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ABSTRACT

Saliva is a watery substance produced in the mooftiiiman and most animals. The important
compound of saliva is lactoferrin. It is involvaed binding and transport of metal ions such &5, Fe
Zn**, Mn?" and Cd". Because of these functions it has an antibatterdicancerogenic and anti-
inflammatory activity. The aim of this study was tiesign a method based on isolation of
lactoferrin from human saliva using paramagnetidiglas to prepare bead-based complex with
lactoferrin. This complex was subsequently deteeaiihy SFIA. Our results were correlated with
ELISA using spectrophotometric detection. The limfitdetection for lactoferin was 0.4 pgnl
This method has the potential as a biosensor asalys
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Sliny jsou snisi biologicky vyznamnych glykoprotein proteiri, enzynii, hormorii, minerat,
elektrolyti rozpustnych ve vod. Obsah vody a v ni rozpéatch latek kolisa v zavislosti na
momentalnim fyziologickém stavu organismujé¢pmz tyto procesy jsotiizené vegetativnim
nervovym systémem na zakéagodmirénych a nepodmifmych reflexi (Humphrey a Williamson,
2001). Sliny se podileji na traveni potravyemosu chuti k chiovym poharkm, zvihuji dutinu
ustni, maji antimikrobni, desinfé&ki a ochranné dinky (Amerongen a Veerman, 2002). Jednou
z vyznamnych slozek slin je laktoferin. Tento glgktmvany protein, o molekulové hmotnosti
80 kD je slozeny z 692 aminokyselin (Rey, a kadd9Q) a jeho isoelektricky bod (pl) byl stanoven
na 8 — 8,5 (Levay a Viljoen, 199)onnerdal a lyer, 1995). Struktura laktoferinwgpdadana do
jednoduchého polypeptidovéhetézce strukturovaného do dvou domén (Obr. 1). Ty jpal
schopny véazat ionty kdy negastji Fe*" nebo F&', ale také i ionty Ct, Zn** a Mrf* (Levay

a Viljoen, 1995),(Lonnerdal a lyer, 1995). Vyskythoto proteinu byl zaznamenan gkalika
sekreti sliznic, (v matéském mléce, slzach, krevni plagnslinach, potu spermatti vaginalnim
vytoku) (Levay a Viljoen, 1995). V organismu pinileZitou funkci v nespecifickém imunitnim
systému diky jeho antimikrobni, antifungicidni ati@rulentni aktivig, ktera je podmigna
schopnosti vazat kovové ionty, kter&Sima bakterii vyzaduje pro &vrast (Arslan, a kol., 2009).
ZvySeni hladiny laktoferinu v krvi jetasto spojené se z#livymi procesy probihajicimi

v organismu (Sukharev, a kol., 2009).

Obr. 1: Struktura laktoferinu, kterd je usfm@lana do jednoduchého polypeptidovétedzce
strukturovaného do dvou domén.

Z biologického vzorku Ize laktoferin izolovat dilpodstate odliSnému pl od pl proteinostatni
matrice vzorku pomoci iontévvyménna chromatografie (Recio a Visser, 1999), (Uchida,
a kol., 2003). Dalsi vyuzivané metody pro izola@uaifikaci laktoferinu jsou enzymeéwznatena
imuno-analyza (Hutchens, a kol., 1989), afinitnintbeanova chromatografie (Wolman, a kol.,

2007)¢i nowji pseudoafinitni chromatografie (Ng a Yoshitak€1@). Kvantitativni stanoveni se
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nejcastji provadi imunosepataimi metodami jako je ELISA (enzymeévzna&end sorbent
analyza), (Sato, a kol, 2000),(Shinmoto, a kol.997),(Yoshise, a kol., 2007),
RIA (radioimunoanalyza), (Sykes, a kol., 19@%xer, a kol., 1982%i LSA (luminisce@ne
zaloZzena imunoanalyza) (Maacks, a kol., 1989). fyto metody se limity detekce pohybuji
v rozmezi 10 ng.mi— 0,2 mg.mf. Literatura se v3ak také zimje o stanoveni pomoci vysoko-
Gcinné kapalinové chromatografie s UV detekci s kmitdetekce 4,5 pg.th{Drackova, a kol.,
2009), elektrochemicky s amperometrickou deteKkzhisem detekce 35 nM (Campanella, a kol.,
2009), pomocicipové elektroforézy nebo elektrochemie s modifikama sklegnou uhlikovou
elektrodou (b = 1,3 nM) (Campanella, a kol., 2009).

Biomolekuly, jako je laktoferin Ize izolovat pomoparamagnetickycltastic, které v saiasné
dobs nachazi stale vice vyuziti v imunoanalytickych eodéich. Jejich vyhodou oproti jinym
znakdm pouzivanych v imunoassays je jejich velikostr fredukuje stabilitu, nerozpadaji se,

nedegraduji a jsou odolnédr denaturaci a neutralizaci [17].

V této praci byla vyvinuta metoda pro izolaci piotelaktoferinu z biologického vzorku za vyuziti
protilatkou modifikovanych paramagneticky&astic. Usinnost jednotlivych izolenich kroki byla
sledovana s vyuzitim spektrofotometrickych a etediemickych technik. Po provedeni izolace
byla kon€na koncentrace izolovaného laktoferinu stanovenkrafiuidnim elektrochemickym
zaizenim SFIA [18] jehoz parametry byly také optirmaliany.

MATERIAL A METODIKA

TMB, N&CGQO; NaHCQ, lidsky IgG, NaCl, NgHPO, a NaHPQ, a ostatni chemikalie v ACS
kvalit¢ byly zakoupeny od firmy Sigma Aldrich (USA), poknéni uvedeno jinak. Zasobni roztoky
laktoferinu (1 mg.mtb) byly pripraveny v ACS vod a uchovany ve tinpii -20°C. Polyklonalni
kozi protilatka, monoklonalni mysi protilatka ar&ai — HPR konjugét byl zakoupen z firmy
SantaCruz Biotechnology (USA). Polyklonalni kkék mysi konjugat s alkalickou fosfatazou byl
zakoupen od firmy Dako (@necko). Magnetické mikt@stice Dynabeads Protein G byly
zakoupeny od Invitrogen (Norsko).

Priprava protilatek a jejich imobilizace na paramamhé castice byla provedena dle manualu
vyrobce (Invitrogen, Norsko). Magnetickéstice s proteinem G (DB-G) (25 pl) byly 2x promyty
100 pl PBS pufrem. Kozi protilatka proti laktofarin(10 pg in 100 pL of PBS) byla inkubovana
s magnetickymic¢asticemi 30 minut i laboratorni tepldt na multi-spin centrifuze MSC-3000
(Biosan, Litva). Poté za pomoci magnetu, ktery zeldparamagnetickéastice s navazanym
komplexem, byl odstram supernataniCastice byly opt promyty 100 pl of PBS a zablokovéany
0,1 mg.mt* nespecifickym lidskym IgG 30 min na centrifuze. fromyti paramagnetickyaféstic
byly resuspendovany ve 100 pl PBS s 0,01 % Tweea{2thovany pro pozki pouziti i 4 °C.
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SDS-PAGE byla provedena na Mini Protean Tetra métetické vad (Bio-Rad, USA). Gely
byly ptipraveny z 30 %r(YV) akrylamidového zasobniho roztoku s 1 #8\() bisakrylamidu. Red
analyzou byly vzorky smichany s nerednin pufrem v poreru 2:1 a inkubovanyip 93°C 3 min.
Takto gipravené vzorky byly nadavkovanyimo do gelu. K detekci molekulové hmotnosti vZzork
byl pouzit proteinovy ladder “Precision plus protestandards” (Biorad, USA). Elektroforéza
probihala pi 150 V 1 h pi laboratorni teplat 23 °C (Power Basic, Biorad USA) v tris-glycinovym
puru (0,025 M Trizma-base, 0,19 M glycin and 3,5 8BS, pH = 8,3). Naslednbyly gely
obarveny gibrem dle Krizkova et al. (Krizkova, a kol., 2009).

Pro elektrochemickou detekci HPR bylo pouZzito ntimizované mikrofluidni zédzeni SFIA
(Zitka, a kol., 2011). Systém byl sloZzen z prograatelné nasikové pumpy (Model eVol, SGE
Analytical Science Pty Ltd, Australie), 3 cestnéhpozitniho ventilu (vytvéeny z 6-cestného
ventilu) (Valco, Instruments Co. Inc, USA), ktergrpoci davkovaci kapilary dopravoval vzorek do
elektrochemické fiitokové cely, které byla sloZzena z pracovni skelnidkavé elektrody, platinové
pomocné elektrody a Ag/AgCl 3M KCI referani elektrody (CH Instruments, Inc., USA)
a z prototypu miniaturizovanéo mikropotenciost&@i( PSTAT mini (Metrohm, Svycarsko).

Vzorek o objemu 10 pl byl do systému injektovaroenstickou pipetou (SGE Analytical Science,
Australie). Mezi jednotlivymi analyzami byla eleathemicka cela promyta 200 pl vodnym
roztokem etanolu (75%v), a nasled& 200 pl 100% metanolu a stabilizovana 200 pl ebdkiem
(0,05 M uhlgitanovy pufr pH = 9,6). K analyze byla vyuZzita agkla voltametrie: cyklicky sken od
0 mV do +1000 mV a zfp do 0 mV, rychlost skenu 20 mV/s.

VYSLEDKY A DISKUZE

Priprava komplexu protilatek s paramagnetiky#@sticemi

Zéakladni experimentalni schéma imunoseparace kditof vyuzZivalo magnetickou separaci, kde
byly magnetickécastice modifikovany pomoci sandwich ELISA. Schénmmglexu protilatek

s paramagnetickymitasticemi pro izolaci laktoferinu je ukédzano na akra (Obr. 2). Na
paramagnetick&astice byl navazan protein G, na ktery byla potgamana kozi protilatka.
Nasledr byl do mikrotitré&ni desttky piidan laktoferin, ktery je afinitni ke kozi protit&.

V dal$im kroku byla navazana mysi protilatka. KeikiEmu komplexu byla nakonec navazana
kienova peroxidaza, kterd redukuje TMB. Vysledny pkadtéto reakce byl néasledin
spektrofotometricky analyzovan. Mezi jednotlivymioky byl vznikajici komplex promyvan PBS
aby byly odstraény veskeré nenavazané molekuly.
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Obr. 2: Schéma komplexu paramagnetick&stice-laktoferin-protilatky. Na povrch
paramagnetickychiastic pokrytych proteinem G byly imobilizovany gtipaini kozi protilatky
proti laktoferinu. Po vazblaktoferinu byla pro jeho detekci pouzita monokloh mysi protilatka
proti laktoferinu ve spojeni s krélim konjugatem s HRP.

 Promyvani @Lakioferin A mysi anti LF protilétia

@ Paramagneticka A HRP-zngené kraléf anti mysi protilatka
castice

o Protein G Absorbance «—  TMB (red) )

Y Kozi anti LF Cyklicka voltametrie <5%  TMB (ox)
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SFIA analyza TMB

Pro elektrochemickou analyzu TMB byla pouzita SKlAspdadani jak popisuje Zitka et al (Zitka,
a kol., 2011) Charakterizace konverze 0,92 mM TM&ase od 5 po 60 minutach byla provedena
cyklickou voltametrii. B proloZeni ziskanych votamogran{Obr. 3) jsou vidt redukni piky

v 0,250 V a 0,70 V. Jejich vySka se postuipnizuje, k poklesu dochazi jiz od 5 minuty reakce.
VySka oxid&nich piki v potencialech 0,260 V a 0,280 V se niimvySuje s delSintasem reakce
ato az do 20 min, kdy dochazi k mirnému poklegndu. Je tedyigjmé, Ze reakce je revezibilni
a s delSi dobrou reakce dochazi k poklesu signawidesnich i reduknich piki. Pro analyzu
0,92 uM TMB byla provedena optimalizace akumulaoenpci DPV voltametrie. Z vysledkje
patrné, Zze po 30 sekundach doby akumulace doch&gfaznému navySeni elektrochemického
signalu. S delSindasem akumulace (60 a 90 s) se jiz signal vgrammeni, v 60 s mira klesa
av 90 s je pozorovano épnavySeni. NaSe snaha byla vyvinout senzitivnktedehemickou
detekci TMB, ktera bude zaraveiaso¥ meéré nara@na, proto byla vybrana doba akumulace
30 s. Nasledh byla sestrojena kalibrace redniho signdlu TMB v rozmezi 0,195 ug:in-
100 pg.mf, ktera vykazovala polynomicky trend y = -0,1388x 45,825x + 101,33, R=
0,9951 a RSD = 6,7 % (n = 5). Limit detekce byhstzen (3 S/N) 0,4 pg.mlpro nastk 5 pl.
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Obr. 3: Casova zavislost konverze TMB (0,16 pM)figonosti 30 % kD, ktera je katalyzovana

HRP na TMB.

TMB redukce

Korlace elektrochemické a spektrofotometrické detdidviB

Korelace mezi koncentracemi laktoferinu ve staneetndaktoferinu a lidskych slinach zgagymi
pomoci spektrofotometrické a elektrochemické detektandardu 1 a 3 byla déend metodou
nejmensichctveral s korel@nim koeficientem R = 0.94, coZ ukazuje na velmi dobrou shodu
ziskanych vysledk Srovnani spektrofotometrické a elektrochemickédeki® je vyjateno
néasledujici rovnici: spektrofotometrickd detekcel #394x elektrochemicka detekce — 12,251.
Z téchto vysledk vyplyva dobra korelace mezi &ba metodami detekce na zaldadodnoty
R?= 0,95 (Obr. 4)

Obr. 4: Korelace mezi koncentracemi laktoferinu lgpavanych pomoci spektrofotometrie a SFIA
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ZAVER

V této praci se nam potilp vyvinout immunosensor pro detekci laktoferinuonpoci
mikrofluidniho za&izeni SFIA s amperometrickou detekci pro lactaferkitery byl testovan na
ttech Gznych standardech (Sigma, Biopole a nami izoloviakyoferin z lidskych slin). Tato
metoda vykazuje dobrou korelaci s dosud nejvyuzjgarmetodou pro stanoveni laktoferinu
v nizkych kocentracich — ELISOU.
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