj{ ztzv. hybridomi in vitro. Hybridom
vznika firzf ur€itého klonu B-lymfocyti s myelomovou bun&Enou linii. Vznikly hybridom
produkuje dany typ monoklonélnich protilatek a je ,,nesmrtelny*. Hybridomové protilatky
se hojné vyuZivaji ve védeckém vyzkumu i v klinické praxi jako diagnostika a terapeutika
[63, 64]. MoZnosti pro vyuZiti monoklondlnich i polyklondlnich protilitek je nepieberns.
Protilatky jsou nepostradatelné pro:

e stanoveni a detekci nizko- i vysokomolekuldrnich biomolekul [65]

» studium aktivity enzym@ nebo studium interakci receptorovych makromolekul se
svymi ligandy (protilatka miOZe svoji vazbou na makromolekulu inhibovat
enzymovou aktivitu &i vazbu ligandu) [66, 67]

¢ po imobilizaci na nosi¢ lze protilatky vyuZit k separaci antigenti ze smési [68]

V klinické praxi se pomoci RIA & ELISA testi stanovuji:

o vlasini protilatky (pf. proti HIV, IgE pii atopii)

¢ proteiny vypovidajici o patologickém stavu (nddorové markery)

e nizkomolekularn{ latky (progesteron)

Neméné dilezité jsou:

¢ pouzti protilatky jako antidota (proti hadimu jedu, botulotoxinu &i tetanotoxinu)

® pasivni imunizace (proti hepatitidé A, vztekling, tetanu)

¢ substituéni lé¢ba imunoglobuliny (u pacientd s poruchou tvorby protilatek)

2.2.4 Typy imunoglobulini
Dle typu t€Zkého fetézce (u, 8, v, a, £) délime imunoglobuliny do pé&ti t¥id (IgM, IgD,
IgG, IgA a IgE). Kazdy = péti typl H fetdzce se miZe kombinovat s jednim ze dvou typt L
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fetézee (k, A). Majoritni zastoupeni vkevi saveli m4 IgG. V krvi ptaka (ale i plazi a
obojZivelniki) a ve vajeéném Zloutku se nachazi IgY (z angl. yolk — Zloutek). Ptagi
protilatky IgY jsou funk&né analogické savéim IgG [57, 56].

V lidském séru se nachazi étyfi subtypy IgG (IgG 1 az IgG 4) a dva subtypy IgA (IgA
1 a IgA 2). Subtypy (podtfidy) IgG se li§f podtem disulfidovych vazeb v pantové oblasti a
presnou strukturou jednotlivych domén. Jednotlivé typy IgG se dobie véZi na Fe-receptory
fagocytl, ale lisi se ve schopnosti spoustét systém komplementu.

Molekuly TgA 1 a IgA 2 se li§i zejména mistem svého vzniku. IgA 1 je produkovéno
B-lymfocyty na sliznici a IgA 2 v kostn{ dfeni. IgA se vyskytuji jako mono-, di- & trimery,
s jednotlivymi molekulami spojenymi J ¥et&zcem.

Secernované molekuly IgM jsou pentamery. Monomerni IgM jsou (spoleén& s IgD)
piitomné na povrchu B-lymfocyti jako receptory pro antigen. V pentameru IgM jsou
jednotlivé molekuly vzijemné spojeny disulfidovymi vazbami a jednim J fetézcem. IgM je
prvai podtfidou imunoglobulin, kterd se tvoi{ po setkan s antigenem. Ostatni podtiidy
imunoglobulint (IgG, IgA a IgE) jsou secernovany pozd&ji.

Protilatky typu IgE se vyskytuji pouze u savel. Jejich koncenirace vséru je za
normdlnich okolnost{ velmi nizka (fadové 10 g/l, oproti 10 g/l [gG) [63]. Tézké fetdzce
IgE jsou produktem jediného genu. Druhy gen byl bshem evoluce inaktivovan, patrnd
kvili vyS8imu riziku vyvoje imunopatologickych reakei [69]. Fyziologickou funkef IgF je
zgjmena obranna proti mnohobunéénym parazitim. Pokud viak IgE neadekvatné reaguje
na piftomnost neSkodnych antigenti, miZe dojit k ptecitlivélosti a vyvoji alergické reakce,
Antigeny, spoustéjici alergickou reakei, se nachézi napt. v pylu, zvifeci srsti, roztodich,

nékterych potravinach a lécich [70, 71].

2.2.5 Ptaci imunoglobuliny

Ptaci zvolili pro imunitni obranu trochu jinou strategii neZ savei. Ne# slepice snese
vajicko, sekretuje krevni imunoglobuliny IgY (funk&n& obdobné savéimu IgG) do
vajeného Zloutku. Imunoglobuliny IgA a IgM jsou spolu s dal$imi proteiny pieneseny do
vajeEného bilku. Koncentrace protilatek ve Zloutku je dokonce 1,3-1,9 x vy$ ne? v krvi
slepice [72]. Po vylthnutf kufete pfejdou IgY ze Zloutku do jeho krve, zatimeo IgA a 1gM
z bilku zajistuji pasivni imunizaci traviciho traktu.

U ptaki byly nalezeny jen tfi tHidy imunoglobulini (IgY, IgA a IgM). Byla vyslovena
domnénka, Ze ptali IgY je vyvojovym pfedchidcem savéi IgG a IgE [56, 57, 73]. Ptadi

IgY a IgA maji o jednu konstantni doménu t&zkého Fetdzee vice neZ savéi IgG a IgA. Ptadi
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protilatky ale nemaji pantovou oblast. Tyto dvé& skutetnosti maji za nasledek mensi miru
precipitace komplexti antigen-IgY neZ u imunokomplexd se savdimi protilitkami.
S vy$8im poltem konstantnich domén u IgY souvisi i pomémné vysoky obsah sacharidi,
zejména mannosy, na té€zkém fetdzei [57]. Diky tomu IgY silnd reaguje s rostlinnym
lektinem Concavalinem A [74].

Pta¢i imunoglobuliny maji oproti savéim protildtkdm urdité vyhody. Prvni vyhodou je
mensi stres experimentalniho zvifete. Slepici se totiZ jen odebere snesené vajitko, kdeto u
savell se protilatky ziskévaji odb&ry krve & dokonce srdedni punkei. Druhou vyhodou je a2
30 x vy88i vyt€inost slepitich imunoglobulind ve srovnani se z{skdvanim protilatek z krve
krélika [75]. P¥estoZe je koncentrace IgY ve vajedném Zloutku mendi neZ v krvi saved, je
slepice schopna sekretovat do vajednych Zloutkd roéné az 25 g protilatek. Déle, vzhledem
kvelké fylogenetické vzdalenosii ptékd a savedl, slepice mnohem citliviji reaguje na
podany sav¢i antigen produkef protilatek. Klinicky vyznamnou skutegnost je nereaktivnost
IgY s rheumatoidnim faktorem, s Fc receptory a systémem komplementu savei [76]. PHi
pouZiti sav&ich protilatek se v klinickych testech objevuj{ fale$n& pozitivai vysledky,
CemuZ se pouZitim IgY predejde [77 ].

Ptadi imunoglobuliny jsou proti savéim protilatkdm pongkud labilngj¥i. IgY maji asi o
3°C niz¥i termdlni stabilitu neZ savéi IgG. Rovngs stalost v kyselém prostiedi je u IgY
niz¥i. To ziejme souvisi s hodnotou pl, ktera je, ve stovnani s IgG, posunuta o jednotku do
kyselé oblasti. IgY rovndZ nereaguji s proteiny A a G [78]. To na jedné stran& omezuje
jejich purifikaci na nosi¢ich s tmito ligandy, na strané druhé se tato vlastnost IgY vyuziva
v klinické praxi.

Divodem, pro¢ se pouZiti slepiGich protilitek zatim ptli§ neroziitilo, je ziejmd
s ostatnimi  sloZkami Zloutku soudasti komplexni emulze Zloutkovych lipidd. V
separovanych Zloutcich je nutno oddglit lipidni frakci od rozpustnych proteint. K odd&leni
obou frakei se vyuZiva napf. extrakce organickymi rozpoustédly, vymraZeni & hydrofobni
chromatografie. Protiltky jsou pak z frakce rozpustnych proteind precipitovény frakénim
sraZzenim, nebo jsou oddéleny od zbylych hydrofilnich proteinfi ionexovou nebo gelovou
permeaéni chromatografii [79-81]. Ziskané protilatky lze afinitné purifikovat na nosi¢i
s imobilizovanym antigenem. Specifické IgY se z imunosorbentu eluuji nap¥. kyselym &
bazickym pufrem [76, 82]. Pokud jsou takto purifikované protilitky vhodné skladovany
(4°C), zachovavaji si svoji aktivitu i po dobu 10 let [83].
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Saveim protilatkdm mohou IgY konkurovat diky vysoké vyt&Znosti a pomdrng levné
produkci. Idedlni je pouZiti IgY tam, kde je nutno aplikovat vysoké davky protilatek.
Piikladem miiZe byt preventivni pasivni imunizace proti pivodei zubniho kazu
(Streptococcus mutans) [84], nebo proti rotaviru zplsobujicimu vysokou Umrtnost telat
[85]. Pi{kladem akutni pasivai imunizace je aplikace IgY proti hadimu nebo bakteridlnimu
jedu [86]. Pro pacienty, ktefi byli opakovang imunizovani sav&im antisérem, ncho ktet
jsou na nékieré sloZky sav&iho antiséra alergiéti, je pouZiti ptadich protildtek jedinou
variantou. PouZitim slepi¢iho antiséra se tak sniZi riziko anafylaktického Soku & sérové
nemoci. Neopomenutelny je vyznam IgY v imunodiagnostice. IgY lze (stejng jako Ig(G)
vyuzit jako primarni 1 sekundérni protilatky p¥ imunohistochemickych vySetfenich, pro
ELISA & Western blotting.

IgY se, podobné& jako IgG, pouziva také k piipravé sorbentu pro imunoafinitn
chromatografii [87]. Imunoafinitni nosiSe slgY lze vyurt jak pro separaci &
zakoncentrovani poZadovanych latek, tak i k odstranéni latek neZadoucich [88, 89].
Odstrafiovani neZddoucich latek (pf. albuminu, imunoglobulint) ze séra mé v soudasné
dob¢ velky vyznam pii proteomické analyze biomarkerd a jinych mélo zastoupenych latek

[90, 911,

2.3 IMOBILIZACE PROTEINU

Proteiny se v Zivych organismech vyskytuji nejen rozpuiténé ve formé& rozioki, ale i
imobilizované na pevné povrchy. Imobilizované proteiny jsou in vivo nejéastdji fixovany
na rizné¢ bun&tné struktury (zejména membrdny). Vazba proteinfl na pevny povrch md
velky vyznam pro metabolismus butiky. Imobilizované proteiny si obvykle zachovévaji
svoji biologickou aktivitu a Casto byvaji za uréitych podminek stabiln&j$i nez proteiny
v roztoku. Fixace proteind na pevny povrch je mnohdy nezbytna pro tvorbu proteinovych
(pf. mutienzymovych) komplexti a pro spravny pritb&h chemické reakee.

Pro své vyhodné vlastnosti se imobilizované proteiny pouZivaji také in vitro. Molekuly
navazané na nosi¢ jsou v prostiedf fyziologicky bliz&im, nez jsou molekuly rozpusténé ve
vodném roztoku. Imobilizace proteint umoZfiuje napodobit in vive prostiedi, pouzivéa se
k pfipravé bioafinitnich chromatografickych nosi&fl, enzymovych reaktort a pro uchovani
labilnich proteind.

Mezi nejpouzivan&j¥l metody vazby patfi: adsorpce & kovalentni vazba proteinti na

nosié, zesiténi proteind nebo jejich zachyceni (napf. v mii’ce gelu ¢i opouzdienim).
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Proteiny lze imobilizovat nejen v jejich izolované podobs, ale také jako bundéné organely
¢i celé buriky.

Pfi imobilizaci proteint (pf. enzymi a protilatek) je nutno postupovat tak, aby skupiny,
zodpov&dné za biologické vlastnosti proteind, zistaly aktivni a dob¥e stericky pfistupné
[92, 93]. Pro sp&€8nou vazbu proteind na nosi¢ je dileZitd: znalost vazebného mista,
povaha nerozpusiného nosite a pouZiti podminek, za kterych nedochdz k denaturaci
vazancho proteinu [94]. Povaha nerozpustného noside je dana zejména jeho mechanickou
odolnosti, porozitou a koncentraci vazebnych skupin.

Hlavni vyhoda imobilizovanych proteind spo&ivA ve vytvoreni specifického
heterogenniho reaktoru [67, 95-99]. Heterogenni reaktor umozZiuje po skonteni
poZadované reakce snadno a efektivné odd&lit navazané proteiny z roztoku. Na rozdil od
proteinl v roztoku nezfistanou imobilizované proteiny po probshnuti chemické reakce
pfitomny jako kontaminujici slozka. K daldim vyhoddm imobilizovanych proteind pati
jejich obvykle vyssi chemicka a tepeln4 stabilita a moZnost opakovaného pouziti [48, 100].

Pi ptipravé proteinového reaktoru se poZadovany protein véZe na nerozpusiny nosic¢
nejCastéji kovaleniné. Po aktivaci nosite lze proteiny navézat i na nosic, ktery ve své
nativni podobé neobsahuje potfebné reaktivni skupiny. K nejbéZznéji pouZivanym pati
aktivace bromkyanem, hydrazidem, glutardialdehydem, jodistanem, bisoxirany,

izokyanéty, izothiokyanaty a karbodiimidy [1].

2.3.1 Bioafinitni chromatografie

Vyhody proteint imobilizovanych na heterogennich nosiGich jsou pln& vyuZity pfi
bioafinitni chromatografii. Principem bioafinitni chromatografie je schopnost biologicky
aktivnich latek (tzv. afinitnich ligand®) specificky a reverzibilng vézat latky, jejichz
vlastnosti se vzajemné doplituji [1]. Piikladem latek, které spolu takio interaguji, mohou
byt dvojice: protilatky santigeny (popf. hapteny); enzymy se substraty, respektive
s kofaktory ¢i inhibitory; lektiny s glykoproteiny; DNA s transkrip&nimi faktory, DNA-
vazebnymi proteiny ¢i histony; avidin s biotinem nebo receptory s pisluinymi hormony a
toxiny. Na tvorbé takovych biospecifickych komplexti se podileji iontové sily, hydrofébni
vazby, vodikové mustky, van der Waalsovy interakce, Londonovy disperzni sily a
coulombické interakce [1, 101]. Tyio interakce jsou sice slabé a nekovalentni, ale jejich
velky pocet zajidt'uje dostateéng silnou vazbu. RovnovaZna asociadni konstanta (Kas) se
vit§inou pohybuje v rozmezi 10" a2 10 M. Nejsilngjsi vazbou se vyznaduje dvojice

avidin-biotin (10" M™). Pro potieby bioafinitn chromatografie mé byt K,s dostatetna pro
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kompletni vazbu, zdrovedt viak K, nesmi byt pili§ vysokd, aby bylo moZné latky
z komplexu opét uvolnit [102]. Za optimalni je Sasto povaZovéna hodnota Kq 107 a2 10°
M1 [103].

JelikoZ se na biospecifickych komplexech podileji nekovalentni interakee, je tvorba
t&chto komplexd znatng ovlivilovdna zménami vn&j$tho prostfedi [4]. K vyznamnym
vné&jsim fakiorim patf nap#. hodnota pH a iontové sily, teplota a p¥tommost specifickych
latek (kofaktort, kovovych iontd).

Afinitnf ligandy, imobilizované na heterogennich nosidich, umo#iiujf déleni latek mezi
pevnou a pohyblivou fézi. U bioafinitni chromatografie je pevnd fize tvofena
nerozpustnym nosidem s imobilizovanym afinitnim ligandem a pohyblivou fazi tvoH
kapalina. Separovan4 latka pak opakovan& pfechézi z roztoku na pevnou fazi a zase zpit.
Postupné dochézi k ustalovani rovnovahy rozputéné latky mezi obéma fazemi.

Pro bezproblémovy priibéh bioafinitni chromatografie je dileZitd také povaha
nerozpustného nosice [104]. Idealni nosi¢ je:

® 1erozpustny

¢ dostate¢né propustny s vysokym specifickym povrchem a poZadovanou adsorpéni

kapacitou

e mechanicky odolny s vhodnou velikosti &4stic

¢ dostatecné reaktivni (pro vazbu ligandu)

e chemicky staly pti adsorpei, eluci i regeneraci

o rezistentni viéi bakteriim

¢ hydrofilni

» levny a snadno dostupny

Nosi¢, ktery by splfioval viechny tyto podminky prakticky neexistuje. Proto je pii
vybé&ru nosi¢e nutné zohlednit zejména jeho zamyslené pouiti.

Ma-li byt zachovéna biologickd aktivita afinitniho ligandu, musi byt jeho molekuly na
nosi¢i vhodn¢ prostorové orientovény. Jsou-li molekuly imobilizovany pes své aktivni
misto nebo misto v jeho blizkosti, dochdzi ke sniZeni & zirat® jejich aktivity [67]. Vazba
afinitniho ligandu pfes nihodné reaktivni skupiny vede k nahodilé orientaci navazanych
molekul. Pokud se vazby u&astni zdroveti rtizné reaktivni skupiny (-NIH,, -COOH, -SH),
vzniké nosi¢ s neorientované imobilizovanymi afinitnimi ligandy. Neorientované navazany
ligand miva riizné piistupné své aktivni misto. Funk&nost aktivniho mista je déle ovlivnéna

jeho odliSnym mikrookolfm danym nestejnymi vazebnymi poméry.
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Jak je patrné, existuje mnoho zpiisobil, jak navdzat afinitni ligandy na nerozpustny

nosié. P vyb&ru nejvhodngjsiho zpiisobu imobilizace je nutné ¥dit se zejména vlastnostmi

imobilizované biomolekuly, typem noside a zamyslenym pouZitim biosorbentu, popt.

cenou. Piiklady bioafinitnich nosi&d jsou uvedeny v tabulce 2.

| Vazba

| Fyzklm’ adsorpci .01’0Vé, |

‘Vazba na nosié¢ zprostredkovana *

o Véazangbiomolekula

katecholamint, kyselin a amida

§ g Riizné funkéni skupiny
S = hydrofobni a van der Waalsovy ) 93
$ B , biomoleku!
Z interakce)
Rozpustnymi aktivatory (N-
hydroxysukcinimidy, Aminoskupiny proteini 93
karbodiimidy, bromkyany)
N
§ Rozpustnymi bifunkdnimi
=]
g raménky (glutardialdehydy,
§ 7 ) ] i Aminoskupiny proteini 93
S heterobifunkénimi a
&
:é fotoaktivnimi raménky
g Vnesenymi aktivaimi skupinami
L _
é (epoxidové a hydrazidové skup.,
N-hydroxysukcinimidy, brom- | -NH,, -OH, -SH skupiny proteini | 93
kyany, toluensulfonylchloridy a
divinylsuifony)
) _ ) 100,
Proteiny A a G; syntetickymi Aminoskupiny v Fe fragmentu 105
peptidy napodobujicimi protein A protilatky 106:
‘g ) o ) Jodistanem ¢i enzymove 107,
= Aminy, hydrazidy ¢i dihydrazidy
8 ) oo oxidované sacharidové slozky 97,
5 kyseliny §tavelové ¢i adipové .
s glykoproteint 98
:éc Silanizovanymi sklen&nymi Jodistanem oxidované 03
;E vldkny sacharidov¢ sloZky glykoproteinti
5 Conkavalinem A Sacharidové slozky glykoproteintd | 100
-OH skupiny uhlovodiki,
Boronaty glykoproteind, nukleotidt, 100
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Biotinem (vyvinuta biotinylace
membrén, nukleovych kyselin, Avidin nebo streptavidin 100

protilatek a rGznych proteind)

Specifickou protilatkou Antigen nebo hapten 100

) . Donory elektront (pt. rekombi- | 22-
Chelatovanymi kovovymi ionty

nantni proteiny znadené histi- 24,
(pt. Co™, respektive Fe? B

dinem, respektive fosfoproteiny) 8

Chelatovanymi ionty kobaltu;

_ Histidinové zbytky v Fc
stabilni vazba umoZnéna oxidaci ) 16
fragmentu protilatky
kovovych ionti
Thiofilnimi skupinami Proteiny obsahujici aminokyse- 108
(tzv. T gely) liny s aromatickymi skupinami

_ Rekombinantni proteiny
Organortutnatymi ¢i )
. i o s cysteinovym zbytkem vloZenym | 100
thiopropylovymi skupinami
cilenou mutaci

Tabulka 2: Typy bioafinitnich nosiét

Hlavni nevyhodou imobilizace prostfednictvim nekovalentnich vazeb je nahodila
orientace biomolekul a riziko jejich uvolfiovani pii eluci. Naopak biomolekuly navizané
pomoci kovalentnich vazeb se pii eluci z noside obvykle neuvoliiuji. Kovalentni vazby
ligandd mohou byt bud’ neorientované, a nebo orientovand, co¥ je kvili sterické
plistupnosti ligand vyhodn&jsi.

Rozsahlé uplainEni nachézeji zejména imobilizované protilitky a ezymy. Na obrazku 3
Jsou uvedeny pitklady pouZiti nosi& s imobilizovanymi protilatkami,

NosiCe s navdzanymi protilitkami (nebo F(ab), fragmenty) mohou byt pouzity pro
stabilizaci proteintl [48]. Ve vodném roztoku miie dochézet k postupnému rozvoliiovani
molekul proteinti. Hydrofébni tseky molekul, které jsou v nativnim proteinu sbaleny
uvnitf molekuly, jsou po rozvolnéni proteinu snadno piistupné pro molekuly rozpoustédla.
Zména poméru polarnich a nepolarnich usekt pak miZe zpisobit destabilizaci proteinu.
Pokud se ale protein navéZe prostfednictvim protilatky na nosi¢, dojde (diky tvorb&
biospecifického komplexu) ke sniZeni vyskytu hydrofébnich tisekt na povrchu molekuly, a

tim i ke stabilizaci proteinu.
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Imobilizované protilatky nachézi také uplatndni p¥ piipravé enzymovych reaktord.
Enzymovy reaktor mé4 oproti enzymu v roztoku n&kolik vyhod:
s ma vyhodngji kinetické vlastnosti
 enzym je stabiln&jsi, u proteolytickych enzymi je omezena jejich autodigesce
¢ po ukonfenf reakce lze enzym snadno a rychle odstranit
* je opakovatelng pouZitelny

Ptikladem muZe byt reaktor s imobilizovanym chymotrypsinem, ktery je moZné vyuzit
pro St€peni proteind na jejich fragmenty [67].

NosiCe snavazanymi protilatkami (&i antigeny) jsou ale nejéastdji vyuzivany pk
imunoafinitn{ chromatografii. Imunoafinitni chromatografii lze uspotadat dvéma riznymi
zptsoby. V prvnim piipadé jsou separovény protilatky na nosi& s imobilizovanymi
antigeny. V drubém, Castéj§fm pfipad® slou# nosi¢ simobilizovanymi specifickymi
protilatkami k identifikaci, kvantifikaci nebo purifikaci antigenti. Imunosorbenty jsou, diky
své specifité, schopné separovat poZadované biomolekuly z komplexnich vzorké jakymi
Jsou napt. bund&né extrakty & krevni sérum. V jednom purifikadnim kroku tak Ize ZvySit
obsah separované latky az 10%krat. Purifikace biomolekul (pf. peptidlt) pomoci
imunoafinitni chromatografie byva &asto prediazena hmotnostni spektometrii, Separace
latek pomoci imunosorbenti a jejich nasledni identifikace pomoci hmotnostnf

spektometrie jsou v soudasné dob& velmi rozffend techniky [68, 91, 96, 1091 12].
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CiL DIZERTACNI PRACE

3. CIL DIZERTACNI PRACE

Tato prace je souddsti vyzkumu, ktery je zam&¥en na tlohu kovovych iontd v Zivém
organismu, Cilem dizertadni prace byla imobilizace a separace proteint na nositich
s chelatovanymi ionty kobaltu. Byly pouZity nésledujici chromatografické systémy: afinitni
chromatografie na imobilizovanych kobaltnatych iontech a imunoafinitni chromatografie

s protildtkami imobilizovanymi pfes chelatované ionty kobaltu.

I. AFINITNI CHROMATOGRAFIE NA IMOBILIZOVANYCH KOBALTNATYCH
IONTECH (IMAC-Co%")

* Separace my$ich jaternich proteind indukovanych poddnim chloridu kobaltnatého.

Vyhodnoceni separovanych proteinfi pomoci elektroforetickych metod.

I1. IMUNOATFINITNI CHROMATOGRAFIE S PROTILATKAMI IMOBILIZOVANYMI
PRES CHELATOVANE IONTY KOBALTU

» Nalezeni metodiky vhodné pro imobilizaci protilatek na chelatované ionty kobaltu.

Zaméfeni na imobilizaci protilatek riznych tiid.
» Oveleni schopnosti imobilizovanych protildtek vazat p¥islusny antigen.

¢ Popsanf vazebnych interakef mezi protilatkami a chelatovanymi ionty kobaltu.
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4. METODY

4.1 POUZITE CHEMIKALIE A PRISTROJE

IDA-Agarosa, IDA-Sepharosa, akrylamid, amfolyt pH 3-10, chlorid kobaltnaty
hexahydrét, DTT, imidazol, jodacetamid, krali¢i anti-(chicken IgY) IgG s konjugovanou
alkalickou fosfatdzou, Sephadex G-25, PNPP a préazdné chromatografické kolony byly od
firmy Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). BCA™ Protein Assay Reagent A — Perbio
Science France (Brebiétes, France). Imobilizovany gradient pII (IPG) a CHAPS —
Amersham Biosciences (Uppsala, Svédsko). Adsorpéni desky Maxisorp — Nunc (Roskilde,
Dansko). Odtu¢n&né suSené ml¢ko — Amresco (Solon, Ohio, USA). Polyspecificka slepidi
anti-BSA IgY — HENA (Praha, Ceskd republika), Standard relativnich molekulovych
hmotnosti (250 000, 150 000, 100 000, 75 000, 50 000, 37 000, 25 000, 20 000, 15 000,
10 000) — BioRad (Hercules, CA, USA). Denzitometricky program ElfoMan2,5 — Ing.
Semecky (Praha, Ceskd republika). Ultrafiltradni cely — (Sartorius AG, Goettingen,
Germany). Mysi C57B1/6 (samice, 8 — 12 tydn{ staré) — Anlab (Praha, Ceskd republika),
Polyklondlni krali¢f anti-OVA IgG byla pfipravena v nasi laborato¥i, slepiéi protilatka
z vaje¢ného Zloutku (IgY) a lyofilisovany vajedny bilek byly darovany Dr. Petrem Hodkem

(Universita Karlova, Praha, Ceska republika).

Elektroforeticky zdroj a pifstroj pro izoelektrickou fokuzaci Multiphor II — Amersham
Biosciences (Uppsala, Svédsko). Mini PROTEAN® 3 Cell — BioRad (Hercules, CA, USA).
Prittokovy UV detektor Opal (Ecom, Praha, Cesk4 republika). Digitalni pH-metr — Jenway

(Essex, Velka Britanie).
4.2 PRIPRAVA MYSICH JATERNICH HOMOGENATU

Mydi byly premedikoirény roztokem chloridu kobaltnatého (10 mg/ml, aplikovéno 0,1
ml/10 g Zvé vahy, intraperitonedlns, 5 hodin pfed usmrcenim). Jaterni tkad byla
homogenizovana v 0,1 M fosfatovém pufru pH 7,3 (1 g v 2 ml) a zeentrifugovéna (15 000
g, 60 minut, 4°C).
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4.3 CHROMATOGRAFICKE METODY

43.1 GELOVA PERMEACNI CHROMATOGRAFIE MYSICH JATERNICH
HOMOGENATU

Roztoky
o Ekvilibracni pufir (0,1 M fosfitovy pufi, pH 7,3)

Supernatant my8ich jaternich homogendti byl nanesen na ekvilibrovany Sephadex G-25
(kolona 50 x 10 mm L D.). Proteiny (3 frakce po 0,25 ml, priitokov4 rychlost 0,25 ml/min.)
byly vymyty ekvilibraénim pufrem. Obsah proteind v jednotlivych frakcich byl stanoven
pomoci BCA [113] a meéfenim absorbance pfi 280 nm. Kolona byla promyta 50 ml

ekvilibraéniho pufru.
4.3.2 ODSTRANENI KOVOVYCH IONTU Z MYSICH JATERNICH HOMOGENATT

Roztoky
o Ekvilibracni pufr (0,1 M fosfitovy pufy, pH 7,3)

Kolona IDA-Sepharosy (65 x 10 mm L. D.) byla promyta 10 ml 0,2 M EDTA a 10 ml
ekvilibraéniho pufru, Vzorky ziskané po gelové permeaén{ chromatografii byly naneseny na
kolonu. Poteiny (10 frakei po 2 ml, pritokova rychlost 0,25 ml/min.) byly vymyty
ckvilibraénim pufrem. Obsah proteind v jednotlivych frakcich byl stanoven pomoci BCA

[113] a m&Fenim absorbance pii 280 nm. Kolona byla promyta 70 ml ekvilibraéniho pufru.

4.3.3 AFINITNI CHROMATOGRAFIE NA IMOBILIZOVANYCH KOBALTNATYCH
IONTECH

Roztoky
o Ekvilibracni pufi (0,1 M fosfitovy pufr, pH 7,3)
Kolona IDA-Sepharosy (65 x 10 mm L. D.) byla promyta 10 ml vody, nasycena 20 ml
0,2 M CoCl; a znovu promyta 10 ml vody. Ziskan C02+~IDA-Sepharosa byla promyta 10
ml ekvilibraéniho pufru. Vzorky ziskané eluci z kolony IDA-Sepharosy (viz kapitola 4.3.2)
byly naneseny na ekvilibrovanou kolonu. Po promyti ekvilibratnim pufrem byly

adsorbované proteiny eluovany 60 mM imidazolem v ekvilibraénim pufru. Obsah proteinti
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v jednotlivych frakeich (objem 1 ml, pritokova rychlost 0,25 mi/minutu) byl stanoven

pomoci BCA [113] a méfenim absorbance p¥i 280 nm.
4.3.4 IMUNOAFINITNI CHROMATOGRAFIE

4.3.4.1 Imobilizace protildtek na Co>*-IDA-Agarosu
Rozioky
* PBS(0,15MNaCl, 1,8 mM NayHPO, a 1,0 mM NaH,PO,, pH 7,2)
*  Elucni roztok A (0,2 M NaCl, pH upraveno na 2,8 pomoct 0.5 M HCI)

IDA-Agai‘osa byla naplnéna do kolony (20 x 10 mm L D., asi 1 ml nosice), promyta
destilovanou vodou, nasycena 10 ml 0,2 M CoCl, znovu promyta 10 ml vody a 10 ml PBS.
Vznikld Co®*-IDA-Agarosa byla oxidovdna na Co’*-IDA-Agarosu roztokem peroxidu
vodiku (0,05% H,0, vPBS, 10 ml, 90 min., laboratorni teplota). Po oxidaci byl nosi¢
promyt 10 ml PBS. Na promytou Co’"-IDA-Agarosu byl nanesen roztok protilatky (1,2 mg
krali¢i anti-OVA IgG nebo 1,4 mg slepidi IgY a nebo 1,3 mg lidské IgE v 1 ml PBS). Co™-
IDA-Agarosa byla s roztokem protilatky michdna 3 hodiny p#i laboratorn teploté a po
ukon&eni inkubace byly imunosorbenty promyty nasledujicimi roztoky: 20 m! PBS, 20 ml 1
M NaCl v PBS, 10 ml 120 mM imidazolu v PBS, 10 ml 50 mM EDTA v PBS, 10 ml
eluéniho roztoku A, 10 ml 46 M mogoviny ve vod$ a 10 ml PBS obsahujictho 0,02 %

NaNs. Imunosorbenty byly skladovany pti 4°C.

4.3.4.2 Afinitni chromatografie vajeného bilku na nosidi s anti-OVA IgG
Roztoky
s Elucni roztok A (0,2 M NaCl, pH upraveno na 2,8 pomoci 0,5 M HCI)

Kolona (20 x 10 mm L D.) s imobilizovanou kralit{ anti-OVA IgG byla ekvilibrovéna
PBS. Roztok lyofilisovaného vajeéného bilku (1 mg v 1 mi PBS) byl nanesen na kolonu.
Po vsaknutf roztoku antigenu byl priitok kolonou zastaven a nosi¢ byl 1 hodinu inkubovan
pii laboratorni teploté. Nenavazané proteiny byly vymyty PBS, 1 M NaCl v PBS, 120 mM
imidazolem v PBS a opé&t PBS. Adsorbované proteiny byly eluovdny roztokem A.
Jednotlivé frakce (10 x 1 ml, priitokové rychlost 0,2 ml/min) byly upraveny (1 M Tris/HCI,
pH 9,5) na pH 7. Obsah proteint v jednotlivych frakcich byl stanoven pomoci BCA [113]

a méfenim absorbance pfi 280 nm. Frakce obsahujici proteiny byly spojeny, dialyzovany
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proti PBS (2 x 500 ml, pfes noc) a zakoncentrovany v ultrafiltradni cele. Po eluci byl nosi¢

promyt PBS a regenerovén 4—6 M mocovinou ve vods.

4.3.4.3 Studium nespecifickych interakei vajeéného bilku s C02+-IDA-Agaros0u as
C03+-IDA-Agaros0u

IDA-Agarosa byla napln&na paralelng do dvou kolon (10 x 10 mm I. D.), Postupem
popsanym v kapitole 4.3.4.1 byla zjedné kolony IDA-Agarosy piipravena Co’'-IDA-
Agarosa a zdruhé kolony Co’-IDA-Agarosa. Kolona Co3+-IDA—Agarosy byla dale
promyta nasledujicimi roztoky: 10 ml PBS, 10 ml 1 M NaCl v PBS, 5 ml 120 mM
imidazolu v PBS, 5 ml 50 mM EDTA v PBS, 5 ml 46 M mo&oviny ve vod& a 5 ml PBS,
Poté byl na ob& kolony (Co*'-IDA-Agarosu i Co®*-IDA-Agarosu) nanesen roztok bilku (0,5
mg v 0,5 ml PBS) a oba nosite byly inkubovany 3 hodiny p¥i laboratorni teplots. Po
inkubaci byly nosi¢e promyty PBS a 120 mM imidazolem v PBS. Frakce (5 x 1 ml)
eluované roztokem imidazolu byly dialyzovany proti PBS (2 x 500 ml, pies noc) a
rakoncentrovany v ultrafiltrani cele. Nakonec byly nosiée promyty PBS obsahujicim 0,02
% NaNj3 a uskladnény p#i 4°C.

4.3.4.4 Stanoveni kapacity imunosorbenti

IDA-Agarosa byla naplnéna paralelng do tif kolon (25 x 12 mm I D., asi 2 ml).
Postupem popsanym v kapitole 4.3.4.1 byly ptipraveny kolony Co**-IDA-Agarosy. Na
kolony Co**-IDA-Agarosy, ckvilibrované PBS, byly naneseny roztoky protilaiek (4 mg, 8
mg a 16 mg krali¢i anti-OVA IgG ve 4 ml PBS). Dale pfiprava imunosorbentii probihala,
jak bylo popséano v kapitole 4.3.4.1.

Na nosi¢ s asi 4 mg (respektive 8 mg & 16 mg) kralidi anti-OVA IgG byl nanesen
roztok ovalbuminu (Ilmg v2,5 ml). Afinitni chromatografie ovalbuminu probihaly

analogicky afinitni chromatografii bilku popsané v kapitole 4.3.4.2.

4.3.4.5 Staneveni vytézku ovalbuminu
Na imunoafinitni nosi¢ s 16 mg kraliéf anti-OVA IgG (viz kapitola 4.3.4.4) byl nanesen
roztok ovalbuminu (0,1 mg v 2,5 ml). Afinitni chromatografie ovalbuminu probihala

analogicky afinitni chromatografii bilku popsané v kapitole 4.3.4.2.
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4.3.4.6 Afinitni purifikace slepi¢i anti-BSA IgY
Roztoky
s Vazebny pufr (0,1 M NaHCO;, 0,5 M NaCl, pH 8,3)

CNBr-aktivovand Sepharosa 4B (4,5 g ~ 16 ml gelu) byla na sklendné frit¥ 15 minut
promyvana 900 ml 1 mM HCL Ihned po promyti bylo na CNBr-aktiv. Sepharosu 4 B
vsadkové pfiddno BSA (20 mg ~ 300 nmol& v 23 ml vazebného pufru). Vazba BSA na
CNBr-aktiv. Sepharosu 4 B probihala za mirného otadeni 2 hodiny pti laboratorni teplots.
Po ukonfeni inkubace byla suspenze pfevedena do kolony (90 x 15 mm L. D.) a nenavazané
proteiny byly vymyty 50 ml vazebného pufru. Pak byl nosi¢ promyt 200 ml PBS a zbyl4
vazebna mista nosi¢e byla blokovana pfidavkem 1 M ethanolaminu (pfes noc pii 4°C). Po
ukonéen{ inkubace byl nosi¢ promyt nasledujicimi roztoky:

e 200 ml PBS

* stiidavé 5 ddvkami: 0,5 M NaCl v 0,1 M acetatovém pufru, pH 4,0 (200 ml)
0,5 M NaCl v 0,1 M Tris/HCI, pH 8,5 (200 ml)

¢ 200 ml 0,2 M glycinového pufru, pH 2,8

e 200 ml PBS obsahujictho 0,02 % NaN;

Na CNBr-aktiv. Sepharosu s navazanym BSA byla nanesena polyspecifickd slepiéi
anti-BSA IgY (258 mg ~ 1,5 pmold v36 ml PBS) a nosi¢ byl za mimého otideni
inkubovdn 3 hodiny pii laboratorni teplotd. Po ukonéeni inkubace byly nenavézané
proteiny vymyty 200 ml PBS a 80 ml 1 M NaCl v PBS. Monospecificka anti-BSA IgY
byla z nosice eluovana 0,2 M glycinovym pufrem, pH 2,8. Jednotlivé frakce (30 x 1,5 ml,
pritokova rychlost 0,4 mi/min) byly upraveny (1 M Tris/HCL, pH 9,5) na pH 7. Po eluci
byl nosi¢ promyt PBS a regenerovin 4 M guanidin hydrochloridem. Regenerovany nosi¢
byl promyt PBS s obsahem 0,02 % NaN; a uskladndn pii 4°C. Obsah proteint
v jednotlivych frakeich byl stanoven pomoci BCA [113] a mé&fenim absorbance p¥ 280
nm. Frakce obsahujici proteiny byly spojeny, dialyzovéany proti PBS (2 x 2 1, pfes noc) a
zakoncentrovany v ultrafiliraénich celach.

Procesem afinitni purifikace na CNBr-aktiv. Sepharose s navazanym BSA (300 nmolt)
prosla i kontrolni slepi¢i IgY K (1,1 pmolf)) separovand z vajeénych Zloutkd ziskanych

pfed imunizaci zvifete.
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4.3.4.7 Imunoafinitni chromatografie BSA na nosidi se slepi¢i anti-BSA Igy

Postupem popsanym v kapitole 4.3.4.1 byly pfipraveny dv& kolony Co3+-IDA-Agarosy
(50 x 12 mm L D.). Na kolony Co**-IDA-Agarosy, ekvilibrované PBS, byly naneseny
roztoky protilatek (3,7 mg afinitnd purifikované slepi®i anti-BSA IgY a nebo 3,9 mg
kontrolnf slepi¢i IgY K v 7 ml PBS). Déle p¥prava imunosorbenti probihala, jak bylo
popséno v kapitole 4.3.4.1. Na piipravené imunosorbenty byl nanesen roztok BSA (1 mg
v 5 ml PBS). Afinitni chromatografie BSA probihaly analogicky afinitni chromatografii
bilku popsané v kapitole 4.3.4.2.

4.3.4.8 Vliv peroxidu vodiku na imobilizované protilatky

Kolona (20 x 10 mm L D.) byla naplngna IDA-Agarosou. Postupem popsanym
v kapitole 4.3.4.1 byla ptipravena Co®'-IDA-Agarosa. Slepi¢i protilatka z vajeéného
Zloutku (IgY) byla nafedéna PBS pufrem (I mg/ml, 3 ml) a nanesena na Co*-TDA-
Agarosu. Vazba IgY na nosi¢ probfhala 3 hodiny pfi laboratorni teplotd. Po ukondeni
inkubace byl nosi¢ promyt PBS, rozdélen na t¥ &asti po 250 ul a pfeveden do kolon. Zbytek
imunosorbentu (IgY-C02+-IDA-Agarosy) byl uschovén pro vyhodnoceni pomoci SDS-
PAGE. T#i kolony simunosorbentem (IgY-C02+-IDA-Aga:rosou) byly vystaveny tfem
raznym koncentracim peroxidu vodiku (0,01%, 0,03% a 0,05% H,0, v PBS). Po ukongeni
oxidace (90 min. pii laboratorni teplot®) byly nosice promyty 10 ml PBS s obsahem 0,02 %
NaNj a uskladnény pii 4°C.

4.3.4.9 Porovnani imunoafinitnich nosi¢i oxidovanych pted a po vazb& protilitky

Postupem popsanym v kapitole 4.3.4.1 byly pfipraveny dvé kolony C02+-IDA-Agarosy
(10 x 10mm 1. D.).

Prvni kolona Co**-IDA-Agarosy byla oxidovana 5 ml 0,05% peroxidu vodiku v PBS
(90 minut pfi laboratorni teplot¥). Po oxidaci byla kolona se vzniklou Co®'-IDA-Agarosou
promyta PBS a inkubovana s roztokem protilatky (0,7 mg polyklondlni krali¢i anti-OVA
IgG v 0.5 ml PBS, 3 hodiny pii laboratorni teplot&). Po ukondeni inkubace byl nosi¢
promyt PBS a 1 M NaCl v PBS.

Druha kolona C02+-IDA-Agarosy byla nejprve inkubovana s polyklonalni kraliéi anti-
OVA IgG (0.7 mg v 0.5 ml PBS, 3 hodiny pfi laboratorni teplot&) a nenavizané protilatka
byla vymyta PBS a 1 M NaCl v PBS. Nosi¢ s navazanou protilatkou (IgG-Co®"-IDA-
Agarosa) byl oxidovan 5 ml 0,05% peroxidu vodiku v PBS (90 minut pii laboratorni

teplot€). Oxidace byla ukonéena promytim kolony PBS pufrem.
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Dale byly oba nosige promyty nasledujicimi roztoky: 5 ml 120 mM imidazolu v PBS, 5
ml 50 mM EDTA v PBS, 5 ml 6 M mo&oviny ve vod& a 5 ml PBS obsahujiciho 0.02 %
NaNj. Na ekvilibrované imunosorbenty byl nanesen roztok vaje&ného bilku (0.5 mg v 0.5
ml PBS). Afinitni chromatografie probihala analogicky afinitni chromatografii bilku
popsané v kapitole 4.3.4.2.

4.3.4.10 Vliv pH vazebrého pufru na imobilizaci protilatek
Roztoky
» Mecllvaineovy pufry pH 4,4; 6,0 a 8,0 0 konstanini (0,5 M) iontové sile [114, 115]

T#i kolony (10 x 10 mm I. D., asi 0,5 ml) Co®*-IDA-Agarosy (viz kapitola 4.3.4.1) byly
ekvilibrovany 5 ml Mcllvaineova pufru o pH 4,4 nebo 6,0 nebo 8,0. Protilatka (0,7 mg
slepi¢i IgY v 1 ml McIlvaineova pufru pifslusného pH) byla nanesena na kolony a smé&s 3
hodiny michéna pfi laboratorni teploté. Po inkubaci byly kolony promyty nasledujicimi
roztoky: 10 ml Mcllvaineova pufru pfisluiného pH, 10 ml vody, 5 ml 50 mM EDTA a 5
ml PBS 5 0,02 % NaN;,

V daldim kroku byl imunosorbent s protilétkou imobilizovanou na Co® -IDA-Agarosu
v prostfedi Mcllvaineova pufru pH 8,0 promyt 5 ml Mcllvaineova pufru pH 4,4. Eluét byl
dialyzovan proti PBS a zakoncentrovan v ultrafiltradni cele. Nosi¢ byl promyt 5 ml PBS
$ 0,02 % NaNs.

4.3.4.11 Vliv kompeti¢niho ¢inidla na imobilizaci protilitek

Kolona (10 x 10 mm L. D.) Co3+-IDA—Agarosy (viz kapitola 4.3.4.1) byla ekvilibrovdna
5 ml 0,12 M imidazolu v PBS. Protilatka (0,7 mg slepi¢i IgY v 1 ml 0,12 M imidazolu v
PBS) byla nanesena na kolonu a smés 3 hodiny michdna pfi laboratorni teplotd. Po
inkubaci byla kolona promyta nasledujicimi roztoky: 5 ml 0,12 M imidazolu v PBS, 5 ml
vody a 5 ml PBS s 0,02 % NalNs.

4.3.4.12 Vliv chelataéniho ¢inidla na imobilizaci protilatek

Byly pfipraveny dvé kolony (10 x 10 mm I. D.) C03+-IDA—Agarosy (viz kapitola
4.3.4.1). Prvni kolona byla promyta 10 ml PBS a druh4 kolona 5 m! 50 mM EDTA v PBS
a 5 ml PBS. Protilatka (0,3 mg kralidf anti-OVA IgG v 1 ml PBS) byla nanesena na kolony
a smés 3 hodiny michéna pfi laboratorni teplot€. Po inkubaci byly kolony promyty
nasledujicimi roztoky: 10 ml PBS, 10 ml 1 M NaCl v PBS, 5 m! 0,12 M imidazolu v PBS,
5 ml 50 mM EDTA, 5 m! 6 M mo&oviny a 5 ml PBS s 0,02 % NaNa.
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4.3.4.13 Studium vlivu Co*" iontii na interakei mezi molekulami protilitek a Co™'-
IDA-Agarosou

Kolona (10 x 10 mm 1. D.) Co3+-IDA-Agarosy (viz kapitola 4.3.4.1) byla promyta 5 ml
50 mM EDTA v PBS, 5 ml PBS a 2 ml vody. Déle byl na nosi¢ nanesen 1 ml 5 mM CoCl,
ve vode a smés byla michéna 45 minut p¥i laboratorni teploté, Na promyty a ekvilibrovany
nosi¢ (2 ml vody, respektive 5 ml PBS) byla nanesena kréliéi anti-OVA IgG (0,9 mg v 1
ml PBS). Déle imobilizace protilatky probihala, jak bylo popséno v kapitole 4.3.4.12.

4,4 IMUNOCHEMICKE METODY

4.4.1 Stanoveni aktivity afinitné purifikované anti-BSA IgY pomoci ELISA testu
Roztoky
* PBS Tween pufr (0,15 M NaCl, 1,8 mM Na,HPO, 1,0 mM NaH,POys a 0,05 %
Tween® 20, pH 7,2)
o Vazebny pufr (5,6 mM Na;COs, 35 mM NaHCOs;, pH 9,6)
* Vyvoldvaci roztok (28 mM NaHCOs, 22 mM NayCOs, 1 mM MgCly, I mg/iml PNPP)
o Blokujici pufr (1% m/v susené netucné miéko v pufiu PBS Tween)

Antigen (BSA) byl aplikovan do jednotlivych komurek desky Nunc Maxisorp (100 pl
roztoku BSA ve vazebném pufru, 4 pmol/ml). Adsorpce antigenu probfhala pfes noc pii
4°C. Po ukonéeni inkubace byla kazd4d komirka 5x promyta 200 pl pufru PBS Tween.
Zbyla vazebnd mista na adsorpénim povrchu komirek byla blokovana 150 pl blokujiciho
pufru (1 hodinu pti 37°C). Pak byly komirky opét 5x promyty 200 ul pufru PBS Tween,
Do promytych komiirek byla aplikovéna primarni protilatka (100 ul anti-BSA IgY v PBS,
0,06-160 pg/ml podle pfedpoklddaného obsahu specifické protiltky, 2 hodiny, 37°C).
Vedle anti-BSA IgY byla jedna sada komdrek inkubovéna s kontrolni slepi¢i IeY K,
ziskanou ze Zloutkil pfed imunizaci. Pak byly komtrky opé&t 5x promyty 200 ul pufru PBS
Tween. Do promytych komiirek byla aplikovéna sekundérni protilatka (anti-(chicken IgY)
IgG s konjugovanou alkalickou fosfatdzou, 5 pl v 10 ml PBS, 100 pl, 1 hodina, 37°C).
Nenavazana sekundérni protiltka byla vymyta 5 ddvkami PBS Tween pufru. Do komfirek
bylo napipetovano 100 pl vyvolavaciho roztoku. Vyvolavaci reakce byla zastavena
pfidavkem 100 ul 3 M NaOH. Z hodnot absorbance pii 405 nm pak byla urdena aktivita
primérni protilatky [116].
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4.5 ELEKTROFORETICKE METODY

4.5.1 Polyakrylamidova SDS elektroforéza
Rozioky
* 4x koncentrovany redukujict vzorkovy pufr (0,126 M Tris/HCI, 4 % m/v SDS, 20 %
v/v glycerol, 10 % v/v 2-mercaptoetanol, 0,006 % m/v bromfenolovd modf, pH 6, 8)
* Elektrodovy pufy (0,025 M Tris/HCI, 0,192 M glycin, 0,1 % m/v SDS, pH 8,3)

Piiprava vzorkli pro SDS elektroforézu [117]: vzorky byly smichény se 4x
koncentrovanym redukujicim vzorkovym pufrem (3:1 v/v). Protilatky (pipadng navézané
antigeny) byly zimunoafinitnich nosi¢i (asi 30 ul) extrahovdny 4x koncentrovanym
redukujicim vzorkovym pufrem (1:1 v/v). Vzorky byly 3 minuty zah#iviny na vrouci vodni
lazni a zchladlé supernatanty naneseny na elektroforézu.

Podminky SDS-elektroforézy: 12,8% T, 2,6% C separatni gel; 3,1% T a 2,6% C
zaostfovaci gel; 25 pl vzorku (1-10 mg proteinu) na koméirku; 180 V; 40-50 min.;
laboratorni teplota; Mini PROTEAN® 3 Cell.

Elektroforeticky rozdélené proteiny byly barveny pomoci Coomassie Brilliant Blue R-

250, ptipadn€ denzitometricky vyhodnoceny pomoci programu ElfoMan2,5.

4.5.2 Dvourozmérni elektroforéza
Rozioky
* Rehydratacni roztok (8 M molovina, 3 % m/v CHAPS, 0,2 % m/v DTT. 2 % v/y
amfolyt pH 3-10 a 0,002 % m/v bromfenolovd mody)
e Ekvilibracni roztok (2 % m/v SDS, 50 mM Tris/HCI, 6 M modovina, 30 % v/
glycerol a 0,002 % m/y bromfenolovd mody, pH 8,8)
» Llektrodovy pufi pro SDS-PAGE (0,025 M Tris/HCI, 0,192 M glycin, 0,1 % m/v SDS,
pHS3)

Dialyzované vzorky (5 mM fosfatovy pufr, pH 7,3) byly smichany s rehydratadnim
roztokem (100 pg proteint do vysledného objemu 350 pl) a naneseny na gelové prouzky
s imobilizovanym pH gradientem (pH 310, nelinearni, 18 cm) [118, 119]. Rehydratace
gelovych prouzki probihala pfes noc pti laboratomi teplots. Rehydratovany gelovy
prouzek byl umistén na temperovanou desku piistroje Multiphor II. Isoelekirické fokusace

(IEF) probthala pii 20°C ve 4 krocich (350 V 60 min., 500V 60 min., 1000V 60min. a
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3500V 21 hodin), proud byl men3f nez 1 mA. Dale byly gelové prouzky 2x po 15 minutéch
inkubovény ve smé&si 10 ml ekvilibraéniho roztoku se 100 mg DTT, respektive 250 mg
jodacetamidu. Ekvilibrované gelové prouzky byly aplikovany na SDS-PAGE [117] (12,8%
T, 2,6% C separaéni gel, 15 mA/gel 60 min, 45 mA/gel 4-5 hodin, 10°C). Na levou stranu
separaéntho gelu byly aplikovany i vzorky ned&lené pomoci IEF. Elektroforeticky
rozd€lené proteiny byly barveny sifibrem [120].

4.6 ANALYTICKE METODY

4.6.1 Stanoveni koncentrace proteini
Roztoky

* Reakcni roztok AB —roztoky A a B smichané v poméru 50.1

* Rozitok A (BCA™ Protein Assay Reagent A)

* Roziok B (4% m/v CuSOy . 5 H;0)

Koncentrace proteind vroztoku byla urfena pomoci BCA stanoveni [113].

V mikrotitraéni desti¢ce bylo smichéno 20 pl vzorku s 200 pl reakéniho roztoku AB,
Roztok byl promichan a inkubovén 1 hodinu p¥i laboratorni teplots. Absorbance byla

méfena pii 540 nm. Metoda byla kalibrovana roztoky BSA o znamé koncentraci.
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5. VYSLEDKY A DISKUSE

5.1 SEPARACE MYSICH JATERNICH PROTEINU POMOCT AFINITNi
CHROMATOGRAFIE NA IMOBILIZOVANYCH KOBALTNATYCH IONTECH

5.1.1 PREDCISTENI MYS{CH JATERNICH PROTEINU

Pomoci gelové permeatni chromatografie na koloné Sephadexu G-25 byly ze
supernatantu my3ich jaternich homogenatl odstrangny nizkomolekuldrni latky, Takto
pfedCisi€ny vzorek byl nanesen na kolonu IDA-Sepharosy. Na kolong IDA-Sepharosy byly
ze vzorku odstranény kovové ionty. Kovové ionty mohou kompeti¢ng inhibovat néaslednou
vazbu jaternich proteind na nosi¢ simobilizovanymi kobaltnatymi ionty (Co®"-IDA-
Sepharosu). Ne¥ddouci kovové ionty (zejména Co®") mohou byt obsaZeny jako ionty
vazan€ na proteiny pfedevdim ve vzorcich ziskanych z my$f premedikovanych chloridem
kobaltnatym. IDA-Sepharosa byla jako matrice pouZita i pro afinitni chromatografii na
imobilizovanych kobaltnatych iontech (IMAC-Co™). Pedisténi proteint na kolong TDA-
Sepharosy proto omezilo i nsledné nespecifické interakce mezi jaternimi proteiny a Co*'-

IDA-Sepharosou.

5.1.2 AFINITN{ CHROMATOGRAFIE NA IMOBILIZOVANYCH KOBAT, TNATYCH
IONTECH (IMAC-Co*"

Ped¢isténé mysi jaterni proteiny byly ddle separovdny na kolong Co**-IDA-Sepharosy.
Z&znam chomatografie je na obrazku 4. Lze pfedpokladat, Ze proteiny se na Co’'-IDA-
Sepharosu adsorbovaly v zévislosti na obsahu aminokyselinovych zbytkt vhodnych pro
vazbu na kovové ionty [19]. Jak ve své praci uvedl E. Sulkowski [12], chromatografické
nosie s chelatovanymi Co®" jonty vyZaduji pro vazbu proteinu pfitomnost alespoii dvou
histidinovych zbytk, které jsou na povrchu proteinu blizko sebe.

Proteiny adsorbované na C02+-IDA-Sepharosu tvofily pouze malou &ast z proteind
vnesenych na afinitni nosi¢. Tento fakt lze vysvétlit tim, Ze histidinu je prim&mé v
molekule proteind relativng malo (jen asi 2 %, z toho jen &ast na povrchu) [21].

Proteiny adsorbované na C02+-IDA-Sepharosu nebyly z nosife uvolnény sniZenim pH
(6,2) Ci sniZenim iontové sily eluénich pufri (0,01 M). Adsorpce proteini na
chromatografické nosi¢e obecné roste s klesajicim pH a s klesajici iontovou silou. U IMAC

naopak vy$3i iontova sila potlatuje nespecificky ionexovy charakter nosiée a adsorpce
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proteind roste s rostouci iontovou silou a pH [28, 29]. Uvoln&ni proteind pii snizeni pH se
obvykle vysvétluje protonizaci histidinovych zbytkd, které se vzijemnd odpuzuji s
chelatovanymi kovovymi ionty [7]. Nami pouZité sniZeni pH eluéniho pufru na pH 6,2
nebylo pro uvolnéni adsorbovanych proteini dostatedné. To odpovidé skutednosti, Ze
hodnoty pK imidazolovych skupin histidinu se, v zdvislosti na okolnich skupinach,
pohybuji kolem hodnoty 7 [121].

Vedle nespecifické eluce (pf. sniZeni pH) byla pouZita i eluce specifickd (pufty
obsahujici imidazol). B&hem specifické eluce dochdz k soutéZeni o vazebni mista na
nosi¢i a k vytésnéni molekul biopolymeru [5, 9, 40, 44, 45]. Po optimalizaci eludnich
podminek (gradient 50 mM aZ 1 M imidazolu) byl k uvolnéni adsorbovanych proteint

pouZit pufr obsahujici 60 mM imidazol.
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Obrézek 4; Chromatogram jaternich proteinti separevanych pomoci IMAC-Co*",

Podminky chromatografie: Proteiny ziskans eluci z kolony IDA-Sepharosy naneseny v ekvilibradnim pufru
(A) na kolonu Co*"-IDA-Sepharosy (65 x 10 mm L. D.). Eluce pufrem s 60 mM imidazolem (B). Obsah
proteindi stanoven pomoci BCA [113] a m&fenim absorbance pi 280 nm. Objem frakei 1 ml, prittokova

rychlost 0,25 ml/minutu.

5.1.3 CHARAKTERIZACE SEPAROVANYCH PROTEINU POMOCT
ELEKTROFORETICKYCH METOD

5.1.3.1 Charakterizace separovanych proteini pomoci SDS-elektroforézy
Pribgh separace my3ich jaternich proteinit byl vyhodnocen pomoci SDS-elektroforézy
[117]. Koncenirace proteintt nanesenych na SDS-elektroforézu byla riizna v zavislosti na

stupni separace proteind. Byly porovnany vzorky ziskané zmy3 premedikovanych
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chloridem kobaltnatym se vzorky kontrolnimi (viz obrézek 5). Linie s lichym é&islem ukazwi
vzorky z my8i premedikovanych chloridem kobaltnatym, linie se sudym &islem ukazujf
vzorky kontrolni. Linie 1 a 2 obsahuji supernatanty my8ich jaternich homogenéta, linie 3 a
4 obsahuji vzorky pred¢igténé na kolonach Sephadexu G-25 a IDA-Sepharosy, linie 5 a 6
obsahuji proteiny nenavézané na Co®'-IDA-Sepharosu a linie 7 a 8 ukazuji proteiny
eluované z Co*"-IDA-Sepharosy pufrem obsahujicim 60 mM imidazol. Podle standardu
relativnich molekulovych hmotnosti (linie 9) bylo urdeno, e oblast na elektroforetickém
gelu, kde se ve vzorku z premedikovanych my¥ objevuji, oproti vzorku kontrolnimu, dalg

proteiny, odpovida relativn{ molekulové hmotnosti asi 25 000 aZ 37 000.

eluce eluce’
i i
< =250 000
gy — 150 000
& — 100 000
dad — 75000
Al — 50 000
S ==3T7000
-= 25 000

Obrizek 5: SDS-PAGE mySich jaternich proteinii separovanych pomoci IMAC-Co*",
Linie s lichym &islem ukazuji vzorky z my3{ premedikovanych chloridem kobaltnatym, linic se sudym &fslem
ukazuji vzorky kontrolni. 1) a 2) supernatanty my#ich jaternich homogenatt, 3) a 4) vzorky predgi¥téné na
kolondch Sephadexu G-25 a IDA-Sepharosy, 5) a 6) proteiny nenavizané na Co”"-TDA-Sepharosu pEi IMAC-
Co™, 7) a 8) proteiny eluované z Co’*-IDA-Sepharosy pufrem obsahujicim 60 mM imidazol, 9) standard
relativnich molekulovych hmotnosti

Podminky SDS-elektroforézy: 12,8 % separacnf gel; 25 pl vzorku (1-10 mg proteinu) na komirku; 180 V;

40-50 min.; laboratorni teplota; barveno Coomassie Brilliant Blue R-250,

Elektroforetické z6ny proteinti byly dale denzitometricky vyhodnoceny pomoci
programu ElfoMan2,5. Obrazek 6 znazoriiuje zastoupeni proteinti ve frakcich ziskanych
v pribéhu  afinitni chromatografie na imobilizovanych kobaltnatych iontech. Pro
denzitometrické vyhodnoceni byly pouZity elekiroforetické zény proteinti ziskané z my§i
premedikovanych chloridem kobaltnatym. Denzitometricky uréené hodnoty relativni

mobility (43, 49, 57, 66, 72, 81 a 91 jednotek) byly pomoci standardu relativni molekulové
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hmotnosti pfevedeny na hodnoty relativni molekulové hmotnosti (61 000, 53 000, 45 000,
37 000, 32 000, 26 000 a 21 000).

1.0 1
0.9 |-
0.8
0.7 1
0.6 1
0.5 +
0.4 ;-

refativni intenzita

0.3
0.2 ¢

0.1 - -
», g
e i A
o' s 1o 15 20 25 30 35 40 45 S0 55 a0 &5 0 75 80 85 S0 05
relativni mobilita

i

Obrizek 6: Denzitometrické vyhodnoceni elektroforetickych zén proteini.
Mysi jaterni proteiny indukované chloridem kobaltnatym byly separovany pomoei IMAC-Co®": (#) proteiny
nanesené na Co>*-IDA-Sepharosu, (-) proteiny nenavézané na Co**-IDA-Sepharosu, (A) proteiny eluované

pufrem s obsahem imidazolu. Jednotlivé frakce proteind byly naneseny na SDS-PAGE .

Na obrazku 7 je porovnina adsorpce proteinil z premedikovanych a kontrolnich mysi
na Co?'-IDA-Sepharosu. Pasy proteint s relativni mobilitou 66, 72 a 81 jednotek byly
nalezeny pouze ve vzorcich zmy$i premedikovanych chloridem kobaltnatym. Relativni
molekulova hmotnost mysich jaternich proteind, které byly indukovany chloridem
kobaltnatym a zarov&l separovany pomoci Co®’-IDA-Sepharosy, je piiblizng 37 000,
32 000 a 26 000.

1.0
0.9+
0.84-
074
0.6+
0.5
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031
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relativni intenzita

0.E1+ e

1 } } 1 1. L 1 1 il £l
} 1 e N | —}
° S 10 15 20 25 a0 a5 46 a5 a0 S5 60 65 0 75 80 85 60
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Obraizek 7: Denzitometrické vyhodnoceni elektroforetickych zon proteind.

Porovnani frake{ proteind eluovanych bghem IMAC-Co®* z Co®-IDA-Sepharosy pufrem s obsahem
imidazolu. Eluované proteiny z kontrolnich my3i (-) a z my3i premedikovanych chloridem kobaltmatym (&)
byly naneseny na SDS-PAGE.
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5.1.3.2 Charakterizace separovanych proteint dvourozmérnou elektroforézou

Rozdily mezi vzorky zkontrolnich a premedikovanych my$i byly porovnany také
pomoci  dvourozmé&mé  elektroforézy (obr. 8). Elektroforéza vzorku zmy¥
premedikovanych chloridem kobaltnatym obsahuje v&t¥i podet elektroforetickych z6n, a to
zejména v oblasti relativni molekulové hmotnosti okolo 30 000 a v oblasti pH 6,5 aZ 7,5.
Razn€ intenzivni elektroforetické zény v oblasti relativni molekulové hmotnosti okolo
15000 a voblasti pH 7,5 az 8,0 jsou zplsobeny nestejnym mnoZstvim hemoglobinu

(respektive jeho podjednotek) ve vzorcich z kontrolnich a premedikovanych mys.

izoalekiricka fokuzace —= izoelektricka fokuzace —

Nt _ 30000

15000

<— 8DS- glektroforéza
==— 5DS - elektroforéza

(b)-

pH 6 pH7 pH3B pH 6 pH 7 pH 8

—
i)
T

Obrazek 8: Dvourozmérna elektroforéza mySich jatermich proteinii eluovanych z

C02+-IDA-Sephar0sy pufrem obsahujicim imidazol.

Porovnani kontrolnich vzork{ (a) a vzorkil z my3i premedikovanych chloridem kobaltnatym (b). Prvni
rozmér: IEF proteind (~ 100 pg) na gelovych prouZcich s imobilizovanym pH gradientem (pH 3-10,
nelinedrni pH gradient, 18 cm); 350 V 60 min., 500V 60 min., 1000V 60min. a 3500V 21 hodin; 20°C.
Druhy rozmér: SDS-PAGE v 12,8% separadnim gelu; 15 mA/gel 60 min a 45 mA/gel 4-5 hodin; 10°C;

barveno stffbrem. Na levou stranu separatniho gelu byly aplikovany vzorky nedslené pomoci IEF.

30000

15000
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5.2 PRIPRAVA TIMUNOAFINITNICH NOSICTU vYUZivagici
CHELATOVANYCH IONTU KOBALTU

5.2.1 PRIPRAVA A CHARAKTERIZACE IMUNOAFINITNICH NOSICT

5.2.1.1 Imobilizace protilatek na C03+-IDA~Agarosu

Co3+-IDA-Agarosa byla pfipravena oxidaci Coz+-IDA~Agarosy postupem popsanym
v kapitole 4.3.4.1. Mgfenim 'H-NMR spekter byla prokdzéna kompletni oxidace
chelatovanych iontd kobaltu p¥ipravené Co3+-IDA-Agarosy (J. Rohovec, nepublikované
vysledky, konkrétni data viz dodatek na strand 82). Na p¥ipravenou Co3+-IDA-Agarosu
byly imobilizovany protilatky t¥{dy IgG, IgY a IgE. V¥sledky jsou shrauty v tabulce 3.

Tif'l"da_i)g‘g)f’i;léit:l_{_;r ant:i%(i)\_'f'ATgG_' ﬁespc'c_._' EgY_ _ nespee. Igh :

) N sice | o
Zdroj kralfk ) ¢lovek
(vaje€ny Zloutek)

MnoZstvi protilatky vnesené

12m 14m 1,3m
na C03+-IDA-Agarosu s s £

MnozZstvi protilatky navizané

- 90 % 76 % 59 %
na Co™ -IDA-Agarosu

Tabulka 3: Imobilizace protilitek na Co**-IDA-Agarosu
Pozndmka: MnoZstni imobilizované protilatky bylo uréeno pomoc! BCA stanoveni [113] zmnoZstvi

protilatky nenavazané.

C03+-IDA—Agarosa s navazanou protildtkon byla promyta 50 mM EDTA; 6 M
mocovinou; 3 M NaCl; 20% v/v dioxanem; 0,12 M imidazolem a pufty o pH 2,5 a pl
11,0. Po promyti imunosorbentii uvedenymi rozioky nebylo pozorovano sniZeni obsahu
protilatek na nosi¢ich. Na druhou stranu, protilatky bylo mozno v ptipads potieby z nosi¢a
uvolnit. K uvolnéni imobilizovanych protilatek bylo potieba redukovat chelatované Co®"
ionty pomoci redukénich &inidel (napf. DTT & 2-mercaptoethanol). MoZnost Zpétné
uvolnit imobilizované protilatky Ize vyuZit napt. pii piipravé vzorkt pro SDS-PAGE nebo
pii regeneraci nosite. Prib&h imobilizace protilatek na C03+-IDA-Agarosu byl vyhodnocen

pomoci SDS-PAGE (viz obrizek 9).
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Obrizek 9: SDS-PAGE. Priitb&h imobilizace protilatek na Cos+-IDA-Agar0su.

a) kraliti anti-OVA IgG: 1) IgG pouZité pro imobilizaci, 2) IgG nenavézané na Co**-IDA-Agarosu, 3) IeG
extrahované z Co’*-IDA-Agarosy, 4) IgG extrahované z Co’'-IDA-Agarosy po promyti nosite roztoky
imidazolu, EDTA a motoviny; b) slepi¥f IgY z vajeéného ¥loutku: 1) IgY extrahované z Co**-IDA-
Agarosy po promytf nosite roztoky imidazolu, EDTA a modoviny; ¢) lidské Igk: 1) IgE extrahované z Co**-
IDA-Agarosy po promyti nosi¢e roztoky imidazolu, EDTA a mod&oviny

Podminky SDS-elekiroforézy: 12,8% separani gel, 23 pl vzorku (1-10 mg proteinu) na komdrku; 180 V;

40-50 min.; laboratorn{ teplota; barveno Coomassie Brilliant Blue R-250,

Lze predpokladat, Ze protilatky imobilizované na chelatované ionty kobaltu (napf.
b&hem IMAC-Co?") jsou orientovany vazebnymi misty pro antigen do mobilni faze. Pro
vazbu protilatky na chelatované ionty kobaltu jsou kli¢ové molekuly histidinu pfitomné
v Fe fragmentu protilatky [14, 17, 122]. J. E. Hale a D. E. Beidler ve své praci ukézali, e
se u C-konce lidske, kralici, mysi a mordeci IgG nachéz{ endogenni vazebna doména pro
kovové ionty [17]. Bylo prokdzéno, e tato vazebna doména pro kov je evoludng
konzervovéna u riznych podttid protildtek z odli¥nych organismi.

Z vysledkd nalich experimentt vyplyvd, Ze na chelatované ionty kobaliu lze
imobilizovat také slepi¢i IgY a lidskou IgE. Tento fakt je zajimavy zejména proto, Ze ptaci
IgY a lidské IgE se od dfive zkoumanych sav&ich IgG v mnoha ohledech 1i#, Ptadi IgY a
savei IgE se naopak v n€kterych svych vlastnostech podobaji. Predpoklada se, Ze ptadi IgY
je vyvojovy pfedchidee savéi IgG a IgE.

Slepiti IgY mad podobnou relativni molekulovou hmotnost a stejny podet konstantnich
domen t€Zkého Fetézee jako IgE [56, 57, 73]. Molekuly IgY a IgE maji také podobng

uspofddané disulfidové vazby na imunoglobulinovych doméndch a mezi jednotlivymi
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fetézei. IgY a IgE ddle nemaji tzv. pantovou oblast, omezen& precipituji a jsou schopny
zprostiedkovat anafylaktickou reakei. Ob& molekuly maji také velmi podobné uspotddani
N-glykosilaénich mist [57].

Ptadi IgY a lidskou IgE spojuje i jejich rostouci vyznam. Ptaéi protilatky maji oproti
savéim IgG nékolik vyhod [123]. Hlavni vyhodou je evoludni vzdélenost ptakd a saved,
kterd umoZiiuje lepdi imunitni odpovéd® na evoluénd konzervované savéi proteiny |89].
Dalsimi vyhodami jsou vysoka vyt&Znost pti produkei IgY z vajednych Zloutkd, niZéi cena
a v neposledni fade i men3 stres experimentalniho zvi¥ete [75, 87]. Molekuly IgE zase
v soucasné dob€ podléhaji intenzivnimu vyzkumu diky jejich spojitosti s alergickymi
reakcemi [70, 71, 124].

V nasich experimentech byly pow’ity modelové protilatky. Lze predpokladat, e
popsanou technikou je moZno piipravit imunosorbenty i pro jiné systémy protilétka-

antigen.

5.2.1.2 Afinitni chromatogratfie vaje¢ného bilku na nosidi s anti-OVA IgG

Schopnost plipraveného imunosorbentu (s anti-OVA IgG, viz kap. 4.3.4.1) vézat
piisludny antigen (ovalbumin) byla ov&fena afinitni chromatografii vajeného bilku.
Pomoci SDS-PAGE (obr. 10) bylo vyhodnoceno navazéni antigenu na protiltku a
naslednd eluce antigenu z nosie. Ovalbumin adsorbovany na imunoafinitn nosid byl
eluovan roztokem A (0,2 M NaCl, pH wupraveno na 2,8 pomocf 0,5 M HCL). Eluovany
ovalbumin nebyl kontaminovén dalsimi proteiny vajedného bilku (obr. 10, linie 4). Po
eluci roztokem A byl imunocafiniini nosi¢ regenerovin 4-6 M modovinou. JelikoZ elust
ziskany po regeneraci noside modovinou neobsahoval Zadny ovalbumin, lze eluci
ovalbuminu eluénim roztokem A povaZovat za kompletni (obr. 10, linie 6). Béhem
opakovaného pouZiti pfipraveného imunoafinitniho nosie (4-5x) nebyl zaznamendn
pokles vazebnych schopnosti navézané protilatky. Plipadné nespecifické interakce
vajeného bilku s nosi¢em byly studovany po inkubaci vajetného bilku na Co**-IDA-
Agarose s imobilizovanou kontrolni nespecifickou protilatkou a na Co® T IDA-Agarose bez

specifické protilatky (obr. 11).
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Obrazek 10: SDS-PAGE. Afinitni chromatografie vaje¢ného bilkn na nosiéi s anti-
OVA IgG.

1) anti-OVA IgG, 2) proteiny vajetného bilku, 3) IgG a OVA extrahované z Co™-IDA-Agarosy, 4) OVA
uvolngny z imunosorbentu elutnim pufrem A (pH 2,8), 5) IgG extrahované z nosice po eluci OVA eludnim
pufrem A, 6) frakce eluovang z imunosorbentu 6 M mogovinou, 7) IgG extrahované z nosi¢e po regeneraci
modovinou

Podminky SDS-elektroforézy: 12,8% separaéni gel; 25 pl vzorku (1-10 mg proteinu) na komtrku; 180 V;

40-50 min.; laboratorni teplota; barveno Coomassie Brilliant Blue R-250.

sluce  eluce'
- e e l - ﬁL

97 000 — Vs -

66000 — k

5

45000 — 3B
- . —~OVA

33 000 — VR

1 2 3 4 5 6
Obrizek 11: SDS-PAGE. Prikaz specifické vazby vajetného bilku na nosid.
1) standard relativnich molekulovych hmotnosti, 2) proteiny vajetngho bilku, 3) proteiny vajeéného bilku

extrahované z Co™-IDA-Agarosy, 4) proteiny vajeného bilku extrahované z Co®"-IDA-Agarosy, 5) frakee

eluovand z Co™-TDA-Agarosy roztokem imidazolu, 6) frakce eluovani z Co™ -IDA-Agarosy roztokem imidazolu
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Podminky SDS-elektroforézy: 12,8% separatn{ gel; 25 ul vzorku (1-10 mg proteinu) na komirku; 180 V,

4030 min.; laboratorn{ teplota; barveno Coomassie Brilliant Blue R-250,

3.2.1.3 Stanoveni kapacity imunosorbentii a vyt&éZzku ovalbuminu

Postupem popsanym v kapitole 4.3.4.4 byly piipraveny imunoafinitni noside s
piiblizng 4 mg, 8 mg a 16 mg imobilizované anti-OVA IgG. Kapacita jednotlivych
imunosorbentii byla stanovena z mmoZstvi eluovaného ovalbuminu (viz kapitola 4.3.4.4).
Ziskané vysledky jsou shrnuty v tabulce 4.

VytéZek ovalbuminu byl stanoven zrozdilného mmoZstvi ovalbuminu vneseného a
eluovan¢ho v pribghu afinitni chromatografie (viz kapitola 4.3.4.5). Z imunoafinitniho

nosice bylo eluovano 97 % vneseného ovalbuminu.

IM()BILIZ AC‘ PI\O i) ILATFK

B Mnozs‘m antl-OVAIgG vhesené naCo

IDA Agarosu ' m i 8 m lg |

MnozZstvi anti-OV A IgG navdzané na Co’'-IDA-Agarosu 89 % 92 % 79 %
: ' T STANOV]:NT I\APACITY IMUN()QORBJ:NTU N e

Mnozstv1 ovalbummu vneseneho na 1munoaﬁn1tn1 nosié

MnozZstvi ovalbuminu eluovaného z imunoafinitniho noside | 0,06 mg | 0,15 mg | 0,25 mg

Tabulka 4: Stanoveni kapacity imunosorbenti.

Poznémka: MnoZstni imobilizované protilatky bylo vypogteno z mnostvi protilitky nenavazané na nosit.
Koncentrace proteinil byla uréena pomoci BCA stanovenf [113]. Eluce: 0,2 M NaCl, pH upraveno 0,5 M HCI
na 2,8.

MnozZstvi ovalbuminu eluované pfi méfeni kapacity z jednotlivych imunosorbenti
dobie koreluje s mnoZstvim protilatky p¥itomné na nosi¢i. Na obrazcich 12 a¥ 14 jsou
chromatogramy ziskané v pribéhu m&feni kapacity imunoafinitnich nosidd. Jednotlivé

frakee proteind byly vyhodnoceny také pomoci SDS-PAGE (viz obrazek 15).
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Obrizek 12: Stanoveni kapacity imunosorbentu (4 mg IgG).

Podminky chromatografie: 1 mg OVA aplikovin na 2 ml imunosorbentu (4 mg IgG) vpufru a (PBS),
inkubace imunosorbentu s roztokem OVA 1 hodinu. Eluce roztoky: b (1 M NaCl v PBS), ¢ (0,12 M midazol
v PBS), d (PBS), e (0,2 M NaCl, pH upraveno 0,5 M HCl na 2,8), f (4—6 M mocovina) a g (PBS). Roztoky ¢
a f absorbuji pti 280 nm. Podle vysledkt SDS-PAGE nenf absorpce roztokii ¢ a f zplisobena piftomnosti

proteindi.
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Obrazek 13; Stanoveni kapacity imunoserbentu (7 mg IgG)

Podminky chromatografie: 1 mg OVA aplikovén na 2 ml imunosorbentu (7 mg 1gG) vpufru a (PBS),
inkubace imunosorbentu s roztokem OV A 1 hodinu. Eluce roztoky: b (1 M NaCl v PBS), ¢ (0,12 M imidazol
v PBS), d (PBS), e (0,2 M NaCl, pH upraveno 0,5 M HCl na 2,8), f (46 M modovina) a g {(PBS). Roztoky ¢
a £ absorbuji pfi 280 nm. Podle vysledkd SDS-PAGE neni absorpce roztokil ¢ a f zplsobena pfitomnosti

proteind.
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Obrazek 14: Stanoveni kapacity imunosorbentu (13 mg IgG).

Podminky chromatografie: 1 mg OVA aplikovan na 2 ml imunosorbentu (13 mg IgG) v pufru a (PBS),
inkubace imunosorbentu s roztokem OVA 1 hodinu. Eluce roztoky: b (1 M NaCl v PB 5), € (0,12 M imidazol
v PBS), d (PBS), e (0,2 M NaCl, pH upraveno 0,5 M HCl na 2,8), f (46 M modovina) a g (PBS). Roztoky ¢
a [ absorbuji pfi 280 nm. Podle vysledk SDS-PAGE neni absorpce roztokil ¢ a f zpiisobena piitomnosti

proteind,
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Obrazek 15: SDS-PAGE. Stanoven{ kapacity imunosorbentu (s 13 mg IgG).

1) anti-OVA IgG pouzité pro imobilizaci, 2) anti-OVA IgG nenavézané na imunosorbent, 3) OVA naneseny
na na imunosorbent, 4) OVA nenavazany na imunosotbent, 5) OVA uvolnény z imunosorbentu elu¥nim
pufrem A (pH 2,8), 6) frakee eluovani z imunosorbentu 6 M mo&ovinou

Podminky SDS-elektroforézy: 12,8% separadni gel; 25 pl vzorku (1-10 mg proteinu) na komiirku; 180 V;

4050 min.; laboratorni teplota; barvene Coomassie Brilliant Blue R-250,

Obrazek 16 ukazuje chromatogram ziskany pfi stanoveni vytéZku ovalbuminu a na
obrazku 17 je SDS-PAGE jednotlivych frakei proteind. Vzhledem k dosaZenému vyt&ku

(97 %) lze eluci adsorbovaného ovalbuminu povazovat za kompletni,
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Obrazek 16: Pribéh afinitni chromatografie pFi stanoveni vytézku ovalbuminu.
Podminky chromatografie: 0,1 mg OVA aplikovéno na 2 ml imunosorbentu (13 mg IgG) v pufiu a (PBS),
inkubace imunosorbentu s roztokem OVA 1 hodinu. Eluce roztoky: b (1 M NaCl v PBS), ¢ (0,12 M imidazol
v PBS), d (PBS), e (0,2 M NaCl, pH upraveno 0,5 M HCl na 2,8), f (4-6 M motovina) a g (PBS). Roztoky ¢
a f absorbuji pfi 280 nm, Podle vysledkii SDS-PAGE neni absorpee roztokdi ¢ a f zpfisobena piitomnostf
proteint.
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Obrizek 17: SDS-PAGE. Stanoveni vyt&zku ovalbuminu.

1) OVA naneseny na na imunosorbent, 2) OVA nenavdzany na imunosorbent, 3) frakce uvolngna
z imunosorbentu promytim roztokem imidazolu, 4) OVA uvolndny z imunosorbentu eludnim pufrem A (pH

2,8), 5) frakee eluovana z imunosorbentu 6 M mo&ovinon, 6) standard relativaich molekulovych hmotnosti
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Podminky SDS-elektroforézy: 12,8% separadnf gel; 25 pl vzorku (1-10 mg proteinu) na komiirku; 180 V;

40-50 min.; laboratorni teplota; barveno Coomassie Brilliant Blue R-250.

5.2.1.4 Afinitni purifikace slepi¢i anti-BSA IgY

Pomoci afinitni purifikace byla separovéna frakce protilatek, ktera byla néslednd
pouZita pro pifpravu imunosorbentu. Z polyspecifické slepidi anti-BSA IgY byla na nosigi
s imobilizovanym BSA (kapitola 4.3.4.6) separovdna monospecifickd frakce anti-BSA
IgY. Priibéh afinitni purifikace je shrnut v tabulce 5 a na obrazcich 18 a 19.

1 MnoZstvi proteinlt -

mesenych / eluovar

Polyépecﬁické ant1-BSA IgY vnesena na nosic
s imob. BSA
Monospecificka anti-BSA IgY eluovana z noside 0,2
M glycinem pH 2,8; fr. 12-16
Monospecificka anti-BSA IgY eluovand z noside 0,2

M glycinem pH 2,8; fr. 17-22

258 mg (100 %)

2,6 mg (1 %)

0,3 mg (0,1 %)

Anti-BSA IgY

Monospecificka anti-BSA IgY eluovana z nosiée 4 M
guanidin/HCI; fr. 10-13
Nespecifickd kontrolni IgY vnesend na nosi¢ s imob.

BSA

Monospecificka anti-BSA IgY eluovana z nosice 0,2

0,7 mg (0,3 %)

191 mg (100 %)

pod detekénim limitem

Nespecificka
kontrolni IgY

M glycinem pH 2,8

Tabulka §: MnoZstvi proteinii vnesenych / eluovanych z nosice p¥i afinitni purifikaci.
Poznamka: MnoZstn{ imobilizovaného BSA bylo vypodteno zmmozstvi BSA nenavazandho na nosid.
Koncentrace proteinti byla uréena pomoci BCA stanoveni [113]. Frakce anti-BSA TgY eluované glycinem
byly podle hodnot Ajg nm Spojeny do dvou celkl (fr. 12-16 a 17-22). MnoZstvi eluované monospecifické
anti-BSA IgY bylo sledovano nejen u polyspecifické anti-BSA IgY ale i u nespecifické kontrolni IgY.
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Z vysledkl uvedenych v tabulce vyplyvé, Ze obsah monospecifické anti-BSA IgY
v plivodni polyspecifick¢ protilatce byl asi 1-1,4 %. Tato hodnota se shoduje s hodnotou
uvédénou 1 jinymi autory [125, 126]. V kontrolni IgY, ziskané pfed imunizaci slepice,
nebyla monospecifickd anti-BSA IgY nalezena. Obsah monospecifické protilatky
v pivodni polyspecifické protilatce zdvisi nejen na pouZitém antigenu, na zplsobu
imunizace zvifete a na provedeni izolace a afinitni purifikace protilatek, ale v neposledni
fad€ i na experimentalnim zvifeti pouZitém pro produkci protilatek. U experimentalnich
zvifat zavisi kvalita i kvantita produkovanych protilatek nejen na odlidnostech jedincti
v ramcei druhu, ale pfedev§im na druhu imunizovanych zvitat. V posledni dobs se stéle vice
prosazuji protilatky slepi¢i, nebot’ slepice jsou schopny relativng levng produkovat velké

mnozstvi specifickych protilatek [75].
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Obrizek 18: Chromatogram afinitni purifikace anti-BSA IgY,

Podminky chromatografie: 258 mg anti-BSA IgY aplikovano na 16 ml CNBr-Sepharosy (s 20 mg BSA)
v pufru a (PBS), inkubace nosite s roztokem anti-BSA Ig¥ 3 hodiny. Eluce roztoky: a, b (1 M NaCl v PBS),
¢ (PBS), d (0,2 M glycinovy pufr, pH 2,8), e (PBS), f (4 M guanidin/HCL) a g (PBS). Roztok g absorbuje pfi
280 nm.
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Obrizek 19: SDS-PAGE afinitni purifikace anti-BSA IgY.

1) slepi¢i anti-BSA IgY pted afinitni purifikaci, 2) anti-BSA IgY nenavézané na afinitni nosit, 3) anti-BSA
IgY eluované z afinitntho nosite 0,2 M glycinem (fr. 12-16), 4) anti-BSA IgY eluované z afinitniho nosite
0,2 M glycinem (fr. 17-22), 5) anti-BSA IgY eluované z afinitntho noside 4 M guanidin/HCI (fr. 10--13), 6)
kontrolnf slepi¢i anti-BSA IgY ziskand pted imunizaci slepice, 7) standard relativnich molekulovych
hmotnosti

Podminky SDS-elektroforézy: 12,8% separadnf gel; 25 pl vzorku (1-10 mg proteinu) na komiirku; 180 V;

40-50 min.; laboratorni teplota; barveno Coomassie Brilliant Blue R-250.

5.2.1.5 Stanoveni aktivity afinitn€ purifikované anti-BSA IgY pomoci ELISA testu
ELISA testem (viz kapitola 4.4.1) byla orientadng ur€ena aktivita specifické protilatky

ziskané afinitni purifikaci. Obrazek 20 ukazuje vysledky ELISA testu. Uvedené hodnoty

Aypspm jSOu jiz po odefteni hodnot Asgs nm naméfenych u kontrolni protilatky pii

odpovidajici koncentraci proteinu.
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Aktivita IgY dana hodnotou Ass nm

Koneentrace
primarni protilatky i
[ug/mQ !

Frakce ziskané b&hem afinitni purifikace

Obrazek 20: ELISA test frakei ziskanych b&hem afinitni purifikace anti-BSA IgY.

1) IgY pred afinini purifikaci, 2) IgY nenavézané na afinitni nosi¢, 3) IgY eluovana 0,2 M glycinem, frakce
12-16, 4) IgY eluovand 0,2 M glycinem, frakce 17-22, 5) IgY eluovand 4 M guanidin hydrochloridem,

frakce 10-13
Podminky ELISA testu: antigen — BSA, 100 ul, 4 pmol/ml; primérni protilétka — jednotlivé fiakce zfskané
behem afinitn{ purifikace anti-BSA 1gY; sekundérni protilatka — krali¢i anti-(chicken IgY) IgG konjugovans

s alkalickou fosfatdzou; chromogenni substrat — PNPP

Z vysledkt ELISA testu vyplyva:

» Aktivita protilatky nenavdzané na afinitni nosi¢ je téméf nulova. Vekera specificka
IgY se tedy navézala na afinitni nosi¢. Kapacita afinitnfho nosi¢e s imobilizovanym
BSA nebyla pfekrodena.

* Porovnanim hodnot absorbance Agys nm protilatky pfed afinitni purifikaci a protilatky
eluované 0,2 M glycinem (fr. 12-16) bylo stanoveno, Ze aktivita frakei 12-16
cluovanych glycinem se oproti piivodni protilatce zvyiila ptibliZng 23krat. Spojend
frakce 12-16 byly déle pouzity pro pfipravu imunosorbentu.

» Obdobné bylo stanoveno, Ze aktivita protilatky eluované 0,2 M glycinem (fr. 17-22)
se zvySila asi 6krét a aktivita protiltky eluované 4 M guanidin hydrochloridem (fr. i
10-13) se zvysila asi 4krat. Nizka aktivita frakel 17-22 eluovanych glycinem byla
zplsobena spojenim frakei mimo hlavni eluéni vrchol specifické protilatky. Nizka
aktivita frakei eluovanych 4 M guanidin hydrochloridem (fr. 10-13) byla

pravdépodobné zapfifinéna denaturanim efektem guanidin hydrochloridu a
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nedostatenou  zpétnou renaturaci  protildtky b&hem  dialyzy. MnoZstvi
monospecifické protilatky ve frakcich 17-22 eluovanych glycinem a ve frakeich
cluovanych 4 M guanidin hydrochloridem bylo relativng malé, a proto tyto frakce
protilatky nebyly pouZity pro pfipravu imunosorbentu.

5.2.1.6 Imunoafinitni chromatografie BSA na nositi se slepiéi anti-BSA IgY

Postupem popsanym v kapitole 4.3.4.7 byl p¥ipraven imunosorbent s imobilizovanou
slepidi anti-BSA IgY. Protilitky vnesené / nenavazané na Co’'-IDA-Agarosu byly
sledovany pomoci SDS-PAGE (viz obrdzek 21). Schopnost pfipraveného imunosorbentu
vazat pfisludny antigen (BSA) byla studovana pomoci afinitni chromatografie. Vysledky

jsou uvedeny v tabulce 6.

ka kontrolni -

Zdror slépice slepice
0]
(vajeény zloutek) (vajetny Zloutek)
MnoZstvi protilatky vnesené
3+ 337 mg 3,9 mg

na Co™ -IDA-Agarosu
MnoZstvi protilatky navazané

na Co™*-IDA-Agarosu 2,6 mg (70 %) 1,5 mg (38 %)

-

Mnoistvi BSA vnese

neé

na imunoafinitni nosig¢

Mnozstvi BSA eluované o o
) . i pod detekénim limitem | pod detekénim limitem
z imunoafinitntho noside

Tabulka 6: PFiprava imunosorbentu a afinitni chromatografie BSA.

Pozndmka: MnoZstni imobilizované protilatky bylo vypoéieno z mnoZstvi protildtky nenavézané na nosié,
Koncentrace proteini byla uréena pomoci BCA stanoveni [113]. MnoZstvi BSA nenavizané na imunoafinitni
nosi¢ ~ 1 mg. Elugni roztok: 0,2 M NaCl, pH upraveno 0,5 M HClna 2,8.
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Obrizek 21: SDS-PAGE protilitek vnesenych / nenavazanych na Co**-IDA-Agarosu.
1} standard relativnich molekulovych hmotnosti, 2) slepi¢f anti-BSA IgY pouZité pro imobilizaci, 3) anti-

BSA IgY nenavézané na imunosorbent, 4) kontrolni slepi&i IgY pouZité pro imobilizaci, 5) kontrolni slepi&f

IgY nenavézané na imunosorbent
Podminky SDS-elektroforézy: 12,8% separaéni gel; 25 ul vzorku (1-10 mg proteinu) na komiirku; 180 V;
40-50 min.; laboratorni teplota; barvenc Coomassie Brilliant Blue R-250,

Afinitn{ chromatografie neposkytla detekovatelné mnoZstvi cluovaného BSA. P¥{&inou

mohly byt:

Imunitni odpovéd’ Iaboratorntho zvifete na hovéz sérovy albumin nemusela byt
dostacujici, nebot” albumin je protein evolugn& konzervovany [127-129].

Kromé& evolutni blizkosti pouZitého antigenu mohla byt funkénost protilatek
ovlivnéna zpiisobem imunizace laboratornich zvifat, provedenim izolace a afinitni
purifikace protilatky, a v neposledni fadé i konkrétnim experimentdlnim zvifetem
pouZzitym pro produkei protilatky. Konstanty stability imunokomplexti mohly byt
v dusledku vy3e uvedenych faktort pro stabilni vazbu antigenu pfili§ nizké [103, 130,
131]. Na druhou stranu, schopnost afinitné purifikované slepi¢i anti-BSA IgY
rozpoznat antigen byla prokdzina pomoci ELISA testu (viz kapitola 5.2.1.5). Rozdily
ve schopnosti protilatky rozpozndvat antigen pfi imunoafinitni chromatografii a pfi
ELISA testu mohly byt zpisobeny riiznou sterickou piistupnosti antigennich mist na
protilitce a vy33i citlivosti ELISA testu danou néasobenim signalu pii vzniku

ternarniho imunokomplexu.
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»  MnoZstvi protilitky imobilizované na nosié mohlo byt nedostateéné (2,6 mg slepiti
anti-BSA IgY na 4 ml nosiCe). Literatura vak obe&né uvadi spife mendi mnoZstvi
protilatky pouZité pro pifpravu imunoafinitnich nosi&a [48, 87, 88, 103, 132, 133].
BeéZng se setkavame s mnoZstvim 2 az 5 mg protilatky na 1 ml nosie. Vyjime&na
v8ak nejsou ani mnoZstvi imobilizované protilatky mensi neZ 1 mg na 1 ml noside
[67]. S rostoucim mnoZstvim imobilizované protildtky totiZ vzristd riziko sterického
branéni pii vazb& antigenu na protildtku. Na sterické brangni mé vliv i obsah
specifické protilatky ve vzorku imobilizované protilatky, neptitomnost pantové

oblasti u slepi¢i IgY a velikost p¥islu§ného antigenu [56, 57, 73, 130, 134].

Aby mohlo byt uréeno, pro& nosié (s afinitné purifikovanou anti-BSA IgY) nenavazal
detekovateln¢ mnoZstvi BSA, byl postupem popsanym v kapitole 4.3.4.7 p¥ipraven jiny
imunoafinitni nosi¢ (2 ml) simobilizovanou polyspecifickou afinitng nepurifikovanou
slepiéi anti-BSA IgY

Protilatky vnesené / nenavizané na Co3+-IDA-Agarosu byly sledovany pomoci SDS-
PAGE (viz obrazek 22). Schopnost nov& pfipraveného imunosorbentu vézat ptislugny
antigen (BSA) byla studovédna pomoci afinitn{ chromatografie. Vysledky jsou uvedeny

v tabulce 7.

s — 150 000

emsaere | — 100 000

| s — 75000
H fetézce —~ 3 _ .
Culid — 50 000
s —37000
L. fetézce — e —25000
s — 20000
2|, 500
o - — 10000

1 2 3 4 5
Obrizek 22: SDS-PAGE protilitek vnesenych / nenavizanych na C03+-IDA-Agarosu.

1) kontroln{ slepiti IgY pouZité pro imobilizaci, 2) kontrolni slepi&f IgY nenavdzané na imunosorbent, 3)
afinitn€ nepurifikované slepi¢i anti-BSA IgY pouZité pro imobilizaci, 4) afinitng nepurifikované anti-BSA
[gY nenavazané na imunosorbent, 5) standard relativirich molekulovych hmotnosti.

Podminky SDS-elektroforézy: 12,8% separaénf gel; 25 pl vzorku (1-10 mg proteinu) na komirku; 180 V;

40-50 min.; laboratorni {eplota; barveno Coomassie Brilliant Blue R-250,
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nespeciticka

Tiida protilatky -~ - o iepurifikovang

S kontrolni TgY
anti-BSA {gY : :

slepice

. .‘ slepice
Zdroj ) )
(vajedny Zloutek) (vajecny Zloutek)
MnozZstvi protilatky vnesené
3 13 mg 11 mg
na Co” -IDA-Agarosu
MnozZstvi protilatky navazané
7 mg (50 %) 3 mg (29 %)

na Co”'-IDA-Agarosu

T I, T

Mnozstvi BSA vhesené na

imunoafinitni nosid

Mnozstvi BSA eluované z o o
) ) _ pod detekénim limitem pod detekénim limitem
imunoafinitniho noside

Tabulka 7: Afinitni chromatografie na imunosorbentu s afinitné nepurifikovanou
slepi¢i anti-BSA IgY.

Poznamka: MnoZstni imobilizované protilitky bylo vypodteno z mnoZstvi protilatky nenavzané na nosit.
Koncentrace proteinll byla uréena pomoct BCA stanoveni [113]. MnoZstvi BSA nenavézané na Imunoafinitni

nosi¢ ~ 1 mg. Eluéni roztok: 0,2 M NaCl, pH upraveno 0,5 M HClna 2,8.

Pomoci afinitni chromatografie na nosiéi s polyspecifickou afinitné nepurifikovanou
slepidi anti-BSA IgY bylo ovéfeno, zda nedoslo k podkozeni vazebnych schopnosti slepiéi
anti-BSA IgY b&hem afinitnf purifikace. Jelikoz veluatu z nosiCe s afinitnd
nepurifikovanou slepi¢i anti-BSA IgY nebylo nalezeno BSA, lze se domnivat, Ze pFicinou
nedostatetné vazby BSA na IgY neni poskozeni IgY b&hem afinitai purifikace. MnoZstvi 7
mg afinitnd nepurifikované slepi¢i anti-BSA IgY by mé&lo byt postatujici k adsorpci
detekovatelného mnoZstvi antigenu. Analogicky pfipraveny imunoafinitni nosi¢ s pfibliZné
7 mg imobilizované krali¢i anti-OVA IgG poskytl pii eluci asi 0,15 mg antigenu (viz
kapitola 5.2.13).

Jak jiz bylo zmingno, slepi¢i IgY se od sav&ich IgG lisi v mnoha ohledech. IgyY
napfiklad maji &tyii konstantni domény na t&€Zkych fetdzcich, ale na rozdil od IgG

postradaji pantovou oblast. To miZe byt nejen pii&inou niz¥ efektivity vazby Ig¥Y na Co*'-
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IDA-Agarosu, ale 1 pfiinou nedostatednych vazebnych vlastnosti piipraveného
imunosorbentu.

Chromatogramy ziskané pii afinitni chromatografii danych imunosorbentd jsou na
obrazeich 23 az 25. Afinitnf chromatografie na jednotlivych imunosorbentech byly rovngz

sledovany pomoci SDS-PAGE (viz obrazek 26).

Napéti [mV]
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Obrizek 23: Pribéh chromatografie na imunosorbentu se 3 mg slepi®i afinitnd

purifikované anti-BSA IgY.

Podminky chromatografie: 1 mg BSA aplikovin na 4 ml imunosorbentu vpufru a (PBS), inkubace
imunosorbentu s roztokem BSA 1 hodinu. Eluce roztoky: b (1 M NaCl v PBS}, ¢ (0,12 M imidazo! v PBS), d
(PBS), e (0,2 M NaCl, pH upraveno 0,5 M HCI na 2,8), f (46 M mo&ovina) a g (PBS). Roztoky ¢ a f
absorbuji pfi 280 nm. Pik viditelny pii promyvéni noside roztokem b je zpisoben pimési neobsahujici

bilkovinu.
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Obrazek 24: Prubéh chromatografic na imunosorbentu se 3 mg slepiéi nespecifické

kontrolni IgY.

Podminky chromatografie: 1 mg BSA aplikovén na 2 ml imunosorbentu vpufru a (PBS), inkubace
imunosorbentu s roztokem BSA 1 hodinu. Eluce roztoky: b (1 M NaCl v PBS), ¢ (0,12 M imidazol v PBS), d
(PBS), e (0,2 M NaCl, pH upraveno 0,5 M HCI na 2,8), f (4-6 M modovina) a g (PBS). Roztoky ca f
absorbuji pfi 280 nm. Ptk viditelny pfi promyvéni noside roztokem b je zplisoben prmdsi neobsahujici

bilkovinu.
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Obrézek 25: Pribéh chromatografic na imunosorbentu se7 mg slepiéi afinitng

nepurifikované anti-BSA IgY.

Podminky chromatografie: 1 mg BSA aplikovan na 2 m! imunosorbentu vpufru a (PBS), inkubace
imunosorbentu s roztokem BSA 1 hodinu. Eluce roztoky: b (1 M NaCl v PBS), ¢ (0,12 M imidazol v PBS), d
(PBS), e (0.2 M NaCl, pH upraveno 0,5 M HCl na 2,8), f (4-6 M mocovina) a g (PBS). Rozicky ¢ a f
absorbuji pii 280 nm. Pik viditelny pfi promyvani noside roztokem b je zplisoben prim&si neobsahujic

bilkovinu,
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Obrazek 26: SDS-PAGE frakei ziskanych po afinitni chromatografii imunesorbentii.
Nosi¢ s kontrolni slepié{ Ig¥: 1) BSA nanesené na nosi¢, 2) BSA nenavazané na nosi¢, 3) kontrolni slepi&i
IgY inkubované s BSA a extrahované z noside, 4) frakce eluovana z noside eluénim pufrem A (pH 2,8):
Nosic se slepici anti-BSA Ig¥: 5) BSA nanesené na nosi¢, 6) frakce eluovand z nosite 1 M NaCl v PBS, 7)
frakee eluovand z nosite eludnim pufrem A (pIl 2,8); Nosi¢ s afinitné nepurifikovanym anti-BSA Ig¥: 8)
BSA nanesené na nosi¢, 9) BSA nenavézané na nosi¢, 10) frakce eluovana z nosi€e eluénim pufrem A (pH
2,8), 11) frakce eluovand z nosi¢e 6 M modovinou, 12) standard relativnich molekulovych hmotnost{
Podminky SDS-elekfroforézy: 12,8% separaéni gel; 25 ul vzorku (1-10 mg proteinu) na komirku; 180 V;

40-50 min.; laboratorni teplota; barveno Coomassie Brilliant Blue R-250.

5.2.2 STUDIUM INTERAKCI MEZI MOLEKULAMI PROTILATEK A
CHELATOVANYMI IONTY KOBALTU

5.2.2.1 Vliv peroxidu vodiku na imobilizované protilitky

Piipravé imunosorbentli a imunoafinitni chromatografii (viz 5.2.1) pfedchazely
experimenty majici za cil popsat vliv okolniho prostiedi na interakce mezi protilatkami a
chelatovanymi ionty kovii.

Piedb&Zné pokusy pii piipravé imunosorbentii podle metodiky popsané v literatute
[16] ukazaly, Ze po oxidaci imunosorbentu dochézi k nezadoucimu uvolfiovani protilatky.
Proto byl studovdn vliv pouzivaného oxida&niho &inidla na imobilizované protilatky. Vliv
peroxidu vodiku byl sledovan na zéklad® rozdilu v mnoZstvi protilatky navdzané na

imunosorbent pfed / po oxidaci imunosorbentu peroxidem vodiku.
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Slepi¢i protilatka byla imobilizovdna na Co**-IDA-Agarosu (viz kapiiola 4.3.4.8).
Navdzalo se asi 88 % vnesené slepi¢i IgY (vypodteno na zékladé BCA stanoveni [113]
zmnozstvi protilatky nenavdzané na nosi¢). Vznikla IgY-C02+—IDA-Agarosa byla
rozdélena na Styii Casti. Jedna &4st byla ponechdna jako vzorek imunosorbentu pied
oxidaci, zbylé t# &asti IgY-C02+-IDA-Agarosy byly oxidovany na IgY—C03+—IDA-Agarosu
pomoci peroxidu vodiku (0,01-0,05%). Z vysleki SDS-elektroforézy (viz obrazek 27) lze
vyvodit, Ze¢ mnoZstvi protilitky na jednotlivych imumosorbentech klesa srostouci
koncentraci H;O, pouZitého k oxidaci. Vzhledem k rozsahu, v jakém doslo k uvolngni
protilatky z imunosorbentu, nebyla pro oxidaci IgY-Co®*-IDA-Agarosy pouZita ani

nejnizii (0,01%) uvedend koncentrace HyOs.
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45 000

31 000

2 L Fetdzce
21000 —

Obrazek 27: SDS-PAGE slepiéi IgY imobilizované na C02+-IDA-Agar0su a ovlivnéné

rostouci koncentraci HO,.

1) IgY extrahované z Co**-IDA-Agarosy pred oxidaci noside, 2) IgY extrahované z nosite po oxidaci 0,01%
Hy0, 3) 1gY extrahované znosife po oxidaci 0,03% I1,0,, 4) IgY extrahované z noside po .oxidaci 0,05%
H,0,

Podminky SDS-elekiroforézy: 12,8% separadni gel; 25 pl vzorku (1-10 mg proteinu) na komiirku; 180 V;

40-50 min.; laboratormi teplota; barveno Coomassie Brilliant Blue R-250.

Abychom omezili oxidaéni pasobeni H,O; na imobilizované protilatky, byl v na¥i
laboratofi modifikovan postup p{pravy imunosorbentu popsany v literatute [16]. Postup
popsany v literatufe [16, 48, 135, 136] vyuZival imobilizaci protilatek na nosié s
chelatovanymi Co** ionty a ndslednou oxidaci imunosorbentu 0,03% peroxidem vodiku.
Novy postup spodival v oxidaci C02+—IDA-Agarosy na C03+-IDA-Agarosu jesté pied
aplikaci protildtky (viz kapitola 4.3.4.1),
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Pokud oxidace chelatovanych Co®" iontd neprobshne kompletné, zvySuje se pii
nasledné imunoafinitni chromatografii riziko nespecifické vazby proteinfi. Proto byl k
oxidaci C02+-IDA-Agarosy pouZit 0,05% roziok peroxidu vodiku, Mgfenim "H-NMR
spekter bylo prokdzano, Ze pouZiti 0,03% — 0,05% peroxidu vodiku poskytuje kompletni
oxidaci chelatovanych ionti kobaltu (J. Rohovee, nepublikované vysledky, konkrétni data
viz dodatck na strané 82). Novy postup pfipravy imunosorbentu tedy umoznil tplnou

oxidaci chelatovanych Co®" jonti, spolednd s omezenim oxidatniho podkozeni protilatky.

3.2.2.2 Porovnani imunoafinitnich nosi¢i exidovanych pi‘ed nebo po vazbé protititky

Porovnanim imunoafinitnich nositii oxidovanych pred nebo po vazbé protilatky byl
sledovan vliv peroxidu vodiku na imobilizované protilatky. Rozdil v pripravé
imunosorbentli podle popsané metodiky [16] a podle nadeho postupu spo&ival v opaéném
pofadi oxidace nosi€e a imobilizace protilitky (viz kapitola 4.3.4.9). Piprava

imunosorbentii byla vyhodnocena SDS-elektroforézou (obrazek 28).
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Obrazek 28: SDS-elektroforéza IgG navizaného na nosié¢ pied nebo po oxidaci nosite.
1) IgG pouZité pro imobilizaci, 2) IgG extrahované z Co™*-IDA-Agarosy pred oxidaci nosice, 3) IgG
extrahované z Co™*-IDA-Agarosy po oxidaci nosie, 4) IeG extrahovans z Co**-IDA-Agarosy neovlivnéné
cxidaci nosige

Podminky SDS-elektroforézy: 12,8% separatnf gel; 25 pl vzorku (1-10 mg proteinu) na komirku; 180 V;
40-50 min.; laboratorni teplota; barveno Coomassie Brilliant Blue R-250,

MnoZstni imobilizované protilatky bylo uréeno pomocf BCA stanoveni z mno#stvi nenavazace protilatky.

Na C03+-IDA-Agarosu se navazalo 92 % aplikované anti-OVA IgG. Po promyti

imunosorbentu roztoky imidazolu, EDTA a mo&oviny nebylo zaznamenéno sniZeni obsahu
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IgG na nosici (obr. 28, linie 4), Na Coz+-IDA-Agarosu s¢ navazalo 86 % aplikované anti-
OVA IgG (obr. 28, linie 2). Po oxidaci na IgG-Co’ -IDA-Agarosu byl nosié promyt
roztoky imidazolu, EDTA a modoviny. Po oxidaci a promyti nosie bylo zaznamenino
snfZeni obsahu IgG na nosidi (obr. 28, linie 3).

Schopnost piipravenych imunosorbentd vazat piislugny antigen (OVA) byla porovnana
pomoci afinitni chromatografie vajetného bilku. Adsorbované proteiny byly uvolnény
elu¢nim roztokem A (0,2 M NaCl, pH upraveno 0,5 M HCI na 2,8). Frakce proteinh
ziskané po chromatografii byly vyhodnoceny pomoci SDS-PAGE (obrazek 29).
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Obrizek 29: SDS-PAGE proteinii ziskanych po chromatografii vajeéného bilku.

1) proteiny vajetného bilku, 2) IgG (ovlivnéné oxidaci noside) a OVA extrahované z C03+-IDA-Agarosy, 3
IgG (neovlivnéné oxidaci noside) a OVA extrahované z C03+—]])A-Ag::1rosy= 4) OVA uvolnény z nosice (s
IgG ovlivnEnym oxidaci) eluénim pufrem A (pH 2,8), 5) OVA uvolngny z noside (s IgG neovlivnénym
oxidaci) eluénim pufrem A (pH 2,8), 6) IgG (ovlivnéné oxidaci) extrahované z noside po eluci OVA eluénim
pufrem A, 7) IgG (neovlivngné oxidaci) extrahované z nosite po eluci OVA eluénim pufrem A

Podminky SDS-elektroforézy: 12,8% separaéni gel; 25 ul vzorku (1-10 mg proteinu) na komfirku; 180 V;

40-50 min.; laboratorni teplota; barveno Coomassie Brilliant Blue R-250.

Zprvniho imunosorbentu (anti-OVA IgG imobilizovand po oxidaci nosice) byl
ovalbumin eluovan eluénim roztokem A (obr. 29, linie 5). Eluce ovalbuminu eludnim
roztokem A byla tplnd, protoZe Z4dny ovalbumin nebyl nalezen po nasledné eluci 6 M
molovinou. 'V eluovanych frakei nebyly nalezeny kontaminujici proteiny. Prvni
imunosorbent (s anti-OVA IgG imobilizovanou po oxidaci nosice) byl Gsp&sn& pouzit

k separaci ovalbuminu.
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Ve frakeich eluovanych z druhého imunosorbentu (anti-OVA IgG imobilizovana pred
oxidaci nosite) nebylo nalezeno detekovatelné mnoZstvi ovalbuminu (obr. 29, linie 4).
Detekovatelné mnoZstvi ovalbuminu nebylo z druhého imunosorbentu uvoln&no ani 6 M
mocovinou.

Z uvedenych vysledkli plyne, Ze imunosorbent pfipraveny podle nafeho postupu

rozpoznava, vaze a nésledné i uvoltiuje pfislugny antigen.

5.2.2.3 Vliv pH vazebného pufru na imobilizaci protildtek

Je vieobecnd uznivéano, Ze protilitky se na chelatované Co** ionty vazi pfevazné
koordinatné kovalentni vazbou [6]. Je vSak otdzkou, jaky je charakter vazby mezi
protilitkou a chelatovanymi Co®" ionty. Charakter vazby mezi slepiti IgY a Co**-IDA-
Agarosou byl posuzovan na zakladg vlivu pH. Vazba protilatky na Co’*-IDA-Agarosu byla
porovnana pii pH 4,4; 6,0 a 8,0.
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Obrazek 30: SDS-PAGE slepid¢i IgY imobilizované na Co3+-IDA-Agarosu pfi pH 4,4;
6,0 a 8,0.

1) IgY imobilizované na Co’*-IDA-Agarosu pii pH 4,4 a exirahované z noside, 2) IgY imobilizované na
Co™-IDA-Agarosu pii pH 6,0 a extrahované z noside, 3) IgY imobilizované na Co**-IDA-Agarosu pti pH 8,0
a extrahované z nosice, 4) IgY (imobilizované pti pH 8,0) po promyti Co**-IDA-Agarosy pufrem o pH 4,4 a
extrakei z nosiCe, 5) frakce uvoln&nd z nosiée promytim pufrem o pH 4,4

Podminky SDS-elektroforézy: 12,8% separani gel; 25 pl vzorku (1-10 mg proteinu) na komiirku; 180 V;

40-50 min.; laboratorni teplota; barveno Coomassie Brilliant Blue R-250.
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Z vysledkil ziskanych pomoci SDS-elektoforézy (obr. 30) je patrné, Ze mnoZstvi IgY
imobilizované na Co’*-IDA-Agarosu pii pH 8,0 je mnohondsobnd vyS8i nez pfi pH 4,4 a
6,0. Minimalni mnoZstvi IgY imobilizované na Co**-IDA-Agarosu pii pH 4,4 a 6,0 je
pravdépodobn& dlsledkem protonizace imidazolovych skupin histidinovych zbytkd
podilejicich se na vazb&. Hodnoty pK imidazolovych skupin histidinu se, v z4vislosti na
okolnich skupinach, pohybujf v rozmezi hodnot 6 az 7 [121]. Postranni karboxylové
skupiny (z Glu a Asp) maji hodnoty pK pfiblizng 4. Ugast imidazolovych skupin pti vazbs
IgY na Co**-IDA-Agarosu pii pH 8,0 nasvédcuje spife koordinaénimu charakteru vazby,
kdeZto ucast karboxylovych skupin pfi pH 4,4 a 6,0 by nasv&ddovala spide iontovému
charakteru vazby.

Vyznamny podil iontovych interakei pii pH 8,0 byl vylougen experimentem, kdy IgY
navézana na Co”*-IDA-Agarosu pii pII 8,0 byla vystavena pufru o pH 4,4 (viz kapitola
4.3.4.10). JelikoZ pasobenim pufiu o pH 4,4 nedoslo k uvoln&ni navazané protilatky, lze
usuzovat, e interakce mezi protilatkou a chelatovanymi Co®* ionty je spide koordinaéniho

charalcteru.

5.2.2.4 Vliv kompetiéniho ¢inidla na imobilizaci protilitek

USast imidazolovych skupin pfi vazb& slepiéi IgY na Co3+-IDA-Agarosu byla
potvrzena kompetitivni inhibici interakce. Interakee IgY s Co™'-IDA-Agarosou probihala v
pfitomnosti kompetujictho &inidla (imidazolu). Vysledky vyhodnocené pomoci SDS-
elektroforézy jsou prezentovany na obrazku 31. Vazba IgY na C03+-IDA—Agarosu byla
v pfitomnosti imidazolu minimélni. To je v souladu s pfedpokladem, Ze k vazb$ proteind
na chelatované ionty kobaltu dochdzi ptes imidazolové skupiny histidinovych zbytki [5-7,
9,12, 14, 17,19, 122].
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Obrazek 31: SDS-PAGE slepi¢i IgY imobilizované na C03+-IDA-Agarosu

v pFitomnosti imidazolu.

1) IgY pouZité pro imobilizaci, 2) IgY nenavdzané na nosi¢ v pfitomnosti imidazelu, 3) IgY imobilizované na
Co’"-IDA-Agarosu v pfitomnosti imidazolu a extrahované z noside

Podminky SDS-elektroforézy: 12,8% separaéni gel; 25 ub vzorku (1-10 mg proteinu) na kombirku; 180 V;

40-50 min.; Jaboratorni teplota; barveno Coomassie Brilliant Blue R-250,

5.2.2.5 Vliv chelatagniho ¢inidla na imobilizaci protilitek

Vliv chelata¢niho ¢inidla ukdzal, jak se molekuly Co3+-IDA~Agarosy podili na
interakci s molekulami protilitek. Komplex Co’*-IDA-Agarosy je totiz vieobecnd
povaZovan za kineticky pomaly a k jeho interakei s molekulami protildtek by v redlné
reakéni dob& nemélo dochédzet. V dalgich experimentech byl proto zkoumén vliv EDTA na
interakei mezi IgG a Co™-IDA-Agarosou.

Nejprve byla porovndna vazba IgG na Co’'-IDA-Agarosu v ppads, kdy jeden
znosi€l byl piipraven jako obvykle a druhy byl pfed imobilizaci protilatky promyt
roztokem EDTA (viz kapitola 4.3.4.12). Vysledky (viz obrazek 32) jasné ukazuji, Ze pokud
bylo pfed imobilizact protilatky zafazeno promyti nosiée roztokem EDTA, Zadna protilatka
se na Co’-IDA-Agarosu nenavézala. Na kontrolni Co®*-IDA-Agarosu, kters nebyla pied
imobilizaci IgG promyta roztokem EDTA, se navazalo 78 % aplikované IgG (uréeno

pomoci BCA stanoveni [113]).
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Obrazek 32: SDS-PAGE krili¢i IgG imobilizované na C03+-IDA-Agarosu
v pFritomnosti EDTA.

1} IgG poufité pro imobilizace, 2) IgG nenavizané na nosit, 3) IgG nenavdzané na nosi¢ v pfitomnosti
EDTA, 4) IgG imobilizované na Co®*-IDA-Agarosu a extrahované z nosice, 5) IgG imobilizované na Co™-
IDA-Agarosu v pfitomnosti EDTA a extrahované z nosiée, 6) IgG imobilizované na Co’*-IDA-Agarosu, po
promyti imunosorbentu roztoky EDTA a mo&oviny a extrakei z noside, 7) IgG imobilizované na Co**-IDA-
Agarosu v pfitomnosti EDTA, po promyt{ imunosorbentu roztoky EDTA a modoviny a extrakci z noside

Podminky SDS-elektroforézy: 12,8% separaéni gel; 25 ul vzorku (1-10 mg proteinu) na komérku; 180 V;

40-50 min.; laboratorn{ teplota; barveno Coomassie Brilliant Blue R-250.

Déle bylo studovano, jaky vliv ma promyti komplexu IgG~Co3+-IDA-Agarosy
roztokem EDTA. Kontrolni nosi¢ (s IgG imobilizovanou na Co’*-IDA-Agarosu bez
pfedchoziho promyti roztokem EDTA) byl vystaven roztoku EDTA. Byl sledovan
pipadny twbytek IgG znosie. Jak je patrné zvysledkl (obr. 32), IgG zlstala
imobilizovand na nosi¢i v obvyklém rozsahu. Zde bylo tfeba najit vysvétleni, pro& promyti
Co>*-TDA-Agarosy roztokem EDTA inhibovalo imobilizaci IgG, ale roztok EDTA
neuvolnil z Co™-IDA-Agarosy jiZ imobilizovanou IgG.

Vlastnosti Co*'-IDA-Agarosy jsou shrnuty niZe:

» oxidace Co*'-IDA-Agarosy na C03+-IDA-Agarosu pomoci H,O; probéhla kompletng
(podle vysledka 'H-NMR)
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* hodnota redox potencidlu reakce Co®* + ¢ — Co’" byla tadové niz¥, pokud ionty
kobaltu byly chelatoviny k IDA-Agarose, nez pokud k IDA-Agarose chelatovany
nebyly [137]

Co®*-IDA-Agarosa - € — Co® -IDA-Agarosa >> Co** - & — Co**

 ionty kobaltu byly roztokem EDTA z noside vymyty v fadovs v&t§im rozsahu, pokud
byly ptitomné jako nechelatované Co®" ionty, nez pokud byly pifitomné jako
| oxidované Co’* fonty chelatovanék IDA-Agarose [115]
Co®* + EDTA >>Co’ -IDA-Agarosa + EDTA

o IDA-Agarosa je nosi¢ porézni, obsahujici sacharidové skupiny. Lze pfedpokladat, ¥e
po nasyceni IDA-Agarosy roztokem CoCly doglo pedevsim k chelataci Co®” ionth
iminodioctovou kyselinou. Malé procento Co®* iontl viak nebylo chelatovano IDA-
Agarosou. Tyto Co™" jonty vnikly do pér Agarosy, €i se navazaly na hydroxylové
skupiny sacharidovych sloZek Agarosy, & v zdvislosti na pH, doglo k sitovan{ mezi

Co*"-IDA-Agarosou a nechelatovanymi Co®” ionty.

Vyse uvedena fakia jsou shrnuta ve schématu (obrdzek 33) zndzoriujfcim
predpoklédané interakce na Co*"-IDA-Agarose. Z uvedenych dat je zicjmé, 7Ze
nechelatované Co®* ionty, pftomné napt. v pérech Agarosy ¢i na jejich sacharidovych

slozkéch, maji kli¢ovy vyznam pii interakei protilétky s Co®'-IDA-Agarosou.
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Obridzek 33: Predpokladané interakce mezi molekulami protilatek, EDTA a Co*'-

IDA-Agarosou.
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5.2.2.6 Vliv nechelatovanych Co®* iontfi na interakei mezi molekulami protilatek a
Co’**-IDA-Agarosou

Lze predpoklddat, Ze nechelatované Co®* ionty katalyzuji interakei mezi IgG a Co'-
IDA-Agarosou. Co’"-IDA-Agarosa (bez téchto iontdl) je pkli§ kineticky pomald a k
interakci s IgG v realném &ase nedochdzi, Vzijemné interakce IgG s nechelatovanymi Co®”
ionty a s Co’'-IDA-Agarosou jsou schématicky znézorndny na obrézku 34. Podobny

mechanismus katalytického pienosu elektrond byl jiZ popsén v literatute [138, 139].

IDA -Co*  IgG IDA - Co™ IgG IDA - Co*- [gG

reakce B IgG

o™ g - Co?

pfenas elektronu

Obrizek 34: Predpoklidané interakce mezi molekulami protilitek, nechelatovanymi

Co® ionty a Co*"-IDA-Agarosou.

Nechelatované Co®" ionty zprostfedkuj{ katalytick§ prenos elektronu ze svého
elektronového obalu na Co’*-IDA-Agarosu, &m¥ vznikaji nechelatované Co®" ionty a
Co*"-IDA-Agarosa, kterd je schopna vézat IgG. Po vazbd IgG na Co?*-IDA-Agarosu opét
dojde k prenosu elektronu. Vzniknou nechelatované Co®* ionty a kineticky pomaly
komplex IgG-Co®*-IDA-Agarosy. Nechelatované Co*" ionty pak katalyzujf dalsi reakei.
Pienos elektronu probiha pravdépodobné tzv. mistkovym mechanismem. Oba kovové
ionty mohou byt na okamZik spojeny ligandy (pf. OH &i CI), které piechodng& vytvari
jakysi mlstek [140].

Katalytické vlastnosti nechelatovanych Co®” ionti byly potvrzeny experimentem podle
nasledujictho schématu (viz obrazek 35). Nechelatované ionty kobaltu byly znosite
nejprve odstranény roztokem EDTA. Vzapéti byly tyto ionty opét dodany pomoci roztoku
CoCly. Jak je patrné z vysledkd SDS-PAGE (obr. 36) a ze stanoveni koncentrace bilkovin
[113], ptitomnost nechelatovanych Co®' jontd umoZnila navazani IgG na Co**-IDA-
Agarosu. Navézalo se 62 % protilatky aplikované na Co**-IDA-Agarosu. Men¥ mnoZstvi
takto imobilizované protildtky Ize vysvétlit pomérné nizkou reakéni rychlosti a
rovinovaZznym mechanismem katalytické reakce mezi chelatovanymi a nechelatovanymi

ionty kobaltu [140].
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Obrazek 36: SDS-PAGE kriali¢i IgG imobilizované na C03+-IDA-Agar0su

v pFitomnosti nechelatevanych Co® iontii.

1) 1gG pouité pro imobilizaci, 2) IgG nenavazané na nosi¢ v ptitomnosti nechelatovanych Co™ iontd, 3) IgG
imobilizované na Co®**-IDA-Agarosu v piitomnosti nechelatovanych Co®" iontli a extrahované z nosite
Podminky SDS-elektroforézy: 12,8% separaéni gel; 25 pl vzorku (1-10 mg proteinu) na komirku; 180 V:

40-50 min.; laboratorni teplota; barveno Coomassie Brilliant Blue R-250,
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6. ZAVER

Pro imobilizaci a separaci proteinG byly pouZity dva systémy vyuZivajici

chelatovanych iontd kobaltu:

I. AFINITNI CHROMATOGRAFIE NA IMOBILIZOVANYCH KOBALTNATYCH
IONTECH (IMAC-Co*")

1y

2)

3)

Pomoci IMAC-Co** byly separovany my$i jaterni proteiny indukované podanim
chloridu kobaltnatého.

Separované proteiny byly charakterizovany pomoci SDS-PAGE a dvourozmérné
elektroforézy. Elekiroforetické zény proteint byly denzitometricky vyhodnoceny.
Relativni molekulovd hmotnost proteind, které byly indukovany chloridem
kobalinatym a zérovedl separovany pomoci IMAC-Co®*, byla stanovena na 37 000,

32 000 a 26 000. Hodnota pl téchto proteinti se pohybovala v rozmezi 6,5 a% 7,5.

IL IMUNOAFINITNI CHROMATOGRAFIE S PROTILATKAMI
IMOBILIZOVANYMI PRES CHELATOVANE IONTY KOBALTU

1

2)

3)

4)
3)

6)

7)

Byl vypracovan postup pro imobilizaci protilatek. Tento postup byl porovnan s
postupem uvedenym v literatufe. Imunosorbent pfipraveny na$i technikou byl
uspésng pouzit k separaci antigenu.

Protitétky riznych tid (krali¢i IgG, slepiéi IgY a lidskd IgE) byly imobilizovany na
Co™ -IDA-Agarosu.

Krali¢i anti-OVA IgG imobilizovana na Co®*-IDA-Agarose rozpoznala a navazala
ovalbumin. Ovalbumin byl pfi eluci tsp&sné uvolnén,

Byla stanovena kapacita imunoafinitniho noside a vytéZzek ovalbuminu.

Protilatky nebyly z nosice uvolnény roztoky EDTA, mocoviny, dioxanu, imidazolu a
pufry o pH 2,5 a 11,0. Imunoafinitn{ nosi¢ byl opakované pouZitelny.

Interakce mezi molekulami protilatek a chelatovanymi ionty kobaltu byly
vyhodnoceny jako pfevazné koordinaéng kovalentni,

Bylo potvtzeno, Ze nechelatované Co®" ionty, pfitomné na nosidi, mély klidovy

vyznam pti interakci protilatky s C03+-IDA-Agarosou.
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DODATEK

7. DODATEK

Méfenim "H-NMR spekter byla urena zména magnetické susceptibility nosi¢h pred a
po oxidaci (Co’*-IDA-Agarosy a Co**-IDA-Agarosy) [J. Rohovec, nepublikované
vysledky]. NMR spektra byla méfena pomoci upravené metody popsané v literatute [141—
143]. 'H signal molekuly vody, kterd tvofila na nosiéi solvatatni obal, byl sledovdn na
spektrometru Varian INOVA 400 (5 mm kyveta, 25°C). Chemicky posun 'H signalu
naméfeny pro Co**-IDA-Agarosu byl 6,593 ppm. Chemicky posun 'H signdlu pro tentyz
nosi¢ po oxidaci byl 6,228 ppm. Z rozdilu chemickych posunit AS (‘H) = 0,365 byla
spoctena zména magnetické susceptibility Ay = 3 BM. Hodnota Ap byla vypodtena podle
vzorcll uvedenych v literatufe [141-143). Na zdklad® ziskanych vysledk byl u&inén zavér,

7e oxidace Con’-IDA-Agarosy na Co™*-IDA-Agarosu probehla kompletné.
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