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Vychodisko: Vysetfeni schopnosti vazby komeréné dodanych monoklondlnich protilatek bylo
provedeno nékolika metodami, na rGznych antigennich substratech a pfi rGzném stupni naredéni.
Pouziti rznych substrat( a titra bylo provedeno z divodu nalezeni optimalniho postupu pro jejich
nasledujici vyu?Ziti.

Cil: Cilem bylo ovéreni vazby (funkénosti) nékolika typld monoklonalnich protilatek pro jejich vyuziti
v praxi a nelezeni optimalniho postupu zpracovani (substrat, titr protilatky, fixace, inkubace).

Metodika:

Protilatky, u nichZ jsem provadéla verifikaci:
Anti-PCNA (Purified, Clone PC10, EXBIO Praha a.s.)
Anti-Cytokeratins (Purified, Clone C-11, EXBIO Praha a.s.)
Anti-Cytokeratin 18 (Purified, Clone DC-10, EXBIO Praha a.s.)
Anti-alpha/beta-Tubulin dimer (Purified, Clone TU-10, EXBIO Praha a.s.)
Anti-alpha/beta-Tubulin dimer (Purified, Clone TU-8, EXBIO Praha a.s.)

Pouzité metody:
a. Ovérovani protilatek metodou imunofluorescence, rozdilné postupy inkubace a fixace
substratd (HEp-2, ASMA, PHA stimulované lymfocyty), stanoveni optimalniho titru protilatek.
Vyuzité titry protilatek: 1:50, 1:100, 1:200, 1:400
1:6, 1:12, 1:24, 1:48 — upravené pro anti-PCNA protilatku
1:100 — pro PHA stimulované lidské lymfocyty

Pouzité zpUsoby inkubace bunék:

1. 15minv 10 % FBS v PBS (inhibice ostatnich antigennich epitopt)

2. Bez predchozi inhibice v 10 % FBS v PBS

3. 12 minutv 4,2 % paraformaldehydu

4. 12 minutv 0,1 % tritonu

b. Ovérovani vazby anti-PCNA protilatek pomoci pritokové cytometrie (pouZity materidl byla
suspenze lidskych stimulovanych lymfocyt()

c. Ovérovani vazby anti-PCNA protilatek metodou imunoblotting

Vysledky: Jediny pozitivni vysledek ziskany pro ovéfeni anti-PCNA protildtek metodou
imunofluorescence byl pfi titru 1:6 (substrat HEp-2 buriky, inkubace v 4,2 % paraformaldehydu) a 1:100
(substrat PHA stimulované lymfocyty). Titr anti-PCNA protilatek 1:50 aZz 1:400, s rznymi zpUsoby
inkubace (zminéné vySe) HEp-2 bunék — vidy negativni vysledek. Detekce anti-PCNA protilatek
metodou pritokové cytometrie a imunoblottingu prinesla pozitivni vysledky.

Protilatky anti-cytokeratins a anti-cytokeratin 18 vykazovaly vZdy pozitivitu, rozsah titru 1:50 az 1:400
(substrat HEp-2 a ASMA buriky), metoda IF.

U ovérovani anti-alfa/beta tubulin dimer protildtek jsem se nedocilila Zadnych pozitivnich vysledka,
rozsah titru 1:50 aZ 1:400 (substrat HEp-2 a ASMA burnky), metoda IF.
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Zavér: Zavérem mé prace jsou nasledujici poznatky:

Prikaz vazby anti-PCNA protilatek (Purified, Clone PC10) metodou imonofluorescence vysel
pozitivni pouze pfi titru 1:6, v praxi nepouzitelné

Anti-PCNA (Purified, Clone PC10) protilatka je schopna vazby na PHA stimulovanych
lymfocytech pfi titru 1:100

Protilatky proti cytokeratinim (Purified, Clone C-11) a cytokeratinim 18 (Purified, Clone DC-
10) jsou funkéni, vyuZzitelné v praxi

Protilatky anti-alfa/beta tubulin dimer (Purified, Clone TU-8) nevykazuji schopnost vazby, jsou
nefunkéni

Anti-PCNA protilatky (Purified, Clone PC10) Ize aplikovat pro méreni na pritokovém cytometru
a metodu imunoblotu pro detekci PCNA v bunécnych suspenzich
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