Utveckling och karakterisering av antikroppar for mikromatris-baserade

applikationer

Vetenskapen har gjort att vi kan idag kan kdnna igen ett sjukdomstillstind, eller folja ett
sjukdomsforlopp genom att titta pad dess biologiska fingeravtryck. For att man ska kunna upptdcka och
tolka ett sadant fingeravtryck behover man ett hogteknologiskt redskap; microarray.

Ett biologiskt fingeravtryck utgors av en
uppséttning dmnen, eller biomarkorer, som
1 olika kombinationer och koncentrationer
blir specifika for ett hilsotillstand. Detta
kan tala om for ldkare att en patient lider
av exempelvis en infektion eller en
sjukdom. Med teknologins hjilp vill man
fanga upp biomarkorerna en och en fran ett
prov, och kunna sdga att “dessa
biomarkorer finns, och sd hdr méanga é&r
de”. En biomarkor kan ocksa kallas
antigen, och det kan kénnas igen av en
antikropp. Genom genteknik kan man
utveckla antikroppar till att kénna igen
specifika antigen.

Med en teknik som kallas protein-
microarray har man kunnat utnyttja
antikropparnas igenkdnningsformaga.
Antikropparna fésts pa en yta och man
applicerar ett prov frdn en patient. Ifall
antikropparna finner sina antigen fangas
dessa in och bildar ett komplex. Om
antigenen ar markerade med
fluorescerande dmnen kan man se vilka
antigen och antikroppar som funnit
varandra, och man far ett slags
fingeravtryck. Ett problem med microarray
ar att antikropparna kan hamna lite hur
som helst pa ytan ddr man fister dem.
Detta betyder att de kanske inte alls har
mojlighet att fdnga upp sina antigen, eller
pa annat sitt fungerar simre. Om man
kunde finna ett sdtt att immobilisera
antikropparna i rétt position varje gang
skulle detta innebédra att microarray-
tekniken blev bade kinsligare och
palitligare.

Det hir projektet byggde pa en studie ddr
man lyckats fordndra antikroppar till att
bdra den konstgjorda aminosyran p-
benzoyl-L-phenylalanine (pBpa). pBpa har
formagan att skapa kemiska bindningar

med andra dmnen om man lyser pa den
med en viss sorts ljus. Man lyckades
koppla en del av antikroppen till en donut-
liknande  kolhydrat som heter f3-
cyclodextrin (8-CD), didr B-CD fungerade
som ett slags ankare. Detta kunde halla
antikroppen i ritt position pa ytan, och
friligga den antigenkopplande delen.
Tekniken kallas dock ’n’ flash.

Syftet med detta projekt var att undersoka
mojligheten att fora in pBpa i manga fler
antikroppar, och se hur vél de fungerade 1
microarray efter dock 'n’ flash. DNA som
kodar for antikropparna muterades i labbet.
DNA:t fordes sedan in i E. coli-bakterier
som skulle producera antikropparna med
pBpa. Mutationen var mgjlig att
genomfora. Att fora in det nya DNA:t i
bakterierna var desto svéarare. Under
arbetets gang gjordes manga forsok att
Overtyga de motstridviga bakterierna, som i
slutindan dnda Overvanns, och som en
bonus tillkom manga nya erfarenheter.
Slutligen gjordes en prov-produktion av de
muterade antikropparna, som tyvérr inte
gav mycket resultat.

Trots de motgangar som projektet fick
genomga har det bidragit med en del
viktiga ldrdomar. Forhoppningsvis leder
detta 1 sinom tid till hogpresterande
antikroppar som 1 dock ’'n’ flash och
microarray kan underldtta att finna
biomarkorer. Detta kan ddrmed hjilpa
lakare 1 sitt arbete for patienterna.
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Snabblexikon

Antikropp = protein som kinner igen och binder antigen

Antigen = dmne som kénns igen av antikroppar
Fluorescerande = aterutsinder ljus

Microarray = analysteknik som kan upptéicka manga
antikropp-antigenkomplex samtidigt

Aminosyra = proteinbyggsten



