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Anotace

Imunochemické metody se bézné€ pouzivaji pro analyzu biologickych vzorki nejen v diagnos-
tice, ale i v zdkladnim vyzkumu. Na zdklad¢ unikatni reakce mezi protilatkou a antigenem
slouzi tyto metody ke specifickému rozpoznani cilovych molekul v biologicky komplexnich
vzorcich. Umoziiuji rozpoznani analytu v Siroké Skale matric, od vzorka télnich tekutin, jako je
moc¢ a krev, aZ po vzorky bun¢k a tkani. Prostiednictvim protilatek znacenych kov obsahujicimi
nanocasticemi s detekci pomoci laserové ablace s naslednou hmotnostni spektrometrii s in-
dukéné vazanym plazmatem (LA-ICP-MS) je mozné stanovit cilovy antigen a zaroven také
prvkové slozeni vzorku. Kromé samotného mnozstvi prvkl je také mozné analyzovat jejich
distribuci v bunkach a tkanich. Tento typ analyzy by mohl byt uzite¢ny naptiklad pro studium
nadorového mikroprostredi. Prace se zabyva navazanim protilatky DO-1, ktera rozpoznava pro-
tein p53, na 10nm zlaté nanocastice. Vzniklé konjugaty byly pouzity pro detekci antigenu me-
todou dot-blot a western blot v bunéénych lyzatech.

Klicova slova

Imunochemie, dot-blot, western blot, protein p53, LA-ICP-MS

Annotation

Immunochemical methods are commonly used for the analysis of biological samples not only
in diagnostics but also in primary research. Based on the unique reaction between antibody
and antigen, these methods are used to specifically recognize target molecules in biologically
complex samples. They allow the recognition of the analyte in a wide range of samples, such
as the body fluids like urine and blood, to cell and tissue samples. By using antibodies labelled
by metal-containing nanoparticles followed by laser ablation inductively coupled plasma mass
spectrometry (LA-ICP-MS), the target antigen can be determined, as well as the elemental com-
position of the sample. In addition to the elemental amount, it is also possible to analyse their
distribution in cells and tissues. This type of assay could be useful, for example, for the study
of the tumor microenvironment. This work deals with binding the DO-1 antibody, which reco-
gnizes the p53 protein, to 10nm gold nanoparticles. The formed conjugates were used for anti-
gen detection by dot-blot and western blot in cell lysates.
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Seznam pouzitych zkratek

AUNPs Zlaté nanocastice

AuNPs-Anti-IgY Konjugat zlatych nanocastic a protilatky proti kufecimu IgY

AuNPs-DO-1 Konjugat zlatych nanocastic a protilatky DO-1, ktera rozpoznava lidsky
protein p53

ELISA Enzymové imunoanalyza

LA-ICP-MS Laserova ablace S naslednou hmotnostni spektrometrii s indukéné vaza-
nym plazmatem

LFIA Imunoanalyza v lateralnim toku

NPs Nanocdastice



Obsah

Seznam pouZityCh ZKIateK.........c.oiiiiiiiiiiii s 1
ODSAN......e e 6
1 UVOD b 7
2 Nanotechnologie a NanOmMAterIAly ...........ccueiiiiiiiiiiiiiie e 8
2.1  Historie nanoteChNOlOZ. .......ccvviiiiiiiiiiciie e 10
2.2 VYroba NanOSIUKLUL .........oiiiiiiiiiiei e 11
2.3 Vyuziti nanomateTialll ...........ccvviiiiiiiiiieii e 12

3 IMUNOCNEMIE ...t 13
3.1 ANLIQEN @ PrOtIALKA ....ocveeveiic e e 13
3.2 Imunochemické MEtOdY .......cooiiiiiiiiiiiei e 14
3.2. 1 TYPY ZNACENT ..ttt 16
3.2.2  MEtody AELEKCE ....c.viceieieeie ettt re s 17

L O 1 (S o) 2T TP PP UPRTURPPRPRPRN 18
O MAALRIIAL ..ot ree s 19
5.1 Sl0ZENT TOZEOKTL ....cvvieiiiiii et 20

I Y =1 (oo Y OSSPSR 20
6.1 Navazani zlatych nanocastic na protilatku ..........cceeiiiiiiiiiiii 20
6.2 Metoda dOt-DIOt ..........ooviiiiiiiic e 21
6.3  Metoda WESLEIN-DIOt ..o 22
8.4  LA-ICP-MS ..o 22

7 Vysledky @ diSKUZE.........ooiiiiiei s 24
7.1  Ptiprava konjugatu a ovéfeni jeho schopnosti vazat antigen..........c.ccccvevvveeennennenne 24
7.2 Detekce proteinu p53 v lyzatu bunék MCF-7 metodou dot-blot..............cccceeveeeen. 25
7.3 Detekce standardu proteinu p53 metodou western blot............cccevvvveiiienieiesienen, 26
7.4 Detekce proteinu p53 v lyzatu bunék MCF-7 metodou western blot........................ 28

B AVttt 30
O POUZIA TIEETALUIA ...ovvieiieiiieeciie ettt sttt sttt et sbe e st e et e snteenneeenbeesreens 31
10 SeZNAM ODIAZKTL ..ooivviiiieiiiieitie ettt ettt e et sbe et e e sreeantee e 38
11 SezNamM TADUIEK ..o 38



1 UVOD

Ptivlastek maly mlizeme pouZzivat pro popis velmi riznorodych pfedméti. VEtsinou jsou to
vSak predméty bézné, které jsou viditelné pouhym okem. Neuvazujeme nad takovymi, jejichz
velikost je jen tézko predstavitelnd. V ptirodé se ale ptirozené vyskytuji materidly se specific-
kymi vlastnostmi 0 velikosti v rozmezi 1-100 nm, které se nazyvaji nanomaterialy. Jedna se
naptiklad o viry nebo ¢astice vzniklé pozarem ci Castice, které jsou soucasti sopecného prachu.

Lidé¢ se vsak inspirovali ptirodou a vznikl obor nanotechnologie, ktery se zabyva cilenou vyro-
bou nanomateridlii a jejich naslednym vyuzitim. Vyrabi se nanomaterialy odliSnych tvara
za pouziti riznych materialti majici uplatnéni v mnoha oborech, jako je napiiklad potravinaf-
stvi, diagnostika ¢i 1écba nemoci.

V oblasti zdravotnictvi se mtizeme naptiklad setkat s nanocasticemi ze zlata jako soucasti té-
hotenskych testd. Ty funguji na principu imunochemickych metod a jsou zalozeny na detekci
antigenu velmi specifickou protildtkou. Imunochemické metody se mohou pouzivat pravé pro
diagnostiku nebo také ve vyzkumu v laboratotich. Cilem téchto metod je detekce vytvorené¢ho
komplexu antigenu s protilatkou. Ani antigen, ani protilatka vSak nejsou za béznych okolnosti
viditelné, proto je nutné jednoho z partnerti oznacit. Podle typu a vlastnosti znacky se nasledné
pouzije vhodny detekéni systém.

Pro vyzkum je zadouci, aby mély imunochemické metody co nejnizsi limity detekce a aby bylo
meéfeni presné. Existuje metoda laserové ablace s hmotnostni spektrometrii s indukéné vaza-
nym plazmatem (LA-ICP-MS), kterd méfi stopova mnozstvi prvki ve vzorku. Pokud se jako
znacka pouziji pravé zlaté nanocastice, je mozné je touto metodu detekovat a dosahnout tak
lepSich limith detekce oproti stdvajicim technikam.



2 NANOTECHNOLOGIE A NANOMATERIALY

Nanotechnologie je védni obor zabyvajici se strukturami v nanoméfitku. Pfedpona ,,nano-* po-
chazi z fectiny a do ¢eského jazyka se preklada jako trpaslik. Jejim tkolem je navrhovat, cha-
rakterizovat, vyrabét a aplikovat struktury v nanorozmérech [1]. Jeden nanometr je miliontina
milimetru, coz je shruba 100 000x mensi velikost nez primér lidského vlasu [2].
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Obrazek 1: Priklady struktur v nano-, mikro- a makroméritku; podle [1]

Nanomaterialy jsou struktury, které maji alespon jeden ze svych rozmért velky 1-100 nm [3]
[4], viz Obrazek 1 [1]. Spodni hranice 1 nm je stanovena proto, aby nebyly za nanomaterialy
povazovany samostatné atomy. Nanotechnologie se tedy zabyva shluky atomd, jak znazorfuje
Obrazek 2 [5].

Obrazek 2: Schéma zlaté nanocdstice, kterd je jako nanomateridl slozena pouze z atomii, na ob-
rdazku konkrétné nanodcdstice s 64 atomy; prevzato z [5]



Nanovéda neni jen véda o malém, ale véda, ve které materidly s malym rozmérem vykazuji
nové fyzikalni jevy, souhrnné nazyvané kvantové efekty, které jsou zavislé na velikosti a vy-
razn¢ se lisi od vlastnosti materiald v makroméfitku [1].

Struktury v nanoméfitku a makroméfitku mohou mit odlisné, nékdy i opacné [1] fyzikalni
a chemické vlastnosti [1] [3]. Piikladem muze byt rizny bod tani ¢i jejich odlisna barva. Zlato
ma v makroméfitku zlutou barvu. Nanocastice zlata (AUNPS) maji ale jedine¢né optické vlast-
nosti, které zavisi pfedevs§im na jejich tvaru a také na velikosti [6]. Pokud se jedna o koloidni
nanocastice, Viz Obrazek 3A, maji Cervené odstiny, nanourchins (,,nanojezci*), viz Obrazek 3B,
maji odstiny modré a nanorods (,,nanoty¢inky*), viz Obrazek 3C, jsou ve svétle modrych od-
stinech [7].

PSRN TR
- O g Q) S/ ) d
we % w R \‘-‘/74\'0

| —
| | .
—

Obrazek 3: Zlaté nanocastice riiznych tvarit; A) Koloidni nanocdstice —
100 nm, B) Nanojezci - 100 nm C) Nanorods - 25 nm; upraveno z [6]

Tyto vlastnosti jsou dany interakci svétla s elektrony na povrchu zlatych nanocastic [6]. Barva
nanocastic se také méni s rostouci velikosti z tmavsich na svétlejsi odstiny, viz Obrazek 4. Lisi
se i katalytické vlastnosti. Zlato v makrométitku jako katalyzator nikdy nefunguje, protoze je
chemicky méné¢ reaktivni [3], ale zlaté nanocastice jsou dobrym katalyzatorem diky jejich vel-
kému povrchu viuéi objemu [3].
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Obrazek 4: Barva zlatych nanocdastic podle jejich velikosti; A) AuNPs 10nm,
B) AuNPs 100nm; upraveno z [6]

Nanomaterialy mohou vznikat pfirozené, ptikladem biologickych nanomateriald jsou viry
a proteiny. Nanocastice také vznikaji pti sopecné Cinnosti, spalovani ropy [1] ¢i pisobenim
zemnich proudll na loZiska rud. Napt. ve Zlaté studdnce u Kiemesniku je 1éCivost vody
ovliviiovana nanoc¢asticemi pochazejicimi ze stiibrné rudy [3].

Nanotechnologie jako obor se vsak soustfedi na ty zamérné vyrabéné definovanym vyrobnim
procesem. Podle toho, kolik rozmér maji nanomaterialy mensich nez 100 nm, je délime do tii
skupin, viz Tabulka 1 [1].

Tabulka 1: Rozdeéleni nanomaterialii upraveno dle [1]

Pocet rozmérii mensich nez 100 nm Prikady

Vsechny tfi rozméry jsou mensi nez 100 nm | Nanocastice, kvantové tecky

Dva rozméry jsou mensi nez 100 nm Nanotrubice, nanodraty, nanovlakna

Jeden rozmér je mensi nez 100 nm Tenké vrstvy, filmy a povlaky

2.1 Historie nanotechnologii

Nejstarsi prokdzané vyuziti nanomaterialli sahé do 4. stoleti n.l. V té dobé& byl vyroben fimsky
pohar ze sodnovapenatého skla, ktery obsahuje nanocastice zlata a stiibra [3] [4]. Podrobné
zkouman byl az béhem 70. let 20. stoleti, kdy bylo zjisténo, Ze jeho zbarveni je zptisobeno praveé
nanocasticemi a lisi se v zavislosti na osvétleni [8]. Pokud pozorovatel stoji na stejné stran¢,
jako je zdroj svétla, vidi pohar zelené, viz Obrazek 5 vlevo. Pokud stoji na stran¢ opacné tak,
7e svétlo poharem prostupuje, vidi ho tmavé Cerveny, viz Obrazek 5 vpravo. Zelenou barvu
zpusobuje absorpce svétla nanoc¢asticemi stiibra, tmavé ¢ervenou pak nanocasticemi zlata [9]
[10] [11].
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Obrdzek 5: Rimsky pohdr ze sodnovipenatého skla obsahujici nanocdstice zlata a stiibra,
prevzato z [11]

DalSim ptikladem pouZiti nanomaterialll v historii je mayskd modi. Jedna se o barvivo vynale-
zené v 7.-8. stoleti n.l. [12], které je jako kompozitni nanomaterial slozeno z barviva indigo
a jilovych nanopori [13]. Vyjimecné je barvivo svou vysokou odolnosti vici biokorozi a kyse-
linam [2] a tim, Ze je jeho pigment stabilni [12].

Koncept nanotechnologie, tak jak ji zname dnes, poprvé piedstavil Richard Feynman
v roce 1959 béhem své prednasky ,,There is Plenty of Room at the Bottom®. Pracoval s mys-
lenkou 0 umélém vytvafeni materialii na Grovni atomd a molekul [3] [4]. NéCemu takovému
totiZ nebrani zadné ptfirodni zdkony. Jedinym problémem byla lidskd neschopnost pracovat na
atomarni arovni kvili nedostatku vhodnych technik a vybaveni [14]. V roce 1974 pojem nano-
technologie definoval japonsky védec Norio Taniguchi [4].

V 80. letech poté dochazi k posunu oboru nanotechnologie diky objevu specialnich mikrosko-
povych metod. Skenovaci tunelovaci mikroskop (STM) byl vyvinut v roce 1982 a mikroskop
atomovych sil (AFM) byl vyvinut v roce 1986. Oba piistroje umoziuji zkoumat déje az na
urovni atomu [3].

2.2 Vyroba nanostruktur

V nanotechnologiich existuji dva pfistupy k tvorbé struktur. Prvnim je top-down (z anglického
shora dolu) a je to metoda, kdy z vétsich struktur vznikaji ty mensi. Druhym je bottom-up (ze-

vvvvvv

Top-down metoda je oznacovana jako fyzikalni, bottom-up jako chemickd. Ptikladem top-
down metody je nanomleti, protahovani ¢i fezani. Béhem metody bottom up probiha fizena
manipulace s uspotadanim atomt a molekul [4]. Ptikladem je krystalizace a odpafovani kapek
pro vyrobu nanocastic [15].
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2.3 Vyuziti nanomateriali

Nanotechnologie a nanomaterialy nachazi vyuziti mezi mnoha obory. Komeréné nejvyuziva-
néjsi jsou kovové nanocastice, hlavné stiibrné a zlaté, méné Casto pak i dalsich kovu. [3]. Ve
zdravotnictvi se magnetické nanocastice naptiklad pouzivaji pti vysokoteplotni 1écbé rakoviny.
Rakovinné buiiky jsou totiz nachylnéjsi na zvysenou teplotu vice nez bunky zdravé a magne-
tické nanocastice jsou schopné generovat teplo az 45 °C [16]. Ve stejném oboru jsou nanoma-
terialy vyuzivany i jako zna¢ky raznych organickych skupin Kk cilenému transportu 1é¢iv ¢i kon-
trastni zobrazovaci latky pro magnetickou rezonanci [16].

Dale se z kovovych nanomateriali vyuzivaji stfibrné nanocastice, které jsou silnym katalyza-
torem a maji antibakteridlni u¢inky. Konkrétnim vyuzitim je ptidavek stfibrnych nanocastic do
pracek, lednic, klimatizaci, PC mysi, respiratorti, obvazii ¢i masti na hnisavé rany nebo popa-
leniny. Pro snizeni zapachu se uzivaji také v textiliich nebo loznim pradle. Stfibrné nanocastice
Vv takovém piipad¢ hubi bakterie, které produkuji tékavé mastné kyseliny [3].

Kovy jako nikl nebo wolfram se ptidavaji do solarnich ¢lanki a do elektronickych soucastek.
Nanocastice zeleza se pouzivaji k dekontaminaci podzemnich vod, protoZe diky reaktivité roz-
kladaji nezadouci latky [3].

Zlaté nanocastice jsou Siroce pouzivany jako materialy pro zna¢eni a zobrazovani [17] a to diky
jejich jedine¢nym optickym vlastnostem [18]. Maji bohatou historii, ktera saha az do starové-
kych timskych dob, kdy se pouzivaly jako barvivo do skel pro dekora¢ni ucely. Moderni éra
zlatych nanocastic v§ak zacala jiz pied vice nez 150 lety [19].

V roce 1971 britsti védci Faulk a Taylor vypracovali revolu¢ni metodu konjugace protilatka-
koloidni zlato pro vizualizaci povrchovych antigenli Salmonely pomoci elektronové mikrosko-
pie. Tento objev inicioval dalsi studie v pfistich letech vénované biomedicinskym aplikacim
nanocastic zlata, které specificky rozpoznavaly rizné biomakromolekuly [20].

Nyni se hojné vyuzivaji v kolorimetrickych testech, které jsou diky nim velmi citlivé. Detekce
je mozna pouhym okem bez pozadavkii na komplikované ptistrojové vybaveni [18]. Piikladem
mohou byt imunoanalyzy v lateralnim toku (LFIA) vhodné pro samotestovani, jako jsou t€ho-
tenské testy [21], pfipadné antigenni testy na Covid-19 [22], viz Obrazek 6.

Obrazek 6: Pozitivni antigenni test na Covid-19, viastni fotografie
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3 IMUNOCHEMIE

Imunochemie je obor chemie, ktery se zabyva studiem molekularnich mechanismi spojenych
se zakladnimi funkcemi imunitniho systému, konkrétn¢ chemickou reakci imunity. Zabyva se
zejména povahou protilatek, antigenu a jejich interakci. Zahrnuje metody pro detekci a lokali-
zaci proteint a dalSich bunéénych slozek pomoci protilatek [23]. Imunochemie a jeji techniky
mohou byt pouzity pro diagnostiku a prognézu nemoci jako je rakovina, neurodegenerativni
poruchy, mozkova traumata ¢i svalova onemocnéni [24]. Zakladnim principem imunologic-
kych metod je vazba protilatky na antigen [25].

3.1 Antigen a protilatka

Antigeny jsou latky, které vyvolavaji imunitni odpovéd’. Jsou to nejcastéji proteiny, sacharidy,
lipidy nebo nukleové kyseliny. Imunitni odpovéd’ znamena tvorbu specifickych protilatek pro
dany antigen v lymfocytech a lisi se podle zdravi, véku a genetiky jedince [26]. Nejcastéji se
jedna o tzv. exoantigeny, coZ jsou antigeny pochdzejici z vnéjsiho prostredi, tj. mikroorga-
nismy, nebo jejich produkty, které jsou infek¢ni. Specialnim piikladem exoantigend jsou aler-
geny, které dokdZou v daném organismu vyvolat patologickou reakci. MiiZe se vSak jednat také
o0 autoantigeny, coZ jsou antigeny, které jsou organismu vlastni [27].

Protilatky se pak vyskytuji hlavné v krevnim fecisti a dalSich télnich tekutinach. Tato forma
imunitni obrany je specificka pro obratlovce [28]. Nejmensi jednotkou antigenu je tzv. epitop,
ktery je na jejich povrchu. Jedna se o ¢ast antigenu, ktera je schopna vyvolat imunitni odpoveéd’
[26], pticemzZ organismus si vytvaii protilatky pouze na pro ného neznamé epitopy. Jedna se
0 misto nazyvané vazebné, na které se protilatka vaze [25]. Protilatky neboli imunoglobuliny
[28] jsou soubory proteint [29], které v téle vznikaji jako reakce na vyskyt antigenu [28]. Jsou
produkovany B lymfocyty [29], konkrétné plazmatickymi buiikami [28]. Protilatky rozeznavaji
jednotlivé antigeny [28] a velmi specificky [30] se na né nekovalentnimi interakcemi vazou
[28]. Takto vznika komplex antigen-protilatka [30], viz Obrazek 7 [31]. Krom¢& vzniku kom-
plexu jsou protilatky také zodpovédné za aktivaci dalsich slozek imunitniho systému k boji
s patogeny [28].

NY N\
A — 1

antigen protilatka Komplex antige n-protilatka

Obrdazek T: Schéma interakce protilatky s antigenem, podle [29]
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Struktura protilatek ptipomina pismeno ,,Y* a obsahuje dva tézké a dva lehké fetézce, viz Ob-
razek 8. V jejich horni ¢asti se nachazi specifické vazebné misto pro antigen a podle té¢zkého
fetézce ve spodni Casti se déli do 5 tiid protilatek — 19G, IgM, IgA, IgE a IgD [28].

Vazebné misto pro antigen

( \

a Variabilni oblast
,14/ s‘,‘;
%, &
‘o &
F

(oA
K
= Konstantni oblast

Téiké Fetézee

Obrazek 8: Struktura protilatky, prevzato a upraveno z [26]

3.2 Imunochemické metody

Imunochemické metody jsou zakladni analytické techniky v laboratotich klinické chemie [25].
Jedna se o kombinaci metod biochemickych a imunologickych [27]. Diky nim je za pouziti
protilatek [32] mozné detekovat proteiny, hormony, buniky ¢i nukleové kyseliny ze sér, krve,
tkani ¢i organu [25]. Stanovuji ale také latky, které jsou pro organismus cizorodé, napi. pato-
geny a farmaka [33]. Prvni imunochemickou metodu vyvinula Rosalyn Yallow roku 1959 a jed-
nalo se o metodu fungujici na zakladé znaceni protilatek radionuklidem. Za tento objev ji byla
roku 1977 udélena Nobelova cena [25].

Selektivni povaha protilatek zarucuje vysokou specificitu metod, které je mozné diky této po-
vaze vyuZzivat také u slozitych vzork, jako je krev, plazma nebo mo¢. Imunochemické metody
se déli na ty, které vyuzivaji znaCenych protilatek ¢i antigend a ty, které ne. Detekce testt, kde
se znaCky vyuzivaji, nasledné probiha pomoci fluorescence, kolorimetrie, chemiluminiscence
nebo pomoci hmotnostni spektrometrie, dle povahy pouzité¢ znacky. Specificitu téchto metod
1ze vhodnym vybérem znacky zvySovat [34].

Mezi imunotesty patii ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay, imunoenzymatické sta-
noveni) [34], pfi této metod¢ je na protilatku navazany enzym, ktery po reakci se substratem
generuje barevny, nebo luminiscencni signal. ELISA se obvykle pouziva pro kvantifikaci anti-
genu ve vzorku. Do jamky se vzorkem je pfidana primarni protilatka a je vytvoren imunokom-
plex. Primarni protilatka miize byt pfimo znacena enzymem, pokud neni, nasleduje reakce s en-
zymem oznacenou protilatkou sekundarni. Po pfidani substratu je mozné detekovat antigen ve
vzorku [35]. Dalsim ptikladem je LFIA, ktera se vyuziva nejen ve zdravotnickych zafizenich,
ale také pro domaci screening. Vyhodou je jejich nizka provozni cena, dostupnost a rychlé po-
uziti [36].
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Imunochemicka metoda dot-blot se pouziva pro detekci proteinti. Vyuziva se napt. pii diagnos-
tice nemoci, pii testovani bezpecnosti potravin nebo pii monitorovani znecistujicich latek. Vzo-
rek je pfimo nanadSen na blotovaci membranu, ktera je z nitroceluldzy, ptipadné z polyviny-
lidendifluoridu. Nasledn¢ je membrana blokovana, aby se zabranilo nespecifickym interakcim
protilatky na jeji povrch. Po zablokovani probihd inkubace s primarni protilatkou, ktera rozpo-
znava zkoumany analyt ve vzorku. Antigen miize byt detekovan pifimo znacenou primarni pro-
tilatkou, jak znézoriiuje Obrazek 9A. Moznosti je také detekce znaCky na sekundarni protilatce,
ktera je navazana na protilatku primarni, viz Obrazek 9B [37].

A B

Sekundarni
protilatka
Primarni
protilatka
/ \ Priméarni
protilatka

Obrazek 9: Schéma detekce antigenu protilatkou, A) primo — znacenou primarni protilatkou,
B) neprimo — znacenou sekunddarni protilatkou rozpoznavajici protilatku primdrni; podle [38]

Dalsi blotovaci imunometodou je tzv. western blot. Jednd se o rutinni techniku pro analyzu
proteint v komplexnim biologickém vzorku, ktery se fedi pufrem s obsahem dodecylsulfatu
sodného (SDS). Nasledné jsou vzorky denaturovany zahtatim a nanaSeny do jamek [38] poly-
akrylamidového ¢i agarového gelu [39] vybraného podle ocekavané velikosti detekovaného
proteinu [38]. Nasledné je provedena elektroforeticka separace a proteiny, které jsou obaleny
SDS, jez jim udélil negativni ndboj, migruji ke kladnému pdlu a rozdéluji se na zaklad¢ jejich
velikosti, ¢imZ se western blot 1i§i od metody dot-blot. Takto rozseparovany vzorek se pienasi
na blotovaci membranu z nitrocelulozy nebo polyvinyldenfluoridu. Navdzané proteiny na
membrané se dale detekuji opét bud’ pfimo pomoci znacené primarni protilatky, piipadné ne-
pfimo pomoci nejprve primarni a nasledné znac¢ené sekundarni protilatky [38].
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3.2.1 Typy znaceni

Pro vétsi citlivost testil a moznost detekce nizsi koncentrace analytu je vyuzivano znaceni jed-
noho z reakénich partnerd (antigenu nebo protilatky) [40]. Vazebné ¢inidlo je oznaceno pfipo-
jenim c¢astice ¢i molekuly, ktera slouzi pro naslednou detekci [25].

Radionuklidy

Radionuklid je atom s nestabilnim jadrem, ktery podléha radioaktivnimu rozpadu. Polocas roz-
padu je doba potiebna k tomu, aby se rozpadlo 50 % radionuklidu. V laboratofich se nejcastéji
vyuziva radionuklid vyzafujici gama zafeni. Pfistroj, ktery se pro tuto metodu vyuziva, obsa-
huje fluor, ktery je energii ze zafeni excitovan. Takovy fluor poté uvoliuje foton viditelného
svétla, které detekujeme [25]. Radioizotopy byly zna¢kami nejpouzivanéj$imi asi pted 40 lety.
Vyhodou tohoto typu detekce je rozpoznani malého mnozstvi Siroké skaly sloucenin ve vzorku.
Nicméné vzorky znaéené izotopy maji relativné kratkou skladovatelnost. Analyza nese zdra-
votni rizika a odpad musi byt bezpecné zlikvidovan. Zafizeni méfici radioaktivitu je navic fi-
nan¢n¢ naro¢né. Kvuli témto nevyhodam se zacaly pouzivat jiné znacky, a to se zachovanim
citlivosti metody [41].

Enzymy

Enzymy jsou biologické katalyzatory, to znamena, Ze zvySuji rychlost reakce a reakci nejsou
zménény a spotiebovavany. Piikladem pouzivanych enzymi je kienova peroxidaza (HRP) a al-
kalicka fosfataza (ALP). Enzym béhem detekce reaguje s vhodnym substratem, podle jehoz
vybéru se vzorek méii fotometricky, fluorimetricky nebo chemiluminiscenéné. Typickym pii-
kladem je zvySena generace kysliku pfi reakci za pouziti enzymu peroxidaza. Kyslik pak oxi-
duje chromogen, ktery je soucasti substratu, a jeho pfeménou vznika barevna slou¢enina na-
sledné méfena pomoci fotometru [25].

Fluorescen¢ni znacky

Fluorescen¢ni znacky jsou slouceniny, které absorbuji zafivou energii jedné vinové délky a vy-
zatuji nizsi energii 0 delsi vinové délce [25]. Toto vyzatované svétlo je detekované fluorome-
trem nebo modifikovanym spektrometrem. Delsi vinova délka zptsobi zpozdéni pti flu-
orescenci a diky ¢asu Ize praveé nové zareni odlisit [25]. Piikladem nejcastéji pouzivanych flu-
orescencnich barviv je fluorescein, ¢i rhodamin a derivaty odvozené od jejich struktury, jako
jsou komer¢né dostupné fluorescencni znacky druhé generace typu Alexa Fluor® a DyLight®
[42].

Luminiscen¢ni znacky

Luminiscen¢ni znacky jsou organické slouceniny, které vyzaiuji foton svétla jako vysledek
elektrické, biochemické nebo chemické reakce. Kdyz jsou totiz oxidovany substratem, tak se
dostavaji do vyssiho excitovaného stavu a pfi navratu do zakladniho stavu emituji prave foton
svétla, ktery je detekovan [25].
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3.2.2 Metody detekce

Podle typu znacky je volen vhodny detekéni systém. Pokud je znaCkou enzym, je pouzit spek-
trofotometr [25] [43] nebo mizeme vysledek vidét pouhym okem [18], kdyZ se enzym vyuzije
pro kolorimetrii [44]. Pro znacku fluorescenéni se muze pouzit také spektrofotometr [25] [43]
nebo fluorescenéni mikroskop [45].

Na zac¢atku 21. stoleti doSlo k pokroku v oblasti detekce biomolekul s vyuzitim principd nano-
technologii. Nanocastice (NPS) s riznymi vlastnostmi patfi mezi nanomateridly Siroce vyuzi-
vané v riznych druzich analytickych technik. Diky jedine¢né struktuie, elektronickym, magne-
tickym, optickym, katalytickym a biokompatibilnim vlastnostem je 1ze pouzit jako znacku pro
detekci analytd pomoci kolorimetrickych nebo rtiznych elektrochemickych technik [46].

Ve srovnani s jinymi kovovymi nanoc¢asticemi nalezly AuNPs Siroké uplatnéni v bioanalytic-
kych metodach. Vzhledem k vysokym elektronovym hustotam byly Siroce pouzivany v imuno-
chemii, imunohistochemii a imunoblotu pro elektronovou mikroskopii. Dalsi vyhodou zlatych
nanocastic je jejich stabilita a schopnost kombinovat se s biomolekulami [46]. Zlaté nanocastice
se vyuzivaji také v kolorimetrickych testech diky svym jedinecnym optickym vlastnostem. Ta-
kové testy jsou velmi citlivé, jsou jednoduché na provoz a také je detekce mozna pouhym okem
[18]. AuNPs je mozné detekovat také pomoci LA-ICP-MS [47].

3.2.2.1 LA-ICP-MS

LA-ICP-MS neboli laserova ablace s naslednou hmotnostni spektrometrii s indukéné vazanym
plazmatem je analytickd metoda [48] pro stanovovani hlavnich, vedlejSich a stopovych prvka
a izotopu [49] ve dvourozmérném i trojrozmérném zobrazovani, v tzv. mapovani. Prostorové
rozlisovani prvka pomoci LA-ICP-MS naslo Sirokou pouZitelnost pfi mapovani tkani, ¢i pozo-
rovani chovani nano¢astic v biologickém systému [50]. Tato metoda byla poprvé piedstavena
roku 1985 [49].

Prvnim krokem je snimani vzorku vykonnym pulznim laserem, kdy je laserovy paprsek zao-
stten na povrch vzorku. Nasledné je ablatovan, coZ znamena, Ze se ¢astice uvoliiuji jako jemny
husty aerosol [50], ktery putuje do ICP, kde je ionizovan. Po ionizaci jsou ionty s riznymi
poméry hmotnosti k naboji filtrovany systémem hmotnostniho spektra a jsou detekovany de-
tektorem [48].

LA-ICP-MS je schopné analyzovat malé mnoZstvi vzorku a pfimou analyzu pevnych latek bez
ptedeslého rozpousténi, ¢imz se predchazi kontaminaci [49]. Protilatky zna¢ené nanoc¢asticemi
S obsahem iontl kovli umoziuji vyuZzivat tuto metodu také pro detekci antigenti ve vzorku. Za
pouziti protilatek znacenych riiznymi nanocasticemi je mozné ve vzorku detekovat vice ana-
lyti, napf. nadorovych biomarkert ve vzorku tkané [51].
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4 CILE PRACE

*  Oznacit protilatku zlatymi nanoc¢asticemi (AuNPs) o velikosti 10 nm.

* Za pouziti standardu proteinu ovéfit, zda byla konjugace protilatky s nanoc¢asticemi
uspesna a zda byla funk¢nost protilatky zachovana.

» Detekovat protein v redAlném vzorku pomoci imunochemické techniky s detekci pomoci
LA-ICP-MS.

* Na zaklad¢ experimentalnich dat zhodnotit vyhody a nevyhody metody a zda a za ja-
kych podminek je pouzitelna v praxi v porovnani s béZznymi detek¢nimi technikami.
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5 MATERIAL

Pii ptipravé vsech roztoki byla pouzita MiliQ voda deionizovana systémem Millipore spolec-
nosti Merck (Némecko). Veskeré pouzité chemikalie byly dodany firmou Sigma Aldrich, re-
spektive Merck (Némecko), jestlize neni uvedeno jinak.

Jako modelovy protein byl zvolen lidsky rekombinantni protein p53 (Recombinant Human p53
protein ab43615) od spole¢nosti Abcam (Velka Britanie).

Buné¢ny lyzat linie lidského karcinomu prsu MCF-7 byl pouzit jako realny vzorek a byl po-
skytnut laboratoii Masaiik Lab z Lékaiské fakulty Masarykovy univerzity.

Modelové protilatky byly téz potizeny od firmy Abcam (Velka Britanie), a to mysSi monoklo-
nalni protilatka DO-1 (Anti-p53 antibody [DO-1] - ChIP Grade ab1101), ktera rozpoznava lid-
sky protein p53 a kozi polyklonalni protilatka proti kufecimu imunoglobulinu IgY (Goat Anti-
Chicken IgY H&L ab6872), ktera byla pouzita jako kontrola.

Dale byly pouzity protilatky sekundarni, a to protilatka proti myS$imu imunoglobulinu oznacena
kfenovou peroxidazou (Horse Anti-Mouse IgG Antibody (H+L), Peroxidase, PI1-2000-1) od
firmy Vector Laboratories’ (USA) a fluorescen¢né znaéena protilatka proti mySimu imunoglo-
bulinu (Goat Anti-Mouse IgG H&L (Alexa Fluor® 488) ab150113) od firmy Abcam (Velka
Britanie), ktera emituje zelenou fluorescenci.

Pro ptipravu konjugétu mezi protilatkou a nanocasticemi byla pouzita komeréné dostupna sada
GOLD Conjugation Kit (10 nm 200D) ab201808, Abcam (Velka Britanie). VeSkeré reagencie
pro prubé¢h reakce, viz Tabulka 2, byly soucasti sady.

Tabulka 2 Komponenty komercni sady GOLD Conjugation Kit (10 nm 200D) ab201808

Nazev reagentu Ugel pouziti
Gold 10nm Zlaté nanocastice velikosti 10 nm pfipravené
k pouziti
Gold 10nm Antibody Diluent Roztok pro ztedéni protilatky
Gold 10nm Reaction Buffer Pufr pro reakci, ktera umozniuje vazbu proti-
latek na povrch zlatych nanocastic
Gold 10 nm Quencher Roztok pro ukonéeni konjugaéni reakce
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5.1 SlozZeni roztoku

Nazev roztoku Slozeni roztoku
PBS 1 tableta/200 ml (2,7/mM KCI; 2mM
KH,POs; 10mM Na.HPO4; 137mM NaCl)
2x Blotovaci pufr (zdsobni roztok) 150mM glycin; 25mM Tris; 10 % (v/v)
MeOH (zésobni roztok)
Blotovaci pufr 50 % (v/v) 2x Blotovaci pufr, 40 % (V/v)

H:0, 10 % (v/v) MeOH

Blokovaci pufr 3% BSA v PBS
Protilatkovy pufr 0,1% BSA v PBS
PBS-T (Promyvaci pufr) PBS + 0,05 % (v/v) Tween 20
Separacéni pufr 144 g/l glycin, 30 g/l Tris, 10 % (v/v) 10%
SDS
Transferovy pufr 144 g/l glycin, 30 g/l Tris
6 METODY

6.1 Navazani zlatych nanocastic na protilatku

Vsechny soucasti sady bylo nutné pied pouzitim temperovat na laboratorni teplotu. Protilatka
byla nafedéna na koncentraci 0,25 mg/ml pomoci reagentu ,,Antibody Diluent®. 12 pl takto
natfedéné protilatky bylo smichano s 42 pl reakéniho pufru. Nasledné bylo 45 pl pufru s nate-
dénou protilatkou pfidano do lahvicky se zlatymi nanocasticemi. Pti tomto kroku bylo nutné
roztok dukladné, ale opatrné propipetovat. Po 15 minutach bylo k roztoku s nanocasticemi pfi-
dano 5 ul quencheru pro ukonéeni reakce. Tento roztok byl dikladné promichan a po dalSich
5 minutach bylo mozné konjugat pouzit pro experiment. Mezi jednotlivymi analyzami byly
konjugaty uchovavany v lednici pti 4 °C.
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6.2 Metoda dot-blot

Do Petriho misky vycisténé EtOH byly vlozeny dvé vrstvy filtraéniho papiru. Filtraéni papir
byl navlhéen Cerstveé pripravenym blotovacim pufrem tak, aby v pribéhu analyzy nevyschnul.
PVDF membréna o sifce asi 0,4 cm a délce asi 4 cm S ustiizenym jednim rohem byla aktivovana
namoc¢enim v methanolu na dobu 30 s. Nasledné byla 30 s promyvana v blotovacim pufru a po-
loZena na filtra¢ni papir do Petriho misky tak, aby ustfizeny roh byl vpravo nahoie. Na mem-

v

koncentraci. Vzorky byly na membrané nechany 20-30 minut vsaknout, viz Obrazek 10.

Obrazek 10: Aktivované PVDF membrany s nanesenym vzorkem pro analyzu
metodou dot-blot, viastni fotografie

Poté byla membrana se vzorky blokovana v blokovacim pufru 30 min. Blokovani membrany
probihalo v 2ml Eppendorf zkumavce, kam byl pfidan 1 ml blokovaciho pufru a vloZena mem-
brana tak, aby se strana se vzorky nedotykala stén zkumavky. Zkumavka byla polozena na ky-
vacku tak, aby se blokovaci pufr neustale pteléval pies membranu. Po zablokovani byla mem-
brana inkubovana v protilatkovém pufru s natedénym konjugatem. Nakonec byly membrany
promyvany 3x5 min pomoci 1 ml PBS-T. Po promyti byla membréana poloZena na suchy Cisty
filtra¢ni papir a nechana schnout. Uschla membrana byla nalepena oboustrannou lepici paskou
na mikroskopické podlozni sklicko a ptipravena k analyze, viz Obrazek 11.

Obrdzek 11: PVDF membrany po metodé dot-blot piipra-
vené pro analyzu pomoci LA-1CP-MS, viastni fotografie
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6.3 Metoda western-blot

Pomoci Bio-Rad elektroforézy MiniPROTEAN Tetracell naplnéné separac¢nim pufrem byly se-
parovany proteiny V 10% polyakrylamidovém gelu, jak znazoriiuje Obrazek 12. Do kazdé
jamky bylo naneseno 20 pg vzorku. Elektroforeticka seperace probihala 20 minut za konstant-
niho napéti 80 V, dale pak za napéti 120 V 1 hodinu. Nasledné byl proveden transfer separova-
nych proteini z gelu na blotovaci membranu za pusobeni konstantniho napéti 100 V po dobu
60 minut v transferovém pufru. Blokovani membrany, reakce se znacenou primarni protilatkou
a promyvani, byly provedeny identicky jako v ptipadé metody dot-blot, viz vySe. V piipade
luminiscenéni a fluorescencni detekce byly membrany inkubovany v primarni protilatce pies
noc a nasledné po promyti byla na membrany nanesena protilatka sekundarni. Po hodiné inku-
bace probé¢hlo opét promyti membran a membrany byly vizualizovéany piistrojem Azure Imager
c400 (Azure Biosystems, USA)
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Obrdzek 12: Schéma separace pomoci SDS-PAGE béhem metody western blot
6.4 LA-ICP-MS

PVDF membrany pfilepené na mikroskopovacim sklicku oboustrannou lepici paskou byly la-
serovym abla¢nim systémem LSX213 (CETAC, USA) a kvadrupdlovym hmotnostnim spek-
trometrem s indukéné vazanym plazmatem (ICP-MS) Agilent 7900 (Agilent Technologies, Ja-
ponsko) analyzovany na kazdém tadku vzdy bod po bodu. Tento pfistroj je vybaven kolizni
celou pro potlaceni polyatomickych interferenci. Parametry analyzy byly zvoleny dle VI¢nov-
ska et al. [47] s rozdilem, Ze byly méfeny pouze ionty Au. Intenzita signalu pro Au byla zmétena
pro kazdy laserem ablatovany bod. Namétené hodnoty byly nasledné pievedeny do tabulky,
kde kazda bunka odpovida jednomu bodu méfeni, jak ukazuje Obrazek 13.
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Obrazek 13: Namérené hodnoty zobrazené v programu Excel ve formé tabulky

Laboratofi navrhnuty program Ilaps nésledné¢ hodnoty pievede na 2D mapu, na které je rozpo-
znatelnd jak intenzita signalu, tak i jeho prostorové uspotfaddani. Naméfenym hodnotam nebo
ur¢itym rozsahiim hodnot byla vzdy pfitazena piislu$na barva od tmavé modré (pro nejnizsi
naméfené hodnoty) po tmavé Cervenou (pro nejvyssi naméfené hodnoty). Rozmezi minima
a maxima muze byt voleno dle potfeby. Pak se signaly vykresluji rizné a mtze se regulovat
kontrast mezi naméfenym signalem a pozadim. Barevné kddovanou mapu v programu llaps

znazoriuje Obrazek 14.
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Obrdazek 14: Barevné kodovana 2D mapa generovanda programem llaps, viastni
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

LA-ICP-MS nachazi ¢im dal vice oblibu v analyze biologickych vzorkii. Diky moznosti vazat
na protilatky znacky, které¢ obsahuji vzacné prvky, je tato metoda schopné analyzovat nejen
pfirozenou, ¢i patologickou distribuci prvka ve vzorku, ale také proteiny skrze vhodné ozna-
¢ené protilatky [51].

Cilem prace bylo vytvorit konjugat 10nm zlatych nanocastic s protilatkou proti vybranému mo-
delovému proteinu, overit schopnost konjugatu vybrany protein véazat a stanovit jej v redlném
biologickém vzorku pomoci imunochemické metody s néslednou detekci pomoci LA-ICP-MS.
Jako vybrany modelovy protein byl pouzit protein p53 a jemu ptislusna protilatka DO-1, oboji
od firmy Abcam.

Protein p53 je multifunkéni [52] jaderny protein [53] objeveny roku 1979 [54]. Tento protein
reguluje procesy nezbytné pro spravné fungovani bun¢k [55]. Geny proteinu p53 jsou jedny
z tumor supresorovych genti [56]. To znamena, Ze ma protein preventivni G¢inky pted rozvojem
nadori [54], protoze brani riistu a metastazovani bunék. [57]. Jestlize buiika podléha stresovym
faktoriim, protein p53 se vice tvofi, v buiice se dostava i do mitochondrii. Dokéze regulovat
opravu DNA, pii vazném poskozeni bunky indukuje fizenou bunéénou smrt [55]. Pokud vsak
dojde k poskozeni proteinu p53, napi. mutaci, tak nadorovou supresorovou funkci ztraci [57].
V ptipadé€ vice neZ poloviny lidskych nadorovych onemocnéni je protein p5S3 zmutovan. Ta-
kové mutace mohou byt i dédi¢né [54]. Dalsi funkci proteinu p53 je regulace starnuti bunky
a regulace vstupu bunky do dalSich bunéénych fazi [55]. Cilem této prace nebylo studium pro-
teinu p53 jako takového. Slouzil pouze jako modelovy antigen, jak jiz bylo zminéno vyse.

Jako realny biologicky vzorek byly pouzity buniky lidského karcinomu prsu MCF-7, které se
dle vyrobce protilatky DO-1 mohou pouZivat jako pozitivni kontrola pro protein p53. Po vysta-
veni bun¢k cytostatickému 1é¢ivu napt. cisplatiné dochazi ke zvysené produkci proteinu p53
[58].

7.1 Priprava konjugatu a ovéreni jeho schopnosti vazat antigen

Navazani protilatky DO-1 na zlaté 10nm nanocastice bylo provedeno piesné podle pokyni vy-
robce, viz kapitola Navazani zlatych nanocastic na protilatku6.1. U pfipraveného konjugatu
AUNPs-DO-1 bylo nejprve nutné otestovat, zda navazana protilatka neztratila béhem reakce
schopnost vazat antigen. K tomu byla pouzita metoda dot-blot.

Kalibra¢ni fada komer¢né zakoupeného proteinu p53 o koncentracich 0,20-20,00 ug/ml byla
nanesena na 3 identické blotovaci membrany. Prvni z nich byla inkubovana v konjugatu
AUNPs-DO-1. Druha membrana byla inkubovana v konjugatu AuNPs-Anti-1gY, kde byla na
AUNPSs navazana protilatka proti kufecimu imunoglobulinu IgY. Tento konjugat byl pouzit jako
negativni kontrola, protoze se imunoglobulin IgY ve vzorku nevyskytuje. V obou ptipadech
pouzita koncentrace protilatky odpovidala 6,5 ng/ml. Tteti membrana byla inkubovéna pouze
V pfitomnosti samotnych nanocastic, abychom zjistili miru nespecifické vazby samotnych na-
nocastic na vzorek.
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Obrazek 15: Dot blot kalibracni fady standardu p53 zobrazeny ve dvou riiznych
Skalach intenzit, viastni

Obrazek 15A ukazuje, ze k naméteni zvyseného signalu zlata v misté aplikace vzorkii na mem-
branu doslo pouze u membrany 1. Z toho vyplyva, Ze se na standard proteinu p53 vazal pouze
konjugat AuNPs-DO-1, coz potvrzuje, Ze protilatka neztratila béhem konjugace schopnost va-
zat antigen. U negativnich kontrol nedoslo k naméfeni tohoto zvySeného signalu. Abychom
dokazali, Ze tedy nedochazi k nespecifické sorpci jinych konjugati a samotnych AuNPs na vzo-
rek standardu, prezentujeme vysledek ve dvou Skalach intenzit, které se od sebe 1isi 0 jeden
Ciselny fad, viz Obrazek 15B.

7.2 Detekce proteinu p53 v lyzatu bunék MCF-7 metodou dot-blot

Jako komplexni biologicky vzorek byl zvolen lyzat bunék MCF-7. Vzorek byl poskytnuty la-
boratofi Masatik Lab Lékatské Fakulty Masarykovy univerzity a aby se co nejvice zabranilo
jeho degradaci, byl az do chvile pouziti uchovéavan pii -80 °C. Celkova koncentrace proteinti
Vv lyzatu byla 0,8 mg/ml.

Lyzat byl nafedén lyza¢nim pufrem (Pierce® RIPA od firmy Thermo Fisher Scientific, USA)
na koncentrace 200 pg/ml, 100 pg/ml a 50 pg/ml. Na tfi membrany bylo aplikovano vzdy 0,5 pl
vzorku od kazdého fedéni a membrany byly inkubovany v konjugatech a nanocasticich stejné
jako v piipadé vzorka standardu.

Naméfena data z tohoto experimentu zobrazuje Obrazek 16. Detekce proteinu p53 v realném
vzorku nebyla pomoci konjugatu AuNPs-DO-1 uspésSna. Nespecifické sorpce konjugatu
AUNPs-Anti-IgY a samotnych AuNPs byly natolik vysoké, Ze nebylo mozné na prvni pohled
urcit, na kterou membranu byl aplikovan konjugét rozpoznavajici pouze protein p53.
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Obrazek 16: Dot-blot realného vzorku lyzatu bunek MCF-1, viastni

To miize byt zpisobeno velkou slozitosti vzorku. Ve vzorku se mohou nachazet nejenom pro-
teiny, ale 1 nukleové kyseliny, sacharidy, ¢i lipidy, které mohou nespecificky interagovat s po-
uzitymi nanocasticemi a vytvaret tak faleSné negativni signal, ktery by mohl byt $patn¢ inter-
pretovan.

7.3 Detekce standardu proteinu p53 metodou western blot

Protoze se nepovedlo tspésné identifikovat protein p53 v bunééném lyzatu metodou dot-blot,
bylo pfistoupeno ke slozit€jsi imunochemické metod¢é western blot. Vzorky standardu i lyzath
byly vzdy nejprve redukovany a denaturovany a nasledné& separovany v gelu pomoci SDS-
PAGE. Vzorky rozseparované dle velikosti byly poté pfeneseny na blotovaci membranu
a membrany byly dale blokovany a inkubovany s protilatkami jako v ptipadé dot-blotu.

Nejprve byl proveden western blot dvou riznych koncentraci standardu proteinu p53 (5 pg/ml
a 1 ug/ml), aby se ovéfilo, zda je mozné pouzit identické podminky, jako u metody dot-blot,
nebo je tieba metodu optimalizovat. Jak zobrazuje Obrazek 17A a D, pomoci LA-ICP-MS byly
za danych podminek uspésné detekovany signaly, obrazky se li$i zobrazenymi Skalami intenzit.
Oproti piedpokladu vSak nebyly detekovany signaly pouze kolem velikosti 79 kDa, jak uvadi
vyrobce proteinu (rekombinantni protein p53 obsahuje 1 tzv. GST Tag a je tudiz vétsi nez pri-
rozené se vyskytujici protein), ale byly detekovany signaly i v proteinech o nizsi velikosti. Je
mozné, Zze vyrobcem dodavany protein ¢aste¢né degradoval a byly detekovany jeho mensi frag-
menty, ptipadné Ze byl vzorek nedostatecné piecisStén a obsahoval i jiné proteiny a byly dete-
kovany nespecifické interakce.

Aby bylo ovéieno, Ze se nejednd o nespecifické interakce konjugatu AuNPs-DO-1 zplsobené
piitomnosti nanocastic, byl western blot proveden také rutinnim zplisobem za pouziti primarni
protilatky DO-1 a sekundarni protilatky. V jednom ptipadné se jednalo o fluorescen¢ni sekun-
darni protilatku a detekce byla zalozena na snimani fluorescence, ve druhém piipadé se jednalo
o protilatku znacenou enzymem kienové peroxidazy a detekovana byla luminiscence.
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Obrdzek 17: Western blot standardu p53 (5 ug/ml a 1 ug/ml) analyzovain riznymi detekc-
nimi metodami,; A), D) LA-ICP-MS ve dvou skalach intenzit, B), E) Fluorescence S riiznym
expozicnim casem, C), F) Luminiscence s riiznym expozicnim casem.

Obrazek 17B a E zobrazuje vysledky ziskané métenim fluorescence, které se 1i$i expozi¢nim
casem. Jak z naméfenych dat vyplyva, fluorescenéni detekce byla nejméné citliva, 1 kdyZ bylo
pouzito cca 150x vétsi mnozstvi primarni protilatky oproti LA-ICP-MS. S pichledem byl dete-
kovan pouze standard o vyssi koncentraci, u nizsi koncentrace byl detekovan pouze nejsilné;si
ze signall.
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Obrazek 17C a F ukazuje vysledky uspésné luminiscencni detekce snimané opét po riznou
dobu expozice. U vsech detekénich metod vsak byly pozorovany vicenasobné signaly. Je tedy
pravdépodobné, Ze protein p53 byl Casteéné degradovan a v rdmci analyz detekujeme jeho
mensi fragmenty. Z vysledka také vyplyva, ze diky metodé LA-ICP-MS dochézi k vyrazné
uspote protilatky oproti standardnim metodam, coz miize byt vyhoda napft. pii vyuzivani na
zakazku vyrabénych protilatek, které jsou obvykle velmi drahé.

7.4 Detekce proteinu p53 v lyzatu bunék MCF-7 metodou western blot

Dalsim krokem byl pokus o detekci proteinu p53 v realném vzorku lyzatu bunék MCF-7. Byl
analyzovan lyzat bun¢k MCF-7 (jamka 1) a tf1 lyzaty stejnych bun¢k vystavenych riznym kon-
centracim cytostatického 1éCiva cisplating (250 nM, 500 nM, 1000 nM — jamky 2, 3 a 4). V li-
teratufe jiz bylo popsano, ze pfitomnost tohoto 1é¢iva zvySuje tvorbu proteinu p53 [58]. Do
kazdé jamky bylo naneseno 20 pg proteinu a membrany byly opét analyzovany tfemi riznymi
detek¢nimi technikami.
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Exp: 1200 ms Exp:5s Max 4 000 CPS

Obrazek 18: Western blot redlného vzorku bunék MCF-7 detekovany A) Fluorescen-
¢né, B) Luminiscencné, C) LA-1CP-MS, viastni

Stejné jako v ptipadé analyzy standardu p53 nejniZsi signal vykazovala fluorescenéni detekce,
jak ukazuje Obrazek 18A. U luminiscencni detekce, Obrazek 18B, byl detekovan ve vsech
vzorcich zvySeny signal néco mélo nad velikosti 37 kDa. Stejné signaly byly namé&feny také
pomoci LA-ICP-MS, u které byly ale navic detekovany bandy mezi 100 a 150 kDa. Bude po-
tteba overit, zda signaly odpovidajici vyS§im strukturam patii proteinu p53 navdzanému na n¢-
jaky jiny protein ¢i se jedna 0 nespecifické interakce pouZzitého konjugatu. U obou metod byla
zéaroven detekovana vysokd mira signali na pozadi, coz odpovida pravdépodobné nespecific-
kym interakcim protilatky se vzorkem. Z toho diivodu bude potfeba metodu dale optimalizovat,
aby mohlo byt dosazeno vice prokazatelnych vysledku.
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Obrazek 19: Priblizené pozitivni signaly mezi 37 a 50 kDa zobrazené
vzdy ve dvou riiznych intenzitach, viastni

Obrazek 19 zobrazuje signaly namétené mezi 37 a 50 kDa ve dvou zobrazenich, které se od
sebe 1isi intenzitou signalu. Budeme-li pfedpokladat, Ze se jedna o jednu z variant proteinu p53,
u luminiscen¢ni detekce neni patrné, Ze by se mnozstvi proteinu v bunécném lyzatu lisilo na
zakladée predeslého vystaveni bungk cisplatiné. U zobrazeni pomoci LA-ICP-MS naopak mi-
Zeme pozorovat mirné zvyseni signalu predevsim u druhé a tfeti koncentrace cisplatiny. Oproti
predpokladu nebyly rozdily v lyzatech nijak velké, coz ale miize byt zplisobeno pouzitymi niz-
kymi koncentracemi cisplatiny ¢i velmi malou koncentraci pouzité protilatky. Do budoucna
bude tieba experiment zopakovat s lyzaty bunék, které budou vystaveny vétSimu rozmezi kon-
centraci cisplatiny, aby bylo ovéteno, zda by tato metoda mohla byt vhodna nejen pro vizualni
zobrazovani dat, ale také pro jejich ¢iselné vyhodnocovani. To by mohlo umoznit nasledné
statistické zpracovani a ptipadnou kvantitativni nebo semikvantitativni analyzu.
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8 ZAVER

Bylo experimentalné ovéfeno, ze vyuziti protilatek znacenych nanocasticemi muze najit uplat-
néni v imunochemickych metodach s detekci pomoci LA-ICP-MS. Z namétenych vysledki vy-
plyva, Ze protilatka po vazb¢ na nanoc¢éstice neztraci schopnost vézat antigen, coz bylo proka-
zano metodou dot-blot za pouziti standardu proteinu p53. Tato metoda vSak nebyla uspésna pro
identifikaci proteinu p53 v realném vzorku, lyzatu bunék MCF-7.

Z experimenti zalozenych na metod¢é western blot vyplyva, ze metoda je vhodna pro analyzu
blotovacich membran, nicméné bude potieba najit optimalni podminky pro jeji provedeni.
Membrany detekované LA-ICP-MS vykazovaly vysoké pozadi a signdly naméiené u vyssich
proteinovych struktur. Vzhledem k tomu, ze vysoké pozadi méla i detekce luminiscenéni, ktera
je standardné pouzivanou metodou, je pravdépodobné, ze problém nebude zplisobeny pouziva-
nim konjugatu nanocastice-protilatka, ale miize byt zptisobeny samotnou protilatkou.

Pfi nalezeni spravnych podminek pro imunoanalyzu s LA-ICP-MS detekci by bylo mozné v bu-
doucnu vyuzivat vyhody hmotnostni analyzy, jako je snizeni limith detekce, oproti rutinné po-
uzivanym metodam, pfipadné moznost pouzivat nékolikandsobné¢ mensi mnozstvi protilatky,
nez je v soucasnosti bézné. Navic diku tomu, Ze metoda méfi signél ve formé exaktnich Cisel,
je mozné s vysledky dale pracovat a podrobovat je nejriznéjsich statistickym analyzam. Z toho
divodu by metoda mohla mit potencial pro semikvantitativni a kvantitativni analyzy.

Dalsi vyhodou by mohlo byt, ze LA-ICP-MS je schopna méfit nejen zlato v AuNPs, ale také
jiné nejen vzacné, ale 1 prirozené se vyskytujici prvky. To by mohlo umoznit analyzu vétSiho
mnozstvi antigenll v ramci jedné analyzy, pokud by rtzné protilatky byly oznacené odlisSnymi
nanocasticemi obsahujicimi napf. zlato, stéibro, platinu ¢i ostatni vzacné prvky, jako jsou tfeba
lanthanoidy. V ptipadé aplikace této metody na detekci antigenti ve vzorcich, jako jsou celé
buriky a tkang, by metoda umoznila navic analyzovat zaroven ptirozenou i patologickou distri-
buci prvki. To mize byt zajimavé napft. pro studium nadorového mikroprostiedi.
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