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chromatography were used to decontaminate recombinant proteins from bacterial
lipopolysaccharide and to determine which method is the most effective. The efficiency of this
method was measured using various recombinant proteins at several protein concentrations.
Three different assays, two chromogenic and one fluorogenic, were used to measure the
concentration of endotoxins in samples. The most accurate method for measuring the

concentration of endotoxins was determined.
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1. Uvod

Gramnegativni bakterie maji asymetrickou lipidovou dvojvrstvu, vnéj§i membranu, ktera
obepind bunécnou sténu. Vnitini vrstva vnéjsi membrany je slozena zriznych
glycerofosfolipidt na jeji vnitini i vnéjsi strané (Meredith et al., 2006) (Doerrler, 2006). Vng&;jsi
vrstva vnéj$i membrany je asymetricka lipidova dvojvrstva, jejiz vnitini plochu tvofi
fosfolipidy, zatimco vnéjsi plocha je tvofena lipopolysacharidy (Meredith et al., 2006).

Bakterialni lipopolysacharid (LPS) je komplexni glykolipid na bazi glukosaminu,
specificky pro gramnegativni bakterie (Doerrler, 2006). Pro mnoho gramnegativnich bakterii
je LPS esencialni, existuji ale vyjimky jako Neisseria meningitidis, Moraxella catarrhalis a
Acinetobacter baumannii, tyto bakteric mohou rast bez LPS (More¢ et al., 2019). LPS se
obvykle sklada z hydrofobni ¢asti znamé jako lipid A (endotoxin), ktera je kovalentné spojena
s hydrofilni ¢asti, oligosacharidem a specifickym polysacharidem (O-antigen) (Obr. 1) (Raetz
a Whitfield, 2002) (Lopes et al., 2010).
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Obr. 1: Model vnitini a vn&jsi membrany Escherichia coli K-12. Spodni, vnitini membrana
tvofena fosfolipidy je od horni, vné&j$i membrany oddélena periplazmou. LPS se nachazeji
na vngjsi strané vnéj$i membrany, polysacharidy tvofici jadro a O-antigen z jejiho povrchu
vycnivaji. Prevzato z Raetz a Whitfield, 2002.



Kazda bunka E. coli obsahuje pfiblizn¢ 2 miliony molekul LPS (Magalhées a Pessoa,
2010). Molekuly LPS pokryvaji skoro tii ¢tvrtiny celkové plochy povrchu vnéjsich bunék, coz
odpovida ptiblizné 30 % z celkové hmotnosti vnéjsi membrany. LPS je hlavnim antigenem
spojenym s vnéjSi membranou, a proto se podili na Sirokém spektru patologickych a
fyziologickych aktivit spojenych s imunitni odpovédi ¢lovéka. Vrstva LPS je nezbytna jak pro
formu, tak pro funkci vné&j$i membrany gramnegativnich bakterii. LPS je tedy klicovym
hra¢em v patogenezi, ale i kritickym determinantem preziti gramnegativnich bakterii (Raetz a

Whitfield, 2002).

1.1. Struktura a syntéza lipopolysacharidi

Molekula LPS muze byt rozd€lena do tii ¢asti: lipid A, polysacharidy tvofici jadro a O-antigen
(Obr. 2). Lipid A je hydrofobni slozka LPS, ktera se nachazi ve vnéjsi vrstvé vnéjs$i membrany
gramnegativnich bakterii. Polysacharidy tvofici jadro a O-antigeny vyénivaji z povrchu
bakterie. Podrobna struktura LPS se u jednotlivych bakterii maze lisit, coz ovliviiuje virulenci

bakterie (Wang a Quinn, 2010).
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Obr. 2 Struktura LPS u E.coli. Fosfaty jsou zndzornény ¢ervenymi kole¢ky, ethanolamin
lomenymi ¢arami s aminovymi Skupinami a cukry jsou zndzornény pomoci hexagonu.
Monofosfat na lipidu A se vaze na monofosfat lipidu A sousedniho LPS. Pfevzato z Doerrler,
2006.

LPS je uchyceno na svém misté Ve vnéj§i membrané pomoci dvou mechanismi. Prvni
zahrnuje vazbu dvojmocného kationtu na jiné molekuly LPS, pravdépodobné interakci
prostiednictvim monofosfatu termindlni jednotky lipidu A. Druhym mechanismem vazby LPS
je hydrofobni a iontova interakce s jinymi molekulami v membrané (Leive, 1974).

Ptestoze je LPS distribuovano na povrchu buiky, jeho syntéza je zahajena
v cytoplazmé. Proces syntézy LPS v cytoplazmé a jeho export na povrch bakterie byl nejvice
prostudovan u E. coli. Biosyntéza LPS v E. coli je zahajena z molekuly UDP-N-
acetylglukosaminu (UDP-GIcNAc), coz je uridin difosfat N-acetylglukosamin. Nékolik

enzymul postupné preménuje UDP-GICNAC na Kdoz-lipid A, zatimco se na lipidu A postupné
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sestavuji jadrové oligosacharidy za pomoci glykosyltransferdz a nukleotidovych cukrt jako
donorti (Wang a Quinn, 2010).

Jakmile jsou cytoplazmatické kroky biosyntézy kompletni, nove syntetizovany lipid A
s jadrovymi oligosacharidy a O-antigen jsou transportovany pies vnitini membranu (Doerrler,
2006). K transportu lipidu A s jadrovymi oligosacharidy ptes vnitini membranu je zapotiebi
ptitomnosti MsbA proteinu, lipidové flipdzy na vnitini membrané. MSbA ma mezi svymi
dvéma podjednotkami S$térbinu orientovanou smérem k cytoplazmé. Tato Stérbina je
dostate¢n¢ velka, aby mohla pojmout lipid A. Vazba ATP a hydrolyza zptsobi konformacni
zménu, kterd ma za nasledek extrakci lipidii na periplazmaticky povrch vnitini membrany.
Pokud dojde ke ztraté funkce MsbA, lipopolysacharidy a fosfolipidy se akumuluji na vnitini
membrané bakterie (Doerrler a Raetz, 2002) (Wang a Quinn, 2010). Transport O-antigenu
pies vnitini membranu je zprostfedkovan proteiny Wzx (Obr. 3) (Wang a Quinn, 2010).
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Obr. 3 Export LPS a jeho prekurzorti u E.coli. Protein MsbA pfenese oligosacharidové jadro
s lipidem A z vnitini strany na vn&jsi stranu vnitini membrany. O-antigen je pfenesen zvlast
pomoci Wzx transportéru. Poté je polymerizovan proteiny Wzy a Wzz a transportovan na
oligosacharidové jadro s lipidem A pomoci proteinu WaaL.. Proteiny LptA, LptB, LptC, LptF
a LptG piesunou LPS z periplazmy na vnitini plochu vnéj$i membrany a proteiny LptD a LptE
presunou LPS na vngjsi stranu vné&j$i membrany. Prevzato z Wang a Quinn, 2010.

Po transportu lipidu A a O-antigenu pies vnitini membranu nasleduje navazani O-
antigenu na lipid A sjadrovymi oligosacharidy pomoci proteinu Waal, ¢imz vznikne
kompletni molekula LPS. Pfenos LPS ptes periplazmu a peptidoglykan na vnéjsi stranu vnéjsi
membrany je umoznén sedmi esencidlnimi proteiny, LptA az LptG, které utvaieji ptes

3



periplazmu mustek (Mor¢ et al., 2019) (Wang a Quinn, 2010). Pro transport LPS na vné&jsi
membranu je zapotiebi proteini LptD a LptE (Wang a Quinn, 2010).

1.1.1. Minimalni struktura lipopolysacharidi

Minimalni struktura lipopolysacharidu (Re-LPS) potiebna pro rist E. coli nebo jiné
gramnegativni bakterie se sklada z lipidu A a dvou Kdo (kyselina 3-deoxy-D-manno-okt-2-
ulozonova) (Raetz a Whitfield, 2002). Kdo je hlavni slozkou LPS, proto je jedinym
konzervovanym utvarem nachazejicim se v téméf vSech strukturach LPS (Meredith et al.,
2006). U kment divokého typu mohou byt ptitomny jesté dalsi cukry a O-antigen. Ty mohou
bakterii pomahat odolavat antibiotikim, komplementovému systému a dalSim vliviim
vnitfniho prostfedi hostitele (Raetz a Whitfield, 2002). Kmeny, které maji jen minimalni
strukturu LPS (Re-LPS), jsou hypersenzitivni na hydrofobni antibiotika, zatimco kmeny
s kompletnim LPS maji evoluéni vyhodu. Minimalni struktura LPS, pfi které dochazi k rastu
E. coli, je mezi jednotlivymi bakterialnimi druhy zakonzervovana a je pIné¢ aktivni jako

endotoxin (Raetz et al., 1991).

1.1.2. Struktura a syntéza lipidu A

Lipid A, fosfolipid na bazi glukosaminu, tvofi vnéj$i vrstvu vnéjSi membrany vétSiny
gramnegativnich bakterii (Raetz a Whitfield, 2002). Lipid A je spojeny se specifickym
polysacharidem (O-antigen) pomoci oligosacharidového jadra (Meredith et al., 2006). Je
zodpovédny za vétsinu biologické aktivity lipopolysacharidi, napiiklad toxicitu (Lopes et al.,
2010) a jeho struktura je konzervativnéjsi nez jadrové oligosacharidy nebo O-antigeny (Wang
a Quinn, 2010).

Prvnim krokem v syntéze LPS, ke které dochazi na vnitini strané vnitini membrany
bakterii, je syntéza Kdo2-lipid A (Doerrler a Raetz, 2002). Po¢ate¢nim stavebnim blokem této
syntézy je UDP-GICNAc. Draha je zprostfedkovana deviti enzymy (LpxA, LpxB, LpxC,
LpxD, LpxH, LpxK, LpxL, LpxM a KdtA) a probiha v cytoplazmé a na vnitinim povrchu
vnitini membrany. (Wang a Quinn, 2010).

1.1.3. Struktura a syntéza O-antigenu

O-antigeny v LPS vykazuji zna¢nou rozmanitost (Wang a Quinn, 2010), ktera dava vzniku O-
stereotypni specificité napii¢ bakteriemi. Strukturni rozmanitost O-antigenl je zplisobena
slozenim cukru, jejich vazbami a substituci monomert cukry nebo necukernymi zbytky

(Whitfield, 1995). O-antigeny mohou byt homopolymery nebo heteropolymery a spojeni
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jednotek v O-antigenu muze byt linearni i rozvétvené. Jednotky O-antigenu se mohou
navzajem liSit jak typem monomeru, tak i polohou a stereochemii O-glykosidickych vazeb
(Wang a Quinn, 2010).

O-antigen je podobné jako jadrovy oligosacharid syntetizovan na cytoplazmatickém
povrchu vnitini membrany, za pouziti nukleotidovych cukrii jako donort. Jednotlivé
monomery nejsou prenaseny pfimo na rostouci molekulu LPS, ale jsou spojovany pomoci
enzymu glykosyltransferazy na undekapenylfosfatu, nosi¢i vazaném na membranu (Wang a
Quinn, 2010). Po dokonceni syntézy je O-antigen ptemistén do periplazmy, polymerizovan
pomoci Wzy a Wzz a kovalentné se vaze na jiz vytvofené jadro lipidu A na periplazmatické

plose plazmatické membrany (Whitfield, 1995) (Wang a Quinn, 2010).

1.1.4. Struktura a syntéza jadrovych oligosacharidi

Jadrové oligosacharidy se postupné vytvareji na lipidu A na vnitini membrané
gramnegativnich bakterii. Tento proces zahrnuje fadu membranovych glykosyltransferaz za
pouziti nukleotidovych cukrti jako donort. Biosyntéza jadrovych oligosacharidi je rychla a
ucinna, z ¢ehoz vyplyva, ze glykosyltransferazy funguji jako koordinovany komplex. Jadrové
oligosacharidy lze rozdé€lit do dvou strukturné odlisSnych oblasti. Vnitini jadro, které se

v

piipojuje k lipidu A a vnéjsi jadro, které se ptipojuje k repeticim O-antigenu (Wang a Quinn,
2010). Vngjsi jadro je oproti vnitinimu jadru méné konzervované, muze se liSit jak ve sloZeni
sacharidu, tak v glykosidickych vazbach. Vnitini jadro obsahuje u vétSiny gramnegativnich
bakterii alespoii jednu molekulu Kdo (Meredith et al., 2006).

Oligosacharidy s vnitinim jadrem typicky obsahuji zbytky Kdo a L-glycero-D-manno-
heptozy (Hep). Zbytek Kdo je nejkonzervovangjsi slozkou v jadrové oblasti LPS.
Oligosacharidy s vnéjsim jadrem vykazuji vétsi strukturni diverzitu neZz oligosacharidy
S vnitinim jadrem. Struktury jadrovych oligosacharidii se u riznych kment gramnegativnich
ptipojeny k jinym jednotkdm za vzniku vétvi. BéZné cukry tvofici jadrovy oligosacharid jsou

Kdo, Hep, D-glukéza a D-galaktoza (Wang a Quinn, 2010).

1.2 Role lipopolysacharidi v zanétu

Lipid A pisobi jako silny aktivator vrozené imunitni odpovédi u savet prostiednictvim Toll-
like receptord (TLR). Béhem rastu bakterie nebo pii jeji smrti béhem infekce dochazi
k uvolnovani lipidu A, coz zptsobuje nadmérnou aktivaci TLR (Doerrler, 2006). To ma za

nasledek stimulaci monocytti, makrofagti a neutrofili k produkci zanétlivych faktord, jako
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TNF-a (tumor necrosis factor ), interferon y (IFN-y) a interleukiny (IL-6, IL-10, IL-17, IL-
1B, atd). Dochézi ke zvysSeni télesné teploty, chemotaxi leukocytt, aktivaci komplementu a
koagulacniho systému. Dale dochazi ke snizeni krevniho tlaku a v pfipad¢, ze nedojde k 1€cbé,
ke gramnegativnimu septickému Soku (Liu et al., 2019). Diky své zakonzervované stavbé je
vétSina typt molekul lipidu A detekovana vrozenym imunitnim systémem jiz na pikomolarni

urovni receptorem na makrofazich a endoteliarnich bunikach. Tento receptor se oznacuje jako

TLR4 (Doerrler, 2006).

1.2.1 TLR receptory

Imunitni systém je moZné rozdélit na specifickou imunitu a nespecifickou vrozenou imunitu.
K rozpoznani patogenli v hostiteli u vrozené imunity slouzi molekularni receptory, které se
souhrnné nazyvaji Pattern recognition receptory (PRR). Tyto receptory se nachédzeji v séru, na
povrchu bungk, v cytoplazmé a v endozomech. PRR 1ze obecné rozdélit do tii kategorii, a to
receptory NLR (NOD like receptory), RLR (RIG like receptory) a TLR (Toll-like receptory)
(Vidya et al., 2018). Aktivace PRR vede k opsonizaci patogent, cytoskeletalni reorganizaci
vedouci k fagocytoze, sekreci imunitnich mediatorti (prozanétlivé cytokiny) a k aktivaci
adaptivniho imunitniho systému (Lacagnina, Watkins a Grace, 2017).

TLR jsou transmembranové proteiny exprimované na dendritickych bunkach,
makrofazich, NK bunkach, T a B lymfocytech a dalSich neimunitnich bunkach, jako jsou
epitelidlni, endotelialni bunky a fibroblasty (Vidya et al., 2018). TLR rozpoznava ligandy, tzv.
PAMP (pathogen-associated molecular patterns) na infekénich mikroorganismech a
endogenni molekuly. TLR rozeznd ligand, to zpusobi dimerizaci receptoru a indukci
imunitnich mediatorti, prozanétlivych cytokini a chemokinu (Lacagnina, Watkins a Grace,
2017).

1.2.2 Aktivace TLR4

Toll-like receptor 4 je pievazné exprimovan na povrchu krvetvornych bunék, monocytu,
dendritickych bun¢k a makrofagi (Cochet a Peri, 2017). LPS je ligandem pro TLR4
(Lacagnina, Watkins a Grace, 2017). TLR4 detekuje volny LPS uvolnény z bunéné stény
gramnegativnich bakterii ve formé jednotlivych molekul nebo agregatti (Cochet a Peri, 2017).

Protein vazajici LPS (LBP) dopravi LPS na CD14 (cluster of differentiation),
chaperonovy protein dodavajici LPS do komplexu TLR4. Aby mohlo byt LPS rozpoznéno, je
zapotiebi koreceptorového myeloidniho diferenciaéniho faktoru 2 (MD-2) poskytujiciho

hydrofobni jadro, které muze vazat hexaacylovany fetézec lipidu A z LPS (Lacagnina,
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Watkins a Grace, 2017). Pfenos LPS na MD-2 iniciuje primarni odpovéd’ pies MyD88 (gen
myeloidni diferenciaéni primarni odpovédi 88) (Cochet a Peri, 2017). Jeho aktivace vede
k aktivaci NF-xB a IFN regulujici faktor 5 (IRF5), Gstici v transkripci cytokint, chemokint a
dal$ich imunitnich mediatort (Lacagnina, Watkins a Grace, 2017). Vznik hexamerového
komplexu (TLR4/MD-2/LPS)> je prvnim krokem ve spusténi zanétlivého procesu (Cochet a
Peri, 2017).

1.3 Citlivost obratlovcii na LPS

Zanét je Casty patologicky rys vyskytujici se u Casné infekce nebo poranéni. Je soucasti
imunitni odpovédi organismu (Liu et al., 2019). Poté, co je organismus vystaven patogenu
(LPS), dochazi k uvolfiovani prozanétlivych cytokinl aktivovanymi imunitnimi bunkami.
Vystaveni LPS v organismu prechodné¢ zvysi IL-6 a TNF-o a je mozné pozorovat dalsi
piiznaky nemoci, jako jsou zvySeni télesné teploty, unava (Draper et al., 2018).

V normélnim ptipadé¢ se u zdravého Clov€ka pohybuje plazmatickd hodnota
endotoxinu kolem 3 pg/ml. Malé¢ mnoZstvi endotoxinu, uvolnéné do krve, je okamzité
zneSkodnéno fagocytozou neutrofily, monocyty a retikuloendotelidlnimi buitkami. Nezplisobi
tudiz zadné vyznamné poskozeni organu (Liu et al., 2019). Pyrogenni reakce a endotoxinovy
Sok nastavaji u savct pii aplikaci intraven6zni injekce LPS o koncentraci pfiblizn€ 1,00 ng/ml
(Schumann et al., 1990).

Mnozstvi endotoxinu, vyvoldvajici imunitni reakci, neni mezi organismy stejné.
Naptiklad mnozstvi endotoxinu potiebného k vyvolani plazmatické koncentrace I1L-6 ~1000
pg/ml neni u lidi a mysi stejné. U lidi je potieba 2 ng/kg télesné vahy, kdezto u mysi je potieba
500 ng/kg télesné vahy (Copeland et al., 2005).

1.4 Potieba odstranéni LPS
V biotechnologickém primyslu se gramnegativni bakterie, piedevsim E. coli, Siroce pouzivaji
k syntéze produkti rekombinantni DNA, rekombinantnich peptidi a proteind. Takovéto
produkty jsou vzdy kontaminované endotoxiny, které mohou u lidi a zvifat vyvolat nezadouci
uc¢inky. Proto musi byt vénovana takto vyrobenym proteintim zvlastni pozornost a musi byt
snizen obsah endotoxinu na minimum (Magalhées a Pessoa, 2010).

Endotoxiny jsou velice stabilni molekuly, jejich biologicky aktivni ¢ast piezije i
extrémni teploty a pH. Aby bylo v laboratornich podminkach moZzné znicit endotoxiny, musi
byt dosaZeno teplot 180 - 250 °C a kyseliny nebo zasady o koncentraci alesponi 0,1 M. Je tedy

pomérné obtizné odstranit endotoxiny z citlivych latek, naptiklad z proteint (Petsch, 2000).
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Mnozstvi endotoxinli se udavd v endotoxinovych jednotkach (EU), které popisuji
biologickou aktivitu endotoxinu. Maximalni hladina endotoxinu pro intravendézni podéani
farmaceutickych vyrobki je stanovena na 5 EU na kilogram vahy téla za hodinu. Splnéni této
hodnoty je v biologickém vyzkumu a farmaceutickém primyslu pomérné komplikované
(Magalhdes a Pessoa, 2010). Obecné plati, Ze 1 EU odpovida 100 pg endotoxinu (Petsch,
2000).

1.4.1 Metody odstranéni LPS

Metody odstranéni LPS z farmaceutickych vyrobki, naptiklad vakcin, musi spliovat fadu
kritérii. Dilezité je, aby nedochdzelo k nadmérné ztrat€ produktu, dale musi byt metoda
natolik G€inn4, aby byla schopna odstranit velké mnozstvi endotoxinu. Metoda také nesmi do
produktu zanést potencialné toxické latky a pouzité chemikalie nesmi neptiznivé ovlivinovat
antigen (Mapleson a Sizer, 2007).

Ultrafiltrace nebo chromatografie na zaklad¢ velikosti vyZaduje, aby byly mezi
proteinem a endotoxinem velké rozdily ve velikosti a nejsou uc¢inné, pokud je endotoxin silné
vazany na protein (Lopes et al., 2010). Ultrafiltrace se nejlépe hodi pro odstranovani
endotoxinu z vody, roztokii soli a 1éCiv obsahujici jen malé molekuly bez afinity
k endotoxiniim (Schneier et al., 2020).

Dalsi moznou metodou pro odstranéni LPS je extrakce. Tato metoda se vyuziva
k oddéleni LPS od terapeutik na zaklad¢ jejich relativnich rozpustnosti ve dvou nemisitelnych
kapalinach. Hydrofilni molekuly dekontaminovanych terapeutik zlstavaji ve vodné fazi,
zatimco endotoxin v organické fazi (Schneier et al., 2020). Mezi tyto metody patii i
dvoufazova extrakce na bazi detergentu, napt. Triton X-114 (Obr. 4). Triton X-114 je
povrchovée aktivni latka, ktera zptisobuje, ze endotoxin vytvaii micely, které se néasledné pii
teploté 22 °C shlukuji ve fazi bohaté na povrchové aktivni latky. Po tomto shlukovani muize
byt faze s LPS separovana pomoci centrifugace od proteinu. Triton X-114 je vSak jiZ pfi
nizkych koncentracich pro bunky toxicky, je ho proto nutné z roztoku proteinu odstranit
(Teodorowicz et al., 2017).



£ @ . anggD GFRuvyY
© el . @ .
zviteni teploty .,’-,,‘_ LB g Ao :3‘ faze bez
8 @5 ©o¢g \ micel
( r\ Andio - S Angyo
) e —— 4  rozhrani
e o 3T,
e @ T\ 2 P} g
- % e 3 A .‘ L)} N&
“lep o B 2 . : 7 R, 4
P— :. % ~ ——‘i‘-i—f. < GFPuv protein “‘.“."*.-_-\\u-_‘.. .. é faze bohat4 na
- g - N . L T .
o0 oo ® Oy / — .T:A“ ] r.,,. b d A Lo micely
homogenni roztok ~® -LPS dvoufazovy roztok

Obr. 4: Schematicka ilustrace metody dvoufazové extrakce na bazi detergentu TX-114.
Pievzato z Lopes et al., 2010.

Utinnou metodou odstranéni LPS z pozitivng nabitého proteinu je i ionexova
chromatografie, protoZze endotoxiny jsou negativné nabité. Ionexova chromatografie
umoziuje vazbu polutantu, zatimco produkt voln¢ projde adsorbujici latkou (Anspach, 2001).
Pokud jsou vSak mezi proteiny a endotoxiny nebo mezi proteiny a pryskyfici pozorovany silné
iontové interakce, muze dojit ke ztratam proteinu nebo nedostatecné dekontaminaci. Tato
metoda neni vhodna pro dekontaminaci negativné nabitych molekul (Schneier et al., 2020).

Afinitni chromatografie se také vyuziva pro odstranéni LPS, za vyuziti vysoce
specifickych interakci mezi endotoxiny a ligandem navazanym na stacionarni fazi. Tento
ligand by mél vykazovat silnou interakci s endotoxiny a nizkou interakci s dekontaminovanou
latkou (Obr. 5). Ligandy obvykle interaguji s nejvice konzervativni casti molekuly
endotoxinu, lipidem A, prostfednictvim hydrofobnich a elektrostatickych interakci (Schneier
et al., 2020). Mezi béZn¢ vyuzivané ligandy patii napiiklad histamin, histidin, polymyxin B a
imobilizovany e-poly-L-lysin. Podminkou pro afinitni i iontové vyménnou metodu je
koncentrace endotoxinu v roztoku maximalné 1500 EU/ml, v opa¢ném piipad¢ by nemuselo

byt dosazeno akceptovatelné hranice koncentrace endotoxinu, 5 EU/ml (Lopes et al., 2010).
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Obr. 5: Schematicka ilustrace odstranéni endotoxinu na principu afinitni chromatografie.
Pievzato ze Zhang et al., 2014.

V mé praci jsem vyzkousSela tfi metody odstranéni LPS, zalozené na Tritonu X-114,

poly-L-lysinu a polymyxinu B.

1.5 Metody detekce LPS

Mezi zpisoby detekce LPS ve vzorcich se fadi test pyrogenicity na kralicich (RPT- rabbit
pyrogen test), test na amébocytarnim lyzatu z Limulus polyphemus (LAL- Limulus
amoebocyte lysate), rekombinantni faktor C (rFC) a test kravské krve (bWBA- bovine whole
blood assay) (Schneier et al., 2020).

Test pyrogenicity na kralicich je nejstarsi a nejjednodussi detekéni metoda. Vzorek je
injekéné vpraven do kralika a nésledné je métena rektalni teplota krélika za uc¢elem sledovani
rozvoje horecky (Park et al., 2005). Tato metoda je zaloZena na podobnosti hore¢natych stavi
u lidi a kralikd pod vlivem endotoxinll. Limitni koncentrace LPS detekovatelnd pomoci této

metody je 0,5 EU/mI (Schneier et al., 2020).

Principem testu na amébocytarnim lyzatu je koagulac¢ni enzymaticka reakce s lyzatem
Z amebocytll ostrorepa vyvolana endotoxinem (Iwanaga, 2007). Faktor C, prvni ¢lanek
koagula¢ni kaskady, je serinova protedza aktivujici se vazbou endotoxinil. Nasledné dochazi

k aktivaci srazeciho enzymu, ten poté puisobi na koagulogen, ktery se pfeméni na koagulin
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(Abate et al., 2017). Endotoxinem aktivovany enzym koagulaza §tépi chromogenni substrat,
dochazi k uvolnéni p-nitroanilinu (pNA) ze syntetického substratu, ¢imz vznika zluta barva,
ktera je nasledné méfena spektrofotometricky. Zména absorbance je umérna koncentraci
endotoxinu, jedna se o kvantitativni kineticky test (Schneier et al., 2020). Koagulaéni kaskada
mize byt aktivovana také aktivaci faktoru G glukany (Obr. 5), avSak aktivace faktoru C

pomoci LPS je mnohonasobné¢ citlivéjsi (Abate et al., 2017).

Test rekombinantniho faktoru C je endotoxinové specificky, protoze jsou z roztoku
odstranény vSechny dal$i krevni slozky ostrorepa. Aktivovany faktor C reaguje piimo
s fluoroforem (Obr.6) (Piehler et al., 2020). rFC stépi fluorescienovy substrat,
aminomethylkumarin, to vede k tvorbé fluorogenni slou¢eniny a fluorescence se méfi pomoci
excitace/emise pii 380/440 nm v nepfitomnosti a pritomnosti endotoxinti. Tato metoda

vylucuje falesné pozitivni vysledky kvuli aktivaci faktoru G glukany (Schneier et al., 2020).

LAL kaskada rekombinantni faktor C
(rFC)

Obr. 6: Srovnani reakénich kaskad testu na amébocytarnim lyzatu (LAL) a testu
rekombinantniho faktoru C (rFC). Pfevzato z Piehler et al., 2020.

Pro test kravské krve je potfeba odebrat krev z velmi mladych telat a zavést ji do
roztoku s testovanym vzorkem. V reakci na LPS produkuji bilé krvinky v hovézi krvi hormon
prostoglandin E2 (PGE2) v zanétlivé odpovédi podobné jako u lidi. Produkce PGE2 je piimo
umeérna koncentraci endotoxinit ve vzorku. Test je schopny detekovat endotoxiny do

koncentrace 0,25 EU/mI (Schneier et al., 2020).



2. Cile prace

Cile této prace jsou:

1)
2)
3)

4)

Zpracovat reSersi na téma lipopolysacharidy a metody jejich dekontaminace.
Vyhodnotit G¢innost jednotlivych metod dekontaminace lipopolysacharidu.

Zjistit, jaky z pouzitych testi pro méfeni koncentrace endotoXxinu je nejptesnéjsi a
uzivatelsky nejptiveétivejsi.

Zjistit, jak nejucinngjs$i metoda funguje u jednotlivych koncentraci proteinu a jak je

ucinna pfi ¢isténi klistécich rekombinantnich proteint.

12



3. Material a metody

3.1. Pomiicky a chemikalie

V tabulce 1 je uveden seznam pouzitych chemikalii a komer¢nich kitli v této praci.

Tabulka 1: Seznam pouzitych chemikalii.

Nazev

Firma + Kkat. ¢islo

10x PBS
Endotoxin free water
Bovine Serum Albumin
LPS from E.coli 055:B5
Pierce BCA Protein Assay Kit
Triton X-114
Bio-Beads SM-2 Adsorbent
ToxinEraser Endotoxin Removal Kit
Pierce High-Capacity Endotoxin Removal Spin Columns
Pierce LAL Chromogenic Endotoxin Quantitation Kit

ToxinSensor Chromogenic LAL Endotoxin Assay Kit

PyroGene Recombinant Factor C Endotoxin Detection
Assay

Gibco, #70011-036
Biosciences, #170711
Sigma Aldrich, #SLBJ2938V
Sigma Aldrich, #025M4040V
ThermoFisher Scientific, #23227
Sigma Aldrich, #057K0150
BioRad, #152-8920
GenScript, #L.00338
ThermoFisher Scientific, #88274
ThermoFisher Scientific, #88282
GenScript, #L.00350

Lonza, #50-658U

3.2. Metody

V tabulce 2 jsou navzdjem porovnany metody dekontaminace vzorka od LPS, Pierce High-

Capacity Endotoxin Removal Resin (ThermoFisher Scientific) a ToxinEraser Endotoxin

Removal Kit (GenScript), dle idaji udavanych vyrobcem.
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Tabulka 2: Porovnani dvou pouzitych komerc¢nich metod dekontaminace LPS dle udaju
udévanych vyrobcem.

vazebna -y
kapacita : konecna pocet
metoda vyrobce ligand  koncentrace err
[EU/mI pouZiti
o [EU/mI]
pryskyrice]
Pierce High-
Capacity  ThermoFisher , 5,4 555 &-poly-L- <5 min. 5
Endotoxin Scientific lysin
Removal Resin
ToxinEraser olvmixin
Endotoxin GenScript 2000000 P /s <0,1 5

Removal Kit

V tabulce 3 jsou navzajem porovnany metody detekce LPS, Pierce LAL Chromogenic
Endotoxin Quantitation Kit (ThermoFisher Scientific), ToxinSensor Chromogenic LAL
Endotoxin Assay Kit (GenScript) a PyroGene Recombinant Factor C Endotoxin Detection

Assay (Lonza), dle udaji udavanych vyrobcem.

Tabulka 3: Porovnani tfi pouzitych metod detekce LPS dle udaji udavanych vyrobcem.

délka testu limitni
metoda vyrobce princip [min] koncentrace
LPS [EU/mI]
Pierce LAL
Chromogenic ThermoFisher  chromogenni 26 0.1
Endotoxin Scientific test ’
Quantitation Kit
ToxinSensor
Chromogenic LAL . chromogenni
Endotoxin Assay GenScript test 16 0,01
Kit
PyroGene
Recombinant .
Factor C Endotoxin Lonza fluorogenni test 70 0,01
Detection Assay
3.2.1. Ptiprava vzork

Ptipravila jsem si 8 mg/ml roztok proteinu Bovine Serum Albumin (BSA, hovézi albumin)
v 1x PBS. Nejprve jsem si piipravila 1xX PBS nafedénim z 10x koncentrovaného zasobniho

PBS (Gibco). Nasledné jsem navazila 0,160 g BSA a rozpustila ho ve 20 ml 1x PBS. Tim jsem
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ziskala roztok o koncentraci 8§ mg/ml BSA v 1x PBS. Roztok jsem kratce zvortexovala. Do
endotoxin free mikrozkumavky jsem odebrala 2 ml roztoku, jako kontrolni vzorek bez LPS.
Poté jsem piipravila roztok 8 mg/ml BSA v PBS s 5 EU/ml LPS. Spocitala jsem Si, ze roztok
musi obsahovat 0,6 ng/ml LPS, aby mél 5 EU/ml. Zasobni koncentrace LPS byla 5 mg/ml,
piidala jsem tedy 1,2 ul LPS do 10 ml 1x PBS a nasledn¢ jsem piidala 8 pl tohoto roztoku do
8 ml roztoku BSA v 1x PBS. Pfipravila jsem také roztok 8 mg/ml BSA v PBS s 50 EU/mI LPS
tak, ze jsem do 8 ml roztoku BSA v PBS ptidala 80 ul z roztoku LPS v PBS. Dale jsem si
ptipravila roztoky 4 mg/ml BSA v PBS, 2 mg/ml BSA v PBS a 1 mg/ml BSA v PBS. Smichala
jsem 80 mg BSA s 20 ml 1x PBS, ¢imz vznikl roztok se 4 mg/ml BSA v PBS. Z tohoto roztoku
jsem piipravila roztoky o 2 mg/ml a 1 mg/ml BSA v PBS dvojkovou fedici fadou. Do vSech
tii roztokl jsem ptidala 80 pul z pfedem piipraveného roztoku LPS v PBS, tim vSechny tii
roztoky obsahovaly LPS 50 EU/ml. Roztok Sialostatinu L1 a IRS-5 jsem dostala od svého

Skolitele a koncentrace LPS v nich byla neznama.

3.2.2. Féazova separace Tritonem X-114

Pro ptecisténi proteinu od LPS Tritonem X-114 jsem pouzila pfedem piipravené roztoky 8
mg/ml BSA v PBS s 5 EU/mI LPS a 8 mg/ml BSA v PBS s 50 EU/mI a postupovala jsem dle
protokolu od Liu et al (Liu et al., 1997). Nejprve jsem piecistila vzorek o koncentraci LPS 5
EU/ml. Odebrala jsem ze zasobni zkumavky 3 ml vzorku, pfidala jsem k nému 30 pl Tritonu
X-114 tak, aby byla celkova koncentrace Tritonu X-114 v roztoku 1 %. Vzorek jsem dala
inkubovat na 30 minut pfi 8 °C za stalého michani. Poté jsem vzorek vlozila do vodni 14zné o
37 °C na 10 minut. Nasledn¢ jsem vzorek rozd¢lila do dvou endotoxin free mikrozkumavek
(2x 1,5 ml) a centrifugovala pii 25 °C na 20000 rcf 10 minut. V mikrozkumavkach se
vytvorily dvé faze, horni vodni faze s precisSténym proteinem a spodni faze s LPS. Horni fazi
jsem opatrn¢ odpipetovala do zkumavky a spodni fazi jsem vyhodila. Do endotoxin free
mikrozkumavky jsem navazila ptiblizné 0,05g Bio-Beads (Aida a Pabst, 1990) a ptidala 500
ul horni vodni faze. Zbylou vodni fazi jsem podrobila druhému procisténi. Tritonu X-114 jsem
vzdy ptidala 1 % celkového objemu vzorku. Ziskanou vodni fazi jsem podrobila tfetimu
precisténi a stejnym postupem jsem precistila i vzorek 8 mg/ml BSA v PBS s 50 EU/mI LPS.
Celkem byl kazdy vzorek precistén trikrat.

3.2.3. ToxinEraser Endotoxin Removal Kit (GenScript)

Touto metodou jsem piecistila vzorky 8 mg/ml BSA v PBS s5 EU/ml a 50 EU/mI LPS, 1
mg/ml BSA v PBS s 50 EU/mI LPS, 2 mg/ml BSA v PBS s 50 EU/mI LPS, 4 mg/ml BSA

15



v PBS s50 EU/ml LPS, Sialostatin L1 a IRS-5. Postupovala jsem dle navodu z kitu

ToxinEraser Endotoxin Removal Kit od vyrobce GenScript.

Pouzila jsem kolonu o objemu 1,5 ml obsahujici modifikovany polymyxin B. Upravila
jsem pH vzorku pomoci 0,1 M NaOH a 0,1 M HCl na cca 7,5, protoze pH 7-8 je optimalni a
LPS se nejlépe vaze na polymyxin B. Z kolony jsem nechala odtéct jeji obsah a poté do ni
ptidala 5 ml regenera¢niho pufru, ktery jsem z kolony nechala vykapat rychlosti 10 kapek za
minutu (cca 0,25 ml/min). To jsem zopakovala jesté dvakrat. Dilezité bylo pufrem kompletné
omyt 1 stény kolony. Nasledn¢ jsem do kolony piidala 4 ml ekvilibra¢niho pufru a nechala
vykapat rychlosti 20 kapek za minutu (cca 0,5 ml/min). Opét jsem omyla stény kolony a cely
postup jsem opakovala dvakrat. Poté jsem do kolony pfidala procistovany vzorek, nastavila
rychlost pratoku na 10 kapek za minutu a prvnich proteklych 1,5 ml jsem vyhodila. Dale jsem
procistény vzorek zacala sbirat do zkumavky, dokud se cely nedostal do pryskyfice. Do kolony
jsem pridala 1,5 ml ekvilibracniho pufru a sbirala vzorek, dokud se ekvilibracni pufr cely
nedostal do pryskyfice. Nasledné jsem cely proces zopakovala jesté jednou, kazdy vzorek byl

tedy procistény dvakrat.
3.2.4. Pierce High-Capacity Endotoxin Removal Resin

(ThermoFisher Scientific)

Pomoci Pierce High-Capacity EndotoxinRemoval Resin (ThermoFisher Scientific) jsem
dekontaminovala vzorky 8 mg/ml BSA v PBS s5 EU/ml LPS, 8 mg/ml BSA v PBS s 50
EU/ml a Sialostatin L1. Postupovala jsem dle navodu z kitu Pierce High-Capacity Endotoxin

Removal Resin od vyrobce ThermoFisher Scientific.

Upravila jsem pH vzorki pomoci 0,1 M HCI a 0,1 M NaOH na pH cca 7,5. Uvolnila
jsem vicko kolony a oteviela spodni otvor v koloné. Kolonu jsem vlozila do endotoxin free
centrifuga¢ni zkumavky (15 ml) a centrifugovala jsem kolonu 1 minutu na 500 rcf (relative
centrifugation force), aby z kolony jeji obsah vytekl. Filtrat jsem vyhodila. Sundala jsem
z kolony vi¢ko a nasadila zatku na spodni otvor. Do kolony jsem napipetovala 3 ml 0,2 M
NaOH, nasadila jsem vicko a kolonu nékolikrat ptevratila, dokud se pryskyfice v roztoku
nerozpustila. Kolonu jsem nechala ptes noc v pokojové teploté inkubovat. Nasledné jsem
uvolnila vicko a sundala spodni zatku. Vlozila jsem kolonu do endotoxin free centrifugacni
zkumavky a centrifugovala 1 minutu na 500 rcf, aby se z kolony odstranil roztok, ktery jsem
nasledné vyhodila. Sundala jsem vi€ko a nasadila spodni zatku. Ptidala jsem do kolony 3 ml

2M NaCl, nasadila jsem vicko a kolonu n¢kolikrat ptevratila, dokud se pryskyfice v roztoku
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nerozpustila. Vicko jsem uvolnila a sundala spodni zatku, kolonu jsem vlozila do endotoxin
free centrifugacni zkumavky a centrifugovala 1 minutu na 500 rcf, filtrat jsem opét vyhodila.
Sundala jsem vicko a nandala spodni zatku. Do kolony jsem napipetovala 3 ml LAL vody,
kolonu jsem nékolikrat prevratila, dokud se pryskyfice v roztoku nerozpustila. Uvolnila jsem
horni vicko a sundala spodni zatku, kolonu jsem vlozila do endotoxin free centrifugacni
zkumavky a centrifugovala 1 minutu na 500 rcf. Sundala jsem vicko a nandala spodni zatku,
do kolony jsem napipetovala 3 ml PBS/TBS (u vzorkd 8 mg/ml BSA v PBS s5 EU/ml a 8
mg/ml BSA v PBS s 50 EU/ml jsem pouzila 1x PBS, u vzorku Sialostatin L1 jsem pouzila
TBS). Kolonu jsem zamichala, dokud se pryskyfice nerozpustila. Uvolnila jsem vicko a
sundala spodni zatku, kolonu jsem vloZila do endotoxin free centrifugacni zkumavky a
centrifugovala 1 minutu na 500 rcf, filtrat jsem vyhodila. Toto proplachnuti kolony PBS/TBS
jsem opakovala jesté dvakrat. Poté jsem sundala vicko a nandala spodni zatku. Do kolony jsem
pfidala 3 ml prociStovaného vzorku, nandala jsem vicko a kolonu promichala, dokud se
pryskyfice v roztoku nerozpustila. Kolonu jsem inkubovala za stalého michani pti 8 °C 1,75
hodiny. Nasledné jsem odstranila zatku a uvolnila vi¢ko, kolonu jsem vlozila do endotoxin
free centrifuga¢ni zkumavky a centrifugovala 1 minutu na 500 rcf, shromazdila jsem vzorek.

Kazdy vzorek byl procistén jednou.
3.2.5. PyroGene Recombinant Factor C Endotoxin Detection

Assay (Lonza)

Pomoci PyroGene Recombinant Factor C Endotoxin Detection Assay (Lonza) jsem
detekovala obsah LPS ve vzorcich 8 mg/ml BSA v PBS bez LPS, s 5 EU/ml LPS, s 50 EU/ml
LPS a Sialostatin L1. Tyto vzorky byly dekontaminované pomoci TX-114, Pierce High-
Capacity Endotoxin Removal Resin (ThermoFisher Scientific) a ToxinEraser Endotoxin
Removal Kit (GenScript). Dale jsem timto testem méfila vzorky 1 mg/ml BSA v PBS s 50
EU/mI LPS, 2 mg/ml BSA v PBS s 50 EU/mI LPS, 4 mg/ml BSA v PBS s 50 EU/mI LPS a
IRS-5. Tyto vzorky byly dekontaminovany pomoci ToxinEraser Endotoxin Removal Kit
(GenScript). Vzorky jsem méfila v duplikacich. Postupovala jsem dle navodu z kitu PyroGene

Recombinant Factor C Endotoxin Detection Assay od vyrobce Lonza.

Nejprve jsem si pfipravila standardni roztoky o koncentracich LPS 5 EU/ml, 0,5
EU/mI, 0,05 EU/mI a 0,005 EU/mI. Lyofilizovany endotoxin z E. coli 055:B5 jsem roziedila
v 5,2 ml LAL vody, ¢imz jsem ziskala roztok o 20 EU/ml LPS. Roztok jsem vortexovala 5

minut. Roztok o koncentraci LPS 5 EU/ml jsem pfipravila smichdanim 0,25 ml zasobniho

17



roztoku s 20 EU/mI LPS s 0,75 ml LAL vody. Roztok jsem 1 minutu vortexovala. Roztoky o
koncentraci 0,5 EU/ml, 0,05 EU/ml a 0,005 EU/mI LPS jsem pfiipravila desitkovou fedici
fadou. Vzorky jsem vzdy 1 minutu vortexovala. Na desticku s 96 jamkami jsem napipetovala
100 pl kazdého standardniho roztoku, vzorku a kontrolniho vzorku, vSechny v duplikacich.
Desti¢ku jsem inkubovala pii 37 °C 10 minut. Béhem inkubace jsem si pfipravila pracovni
roztok smichanim fluorogenniho substratu, pufru a roztoku s rFC enzymem v pomérech 5:4:1.
Do kazdé jamky jsem napipetovala 100 pul pracovniho roztoku a desticku jsem hodinu
inkubovala pti 37 °C. Nasledné jsem zmeéfila fluorescenci pomoci excitace/emise pii 380/440

nm.

3.2.6. Pierce LAL Chromogenic Endotoxin Quantitation Kit

(ThermoFisher Scientific)

Pomoci Pierce LAL Chromogenic Endotoxin Quantitation Kit (ThermoFisher Scientific) jsem
testovala vzorky Sialostatin L1, 8 mg/ml BSA v PBS bez LPS, 8 mg/ml BSA v PBS s 5 EU/mI
LPS, 8 mg/ml BSA v PBS s 50 EU/mI LPS. Tyto vzorky byly dekontaminované pomoci TX-
114, Pierce High-Capacity Endotoxin Removal Resin (ThermoFisher Scientific) a
ToxinEraser Endotoxin Removal Kit (GenScript). Postupovala jsem dle navodu z kitu Pierce

LAL Chromogenic Endotoxin Quantitation Kit od vyrobce ThermoFisher Scientific.

Nejprve jsem si pripravila zasobni a kalibra¢ni roztoky. Do ampule, obsahujici
lyofilizovany endotoxin E. coli, jsem napipetovala 1 ml LAL vody, roztok jsem vortexovala
15 minut. Tim jsem ziskala zasobni roztok o koncentraci endotoxinu 28 EU/ml. Pfipravila
jsem si kalibra¢ni roztok o 1 EU/ml tak, Ze jsem smichala 50 pl zasobniho roztoku s 1,35 ml
LAL vody, roztok jsem vortexovala 1 minutu. Roztok 0,5 EU/ml LPS jsem ziskala smichanim
250 pul roztoku 1 EU/ml a 250 pl LAL vody. Roztok 0,25 EU/ml LPS jsem ziskala smichanim
250 pl roztoku 1 EU/ml a 750 ul LAL vody. Roztok 0,1 EU/ml LPS jsem ziskala smichanim
100 pl roztoku 1 EU/mI s 900 ul LAL vody. Dale jsem piidala 1,4 ml LAL vody do lahvicky
s lyofilizovanym lyzatem amébocytt ostrorepa Limulus polyphemus. Roztok jsem jemné
promichala, ziskala jsem LAL roztok. Za dalsi jsem si pfipravila chromogenni substrat tak, ze
jsem ptidala 6,5 ml LAL vody do lahvicky obsahujici ~7 mg lyofilizovaného substratu. Ziskala

jsem finalni koncentraci roztoku ~2 mM.

Desti¢ku s 96 jamkami jsem zahtala na 37 °C. Do jamek jsem napipetovala 50 pl
standardnich roztokt a vzorkd. V ¢ase T=0 jsem ptidala do kazdé jamky 50 ul LAL roztoku a

jemnym poklepanim s desti¢kou jsem roztoky promichala. Desticku jsem inkubovala pii 37
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°C 10 minut. V ¢ase T=10 jsem do kazdé jamky piidala 100 pl chromogenniho substratu,
predehiatého na 37 °C. Roztoky jsem opét poklepanim s destickou promichala a desticku jsem
inkubovala pfi 37 °C 6 minut. V ¢ase T=16 jsem do kazdé jamky ptidala 100 pl 25% kyseliny

octové, ¢imz se zastavila reakce. Absorbanci jsem méfila pti 405 nm.

3.2.7. ToxinSensor Chromogenic LAL Endotoxin Assay Kit
(GenScript)

Pomoci ToxinSensor Chromogenic LAL Endotoxin Assay Kit (GenScript) jsem testovala
vzorky Sialostatin L1, 8 mg/ml BSA v PBS bez LPS, 8 mg/ml BSA v PBS s 5 EU/mI LPS, 8
mg/ml BSA v PBS s 50 EU/ml LPS. Tyto vzorky byly dekontaminované pomoci TX-114,
Pierce High-Capacity Endotoxin Removal Resin (ThermoFisher Scientific) a ToxinEraser
Endotoxin Removal Kit (GenScript). Postupovala jsem dle navodu z kitu ToxinSensor

Chromogenic LAL Endotoxin Assay Kit od vyrobce GenScript.

Nejprve jsem si piipravila LAL roztok tak, ze jsem piidala 1,7 ml LAL vody do lahvicky
S lyofilizovanym lyzatem amebocytl. Lahvi¢ku jsem 30 sekund jemné michala. Poté jsem
ptidala 1,7 ml LAL vody do lahvi¢ky s chromogennim substratem, finalni koncentrace roztoku
byla ~2 mM. Do lahvi¢ky s barevnym stabilizatorem ¢. 1 (stop roztok) jsem napipetovala 10
ml pufru S. Do lahvicky s barevnym stabilizatorem ¢. 2 a €. 3 jsem do kazdé ptidala 10 ml
LAL vody. Nasledné jsem si pfipravila endotoxinovy standardni roztok 0 koncentraci
endotoxinu 7,5 EU/ml. Do lahvic¢ky s lyofilizovanym endotoxinem jsem napipetovala 2 ml
LAL vody a lahvicku jsem 15 minut vortexovala. Ptipravila jsem si kalibracni roztok o 1
EU/ml tak, Ze jsem smichala 133 pl roztoku o 7,5 EU/ml s 867 ul LAL vody. Ptipravila jsem
si kalibra¢ni roztok o 0,5 EU/ml tak, ze jsem smichala 700 pl roztoku o 1 EU/ml se 700 pl
LAL vody. Pfipravila jsem si kalibra¢ni roztok o 0,25 EU/ml tak, Zze jsem smichala 350 pl
roztoku o 0,5 EU/ml s 350 pl LAL vody. Nakonec jsem si pfipravila kalibra¢ni roztok o 0,1
EU/ ml tak, ze jsem smichala 280 pl roztoku o 0,25 EU/ml s 350 ul LAL vody. Do endotoxin
free sklenénych ampulek jsem napipetovala 100 pl kalibra¢nich roztokd nebo vzorku, které
predtim byly 30 sekund vortexované. Do kazdé ampulky jsem piidala 100 ul LAL roztoku,
ampulky jsem zavickovala a promichala. Nésledné¢ jsem ampulky inkubovala pii 37 °C 10
minut. Poté jsem ptidala 100 pl chromogenniho substratu do kazdé ampulky. Ampulky jsem
zavickovala, promichala a inkubovala pti 37 °C 6 minut. Dale jsem do ampulek piidala 500
ul barevného stabilizatoru ¢. 1 a krouzivym pohybem promichala. Nasledn¢ jsem ptidala do

kazdé ampule 500 pl barevného stabilizatoru ¢. 2 a promichala. Nakonec jsem do kazdé
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ampulky ptidala 500 pu barevného stabilizatoru €. 3 a krouzivym pohybem jsem je zamichala,
aby nevznikly bubliny. Kazdy roztok jsem piepipetovala na desticku s 96 jamkami a

absorbanci jsem méfila pii 545 nm.

3.2.8. Pierce BCA Protein Assay Kit (ThermoFisher Scientific)

Pierce BCA Protein Assay Kit je test zalozeny na kyselin¢ bicinchoninové (BCA), slouzici
pro kolorimetrickou detekci a kvantifikaci proteinu ve vzorku. Dochézi k redukci Cu?* na Cu*
proteinem v alkalickém médiu a ke kolorimetrické detekci Cu® ¢inidlem obsahujicim BCA.
Vznika fialova barva zptisobena chelaci dvou molekul BCA s jednim méd’nym iontem (Smith

et al., 1985).

Pierce BCA Protein Assay Kit (ThermoFisher Scientific) jsem pouzila pro méfeni
koncentrace proteinu u vSech vzorkt. Postupovala jsem dle navodu z kitu Pierce BCA Protein
Assay Kit od vyrobce ThermoFisher Scientific.Nejprve jsem si piipravila zdsobni a kalibra¢ni
roztoky. Zasobni ampule obsahovala roztok 2 mg/ml BSA. Odebrala jsem 300 pl ze zasobniho
roztoku, ¢imz jsem ziskala kalibra¢ni roztok o koncentraci proteinu 2000 ug/ml (roztok A).
Dale jsem smichala 125 ul 1x PBS s 375 pl zasobniho roztoku, ziskala jsem kalibra¢ni roztok
0 1500 pug/ml (roztok B). Smichala jsem 325 ul 1x PBS a 325 ul zasobniho roztoku, ziskala
jsem kalibra¢ni roztok 0 1000 pg/ml (roztok C). Smichala jsem 175 ul 1x PBS a 175 ul roztoku
B a ziskala jsem kalibra¢ni roztok o 750 pg/ml (roztok D). Smichala jsem 325 ul 1x PBS a
325 ul roztoku C a ziskala jsem kalibra¢ni roztok o 500 pg/ml (roztok E). Smichala jsem

325 ul 1x PBS s 325 pul roztoku E a ziskala jsem kalibra¢ni roztok o 250 pug/ml (roztok F).
Smichala jsem 325 ul 1x PBS a 325 pl roztoku F a ziskala jsem kalibra¢ni roztok o 125 ug/ml
(roztok G). Smichala jsem 400 ul 1x PBS s 100 ul roztoku G a ziskala jsem kalibra¢ni roztok
0 25 pg/ml (roztok H). Odebrala jsem 400 ul 1x PBS (roztok I, kontrolni vzorek). Dale jsem
si pfipravila BCA ¢&inidlo smichanim 50 dil& reagentu A s 1 dilem reagentu B. Cinidlo jsem
zvortexovala. Pfipravila jsem si desticku s 96 jamkami a do kazdé jamky jsme napipetovala
25 pl kazdého kalibraéniho roztoku a vzorku. Do jamek jsem pifidala 200 ul BCA ¢inidla a
desti¢ku jsem jemnym poklepanim promichala. Nasledné jsem desticku inkubovala pii 37 °C
30 minut. Desti¢ku jsem nechala zchladnout na pokojovou teplotu a zméfila jsem absorbanci

pti 562 nm.
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4. Vysledky

Ke zméteni koncentrace LPS ve vzorcich, a tedy zjisténi uinnosti pouzit¢ metody pro
dekontaminaci vzorkil jsem pouzila tfi rizné LAL testy od tiech vyrobct. Nasledné jsem u
vzorkdl métila koncentraci proteinu pred dekontaminaci a po dekontaminaci pomoci Pierce

BCA Protein Assay Kit (ThermoFisher Scientific).

4.1. Pierce LAL Chromogenic Endotoxin Quantitation Kit
(ThermoFisher Scientific)

Kalibracni kiivka zavislosti absorbance pii 405 nm na koncentraci LPS ve vzorcich je

zobrazena na obrazku 7.
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Obr. 7: Kalibra¢ni kiivka Pierce LAL Chromogenic Endotoxin Quantitation Kit, zavislost
absorbance pii 405 nm na koncentraci LPS ve vzorku.

Z rovnice grafu jsem si vypo¢itala rovnici pro vypocet koncentrace LPS ve vzorcich (1),

=_7 1)
0,2116
kde x je vysledna koncentrace LPS [EU/ml] a y je hodnota absorbance po odecteni kontrolniho

X

vzorku.

Data ziskana pomoci Pierce LAL Chromogenic Endotoxin Quantitation Kit

(ThermoFisher Scientific) jsem zpracovala do tabulek, viz tabulka 4, tabulka 5 a tabulka 6.
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Z namétenych absorbanci jsem odecetla kontrolni vzorek a pomoci rovnice 1 jsem vypocitala

koneénou koncentraci LPS ve vzorcich.

4.1.1. Triton X-114

Namétené hodnoty absorbance a vypocitané koncentrace LPS ve vzorcich 8 mg/ml BSA

v PBS s 5 EU/ml a 50 EU/mI LPS jsou zanesené v tabulce 4.

Tabulka 4: Absorbance vzorku 8 mg/ml BSA v PBS s 5 EU/ml a 50 EU/mI LPS pii 405 nm
a vysledné koncentrace LPS ve vzorcich precisténych Tritonem X-114.

vzorek A [405 nm] lggﬁté:zilrf’i [IZLI]/Pn?I]
vzorek

bez LPS 0,431 0,347 1,640

5 EU/mI LPS 2,062 1,978 9,348

50 EU/mI LPS 3,592 3,508 16,578

5 EU/mI LPS, 1. cyklus TX-114 0,184 0,100 0,473
5 EU/mI LPS, 2. cyklus TX-114 0,261 0,177 0,836
5 EU/mI LPS, 3. cyklus TX-114 0,383 0,299 1,413
50 EU/mI LPS, 1. cyklus TX-114 0,269 0,185 0,874
50 EU/mI LPS, 2. cyklus TX-114 0,320 0,236 1,115
50 EU/mI LPS, 3. cyklus TX-114 0,174 0,090 0,425
LAL voda 0,084 0,000 0,000

V tabulce 4 lze vidét, ze predpokladana koncentrace LPS u vzorkd 8 mg/ml BSA
v PBS s5 EU/ml a 50 EU/mI LPS se lisi od skute¢né namétené hodnoty. To je zptisobeno
rozsahem kalibra¢ni ki'ivky, ktera kon¢i koncentraci LPS 1 EU/ml a neni dale linearni, dochazi
tedy ke zkresleni vypoctu. U vzorku 8 mg/ml BSA v PBS s5 EU/mI LPS doslo k nejvétsi

dekontaminaci hned pfi prvnim cyklu a se zvysujicim se cyklem se koncentrace LPS naopak
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zvySovala. U vzorku 8 mg/ml BSA v PBS s 50 EU/mI LPS doslo po prvnim cyklu precisténi

také ke zdanlivému zvyseni koncentrace LPS.

4.1.2. Pierce High-Capacity Endotoxin Removal Resin

(ThermoFisher Scientific)

V tabulce 5 jsou zaneseny hodnoty naméfené absorbance a vypocitané koncentrace LPS ve

vzorcich 8 mg/ml BSA v PBS s 5 EU/ml a 50 EU/mI LPS a Sialostatin L1.

Tabulka 5: Absorbance vzorkt pfi 405 nm a vysledna koncentrace LPS ve vzorcich 8 mg/mi
BSA v PBS s5 EU/ml a 50 EU/mI LPS a Sialostatin L1, ptecisténych Pierce High-Capacity
Endotoxin Removal Resin.

odecteny
vzorek A [405 nm] kontrolni CLPS
[EU/mI]
vzorek
Sialostatin L1 3,362 3,278 15,491
bez LPS 0,431 0,347 1,640
5 EU/mI LPS 2,062 1,978 9,348
50 EU/ml LPS 3,592 3,508 16,578
Sialostatin L1 dekontaminovany 3,142 3,058 14,452
5 EU/ml LPS, dekontaminovany 0,378 0,294 1,389
50 EU/mI LPS, dekontaminovany 0,454 0,370 1,749
LAL voda 0,084 0,000 0,000

Sialostatin L1 se nepodafilo dekontaminovat téméf vibec. Vzorky 8 mg/ml BSA
v PBS s 5 EU/ml a 50 EU/ml LPS byly ptecistény, avSak nepodatilo se dosahnout tak nizkych

hodnot, jako u jinych metod.
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4.1.3. ToxinEraser Endotoxin Removal Kit (GenScript)

Namétené hodnoty absorbance a vypocitané koncentrace LPS ve vzorcich Sialostatin L1, 8
mg/ml BSA v PBS s 5 EU/ml a 50 EU/mI LPS jsou v tabulce 6.
Tabulka 6: Absorbance vzorku pii 405 nm a vysledna koncentrace LPS ve vzorcich Sialostatin

L1, 8 mg/ml BSA v PBS s 5 EU/ml a 50 EU/mI LPS, ptecisténych ToxinEraser Endotoxin
Removal Kit

odecteny

vzorek A [405 nm] kontrolni CLPS
[EU/mI]
vzorek
Sialostatin L1 3,362 3,278 15,491
bez LPS 0,431 0,347 1,640
5 EU/mI LPS 2,062 1,978 9,348
50 EU/mI LPS 3,592 3,508 16,578
5 EU/mI LPS, 1x 0,123 0,039 0,184
dekontaminovany
5 EU/mI LPS, 2x 0,108 0,024 0,113
dekontaminovany
50 EU/ml LPS, 1x 0,109 0,025 0,118
dekontaminovany
50 EU/ml LPS, 2x 0,101 0,017 0,080
dekontaminovany
Stalostatin L1, 1x 0,311 0,227 1,073
dekontaminovany
Stalostatin L1, 2x 0,199 0,115 0,543
dekontaminovany
LAL voda 0,084 0,000 0,000

Z tabulky 6 je patrné, Ze vSechny tfi vzorky se podafilo dekontaminovat a po opakovani

dekontaminace koncentrace LPS ve vzorcich jesté klesla, zejména u Sialostatinu L1.
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4.2. ToxinSensor Chromogenic LAL Endotoxin Assay Kit
(GenScript)

Kalibrac¢ni ktivka (Obr. 8) udava zavislost absorbance pfi 545 nm na koncentraci LPS ve

vzorcich.
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Obr. 8: Kalibraé¢ni kiivka ToxinSensor Chromogenic LAL Endotoxin Assay Kit, zavislost
absorbance pii 545 nm na koncentraci LPS ve vzorku.

Koeficient determinace (R?) mi v tomto testu vysel velice nizky, bylo tedy jasné, Ze
vysledky nebudou pfili$ realné. Proto uvadim jen naméfenou absorbanci u vzorku (Tabulka 7,

Tabulka 8 a Tabulka 9), vypoc¢itané koncentrace LPS by byly zkreslené.

25



4.2.1. Triton X-114

Tabulka 7: Absorbance vzorkt Sialostatin L1, 8 mg/ml BSA v PBS s 5 EU/ml a 50 EU/mI
LPS pii 545 nm. Vzorky piecisténé Tritonem X-114.

vzorek A [545 nm]
Sialostatin L1 0,704
bez LPS 0,203
5 EU/mI LPS 0,950
50 EU/mI LPS 1,478
5 EU/mI LPS, 1. cyklus TX-114 0,084
5 EU/mI LPS, 2. cyklus TX-114 0,139
5 EU/mI LPS, 3. cyklus TX-114 0,220

50 EU/mI LPS, 1. cyklus TX-114 0,178

50 EU/mI LPS, 2. cyklus TX-114 0,172

50 EU/mI LPS, 3. cyklus TX-114 0,115

Sialostatin L1, 1. cyklus TX-114 0,127
Sialostatin L1, 2. cyklus TX-114 0,074
Sialostatin L1, 3. cyklus TX-114 0,089

LAL voda 0,054

Z tabulky 7 je patrné, ze hodnoty absorbance po prvnim cyklu ¢isténi klesly, pti dalsich

cyklech dekontaminace doslo ke kolisani hodnot.

26



4.2.2. Pierce High-Capacity Endotoxin Removal Resin

(ThermoFisher Scientific)

Tabulka 8: Absorbance vzorka Sialostatin L1, 8 mg/ml BSA v PBS s 5 EU/ml a 50 EU/m
LPS pii 545 nm. Vzorky piecisténé pomoci Pierce High-Capacity Endotoxin Removal Resin
(ThermoFisher Scientific).

vzorek A [545 nm]
Sialostatin L1 0,704
bez LPS 0,203
5 EU/mI LPS 0,950
50 EU/ml LPS 1,478
Sialostatin L1 dekontaminovany 1,399
5 EU/ml LPS, dekontaminovany 0,344

50 EU/ml LPS, dekontaminovany 0,370

LAL voda 0,054

Hodnoty absorbance z tabulky 8 ukazuji, ze v ptipadé vzorkid 8 mg/ml BSA v PBS
doslo k poklesu absorbance po dekontaminaci, tedy i ke snizeni koncentrace LPS. U vzorku
Sialostatin L1 doSlo po dekontaminaci ke zvySeni absorbance, tedy k idajnému zvySeni LPS

ve vzorku.
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4.2.3. ToxinEraser Endotoxin Removal Kit (GenScript)

Tabulka 9: Absorbance vzorka Sialostatin L1 a 8 mg/ml BSA v PBS s 5 EU/mI LPS pti 545
nm. Vzorky precisténé pomoci ToxinEraser Endotoxin Removal Kit (GenScript).

vzorek A [545 nm]

Sialostatin L1 0,704

bez LPS 0,203

5 EU/mI LPS 0,950

5 EU/mI ITPS, l>§ 0,076
dekontaminovany

5 EU/mI I__PS, 2>§ 0,079
dekontaminovany

Slalostath L1, 1>§ 0,214
dekontaminovany

Slalostatln L1, 2>§ 0,083
dekontaminovany

LAL voda 0,054

Z tabulky 9 Ize vy¢ist, Ze naméfené hodnoty absorbance se vyznamné 1isi od hodnot
naméfenych pomoci obou predchozich LAL testd. Snizujici se trend absorbance, a tedy i

koncentrace LPS v dekontaminovanych vzorcich, je vSak zachovan.
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4.3. PyroGene Recombinant Factor C Endotoxin Detection Assay

(Lonza)

Kalibraéni ktivka (Obr. 9) udava zavislost fluorescence na koncentraci LPS ve vzorcich.
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Obr. 9: Kalibra¢ni kiivka PyroGene Recombinant Factor C Endotoxin Detection Assay
(Lonza), zavislost fluorescence na koncentraci LPS ve vzorku.

Z rovnice grafu jsem si vypocitala rovnici pro vypocet koncentrace LPS ve vzorcich (2),

Y 2)
6959,6
kde x je vysledna koncentrace LPS [EU/ml] a y je hodnota fluorescence po odecteni

kontrolniho vzorku.
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4.3.1. Triton X-114

Naméiené hodnoty fluorescence a vypocitané koncentrace LPS ve vzorcich ptecisténych

TX-114 jsou zaneseny Vv tabulce 10.

Tabulka 10: Fluorescence vzorkt a vysledna koncentrace proteinu ve vzorcich s 8 mg/ml
BSA v PBS piecisténych pomoci Tritonu X-114.

vzorek RFU [ELIJ_/IjnSI]
bez LPS 589,500 0,085
5 EU/ml 1. cyklus 470,000 0,068
5 EU/ml 2. cyklus 457,500 0,066
5 EU/mI 3. cyklus 457,000 0,066
50 EU/mI 1. cyklus 391,000 0,056
50 EU/mI 2. cyklus 413,500 0,059
50 EU/mI 3. cyklus 370,500 0,053

Z tabulky 10 vyplyva, Zze u vzorki 8 mg/ml BSA v PBS s ptivodni koncentraci LPS 5

EU/ml i 50 EU/ml doslo jiz po prvnim cyklu dekontaminace k vyraznému ptecisténi.

4.3.2. Pierce High-Capacity Endotoxin Removal Resin

(ThermoFisher Scientific)

V tabulce 11 jsou uvedeny namétené hodnoty fluorescence a vypocitané koncentrace LPS ve
vzorcich pieéisténych Pierce High-Capacity Endotoxin Removal Resin (ThermoFisher

Scientific).

30



Tabulka 11: Fluorescence vzorki a vysledna koncentrace proteinu ve vzorcich s 8 mg/ml BSA
v PBS a Sialostatin L1 dekontaminovanych pomoci Pierce High-Capacity Endotoxin Removal
Resin (ThermoFisher Scientific).

c LPS
vzorek RFU [EU/mI]
bez LPS 589,500 0,085

Sialostatin L1 62920,000 90,407

SEU X 425500 0,068
dekontaminované

S0EU, 1x = g44 500 0,116
dekontaminované
Sialostatin L1, 1x 17150,500 2,464

dekontaminované

Z tabulky 11 vyplyva, Ze se vSechny vzorky podafilo procistit. Vzorek Sialostatin L1 ma
po dekontaminaci vys$si koncentraci endotoxinu, nez vzorky 8 mg/ml BSA v PBS s 5 EU/ml
a 50 EU/ml LPS.

4.3.3. ToxinEraser Endotoxin Removal Kit (GenScript)

Hodnoty namétené fluorescence a vypocitané koncentrace LPS u vzorkl precisténych pomoci

ToxinEraser Endotoxin Removal Kit (GenScript) jsou zaneseny do tabulek 12 a 13.
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Tabulka 12: Fluorescence vzorkt a vysledna koncentrace proteinu ve vzorcich s 8 mg/ml BSA
v PBS a Sialostatin L1 dekontaminovanych pomoci ToxinEraser Endotoxin Removal Kit
(GenScript).

c LPS
vzorek RFU [EU/mI]
bez LPS 589,500 0,085
Sialostatin L1 62920,000 90,407
SEUIx 523,000 0,032
dekontaminované
SEU2X 545 000 0,029
dekontaminmované
SOEUIX 949500 0,035
dekontaminované
Slalostatln L1 1x, 201,500 0,042
dekontaminované
Slalostatln L1 2x, 175,000 0,025
dekontaminované

Z tabulky 12 je patrné, ze doSlo k dekontaminaci vzorkli 8 mg/ml BSA v PBS

S pocate¢ni koncentraci LPS 5 EU/ml i 50 EU/ml i k dekontaminaci vzorku Sialostatin L1.
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Tabulka 13: Fluorescence vzorki a vysledna koncentrace proteinu ve vzorcich s 4 mg/ml
BSA v PBS, 2 mg/ml BSA v PBS, 1 mg/ml BSA v PBS a IRS-5.

c LPS
vzorek RFU [EU/mI]
IRS-5 11424,000 16,415
Imgmlix 46 500 0,028
dekontaminované
Lmgmi2x 29 409 0,025
dekontaminované
2mg/mlIx 541 500 0,035
dekontaminované
2mg/ml2x 448 509 0,020
dekontaminované
Amg/ml1x 526 000 0,039
dekontaminované
Amg/ml2x 105 000 0,022
dekontaminované
IRS-51x 1479000 0,213
dekontaminované
IRS52x 190,000 0,027
dekontaminované

Hodnoty z tabulky 13 ukazuji, Ze se podafilo dekontaminovat vzorky 1 mg/ml BSA
v PBS, 2 mg/ml BSA v PBS i 4 mg/ml BSA v PBS, které pfed dekontaminaci obsahovaly 50
EU/mI LPS. Vzorek IRS-5 se také podatilo dekontaminovat. U vSech vzorkt doslo pii druhé

dekontaminaci k dal$imu snizeni koncentrace LPS.

4.4, Mg¢teni proteinu - Pierce BCA Protein Assay Kit (ThermoFisher
Scientific)

Pomoci Pierce BCA Protein Assay Kit (ThermoFisher Scientific) jsem méfila koncentraci

proteinu ve vzorcich pted dekontaminaci a po dekontaminaci. Neznamé i standardni vzorky

jsem meéfila v duplikacich a jako kontrolni vzorek jsem pouzila 1x PBS. Veskeré méfené

vzorky byly 4x zfedény 1x PBS. Na obrazku 10 je vynesen graf zavislosti absorbance pii 562

nm na koncentraci proteinu ve vzorcich.
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Obr. 10: Kalibra¢ni kiivka zavislosti absorbance pfi 562 nm na koncentraci proteinu ve

vzorcich.

Z rovnice grafu jsem si odvodila rovnici pro vypocet koncentrace proteinu (3) ve
vzorcich,
4 ©)

10,0011
kde x je vysledna koncentrace proteinu [ug/ml] a'y je hodnota absorbance po ode¢teni

X

kontrolniho vzorku.
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441, Triton X-114

Naméiené hodnoty absorbance a vypocitané koncentrace proteinu ve vzorcich procisténych

TX-114 jsou zaneseny Vv tabulce 14.

Tabulka 14: Absorbance vzorkt pii 562 nm a vysledna koncentrace proteinu ve vzorcich s 8

mg/ml BSA v PBS.

odeéteny, C protein ¢ protein

vzorek A [562 nm] kontrolni [ng/ml]
vzorek 4x ziedéné [ng/mi]
bez LPS 1,975 1,875 1704,545 6818,182
5 EU/mI LPS 1,593 1,493 1357,273 5429,091
50 EU/mI LPS 2,180 2,080 1890,909 7563,636
5 EU/mI 1. cyklus 2,029 1,929 1753,636 7014,545
5 EU/mI 2. cyklus 2,029 1,929 1753,636 7014,545
5 EU/mI 3. cyklus 2,138 2,038 1852,727 7410,909
50 EU/ml 1. cyklus 1,997 1,897 1724,545 6898,182
50 EU/ml 2. cyklus 1,991 1,891 1719,091 6876,364
50 EU/ml 3. cyklus 2,368 2,268 2061,818 8247,273

kontrolni vzorek 0,100 - - -

Z tabulky 14 je patrné, ze ackoli by pivodni neptecisténé vzorky mély obsahovat 8

mg/ml BSA v PBS, koncentrace proteinu je niz$i. Se zvySujicim se poctem cykli

dekontaminace TX-114 dochazelo také ke zdanlivému zvySovani koncentrace proteinu ve

vzorcich.
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4.4.2. Pierce High-Capacity Endotoxin Removal Resin

(ThermoFisher Scientific)

V tabulce 15 jsou zaneseny hodnoty absorbance pii 562 nm a vypocitané koncentrace proteinu

ve vzorcich procisténych pomoci Pierce High-Capacity Endotoxin Removal

(ThermoFisher Scientific).

Resin

Tabulka 15: Absorbance vzorku pii 562 nm a vysledna koncentrace proteinu ve vzorcich s 8

mg/ml BSA v PBS a Sialostatin L1.

odeéteny, C protein ¢ protein

vzorek A [562 nm] kontrolni [ng/ml]
vzorek 4x ziedéné [ng/mi]
bez LPS 1,975 1,876 1705,000 6820,000
5 EU/mI LPS 1,593 1,493 1357,273 5429,091
50 EU/mI LPS 2,180 2,011 1827,727 7310,909
Sialostatin L1 0,168 0,168 152,273 609,091
5 EU/mI LPS po dekontaminaci 2,167 2,068 1879,545 7518,182
50 EU/mI LPS po dekontaminaci 2,219 2,119 1926,364 7705,455
Sialostatin L1 po dekontaminaci 0,170 0,070 63,636 254,545

kontrolni vzorek 0,100 - - -

Z tabulky 15 lze vy¢ist, ze u vSech vzorki doslo opét ke zdanlivému zvySeni

koncentrace proteinu.

4.4.3. ToxinEraser Endotoxin Removal Kit (GenScript)

Nameétené hodnoty absorbance pfi 562 nm a vypocitané koncentrace proteinu ve vzorcich

dekontaminovanych pomoci ToxinEraser Endotoxin Removal Kit (GenScript) jsou zaneseny

v tabulce 16 a v tabulce 17.
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Tabulka 16: Absorbance vzorkt pii 562 nm a vysledna koncentrace proteinu ve vzorcich s 8

mg/ml BSA v PBS a Sialostatin L1.

odecteny C protein ¢ protein
vzorek A [562 nm] kontrolni [ng/ml] [p /ml]
vzorek 4x ziedéné pe/m

bez LPS 1,975 1,876 1705,000 6820,000

5 EU/mI LPS 1,593 1,493 1357,273 5429,091

50 EU/ml LPS 2,180 2,081 1891,364 7565,455

Sialostatin L1 0,168 0,068 61,818 247,273

5 EU/ml LPS 1x dekontaminované 1,412 1,313 1193,182 4772,727

5 EU/mI LPS 2x dekontaminované 1,001 0,902 819,545 3278,182

50 EU/ml LPS 1x 1,559 1,459 1326364 5305455
dekontaminované

Sialostatin L1, 1x 0,153 0,054 48,636 104,545
dekontaminované

Stalostatin L1, 2x 0,141 0,041 37,273 149,091
dekontaminované

kontrolni vzorek 0,100 - - -

Z tabulky 16 lze vycist, ze v piipadé vzorku s 5 EU/ml dojde po prvni dekontaminaci

k poklesu koncentrace proteinu o 12 % a po druhé dekontaminaci klesne koncentrace proteinu

o dalsich 28 %, celkovy vytéZzek proteinu po dvou dekontaminacich byl 60 %. U vzorku s 50

EU/ml doslo k poklesu koncentrace proteinu po prvni dekontaminaci o 30 %. V piipadé

vzorku Sialostatin L1 doslo po prvni dekontaminaci k poklesu koncentrace proteinu ve vzorku

0 21 % a po druhé dekontaminaci o dalSich 19 %, celkovy vytézek proteinu po dvou

dekontaminacich byl 60 %.

37



Tabulka 17: Absorbance vzorkt pfi 562 nm a vysledna koncentrace proteinu ve vzorcich IRS-
5, 1 mg/ml BSA v PBS s 50 EU/mI LPS, 2 mg/ml BSA v PBS s 50 EU/mI LPS a 4 mg/ml
BSA v PBS s 50 EU/mI LPS.

odecteny C protein ¢ protein
vzorek A [562 nm] kontrolni [ng/ml] [p /ml]
vzorek 4x ziFedéné ne
IRS-5 i i i 1140,000
1 mg/ml BSA v PBS 0,404 0,304 276,364 1105455
2 mg/ml BSA v PBS 0,654 0,554 503,636 2014,545
4 mg/ml BSA v PBS 1,192 1,003 993,182 3972.727
1 mg/ml BSA v PBS, 0,330 0,231 209,545 833,182
1x dekontaminované
1 mg/ml BSA v PBS, 0,268 0,169 153182 612,727
2x dekontaminované
2 mg/ml BSA v PBS, 0,523 0,423 384,545 1538.182
1x dekontaminované
2 mg/ml BSA v PBS, 0,498 0,398 361,818 1447273
2x dekontaminované
4 mg/ml BSA v PBS, 0,034 0,834 758,182 3032,727
1x dekontaminované
4 mg/ml BSA v PBS, 0,701 0,601 546,364 2185,455
2x dekontaminované
IRS-5, 1x dekontaminované 0,319 0,220 199 545 798,182
IRS-5, 2x dekontaminované 0,230 0,131 118,636 474,545

kontrolni vzorek 0,100 - - -

Hodnoty zanesené v tabulce 17 ukazuji, ze u vzorku IRS-5 doslo po prvni
dekontaminaci k poklesu koncentrace proteinu ve vzorku o 30 % a po druhé dekontaminaci o
dalsich 28 %, celkovy vytézek proteinu po dvou dekontaminacich byl 42 %. V piipadé vzorku
1 mg/ml BSA v PBS s 50 EU/mI LPS doslo po prvni dekontaminaci k poklesu koncentrace
proteinu ve vzorku o 24 % a po druhé dekontaminaci o dalSich 28 %, celkovy vytézek proteinu
po dvou dekontaminacich byl 55 %. U vzorku 2 mg/ml BSA v PBS s 50 EU/mI LPS se
koncentrace proteinu po prvni dekontaminaci sniZila o 24 % a po druhé dekontaminaci o dalsi
4 %, celkovy vytézek proteinu po 2 dekontaminacich byl 72 %. U vzorku 4 mg/ml BSA v PBS

s 50 EU/ml LPS doslo ke sniZeni koncentrace proteinu po prvni dekontaminaci o 24 % a po

38



druhé dekontaminaci o dalsich 21 %. Celkovy vytézek proteinu byl 55 %. U vzorku IRS-5
pred dekontaminaci jsem neméfila koncentraci proteinu, jelikoz byla koncentrace proteinu ve

vzorku jiz diive zméfena.

39



5.
5. Diskuze

Bakterialni lipopolysacharid je hlavni slozkou vnéj$i membrany gramnegativnich bakterii a
zarovenn endotoxin, ktery pusobi jako silny aktivator vrozené imunitni odpovédi.
Rekombinantni proteiny produkované gramnegativnimi bakteriemi jsou kontaminované
lipopolysacharidy a kvuli jejich toxicit¢ hraji metody odstranéni lipopolysacharidi
z rekombinantnich  proteintt  dulezitou roli. Existuje nékolik metod odstranéni
lipopolysacharidi, viz 1.4.1 Metody odstranéni LPS. Cilem mé prace bylo porovnat G¢innost
tti vybranych metod dekontaminace rekombinantniho proteinu od bakteridlniho
lipopolysacharidu a nasledn€ porovnat piesnost vysledkt téi vybranych LAL testti pro méteni

koncentrace lipopolysacharidii ve vzorku.

Prvnim krokem bylo vybrat tfi metody dekontaminace rekombinantniho proteinu od
bakterialniho lipopolysacharidu, které jsou proveditelné v podminkach nasi laboratote. Prvni
pouzitou metodou byl Triton X-114. Vyhodou Tritonu X-114 je jeho nizkd cena a moznost
precisténi velkého mnozstvi vzorku, jelikoz se Tritonu X-114 pfiddva jen tolik, aby jeho
celkova koncentrace ve vzorku byla 1 %. Jeho dalsi vyhodou jsou jen malé ztraty proteinu,
mensi jak 5 % (Aida a Pabst, 1990). To v mé praci nebylo mozné potvrdit, jelikoz doslo
k ovlivnéni namétené absorbance zbytkovym Tritonem X-114 ve vzorcich. Teplota inkubace
i koncentrace Tritonu X-114 ve vzorku maji kriticky vliv na jeho dekontaminaci (Teodorowicz
et al., 2017). Teodorowicz pouzil teplotu inkubace 37 °C a 2% koncentraci Tritonu X-114 ve
vzorku s vyslednou 99,9% dekontaminaci po prvnim a jediném cyklu. Teodorowicz dale
uvadi, ze vice cyklu dekontaminace nevedlo k vyssi extrakci LPS (Teodorowicz et al., 2017).
V mé praci jsem Triton X-114 také inkubovala pii 37 °C, ale jeho koncentrace byla pouze 1
% celkové koncentrace ve vzorku. Vysledna dekontaminace vzorku 8 mg/ml BSA v PBS s 5
EU/ml LPS po tiech cyklech dekontaminace byla dle PyroGene Recombinant Factor C
Endotoxin Detection Assay (Lonza) 98,68 %. U vzorku 8 mg/ml BSA v PBS s 50 EU/mI LPS
byla dle PyroGene Recombinant Factor C Endotoxin Detection Assay (Lonza) 99,89 %.
Domnivam se, Ze je u¢inng&jsi pouzit vyssi koncentraci Tritonu X-114 a dekontaminovat pouze
jednou, protoze pti kazdé manipulaci se vzorkem hrozi jeho kontaminace, jako tomu bylo u
mych vzorku, kde k nejvétsi dekontaminaci doslo hned v prvnim cyklu ptecisténi a v dalsich
cyklech uz koncentrace LPS kolisala smérem k vy$§im hodnotam. Velkou nevyhodou této
metody je, ze malé mnozstvi detergentu zustava ve vzorku, a i malé mnozstvi Tritonu X-114
je toxické pro zivé bunky (Aida a Pabst, 1990). Pouziti Bio-Beads SM-2 (BioRad) pro

odstranéni Tritonu X-114 by mélo vést ke snizeni jeho koncentrace ve vzorku az na 0,005 %.

40



Toto mnozstvi jiz neni pro buiky toxické (Teodorowicz et al., 2017). Nicméng pti pouziti Bio-
Beads muze dojit ke ztratam proteinu, ktery je témito kulickami adsorbovan (Aida a Pabst,
1990). Dalsi velkou nevyhodu této metody shledavam v ovliviiovani absorbance Tritonem X-
114, pokud nedojde Kk jeho dostatenému odstranéni ze vzorku. Se zvySujici se koncentraci
Tritonu X-114 ve vzorku dochazi i ke zvySovani absorbance pii 556 nm (Bahram, Khezri a
Khezri, 2013). To se v mé praci potvrdilo, nebot’ podle mych vysledk koncentrace proteinu
ve vzorcich, méfenych pii 562 nm, dochazi svys$sim pocétem cykld dekontaminace
k nesmyslnému narustu koncentrace proteinu ve vzorcich. Pravdépodobné doslo k ovlivnéni
absorbance Tritonem X-114, tudiz se mi nepodatilo vzorky pomoci Bio-Beads dostateéné
ocistit od Tritonu X-114.

Druha pouzita metoda, Pierce High-Capacity Endotoxin Removal Resin
(ThermoFisher Scientific), ma vyhodu ve své jednoduchosti, komer¢ni kit obsahuje vse
potiebné. AvSak pouziti pryskyftice s aktivnimi ligandy je mnohem drazsi nez naptiklad TX-
114. V mé praci se podatilo dekontaminovat vzorky 8 mg/ml BSA v PBS s 5 EU/ml o 98,64
% dle PyroGene Recombinant Factor C Endotoxin Detection Assay (Lonza) a 50 EU/mI LPS
0 99,77 % dle PyroGene Recombinant Factor C Endotoxin Detection Assay (Lonza). Avsak
klistéci Sialostatin L1 se podafilo dle PyroGene Recombinant Factor C Endotoxin Detection
Assay (Lonza) dekontaminovat o 97,27 %. Hietala uvadi, ze samotné pouziti Pierce High-
Capacity Endotoxin Removal Resin (ThermoFisher Scientific) nesnizilo koncentraci
endotoxinu ve vzorku. K vyrazné dekontaminaci doSlo aZ po prvotnim pouziti ionexové
chromatografie (Hietala et al., 2019). Zhang navrhuje pouziti afinitni chromatografie spole¢né
s dekontaminaci pomoci TX-114, protoze kombinace dvou metod odlisSného principu
dekontaminace endotoxinu vede K lepsim vysledkiim. Dale uvadi, ze pouZiti jedné metody,
byt opakovan¢, nemuze vést k dostate¢nému odstranéni LPS (Zhang et al., 2015). V mé praci
se podatilo vzorky uspésné dekontaminovat, avSak kombinace vice metod odliSného principu
by mohla vést k jesté vétsi dekontaminaci, zejména u klistéciho Sialostatinu L1. V mé praci
doslo pfi této metodé¢ ke zdanlivému narGstu koncentrace proteint ve vzorku po
dekontaminaci, pfi¢inu tohoto nartistu se mi vSak nepodaftilo objasnit. Domnivam se, ze doslo

k chybnému zmé&feni absorbance.

Tteti pouzitou metodou byl ToxinEraser Endotoxin Removal Kit (GenScript). Tato
metoda mé vyhodu opét ve své jednoduchosti pouziti. Pomoci jedné kolony 1ze vycistit az pét
vzorkll, vSechny potiebné roztoky jsou poskytnuty vyrobcem a neni zapotfebi zaddného

specialniho laboratorniho vybaveni. Nevyhodou shledavam, stejné jako u Pierce High-
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Capacity Endotoxin Removal Resin (ThermoFisher Scientific), vysokou cenu. Za pouziti této
metody se v mé praci podafilo dekontaminovat vzorek 8 mg/ml BSA v PBS s 5 EU/mI LPS o
99,42 % dle PyroGene Recombinant Factor C Endotoxin Detection Assay (Lonza). VVzorek 8
mg/ml BSA v PBS s50 EU/mI LPS se dle PyroGene Recombinant Factor C Endotoxin
Detection Assay (Lonza) podafilo dekontaminovat o 99,93 % a vzorek Sialostatin L1 se dle
PyroGene Recombinant Factor C Endotoxin Detection Assay (Lonza) podafilo
dekontaminovat 0 99,97 %. Pfi pouziti kolony vyuzivajici polymyxin B jako ligand muze
dochazet k vys§im ztratam proteinu. Na aminokyselinovych skupinach na polymyxinu B
existuji kladné naboje, které mohou pfitahovat zaporné nabité cilové molekuly (Schneier et
al., 2020). V mé praci byla ztrata proteinu po dvou dekontaminacich pomoci ToxinEraser
Endotoxin Removal Kit (GenScript) u vzorku 8 mg/ml BSA vPBS s5 EU/mI LPS i
Sialostatinu L1 40 %, potvrdily se tedy vyssi ztraty produktu pii pouziti polymyxinu B. Dal§im
potencialnim nebezpecim polymyxinu B je jeho neurotoxicina a nefrotoxicita, coz mize byt
problém pro dalsi experimenty, pokud by se polymyxin B uvolnil z kolony (Schneier et al.,
2020).

Z hlediska pouzitelnosti a spolehlivosti dekontaminace shledavam ToxinEraser
Endotoxin Removal Kit (GenScript) jako nejlepsi metodu pro dekontaminaci rekombinantnich
proteini od LPS, za cenu vétsi ztraty produktu. Jelikoz vazba proteinti na polymyxin B je
ovlivnéna pH (Schneier et al., 2020), optimalizaci pH roztoku by bylo mozné tuto ztratu
zmirnit. Pfitom je vSak tieba dbat i na pl proteinu, které nesmi odpovidat pH roztoku, jinak by
doslo k jeho precipitaci. Abych ovéfila spolehlivost této metody i pfi jinych koncentracich
proteint a jinych proteinech, pouzila jsem tuto metodu k dekontaminaci vzorkt o koncentraci
BSA v PBS 1 mg/ml, 2 mg/ml a 4 mg/ml, v§echny vzorky obsahovaly 50 EU/ml LPS, a také
k dekontaminaci IRS-5. V piipadé IRS-5 byl celkovy vytézek proteinu po dvou
dekontaminacich pouhych 42 %, u vzorkii s 1 mg/ml a 4 mg/ml BSA v PBS byl vytézek
proteinu 55 % a u vzorku 2 mg/ml BSA v PBS byl vytézek proteinu 72 %. Vzorky 1 mg/ml,
2 mg/ml a4 mg/ml BSA v PBS se dle PyroGene Recombinant Factor C Endotoxin Detection
Assay (Lonza) podatilo dekontaminovat 0 99,96 %, vzorek IRS-5 se podatilo dekontaminovat
0 99,84 %.

K méteni koncentrace LPS ve vzorcich jsem pouzila tfi rizné LAL testy s cilem zjistit,
s jakym se nejlépe pracuje a jaky je z hlediska vysledkl nejspolehlivé;jsi. Prvnim LAL testem
byl PyroGene Recombinant Factor C Endotoxin Detection Assay (Lonza), jehoz velkou

pfednosti oproti LAL testim na principu amébocytarniho lyzatu je Setrnost k piirodé.
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Populace ostrorept v motich v disledku lovu, ztraté stanovisté a znecisténi klesaji a komercéni
vyuziti ostrorept pro LAL testy jesté zvySuje ohrozeni jejich populace (Abate et al., 2017).
Testy rekombinantniho faktoru C jsou navic endotoxinové specifické a aktivovany faktor C
reaguje ptimo s fluoroforem (Piehler et al., 2020). Je vyloucen vznik fale$sné pozitivnich
vysledka kvuli aktivaci faktoru G betaglukany, jako je tomu u testu na amébocytarnim lyzatu
(Schneier et al., 2020). Dalsim pouzitym testem byl Pierce LAL Chromogenic Endotoxin
Quantitation Kit (ThermoFisher Scientific). Nevyhodou LAL testu pouzivajiciho
amébocytarni lyzat je moZnost aktivace koagulacni kaskddy betaglukany, zplsobujici
zkresleni vysledkli. Necistoty ve vzorcich a teplota ¢i naptiklad pH mohou také ovlivnit
koagula¢ni kaskadu. (Pichler et al., 2020). Vyhodou Pierce LAL Chromogenic Endotoxin
Quantitation Kit (ThermoFisher Scientific) je jeho jednoduchost a rychlost pouziti. Oproti
PyroGene Recombinant Factor C Endotoxin Detection Assay (Lonza), kde se vzorky muse;ji
hodinu inkubovat, 1ze u tohoto testu vysledky odecitat jiz po 16 minutach. Tieti pouzity LAL
test, ToxinSensor Chromogenic LAL Endotoxin Assay Kit (GenScript), je také test pouzivajici
amébocytarni lyzat, stejné jako u predchoziho testu tedy hrozi falesné€ pozitivni vysledky

zpusobené aktivaci faktoru G betaglukany (Schneier et al., 2020). Tento test byl oproti testu

vvvvvv

vvvvvv

jsem vSechny roztoky musela piepipetovat na 96 jamkovou desticku. Koeficient determinace
(R?) mi u kalibraéni kfivky tohoto testu vysel jen 0,7696, proto jsem z naméfené absorbance

nevypocitavala koncentraci LPS, nebot’ by byla zkreslena.

Z hlediska piesnosti vysledki shledavam PyroGene Recombinant Factor C Endotoxin
Detection Assay (Lonza) jako nejlep$i metodu pro méfeni koncentrace LPS ve vzorcich.
Ackoli je tento test Casoveé narocnéjsi, jeho nespornou vyhodou je vylouceni vzniku falesn¢

pozitivnich vysledkt aktivaci faktoru G betaglukany.
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6. Zaver

V této praci se podafilo uréit nejucinnéjsi metodu pro dekontaminace rekombinantnich
proteinii od bakteridlniho lipopolysacharidu ze tfi testovanych metod, proveditelnou
vV podminkach nasi laboratofe. Touto metodou je ToxinEraser Endotoxin Removal Kit od
firmy GenScript. Potvrdila se G¢innost této metody pii dekontaminaci proteini o rizné
koncentraci i pti dekontaminaci riznych proteinti (BSA, Sialostatin L1 a IRS-5), bohuzel za
cenu ztraty precCisStovaného proteinu. Podafilo se také urcit nejlepsi metodu pro méfeni
koncentrace LPS ve vzorcich ze tii testovanych metod, kterou je PyroGene Recombinant

Factor C Endotoxin Detection Assay od firmy Lonza.
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7. Seznam zkratek

ATP — adenosintrifosfat

BCA — kyselina bicinchoninova
BSA — hovézi sérovy albumin
bWBA — bovine whole blood assay
CD - cluster of differentiation

EU — endotoxinovéa jednotka

Hep — L-glycero-D-manno-heptoza
IFN — interferon

IL — interleukin

IRF — interferon regulujici faktor

Kdo — kyselina 3-deoxy-D-manno-okt-2-

ulézonova

LAL - amébocytarni lyzat z Limulus

polyphemus

LAL voda - voda bez endotoxinu,

pouzivana pii méieni LPS
LBP — protein vazajici LPS

LPS — lipopolysacharid

45

MD — myeloidni diferencia¢ni faktor

MyD88 — gen myeloidni diferenciacni

primarni odpovédi 88
NF — nukleéarni faktor
NLR — NOD like receptory

PAMP - pathogen-associated molecular
patterns

PBS — Phosphate Buffered Saline
PGE2 — prostoglandin E2

PRR — Pattern recognition receptory
rcf — relative centrifugation force
rFC — rekombinantni faktor C

RLR — RIG like receptory

RPT — rabbit pyrogen test

TBS — Tris-buffered saline

TLR — Toll-like receptory

TNF — tumor necrosis factor

TX-114 — Triton X-114
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