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Uvod

Tato bakalatfska prace na téma ,,Studium potencialniho markeru rakoviny prostaty pomoci
povrchem zesilené Magneticky Ramanovy spektroskopie® je zamétfena na vyvoj spolehlivé
analytické metody ke stanoveni PSMA (prostaticky specificky membranovy antigen) pomoci
povrchem zesilené Ramanovy spektroskopie v lidské krvi.

Ve spektroskopickych metodach, jejichz podstatou je absorpce nebo emise energie ve
formé elektromagnetického zateni, je rozhodujici poznatek, ze kazdému stavu Castice, ktery je
popsén vlnovou funkci, charakterizujici jeho vlastnosti, odpovid4d urcitd hodnota energie.
Spektroskopické metody lze rozdé€lit do dvou hlavnich skupin. Prvni skupinu tvofi interakce,
pfi nichz dochdzi k vymeéné energie mezi zkoumanou latkou a zafenim. V druhém ptipadé latka
pouze uréitym zpusobem ovliviiuje vlastnosti prochdzejiciho zatreni, aniz by dochazelo k
vymeéné energie.

Ramanova spektroskopie je analyticka metoda zndma jiz z tficatych let minulého stoleti.
Jedna se o metodu vhodnou pro identifikaci latek, pfi ur€ovani jejich slozeni a struktury.
Velkého rozmachu se ale dockala az s vyvojem modernich technologii. K modernim metodam
Ramanovy spektroskopie patfi 1 vyuziti nanocastic. Povrchem zesilend Ramanova
spektroskopie si ziskala povést vhodného néstroje pro biochemické a biofyzikalni védy.
Piednosti této metody je velkéd citlivost pro strukturdlni zmény molekuly. Dovoluje také
pracovat s velmi malymi objemy a koncentracemi zkoumané latky, coz umoznuje ptibliZeni se
fyziologickym koncentracim. Jako spektroskopickd nedestruktivni technika ma fadu vyhod
a mlZe byt pouZita za podminek vyhovujicim i Zivym organismim.

Rakovina prostaty je velmi zavaznou a u muzli velmi ¢astou formou nddorovych
onemocnéni. Karcinom prostaty je z pocatku asymptomaticky, vyrazné klinické projevy jsou
az znamkou pokrocilejSiho stddia. DneSni nejcastéji pouzivané diagnostické metody nemusi
tuto diagnozu zcela jasné potvrdit. Pfikladem je stanoveni hodnoty ukazatele aktivity prostaty,
neboli prostaticky specificky antigen (PSA). Koncentrace tohoto antigenu miZze byt pro
jednoho pacienta vypovidajici o vysSim riziku vzniku karcinomu, zatimco u druhého miize
stejnd koncentrace nalezet jiz rozvinuté nemoci. Hladina PSA nariista v pribéhu Zivota, ovSem
sama o sobé nemusi nutné souviset s rakovinou. Pfi¢inou zvySeni PSA mize byt benigni

hyperplazie prostaty, zanét prostaty nebo dokonce stav po masdzi prostaty. Potvrzeni nebo



vylouceni nadoru prostaty 1ze spolehlivé uskutecnit pomoci jeji biopsie, kterd s sebou nese sva
nezanedbatelna rizika. S ohledem na rostouci pocty nové vzniklych onemocnéni a prodluzovani
délky zivota, se stava adekvatni diagnostika a terapie tohoto onemocnéni zasadni
socioekonomickou a zdravotnickou prioritou.

K nalezeni spolehlivé neinvazivni metody se vyviji velké usili, k ¢emuz mize praveé
ptispét vyuziti MA-SERS. Pomoci Ramanova zesileni 1ze doséhnout vyrazného znésobeni
signalu biomarkerii adsorbovanych na povrsich nanoc¢astic kovi, nejCasteji vsak stiibra, zlata
nebo médi. Diagnostické biomarkery jsou biologické molekuly, jako naptiklad proteiny,
peptidy nebo nukleové kyseliny, které se nachdzeji v tkanich, krvi a jinych télesnych tekutinach
[1], a u kterych mize zména jejich koncentrace signalizovat zvySené riziko sledovaného
onemocnéni. Ukolem prace je ziskat co nejsilngjsi signal pfi interakci elektromagnetického
vinéni s molekulami prostatického specifického membranového antigenu, které se musi

vhodnou metodou selektivné ukotvit na nanostrukturni motivy kovového povrchu.



1 Teoreticka cast

1.1 Optické metody pro studium biologickych markerti

Typické postupy slouzici pro analyzu a detekci biologickych markert se odviji pravé od metod
spektroskopickych, mezi jejichz aplikacemi je urcita analogie. Avsak k dispozici nejsou pouze
metody spektroskopické, nybrz 1 separacni, jako naptiklad chromatografické ¢i
elektromigracni. Nevyhodou je vSak pozadavek na vysokou Cistotu vzorku. Klicovou metodou
je v tomto piipadé¢ MA-SERS. Tato spektroskopickd metoda je zvolena diky svym jedinecnym
vlastnostem a nekomplikovanym pozadavkim. Neni zde napiiklad kladen tak vysoky narok na
pfipravu vzorku. V této praci se vychdzi ze vzorku lidské krve a diky specialni Gpravé
magnetickych ¢éstic se pozadovany protein vyselektuje bez vét§i pomoci sam. AvSak
k teoretickému zékladu, realizaci a charakterizaci vysledki je zde potiebnd nejen MA-SERS,
ale také UV-Vis nebo i infra¢ervend spektroskopie.

Obecné lze spektroskopické metody zatadit do kategorie oborti, které se zabyvaji
studiem interakci latek s elektromagnetickym zafenim. Jednim z hlavnich zdroji pro ¢ast 1.1
jsou skripta vydana na této Skole, s nazvem Spektralni metody studia chemickych latek. V této
publikaci jsou spektroskopické metody dale ¢lenény na tfi podkategorie. Na metody odvijejici
se od vlnovych délek, od studovanych latek a posledni skupinou jsou metody rozdélené na bazi
charakteru spekter.

Svétlo je zpravidla pohlcovano nebo emitovano, tyto zakladni schopnosti interakce jsou
vychozi pro dal$i zkoumani a odhalovani struktur latek. Podminkou pohlceni svétla latkou je
pfitomnost minimalné¢ dvou hladin, a to E; — zdkladniho energetického stavu a E» —
excitovaného energetického stavu. Pro jev absorpce je taktéz dilezita i podminka, za které
nesmi byt hodnota tranzitniho nulova. Zda nastane stav s nulovou nebo nenulovou hodnotou

tranzitniho stavu, je otazkou vybérovych pravidel.![2]

1.1.1 UV-Vis spektroskopie

UV-Vis? spektroskopie je velmi Siroce uzivanou analytickou metodou umoziujici studium

optickych vlastnosti neznamych latek a stanovovani koncentraci latek znamych. V jedné studii

I']. Anlibovolné 2. Al = +1 3. Amg = 04. Am = 0; +1
2 zkr. z angl. ultraviolet-visible



se dokonce uvadi jeji vyuziti pro objasnéni procesu, kdy se nanomateridl navazuje na protein.
Na nanocastice zlata se navézal sérovy albumin, coz bylo monitorovano UV-Vis spektrem
a ziskané spektrum bylo nasledné analyzovano pokroCilym chemometrickym algoritmem
multivariantniho rozliSeni kiivek, oznaCovaného jako MCR-ALS. [3]

Velic¢inami, bez kterych se tato analyticka metoda UV-Vis spektroskopie neobejde, jsou
transmitance T a absorbance A. Transmitance je veliCina, ktera je vysledkem podilu intenzity
zaieni, které vzorkem proslo a které¢ do n¢j vstoupilo. Absorbance je naopak definovana jako
zaporny dekadicky logaritmus transmitance nebo také pomoci Lambert-Beerova zakona

A =c-e-1, kde € je molarni absorpéni koeficient [mol™1-1-cm™1], ¢ je koncentrace
[mol - 171] a [ je tloustka métené vrstvy [cm].

Podstata UV-Vis spociva v absorpci elektromagnetického zafeni v rozmezi 200 az
800 nm molekulami vzorku. Pti pohlceni tohoto zafeni se valencni elektrony, jako soucast
molekulovych orbitalii, excituji. Jejich absorpéni molekulova spektra se v podstaté shoduji
s elektronovymi. V diisledku ptitomnosti vibracnich a rotacnich podhladin mizeme tato spektra
pozorovat jako spojita.

Ultrafialové (UV) zéteni v rozpéti 100 — 400 nm se podle svych vinovych délek dale
rozd€luje na dvé vétve, blizké ultrafialové zateni (200 — 400 nm) a daleké ultrafialové zateni
(100 - 200 nm). Zafeni v rozmezi vlnovych délek od 315 do 400 nm je nazyvano UVA a na
Zemi ho dopada 95 % celkového UV zafeni. Existuje jést¢ nekolik zastupch UV zafeni, za
zminku stoji naptiklad UVB a UVC, kter¢ jsou prokazatelnymi karcinogeny.[4] [3]UV zéfeni
vychédzi z téles zahtatych na velmi vysokou teplotu jako hvézdy, rtutové vybojky nebo
elektricky oblouk.

Viditelné svétlo je elektromagnetické zafeni o vinové délce 390 — 760 nm. Pochdzi ze
dvou =zakladnich zdroji, pfirozeného (hvézdy) a umélého (zarovka, laser). Je bud
polychromatické nebo monochromatické. Ukéazkou polychromatického svétla je svétlo bile,
které obsahuje vice vinovych délek zatreni, zatimco monochromatické obsahuje pouze jednu.

Ptistrojem pro méfeni UV-Vis spekter je spektrometr. Je sestavovan jako jedno nebo
dvou paprskovy. Zakladnimi ¢astmi jsou zdroj svétla, monochromator (vstupni Stérbina —
disperzni hranol — vystupni Stérbina), méfici prostor a detektor. Zdrojem viditelného svétla byva
nejcastéji wolframové vldkno, halogenova ¢i kryptonova lampa (300 — 2500 nm) a pro UV
oblast to byvaji deuteriové vybojky (190 —400 nm). Polychromatické zareni jde nejprve

na vstupni Stérbinu pies monochromator (optickd mftizka) az na vystupni Stérbinu. Jiz
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monochromatické zateni prochdzi kyvetou (kfemenné a obycejné sklo, plast) se vzorkem
a nakonec se detekuje pomoci fotonasobite, fotodiody nebo CCD 3 detektorem. Takto
analyzovany vzorek lze nasledné vyjadfit jako graf zavislosti absorbance na vinové délce.

Vyhodnoceni spekter probihd pomoci metody linearni regrese z kalibra¢ni piimky. [2]

1.1.2 Infracervena spektroskopie

Infracervend spektroskopie je analytickd nedestruktivni technika, kdy se kvalitativné
1 specificky stanovuje struktura organickych a anorganickych latek. Zkouma se pohlceni
infraerveného zafeni analyzovanym materidlem. Infracervené zatfeni je charakteristické
vlnovymi délkami 0.78 — 1000 mm, v pepocétu na vinocet 12800 — 10 cm™'. Zminé&né rozpéti je
déle ¢lenéno na oblast blizkou (13000 — 4000 cm™), stiedni (4000 — 200 cm™) a vzdalenou
(200 — 10 cm™). Nejvic vyuZzivanou oblasti je stfedni.

Hlavni podminkou infracervené spektroskopie je zména dipélového momentu. Zasadou
metody je absorpce infraerveného zateni pii prichodu vzorkem, kdy v disledku zmény
dipolového momentu dochézi k modifikacim rota¢né¢ vibra¢nich energetickych stavii molekuly.
Absorbovana energie totiz neni dostate¢na k excitaci elektronti, proto se zvysi pouze energie
vibra¢ni a rotacni. [2]

Vibrace u dvouatomovych molekul (pfi zjednoduseni, kdy molekula nemiiZze rotovat

a pfechazi tedy mezi vibracnimi hladinami) lze prezentovat harmonickym oscilatorem. Tento

1

1.4 Ovsem se do této rovnice zavadi, z divodu
2T m

pohyb ma pfirozenou frekvenci [Hz] v, =

dvouatomové molekuly, také redukovana hmotnost p [kg]. Zavedenim redukované hmotnosti

2

my-m « s 1 v vixr P
molekuly p = ——= | se frekvence zméni tvar na v,, = — L Pro presnéjsi vyjadieni
mi+m, ’ m 2mAl u

chovani Castic je tieba prejit do kvantové mechaniky, jelikoZ energie vibracniho pohybu je

kvantovéna E = (v + %) % \/5 5, z ¢ehoz vyplyva vztah E = (v + %) “h* vy, .8 Frekvence

pohlceného zéfeni je vzdy rovna frekvenci vibrace molekuly, absorpci energie dojde pouze ke

zvétSeni amplitudy vibrace. Vibraéni frekvence neni ovSem harmonicka, protoze energie stoupa

3 zkr. z angl. Charge couple device

* f— frekvence [Hz]; m — hmotnost [kg], m — konstanta s hodnotou 3,14
3 v —vibracni kvantové cislo, miize nabyvat hodnot 0,1,2, ...

% h — Planckova konstanta, hodnota 6,626070-107% J-s

11



jen do doby, dokud nedojde k disociaci vazby a navic zde dochazi ke komplikovangj$im

vibracim pfii rostoucim poctu atoma v molekule. [5] [6] [7]

@ ® AN
valen¢ni valen¢ni deformaéni
symetricka antisymetricka nizkova

Obrazek 1. Typy molekulovych vibraci; valencni symetrickd a asymetricka, deformacni mizkova [8]

Vibraci molekuly lze chapat jako opakujici se zménu vzdalenosti mezi jadry a atomy. Molekula
se také ale miize pohybovat ve sméru os x, y, z, tedy translacné, a navic mize i rotovat. Tento

jev vystihuje stupen volnosti, kdy pro » atomovou molekulu v§eobecné plati 3x stupiii volnosti.

Obrazek 2. Pohyb castic v prostoru, jeden atom (vykonavad pouze translacni pohyb ve sméru os x, y, z);
linearni dvouatomova molekula (3n-5—6-5—1 stupen volnosti); lomena triatomova molekula (3n-

6—9-6—3 stupné volnosti)[7]

Zakladni vybérové pravidlo tika, ze elektromagnetické zafeni je pohlceno v disledku interakce
s oscilujicim dipélem. Pokud se zméni dip6lovy moment, vzroste i intenzita vibrace. Kromé
vibraci, zde vSak existuji 1 rotace, nejsou ovSem piili§ vyrazné a lze je detekovat pouze
v plynech. Absorbovanou energii potfebnou pro zménu rotacniho stavu lze odvodit ze vztahu
tuhého rotoru E = 2BhcJ(J + 1).7

Grafickym zobrazenim IR spektroskopie je funkéni zavislost energie absorbance nebo
transmitance na vlnové délce dopadajictho zafeni. Nespornou vyhodou infracervené
spektroskopie je moznost méfit vzorky vSech skupenstvi. Je zde moznost volby dvou druhil
technik bud’ transmisni nebo reflektancni.

Transmisni techniky, kdy zafeni prochazi ptimo vzorkem, nemaji Zadné specialni poZadavky,

7 B — rotacni konstanta; J — rotacni kvantové &islo (0,1,2);
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co se tyce kapalnych a pevnych vzorkt, snad jen specialni kyvety. AvSak pro analyzu pevnych
vzorkl je tfeba jejich pievedeni na praSek. Ten je pozd¢ji méfen ve formée smési s halogenidy
alkalickych kovu slisovanych do tenkych tablet, ¢i metodou kapilarni vrstvy, nebo jako
suspenze v lehkém alifatickém oleji mezi okénky z monokrystali halogenidu alkalickych kova
nebo kovii alkalickych zemin.

Reflektanéni techniky se blize specifikuji na zeslabenou uplnou reflektanci (ATR)®,
spekularni (zrcadlovou) a difuzni reflektanci (DRIFT)’. Zeslabena tiplna reflektance je vhodna
pro siln¢ absorbujici vzorky, které mohou byt pevné i kapalné. Principem je nasobny uplny
odraz zéteni na fizovém rozhrani méteného vzorku a méficiho krystalu z materialu o vysokém
indexu lomu. Timto krystalem muaze byt ZnSe, diamant, AgCl, Si, Ge nebo safir. Spekularni
reflexi jsou na zéklad€ indexu lomu méfeny materialy s velmi odrazejicim zafenim. Pti difuzni
reflektanci je vzorek pieveden na préasek, ktery pohlcuje ¢ast infracerveného zareni, dalsi cast

je odrazena, a posledni rozptylena ¢ast je analyzovana. [2] [5]

1.1.3 Ramanova spektroskopie

Zatimco je IR spektroskopie zalozena na absorpci, odrazu a emisi zéafeni, je Ramanova
spektroskopie zalozena na jeho rozptylu. K rozptylu zareni dochazi pii kolizi fotonu
s molekulou, obecné s latkou. Pokud je molekula vystavena zareni o urcité frekvenci, znamena
to, 7e dochéazi k interakci fotontl energii E = h - v,. Jak uvadi Slobodan Sasi¢ ve své knize
Pharmaceutical applications of Raman spectroscopy, laserové svétlo o vinové délce 500 nm o
vystupu 1 W vyzatuje piiblizng 2,5-10'® fotonti za sekundu. Tyto fotony v sob& zahrnuji jak ty,
co s molekulou interaguji, tak i ty, co ji minou. Pti ozéafeni chloridu uhlic¢itého, coZ je bezbarva
kapalina, bylo zjisténo, 7e z celkového poétu 2,5-10'® fotondi s molekulou interagovalo
piiblizn& 103 az 10'° fotont. [9]

Oproti infracervené spektroskopii, kdy zédkladni podminkou byla zména dipélového
momentu, je u Ramanovy spektroskopie podminkou zmeéna polarizovatelnosti béhem
vibra¢niho pohybu. Ramanova, stejné jako infracervena spektroskopie poskytuje data o
vibra¢né-rota¢nich pohybech vice atomickych Céastic a navic ziskand data jsou k sobé

komplementarni. V IR spektrech jsou zobrazovany piedev§im polarni vazby (napt. C-O,

8 zkr. z angl. Attenuated Total Reflectance
® zkr. z angl. Diffuse Reflectance Infrared Fourier Transform Spectroscopy
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C=0,0-H), zatimco u Ramanovych spekter jsou znatelngjsi vazby nepolarni, symetrické (C=C,

C=C, N=N, S-S).

Vi O - =0 O—C—o0 oZzc*o
V3 0>+ *o o¥c—=o

- + - + - +
Vs O—C—20 O—C— 0O

Obrazek 3. Zména polarizovatelnosti molekuly CO;; vibrace vi—v Ramanove spektru aktivni (neaktivni
pro IR - nedochazi ke zmenée dipolového momentu) - z ditvodu rozmisténi elektronii a vzdalenosti od

jadra; vibrace v, a vi— neaktivni- z ditvodu stejného tvaru elipsoidu pri rizném rozmisteni elektronu [9]

Metoda je pojmenovana po indickém fyzikovi Siru Chandrasekharu Venkata Ramanovi, ktery
byl ocenén v roce 1930 Nobelovou cenou. Se svym kolegou, K. S. Krishnanem, vysvétlil jev
neelastického rozptylu svétla. Klicovou teorii je fakt, Ze rozptylené zafeni pojima nejen fotony
o identické frekvenci jako dopadajici zateni, ale i fotony s frekvenci odliSnou. Podstatou
Ramanovy spektroskopie je zativy dvoufotonovy piechod mezi dvéma stalymi vibra¢nimi
stavy molekuly, kdy je zkoumana latka ozafena silnym monochromatickym zarenim, kterym
muze byt laser. Pro objasnéni d&je, jsou dillezité jevy Rayleightliv, Stokesliv a anti-Stokestiv

rozptyl.

A anti-Stokesiv B) virtudinistay — — — _——— —_—
) Ramanuv rozptyl f ; { ;

hv;
SAAAAAED . IVVIVI-SRE A VA VA

4 n

hVmn
¥

m

Stokestv . '
Ramantiv rozptyl Stokes(iv rozptyl anti-Stokeslv rozptyl

Obrdzek 4. A) i B) Schéma dvoufotonovych prechodii, Ramaniiv a Rayleighiiv rozptyl [9]

Rayleighovym rozptylem je pojmenovan jev, kdy se vétsi Cast zatreni elasticky odrazi, nepatrna
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zbyvajici ¢ast (0,0001%) podléha neelastickému rozptylu. Lze tedy vyvodit odevzdani ¢asti
energie pro molekulové vibrace. Pravé neelastickému rozptylu je mozno pridelit Stokestv
a anti-Stokestiv rozptyl. Stokesovym rozptylem se rozumi emise fotonu s niz$i energii, nez
jakou excitujici foton pltvodné nesl. Rozptyl anti-Stokesiv je podminén vyssi energii
rozptyleného zareni nez zareni, které¢ dopadlo. [10] [2]
Pro aktivni vibraéni mod, na zdkladé zmény polarizovatelnosti, 1ze v Ramanové spektru
pozorovat signal o dvou liniich. Tyto linie jsou osové soumeérné, kdy uprostied je signal
Rayleighova rozptylu. V pievazném mnozstvi se méti pouze oblast Stokesova rozptylu, s anti-
Stokesovou oblasti je shodna.
Podobné¢ jako IR, tak i Ramanova spektroskopie pouziva principielné shodné spektrometry,
disperzni a reflektan¢ni. Disperzni Ramantv spektrometr, jehoZ zdrojem je laser, ma intenzivni
signal predev§im pro UV-Vis oblast, na druhé strané je zde 1 riziko fluorescence. Aby bylo
mozné ziskat Ramantiv signal, je tfeba oddéleni jednotlivych vinovych délek rozptyleného
Ramanova zafeni, coz Ize pomoci disperzniho prvku.
Reflektanéni spektrometr, prostfednictvim laseru s mensi energii, jiz omezuje jak jev
fluorescence, tak i jinych fotochemickych reakci. Pro zdokonaleni rychlosti a kvantity méteni
vlnovych délek slouzi interferometr. [10] [11]

Specializovangj$imi metodami Ramanovy spektroskopie jsou také napiiklad rezonanéni
povrchem zesilena (SERRS) !, povrchové zesilena (SERS)!', fotoakusticka (PARS)!?,
koherentni anti-Stokes (CARS)!® nebo koherentni Stokes (CSRS)!.[5]

1.1.4 Povrchové zesilena Ramanova spektroskopie

Povrchem zesilend Ramanova spektroskopie (SERS) a povrchem zesileny resonanéni Ramantiv
rozptyl (SERRS) jsou metody, diky kterym je mozné zkoumat nedestruktivné latky, které kvili
své nizké koncentraci piko a az femtomolarni (10712 — 10°1%).

V piipadé SERRS, pro uskute¢néni resonance staci excitaéni zdroj o vhodné vinové
délce. Ovsem piivod SERS se o zdkon neopira. Existuji ovSem dvé teorie, kdy prvni vychazi

z predpokladu pfimé zavislosti intenzity Ramanova zatfeni na druhé mocniné indukovaného

1 zkr. z angl. Surface-Enhanced Resonance Raman Spectroscopy
Y zkr: z angl. Surface-Enhanced Raman Spectroscopy

12 zkr. z angl. Photoacoustic Raman Spectroscopy

13 zkr. z angl. Coherent anti-Stokes Raman Spectroscopy

18 zkr. z angl. Coherent Stokes Raman Spectroscopy
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dip6lového momentu. Tento -elektromagneticky priabéh, je zapfi¢inén intenzivnéjSim
elektromagnetickym polem v pfitomnosti kovovych ¢astic. Zatimco druhd teorie uvazuje
zvysenou intenzitu na zakladé interakce mezi vnéjsi strukturou kovu a analyzovanou latkou.

Pocatecnim krokem ke zvysSeni elektromagnetického signalu je vytvotfeni povrchové
plasmonu. Povrchovy plasmon je kolektivni oscilace elektronti vazanych na povrch kovu. Jeho
chovani je zavislé na povaze povrchu. Na hladkém jsou elektrony poutdny a osciluji,
na zdrsnélém povrchu elektrony osciluji kolmo. Velikost castic, pfi které povrchovy plasmon
vznika, nastava u velikosti ¢astic o0 30 nm, stiibrné castice maji velikost 400 - 410 nm. S rostouci
velikosti ¢astic, rezonan¢ni frekvence klesa. Jednim z divodd, pro¢ se pro ucely SERS voli
stiibro a zlato, je, ze vytvafi povrchovy plasmon pii frekvencich pfislusici viditelné Casti
spektra. [2] [12]

VEtsi intenzita elektrického pole je zapfi¢inéna mistni excitaci plasmonu, kdy se pomoci
laserového paprsku excituji vodivostni elektrony. Proto je také nutno dbat na vybér kovu
s ndlezitym povrchem. Pro SERS je velmi ¢asto pouzivano koloidnich ¢astic jako stiibro nebo
zlato. [5]

VZzdy je tendence urcitou metodu co mozna nejvice zdokonalit. PouZitim magnetickych
nanomateridlii se toho dosdhlo a vznikla metoda magneticky asistované povrchem zesilené
Ramanovy spektroskopie (MA-SERS)!®. Podstatnou vlastnosti nanokompozitii je vytvoteni
kovalentni vazby mezi kovovymi a magnetickymi nanoc¢asticemi.

MA-SERS s vyuzitim nanokompozitu Fe;Os@Ag@streptavidinu@anti-IgG pro detekci
nejrozsifenéjSich protilatek v krvi savcl prokdzala uc¢innost metody. OvSem jsou potiebné
urCité Upravy. Magnetické jadro bylo modifikovano O-karboxymethylchitosanem a povrch

sttibrnych nanocastic upraven streptavidinem, na némz byl navazan anti-imunoglobulin G. [13]

1.2 Nanotechnologie v Ramanové spektroskopii

Neustale se rozvijejici odvétvi védy, jejichz zakladem je syntéza, analyza a nésledna aplikace
¢astic s rozméry od 1nm do 100 nm. Vytvofeny nanomaterial ma odli$né vlastnosti od ostatnich
s vétSim rozmérem, pocinajici v mikrometrech. OdliSnymi vlastnosti se rozumi kvantovée jevy,

kdy pfi¢innou chovani je men$i objem oproti povrchu. Jejich aplikace mohou dosahovat

1 diagnostickych a 1é¢ebnych tcell, piikladem je vyuziti indocyaninu, coZ je klinicky schvalené

15 zkr. z angl. Magnetically assisted surface enhanced Raman spectroscopy

16



tepelné nestalé barvivo, v konjugaci s nano¢asticemi zlata a zlatymi nanoty¢inkami. Takova
modifikace se ukazala jako stabilnéjsi, navic s potencidlem zabijet zhoubné bunky. [14] [15]
Vyzkumem nanotechnologii v rané diagnostice, sledovani 1é¢iv nebo pfimo 1écbé rakoviny
prostiednictvim kiemikovych nanokrystalii, se zabyva dritelka ceny Ceska hlava, Anna
Fucikova. Tato védkyné tvrdi, ze kifemikové nanokrystaly jsou zcela netoxické a samovolné se
v organismu rozlozi, ¢ehoz lze vyuzit pii jejich sledovani v téle uvnitt bunék. Kiemikovy
nanokrystal je dale také schopen imitovat svétlo, tedy zméni vinovou délku svétla. Déle jsou
také schopny po urcité Upravé povrchu vytvofit singletni kyslik, teoreticky je pak schopen
reagovat s buiikou, kterou pak i zni¢i. [16]

Jind uprava, naptiklad uhlikové nanotrubicky, jsou vynikajici vodice elektrického
naboje a jejich velky povrch umoziuje velky pocet elektroaktivnich mist. Mohou byt tak ideédlni
fixa¢ni matice pro biomolekuly. Elektrody modifikovany uhlikovymi nanotrubickami, na nichz
je navazan enzym zesiluji elektrochemicky signal pfi biochemickych reakcich. Uhlikové
nanotrubicky podporuji G¢inné vedeni elektrického proudu mezi redoxnimi centry nékolika
metaloproteint a elektrodou. [17]

Heterogenni materialy, které jsou charakteristické minimdlné jednou slozkou v
rozmérech nano (10~ m), se oznacuji jako nanokompozity. Na otdzku, prod se vytvaii, je snadna
odpovéd’, umociiuji totiz vlastnosti ostatnich materialti, které nasledné disponuji poutavymi
vlastnostmi. Je to novy rozmér, ktery opét posouva hranice vyzkumu. Vlastnosti pak plynou ze
svého sloZeni a charakteru jednotlivych ¢astic. Kompozit vyjadiuji matrice a plniva. Funkci
matrice je sjednocovani a ukolem plniv je obohaceni o urcité vlastnosti, v piipadé

nanokompozitu Fe;O4@Ag se jedna o vlastnosti magnetické. [18]

1.2.1 Nanocastice

Pro tcely SERS a SERRS jiz byla studovana tada kovil, ovSem jako nejvhodnéjsi byly
oznaceny predevsim kovy usSlechtilé a zvlasté pak koloidni stfibro. Mezi Sirokou vefejnosti je
nyni nanostfibro, 1 pfispévkem marketingu, proslulé jako antimikrobialni prostfedek. OvSem
jako kazda nanocastice, disponuje i stfibro ur¢itymi magnetickymi, optickymi a elektrickymi
vlastnostmi.

Pro SERS jsou podstatné hlavné optické vlastnosti nanocastic, kdy vlivem interakce koloidu

s elektromagnetickym zafenim dochazi k jeho ¢astecnému rozptylu. Prokazatelné se tak déje
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vlivem velikosti ¢astic, kterou Ize priblizné odhadnout i pouhym okem. Vlivem povrchového
plasmonu kazdé velikost nanocastic pohlcuje jinou vinovou délku zareni a tudiz se barevné
odlisuji. Elektricky naboj na povrchu ¢astic ovliviiuje organizaci iontll v roztoku. Takovymto
uspotradanim je elektrickd dvojvrstva. [5] [18]

Ptiprava nanocastic se muze dit zpisoby, jako je ,,top-down*, ktera rozrusuje vétsi latku
na mens$i, napt. mletim. Nebo druhy zpusob, ,,bottom-up*“, tato metoda konjuguje dohromady
velmi malé Castice, jako jsou molekuly. Existuje zastup dalSich metod, ptes piipravu pyrolyzou
az po laserovou ablaci. V piipadé této prace je vyuzit zptisob Tollenstiv. Podstatou je redukce
stiibrnych iontd vlivem maltosy ¢i glukosy za Gcasti amoniaku. Pfednosti je flexibilita velikosti
nanocastic, kterd je zavislad a koncentraci amoniaku. Zesilenim pozadovanych vlastnosti 1ze
navic docilit vytvofenim nanokompozitu. [18]

Magnetické nanocastice, jak z ndzvu vyplyva, jednd se o Castice s magnetickymi
schopnostmi. Vyuziti nachdzi tam, kde pisobenim vnéjstho magnetické pole pomaha
odseparovat pozadovanou latku. Bonusem je nedestruktivni manipulace, proto je mozné uziti
pro citlivé biomolekuly. Magnetickou castici je urcit¢ oxid Zeleznato-zelezity, trividlng

magnetit. Pfipravuji se spolu sraZzenim zeleznatych a Zelezitych soli za i¢asti baze. [18]

1.3 Karcinom prostaty

Karcinom prostaty je oznaCenim pro nadorovy proces vychézejici z bun¢k predstojné zlazy.
Prostata je organ pfitomny pouze u muzi, jeho funkce je Uzce spojena s rozmnozovanim
a pohlavnim ustrojim. Prostatou prochazi mocova trubice z mocového méchyte, jeji standardni
velikost po dovrsSeni véku 20. let ¢ini 4 cm x 3,5 cm x 2 cm s hmotnosti 29 — 40 g. [19] Pficina
vzniku tohoto onemocnéni neni doposud znama, riziko je podminéno piedev§im genetickymi
vlivy, dietnimi zvyklostmi, faktory zivotniho prostfedi nebo viry. [1]

Pro zajimavost bylo za rok 2012 celosvétové zaznamenano okolo 14 miliont novych
ptipadli vSech druhl rakoviny, 32,6 milionti osob Zijicich a 8,2 miliond osob této nemoci
podlehlo [20]. Karcinom prostaty je jednim z nejcastéji diagnostikovanych druhli rakovin,
pfitom je také druhou nejéast&jsi pii¢inou umrti muzi na nadorova onemocnéni. Jen v CR se
incidience v celé v roce 2012 atakovala hranici 7000 ptipadi. [20]

Pro normalni ale také zhoubny vyvoj prostaty jsou nezbytné hormony. Pievaznd vétSina

adenokarcinomli je hormonalné¢ dependentnich. Na hormonalni lécbu reaguje asi 80 %
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cirkulujicich androgenti, tedy muzskych steroidnich hormont. [19]

Rizika spojena s dédi¢nosti jsou u karcinomu prostaty uzce spjata s poctem postizenych
piibuznych. Muzi s jednim postizenym méli dvojnasobné riziko, zatimco muzi s dvéma az tiremi
m¢li riziko petinasobné az jedenactindsobné. Dalsi rizikové faktory predstavuji mozny kontakt
s kadmiem, rtuti, izotopy kobaltu, zeleza, chromu, zinku, radioaktivnim materidlem,
chlorovanymi fenoxylovanymi herbicidy nebo dioxiny a koufeni. Riziko zfejmé piedstavuje
vyssi konzumace zivoc¢iSného tuku, vapniku nebo naopak nedostatek selenu. Na druhé strané
rizika jsou vyznamné eliminovana vys$i konzumaci karotenoidu lykopenu obsazeného
v rajCatech. [19][21]

V casné diagnostice se uplatiuji tyto tii vySetfeni, prvnim je vySetieni per rectum, dale
stanoveni sérové hodnoty PSA a biopsie pod kontrolou transrektalni ultrasonografie. Prvni
jmenované vySetfeni mize diagnostikovat karcinom ve 30 —40 %. Prostata byva zvétSena,
hrbolata, tuzsi az tvrda a asymetrickd. Spolu s hodnotou PSA jsou doposud nejlepSimi pro
pfedpovéd’” onemocnéni v nejranngj$i fazi. Potvrzeni diagnézy umoziiuje vysetifeni fizené
biopsie prostaty. SlouZzi ke zhodnoceni morfologie prostaty a biopsie pro laboratorni potvrzeni.
Pro potvrzeni diagnozy jsou indikovany dalsi rozbory specifickych markert. [19]

Pokud je jiz karcinom prokazan, se pro upfesnéni jeho rozsahu pouzivaji zobrazovaci
metody. Mezi nejvice pouzivané se tadi vypocetni tomografie (CT), scintigrafie skeletu
(SPECT) a magnetické rezonance (MRI). Uéelem téchto procedur je rozligeni lokalizovaného

karcinomu od systémového postiZeni.

Obrazek 5. A) Déleni rakovinnych bunek [22] B) Znazornéni karcinomu prostaty pomoci MRI [23]

Uspésné vyléceni je mozné, podminkou ale je zachyceni ve fazi na zldzu ohranic¢ené¢ho

onemocnéni. Tento stav se projevuje poruchami moceni, coZ je znamkou drazdéni nebo
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prorustani nadoru do mocovych cest. Pokud se jedna o lokalné pokrocily nebo az metastazujici
karcinom, ktery se projevuje bolesti zpiisobenou kostnimi metastazami, parézou dolnich

koncetin, nechutenstvim a celkovou slabosti, efektivita procedur selhava. [19]

1.3.1 Markery karcinomu prostaty

Biomarkery jsou neustale modifikovany tak, aby mohly byt spolehlivé zméteny a vyhodnoceny
jako ukazetel biologického ¢i patologického procesu, a byly efektivni farmakologickou

odezvou. A prave zde je velky potencial pro PSMA.

1.3.1.1 Prostaticky specificky membranovy antigen

PSMA'S, jinym vyrazem glutamat karboxypeptiddza II (GCPII), byl jako nddorovy marker
rozpoznan na konci 80. let minulého stoleti.[24] Tento enzym lze v lidském organismu najit
pfedevs§im v centralnim nervovém systému, prostaté a tenkém stieve.[25]

PSMA lze charakterizovat jako membranovy glykoprotein, skladajici se ze 750
aminokyselin o hmotnosti 90 — 120 kDa. Je to proteolyticky enzym, ktery patii mezi
metalopeptiddzy. Enzymova aktivita zavisi na aktivnim misté, kde ma tento protein vazané dva
atomy zinku. [25] Sezndmeni se s bliz§i strukturou PSMA je dulezité z divodu nasledného
vyvoje inhibitorl, které jsou nezbytné pro nejen pro detekci, ale 1 1écbu. [26]

Experimentalné bylo prokdzano, ze inhibovani PSMA snizuje neurologické poskozeni
pfi ischemickém postiZzeni a mize pomoci i1 pfi epileptickych zachvatech. [27] Ve stievni
sliznici se PSMA Ucastni Stépeni polygamaglutamylovaného folatu za vzniku volné kyseliny
listové. Souvislost mezi PSMA a karcinomem prostaty je pravdépodobné v tom, ze podobné
jako ve stievé€, vznika v prostaté za ucasti PSMA kyselina listova, kterd je nezbytna pro syntézu
DNA a tudiz potfebna pro nadorové bujeni. [28] Vyssi riziko vyskytu karcinomu prostaty bylo

prokazano i v souvislosti s obsahem vitaminu B, v krevnim obéhu. [29]

16 zkr. z angl. prostate specific membrane antigen
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Obrazek 6. Prostaticky specificky membrdanovy antigen, cCervené kulicky jsou atomy zinku; viastni

zpracovani [26]

1.3.1.2 Ostatni markery

Nejvyznamnéj$im prognostickym markerem je jiz od osmdesatych let prostaticky specificky
antigen (PSA)', jeho vyznam je obzvlaste diilezity pro pacienty mezi 50. az 60. rokem Zivota.
[32]. Neni pfimym markerem, nybrz pouze ukazatelem aktivity prostatické tkan€ a spolehlivé
nevypovida o pozitivité¢ karcinomu, u nékterych modifikaci neni produkovéan viibec. PSA je
vylucovan predevsim epitelidlnimi buitkami prostaty. Jedna se o glykoprotein, jehoz aktivita
odpovida serinové proteaze, o molekulové hmotnosti 33 kD. [19]

V séru se PSA vyskytuje v koncentracich ng/ml, kdy sekrece tohoto proteinu je silné
ovlivnéna androgeny. Je zde ve dvou formach, jako komplex nebo jako volny, kdy se pro
laboratorni ucely vyuzivaji oba. ZvySena hodnota, tj. nad 4 ng/ml, je vétSinou vysledkem
naruSeni bunécné celistvosti prostaty, jenz mize byt zplisobena onemocnénim, jako jsou
benigni hyperplazie prostaty, prostatitidou, karcinomem nebo mechanickym naruSenim, napf.

po masazi nebo i biopsii. [19]

17 zkr. z angl. prostate specific antigen
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Obrazek 7. Prostaticky specificky antigen (PSA neboli KLK3) [30]

Faktorem zvySovani PSA je v dal§im ptipadé vék. Starnuti je d¢j fyziologicky, proto je
pro snazsi orientaci rizika vzniku karcinomu zavedena vekoveé specificka stiedni hodnota PSA.
Je mozno zminit jest¢ par dalSich markert, jako je antigen ¢asné¢ho karcinomu prostatu se
zkratkou EPAC, jehoz vyskyt je zndm pouze v prostaté a jeho exprese stoupa u vice nez 95%
karcinomt, je detekovatelny z mocového sedimentu. Poslednim zde zminénym je marker
pouzivany pii detekci kancerogeneze. Slouzi pro odliSeni formy rakoviny lokalni od

metastatické, tzv. E-cadherin, coz je protein jaderné matrix. [19]
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2 Experimentalni ¢ast

2.1 Instrumentace a materialy

Chemikalie

Na piipravu nanocastic stiibra vyuzitim Tollensova zplisobu bylo zapotiebi
dusi¢nanu sttibrného (p. a., Sigma-Aldrich), amoniaku (p. a. vodny roztok, min 25% (v/v),
Sigma-Aldrich), hydroxidu sodného (p. a., Lach-Ner) a funkci reduk¢éniho ¢inidla plnila
D (+) glukosa (Sigma Aldrich), ptipadné D (+) maltosa monohydrat (Sigma Aldrich). Koloidni
disperze se uchovavala pti laboratorni teploté 20°C.

Déle se béhem experimentu vyuzivalo chloridu sodného (p. a., Penta), destilované vody

a kyseliny chlorovodikové (p.a. 35%, Penta)
Biologicky material

Standard prostatického specifického membranového antigenu mél koncentraci 250 ng/ml,
uchovani pfi teploté okolo -20°C. Redalné vzorky krve poskytla Lékarska fakulta a byly
uchovany v rozmezi teplot od -70°C do -80°C.

Pristrojové vybaveni a software

Analyza PSMA probihala méfenim spekter s vyuzitim Ramanova spektroskopu DXR Raman
(verze 8, Thermo Scientific,U.S.A.). Podminky pro expozici vzorku byly nastavovany
prostiednictvim softwaru ,,OMNIC For Dispersive Raman®, ziskana spektra v ném byla
nasledné i zpracovana. Findlni Upravy spekter probihaly v programu Qtiplot (verze 0.9,
Rumunsko). Nezbytnymi byly pro experiment také analytické vahy KERN, ADT 220-5 DM
a tfepacka VORTEX IKA MS 3 Basic.

Obrdzek 8. Fotografie pouzivaného Ramanova spektroskopu [31]
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2.2 Pracovni postupy
2.2.1 Ptiprava koloidniho roztoku stiibra

Tollensova metoda, ktera byla na piipravu disperze nanostiibra vyuzita, je zaloZena na redukci
amoniakalniho komplexu stiibrnych iontd prostfednictvim cukru, v tomto ptipad¢ se jednalo
o maltosu i glukosu.

Ag"+2 NH; — [Ag(NH3)]" — Ag

Ptiprava probihala nésledovné. Prvnim krokem byla piiprava 5 ml redukujiciho cukri
(0,0856 grami maltosy a 5 ml 0,05 mol/dm® NaOH). V piipadé glukosy se postupovalo
podobné (0,045g glukosy + 5 ml 0,05 mol/dm?).

Koloidni roztok o objemu 25 ml se pfipravoval smisenim 5 ml AgNOs o koncentraci
5-10° mol/dm? s 14 ml destilované vody, dale s 1 ml NH3 o koncentraci 0,25 mol/dm?. Vysledna
disperze nanocastic stfibra byla zredukovana v jednom ptipadé¢ 5 ml zasadit¢ho roztoku

maltosy, v druhém ptipad¢ 5 ml zésaditého roztoku glukosy.

Obrdazek 9. Velikost stribrnych nanocdstic pripravenych redukci D-maltosou ¢inila 28nm, fotografie byla

porFizena prostiednictvim transmisniho elektronového mikroskopu [32]

Vlastnosti téchto dvou koloidnich disperzi nanocastic stfibra lze charakterizovat opalescentni

7luto-hnédou barvou. Na zakladé méfeni metodou DLS'® je mozné uréit velikost ¢astic, ktera

'8 DLS — dynamicky (kvazielasticky) rozptyl svétla; principem je méient fluktuace intenzity rozptyleného svétla z
laseru okolo jeji prumérné hodnoty [35]
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¢inila v ptipad¢ koloidu s obsahem D-maltosy 28nm a za tcasti D-glukosy 37 nm. Z hlediska
SERS a pozitého laseru (633 nm), je za vSeobecné nejlepsi rozmér povazovana velikost kolem
300 nm. To je také diivod, pro€ se tésné ptfed mefenim, pridava ke vzorku chlorid sodny. Ten
v zavislosti na své koncentraci zplsobuje agregaci ¢astic do pozadovanych rozmért. Mezi
velikosti povrchu a stabilitou koloidu plati pfima umeéra. Pro zvyseni stability koloidu se vSak
vyzaduje nizka povrchova energie, ¢ehoz Ize dosdhnout pomoci dostate¢né energetické bariéry,

aby ke spojovani ¢astic nedochézelo. [18]

2.2.2 Piiprava stabilizovanych magnetickych nanocastic

Modifikované magnetické nanocastice, které poskytla pani doktorka Mediikova, byly
pfipraveny na zaklad¢ dfive publikovaného postupu Bakandritsosem a kol. [33] Magnetické

9 jsou utvofeny za piitomnosti

nanocastice stabilizované karboxymethylcelulosou,
heptahydratu siranu zeleznatého a karboxymethylcelulosy ve vodném prostfedi. K takto
pfipravené smési se nasledné piida 28% hydroxid amonny, smés se nasledné zahteje na teplotu

50 °C.

Obrazek 10. A) Velikost modifikovanych magnetickych castic pri méritku 200 nm B) Velikost cMNPs pri

mérithu 50 nm

Pro docileni pozadovanych vlastnosti bylo nutné vzit 75 ul cMNPs, (s obsahem 250 pg MNPs),

k ¢emuz se ptidalo 250 pg ethylendichloridu, ¢imz se dosahlo aktivace karboxylovych skupin.

19 e MNPs — karboxymethylcelulosou stabilizované magnetické nanocdstice
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Po 10 minutach se pfidalo 5 pg inhibitoru JB-303 (inhibitor H:N-PEG12-Lys-Urea-Glu) a celkovy
objem byl upraven na 250 pl. Imobilizace inhibitoru byla provedena pies noc. K odstranéni
volného inhibitoru doslo promytim vodou a centrifugaci.

Z nize uvedenych grafii (Obrdzek 11) 1ze vyvodit charakteristiky piipravenych cMNPs.
Tyto Castice lze na zéklad¢ zeta potencialu, ktery predstavuje energetickou bariéru vychazejici
z odpudivé sily mezi ¢asticemi a jeji pfekondni udrzuje tyto ¢astice pohromadé¢, definovat jako
nestabilni. Za omezené stabilni jsou povazovany ty suspense, které maji zeta
potencial v rozsahu +30 az — 30 mV [34], u pouzitych cMNPs byl zeta potencial naméten prave
v rozmezi —30 mV. Vyuzitim metody DLS — dynamického rozptylu svétla, byla velikost ¢astic
cMNPs suspenze stanovena na 200 nm (Obrdzek 6. C). Stokes-Einsteintv vztah?, ktery spojuje
velikost Castic a Browniiv pohyb, je klicem ke zjisténi velikosti Castic diky zjiSténi

hydrodynamického praméru. [35]

y

7
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Obrazek 11. A) Popisuje spektra ziskana FT-IC*'; spektrum karboxymethylcelulosy (cerné); spektrum
modifikovanych magnetickych castic (Cervené); B) Signal Zeta potencialu cMNPS ; C) Signal DLS,
hydrodynamicky priimeér cMNPs

2Dy, = Tkg/ 3zyD,; Dy je hydrodynamicky priimér — velikost ¢astic; Dyje translacni difiizni koeficient a zméfi se
DLS. kg je Boltzmanova konstanta,; T je termodynamicka teplota, n je dynamicka viskozita [35]
2l Infracdervend spektroskopie s Fourierovou transformact
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Obrazek 12. Fotografie uzitych magnetickych castic (modre); je zde videt i cervené zabarveni, coz znaci

obsah stribra

2.2.3 Postup pii analyze vzorku
2.2.3.1 Optimalizace podminek méteni

Primarn€ bylo nutné ovéftit, zda metoda bude fungovat, coz se provadélo porovnanim spekter
uplného vzorku se spektry dil¢ich komponent a pak sestavenim kalibra¢ni fady. Nanocastice
stiibra (AgNPs), upravené magnetické castice (¢c(MNPs s obsahem JB-303), roztok chloridu
sodného a Cisty vzorek PSMA jsou dil¢i komponenty. Celkovy, pro tento pfipad Uplny vzorek
ma slozeni AgNPs + cMNPs + NaCl + PSMA. Proméfenim jednotlivych latek oddélené,
poskytuji nanocastice stfibra, upravené magnetické ¢astice, PSMA a chlorid sodny spektra
zachycend na obrazku 13. Z téchto spekter je ziejmé, ze informaci o kvalitativnim
1 kvantitativnim zastoupeni prostatického specifického membranového antigenu mize

poskytovat pouze kompletni systém, nikoliv ¢isté magnetické ¢i stiibrné nanocastice.
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Obrazek 13. Znazorneéni spekter ziskanych mérenim jednotlivych slozek celkoveho vzorku

Funk¢énost metody vyplyva predevsim jiz ze zminéného vytvoifeni kalibracni fady, kde lze
pozorovat rostouci intenzitu signalu v zavislosti na rostouci koncentraci PSMA. Uskute¢néni
probihd na modelovych vzorcich. Druhou fazi je aplikovat metodu na zméfeni koncentrace
PSMA v redlnych vzorcich krve.

Spektra byla vyhodnocovana pro spektralni pas 1335 cm™'. Tento spektralni pas byl zvolen po
srovnani relativnich chyb zméfenych koncentraci i pro jiné spektralni péasy, jmenovité
958 cm™ !, 1398 cm™ a 1570 cm!. Koncentrace modelovych vzorkd, zjisténé na zdkladé rovnic
linedrnich regresi, jsou pro jednotlivé vinoCty pifedstaveny s primérnymi relativnimi
chybami %2 (958 cm™ — 23%, 1335 cm™ — 7%, 1398 cm™ — 11%, 1570 cm™ —10%). Oviem
Ustiedni je pfitazeni téchto past jednotlivym funkénim skupindm a zjisténa relativni chyba je
pak jen dtisledkem tohoto spravného uréeni. P4s 1335 cm™! predstavuje Amid III (vazba C-N
40%, N-H 30 %). Pas 1570 cm™! je pak charakteristicky pro Amid II (vazba N-H 60%, C-N 40
%). [36]

22 velativni chyba — chyba vztaZend ke skutecné (spravné) hodnoté; uvddi se v procentech
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Kalibraéni Fada roztokd PSMA

: PSMA 10 ng/ml

1 : — PSMA 8,5 ng/ml
1 ; — PSMA 7 ng/ml
] B . PSMA 5 ng/ml
: : — PSMA 3 ng/ml
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Obrazek 14. Grafické zobrazeni intenzity spekter pro vinocty 958, 1335, 1398 a 1570 cm ™' v zavislosti
na rostouct koncentraci roztokii PSMA, ovsem tyto vinocty, kromé spektralniho pasu 1335cm™, ziejmé

s koncentraci prostatického specifického membrdanového antigenu nesouvisi

Vzorky byly vystaveny vlnové délce laseru 633 nm pii vykonu 1 mW, ale byly zkouseny také
hodnoty 0,5 mW a2 mW. Jak je patrné z obrazku 15 pii 2 mW byl vzorek ziejmé palen, naopak
0,5 mW nebylo dostatecné, nejlepsi signal byl tedy ziskan pii 1 mW.
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Obrdazek 15. Grafické zobrazeni intenzity spekter vzhledem k riizné intenzité laseru, méreno pro vykon

0,5mW, ImW a 2mW

29



2.2.3.2 Zjistovani koncentrace PSMA v modelovych vzorcich

Zasobni roztok PSMA o koncentraci 250 ng/ml byl fedén na koncentrace pro sestaveni
kalibracni fady, pricemz se jednotlivé polozky pfipravovaly do 1ml eppendorfek. Nasledn¢ bylo
od kazdé¢ koncentrace PSMA odebrano 10 pl a k tomuto objemu se piidalo 10 pl magnetickych
castic. Nasledovalo desetiminutové promiseni slozek na tfepacce pii pfiblizné 2000 otackach
za minutu. Nasledné se vyuzitim magnetického pole (pomoci magnetu) odseparovaly
piebyvajici magnetické Castice do spodniho tuseku eppendorfky a piidalo se navic 20 ul
destilované vody.

Protoze roztok PSMA by po tomto procesu vysledek o své pfitomnosti neposkytl, bylo nutno
jesté pred samotnym méfenim provést tento postup: na podlozni sklo se naneslo 10 pl koloidni
disperze, k ni 2 ul PSMA a na zavér se ptfidala 2 pl kapka NaCl. Celkové mnozstvi se pro
kvalitni splynuti promisilo opakovanym nasatim a vypusténim svého obsahu prostfednictvim
mechanické pipety. Nato se ke kapce na sklicku pfilozil magnet, vysledkem byl vytvofeny
pulmésic na jejim okraji. V tomto tzv. ptilmeésici byl zaznamenan nejvétsi obsah proteinu, tedy
PSMA. Cely postup je koncipovan tak, aby bylo co nejvice proteinu PSMA vychytdno

a zméreno.

2.2.3.3 Zjistovani koncentrace PSMA v realném vzorku

V ptipadé méfeni redlného vzorku je oproti stanovovani koncentrace modelovych vzork
nékolik zmén. Prvni se vyskytuje hned ze zacatku, kdy misto zdsobniho roztoku ¢ist¢tho PSMA
je k dispozici lidska krev s nezndmym obsahem PSMA. Jeho spolehlivé zjisténi je tedy bez
regresni rovnice nemyslitelné. Pro minimalizaci matricovych efektl bylo pro analyzu redlného
vzorku vyuZito metody standartniho pfidavku. Ze zfedéného vzorku krve (10 pl krev s 190 pl
vody) bylo odebrano 10 pl a smichdno s 10 pl magnetickych céstic, nasledovalo
dvacetiminutové protiepani pii 2000 otaek/min. Plisobenim magnetického pole byla na dné
eppendorfky opét viditelnd tmava skvrna. Odebranim okolni tekutiny a opétovnym pifidanim
destilované vody, byl jiz vzorek ptipraven pro orientacni zjisténi své koncentrace. Dilezitou
poznamkou je, ze pted vlozenim vzorku pod mikroskop se vZdy jesté upravi na podloznim skle
(10 ul koloidni disperze + 2 pl PSMA + 2 pl NaCl). Odeétenim vysky piku pro 1335 cm’
ze zmé&feného spektra se odhadlo, Ze pik o vySce 633 orienta¢né nalezi koncentraci 2,5 ng/ml.

Od této koncentrace se odvijela kalibracni fada o standartnich pfidavcich koncentraci 5 ng/ml,

30



10 ng/ml a 20 ng/ml roztoku PSMA.

Rozdil v samotné ptipravé vzorku, pro méteni metodou standartniho ptidavku, spoc¢ival
v ptidavku 10 pl zfedéné krve k jiz znamému obsahu, tj. k 10 pl standardu s 10 ul cMNPs.
Nadchazejici proces je pak stejny jako u modelovych vzork, €ili na podlozni sklo se naneslo
10 pl koloidni disperze, k ni 2 ul PSMA a 2 ul kapka NaCl. Pisobenim magnetického pole se

sledovany protein shromazdil do mens$iho prostoru, a pomoci Ramanova zesileni detekovan.

2.2.4 Zjistovani dalSich aspekti metody

Protoze se bere v potaz i moznost vyuziti v klinické praxi, byla zjiStovana opakovatelnost,
stabilita a do jist¢ miry i reprodukovatelnost metody, zastoupenou zménou pH a zménou
intenzity laseru.

Opakovatelnost je definovana jako ,,preciznost meéfeni za souboru podminek
opakovatelnosti méteni“ [37]. Je provadéna v co mozna nejméné odlisSnych podminkach.
Identicky by mél byt personal, postup, instrumentace a vSe, co ma n¢jakou spojitost
s provedenim experimentu a miize jeho vysledky ovlivnit. Reprezentativni koncentrace
0,025 ng/ml byla namichana 6x, s tim, Zze vSech Sest vzorkli bylo Ramanovou spektroskopii
zm¢éteno do pil hodiny.

Stabilita se vtomto pfipad¢ realizovala méfenim v prubc¢hu 43 dni, taktéz pro
koncentraci 0,025 ng/ml. Faktor stability je dilezity z divodu, aby bylo moZzné podle vysky
piku posuzovat degradaci vzorku. Kromé ¢asové odstupnosti od jednotlivych méteni, nebyly
nutné zadné dalsi specialni pozadavky. Vzorek byl vzdy upraven stejné jako v piipade pfti
zjiStovani koncentrace.

Dalsi informace o metod¢ je mozné ziskat zastoupenim souboru hodnot ze zmény pH.
Proces nejprve spocival v pridavani kyseliny chlorovodikové k roztoku PSMA, dokud nebylo
dosazeno fyziologického prostiedi o pH okolo 6. Zjistovani pH bylo ptvodné planovano
pomoci pH metru, ale kviilli omezenym rozmértiim se uchylilo k pH papirkim. PouZivany
postup byl nasledujici, 10 pl Cistého roztoku PSMA se nechalo deset minut tfepat s 10 pl
cMNPs. Nasledné se po piisobeni magnetického pole ptidalo 20 pl H>O. Z takto ptipraveného
vzorku se odebraly 2 pl, k tém se pfidalo 10 pl koloidu a 2 ul NaCl. Piispévkem urcitého
mnozstvi kyseliny chlorovodikové se mélo plivodni pH snizit na pH 6. Koncentraci HCI
potiebnou pro jednordzové sniZzeni pH bylo nutno také zjistit. Ramanovou spektroskopii bylo

zmeteno spektrum pied a po pridavku HCI.
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3 Vysledky

3.1 Stanoveni koncentrace modelovych vzorki

Vzorky se vyhodnocovaly na zaklad¢ kalibrace. Nez bylo docileno spolehlivych vysledka, byla
nameétena spektra, kterd slouzila spise pro procviceni. Jednalo se o spektra pfedevsim z pocatku
méfeni, kdy koeficient determinace (R?) u kalibraénich fad mnohdy neptesahoval 0,70. Oviem
mezi spolehlivd méfeni se fadi zjiSténi koncentrace u dvou modelovych vzorkiit PSMA.
Koncentrace téchto vzorku byla, na zaklad€ rovnice linearni regrese y = 74,412x + 1034,8,
stanovena na 6,8 ng/ml a 3,31 ng/ml s primérnou relativni chybou 7%, demonstrované

vysledky byly ziskany a zakladé vysky spektralniho pasu 1335 cm™ (Amid II).

Kalibracni rada roztokd PSMA

2 000 —
| : PSMA 10 ng/ml
| : — PSMA 8,5 ng/ml
| : — vzorek B
: PSMA 5 ng/ml
. : — wvzorek A
o : — PSMA 1,5 ng/ml
El 500 PSMA 0,2 ng/ml
E -
g i
7]
E |
]
-
E -
E 1 000
]
ﬁ -
500
T T * T T T 1
1 200 1400

Raman(v posun [cm™]
Obrdzek 16. Znazornéni namérenych spekter pro kalibracni Fadu standardii véetné dvou zjistovanych

vzorkii, koncentrace roztokit PSMA byly 0,2 1,5 5 85 10 ng/ml, vvhodnoceni pro spektralni pas
1335 cm™
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Kalibraéni frada roztoktii PSMA
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Obrazek 17. Zobrazeni kalibracni primky pro spektralni pas 1335 cm™, vietné regresni rovnice

a koeficientu determinace

3.2 Stanoveni koncentrace realného vzorku

Zmétenim koncentrace redlného PSMA, ze vzorku krve pacienta z FN Olomouc metodou
standartniho ptidavku (Obrazek 18.), tuto praci zavrSovalo. Po doplnéni intenzity spektralniho
pasu 1335 cm! do rovnice standartniho ptidavku, ktera vychazi z rovnice linearni regrese
(y = 19,557x + 14,5; Obrazek 19.) vysla koncentrace 10,1 ng/ml. Ve skutecnosti ¢inila 10,3
ng/ml, z ¢ehoz vyplyva, ze piesnost méteni odpovidala 98 procentim (7abulka 1.). Skutecné
hodnota koncentrace PSMA byla opét stanovena na zédkladé metody standartniho pfidavku se
stejnym postupem, avSak nebyla prozatim validovana. Nejedend se tedy o skutecnou hodnotu,

ale spisSe o hodnotu referen¢ni.

. R . , v s o .,
Ramanuv in teizli?:(fzgs] rovnice standartniho Zjisténa ¢ referenéni relativni
-1 wr
posun [cm™'] redlného vzorku pridavku [ng/ml] ¢ [ng/ml] chyba

1335 197 c=1/19,557- 197 10,1 10,3 2%

Tabulka 1. Zobrazeni namérenych hodnot pro vypocet koncentrace redalného vzorku PSMA z lidské krve
metodou standartniho pridavku pro spektralni pas 1335 cm™; relativni chyba namérené koncentrace

dosahla 2 %
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Metoda standartniho pridavku
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Obrazek 18. Znazornéni namérenych spekter u metody standartniho pridavku véetné zjistovaného
vzorku (Cerné); prerusovand vertikdla znaci spektralni pas 1335 cm™

Metoda standartniho pfidavku
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R?=0,9863
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Koncentrace pfidavku PSMA [ng/ml]

Obrdzek 19. Zndzornéni kalibracni piimky u metody standartniho pridavku a vyhodnoceni pro
spektralni pas 1335 cm™

34



3.3 Dalsi aspekty metody
3.3.1 Opakovatelnost méteni

Jak precizni bylo méfeni pro koncentraci 0,025 ng/ml, 1ze vy¢ist z grafu (Obrdzek 20.). Pro vinocCet
1335 cm™ bylo vyhodnoceno 5 stejnych vzorktl. Kazdy z téchto vzorki byl zméfen pétkrat,
celkem bylo tedy ziskdno 25 spekter, z nichz bylo vybrano pouze 5 od kazdého vzorku.
Opakovatelnost méfeni byla nasledné vyhodnocena prostfednictvim variaéniho koeficientu®,

jehoz hodnota €inila 10,47%.

Opakovatelnost méreni

1500 ~ : — 1. méfeni
. méfreni
. méreni
. méreni
. méreni

[, QS N SN I N

Ramanova intenzita [cps]
1

1300 1320 1340 1 360 1380 1400
Ramandv posun [cm*]

Obrazek 20. Grafické zobrazeni opakovatelnosti méreni; pro spektralni pas 1335 cm™ bylo dosazeno

intenzit 1172, 1205, 1439, 1453 a 1524, celkové s variacnim koeficientem 10,47%

3.3.2 Stabilita méfeni

Na zaklad¢é méteni, které se uskutecnilo v pritbéhu 43 dnil, celkem tiikrat, 1ze posoudit stabilitu vzorku,
také pro 1335 cm™ (Obrdzek 21.). Po prvnich 21 dnech (22/10 - 12/11/2015) klesla intenzita
signalu o 13 %, O dalSich 22 dnil pozdé&ji (12/11 - 4/12/2015) se intenzita sniZila o 3 %, celkové
pak klesla o 16 %.

o, . smérodatna odchylka
23 Variaéni koeficient v, = r—— -100%
ume
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Obrazek 21. Grafické zobrazeni intenzity signalu vzorku béhem 43 dnii; Cervené je zndzornéno spektrum
ze dne 22.10.2015 s intenzitou signdlu 1745; cerné spektrum zndzornuje 13% pokles intenzity po 21

dnech; zelené spektrum s intenzitou nizsi o dalsi 3%, celkové se intenzita signalu sniZila o 16%

3.3.3 Zména pH

Zjisténi orientacniho pH, pomoci lakmusového papirku, bylo pro samotnou koloidni disperzi rovno 8.
Vzorek o slozeni 10 pl koloidu s 2 pl vzorku s obsahem c¢cMNPs a 2 ul NaCl, mé¢l pred
pfidavkem kyseliny chlorovodikové pH 11. Aby mé¢l vzorek pH 6 bylo zapotiebi dodat
2 ul 0,09 % HCI. Po ptidavku intenzita klesla z hodnoty 1994 na 135, tj. 0 93% (Obrdzek 22).
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Obrazek 22. Graficke zobrazeni intenzity signalu vzhledem k pH; po pridavku 2 ul 0,09% HCI klesla

intenzita signdalu o 93%
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Z.avér

Jako mnoho jinych metod slouzicich pro detekci biologickych ukazatelli, méla by i metoda MA-
SERS spolehlivé stanovit obsah zadané¢ho proteinu, v tomto ptipadé PSMA. Cilem prace bylo
tento fakt zméfit a posoudit. Praci bylo nutno vymezit do n€kolika hlavnich sekci. Prvnim
ukolem bylo zjistit, ktery pik poskytuje spolehlivou informaci o pfitomnosti PSMA a doslo se
k zavéru, Ze reprezentativnim je pik o vIno¢tu 1335 cm™. Vybér hodnoty 1335 cm™ byl
uskutecnén na zékladé dat z proméfeni kalibrac¢nich koncentraci, konkrétné vzhledem ke své
nejniz§i pramérné relativni chybé (7%), ale i zfetelnosti signalu. Jak uz bylo nastinéno,
prostfednictvim rovnice linearni regrese, byla zjiSténa koncentrace dvou neznamych vzorkd, coz
poskytovalo znamku toho, ze metoda je funk¢ni. Po tomto kroku se tedy pieslo ke zjistovani
koncentrace prostatického specifického membranového antigenu z lidské krve. Vzorky krve od
pacientii z FN Olomouc byly testovany metodou standartniho ptidavku. Z vyhodnoceni plyne,
ze koncentrace proteinu byla stanovena na 10,1 ng/ml, referen¢ni hodnota se rovnala

10,3 ng/ml, coZ tedy odpovida relativni chybé 2%.

V prubéhu vsak byly zjistovany i dalsi aspekty, jako naptiklad nastaveni vhodného vykonu
laseru pro méfteni, ale i opakovatelnost, stabilita a zména intenzity signélu pfi rozdilném pH.
Opakovatelnost vypovida o tom, jak moc se od sebe jednotlivd méfeni pfi nejlépe totoznych
podminkach odliSuji. Zhodnoceno variacnim koeficientem, opakovatelnost metody v tomto
ptipad¢€ odpovida 10,47%. M¢étenti stability, kterd sledovala, jak moc vzorek degraduje pii svém

opakovaném pouzivani v obdobi 43 dni, by se dalo vyjadfit zhorSenim signalu vzorku o 16 %.

Na snizeni pH vzorku z 11 na pH 6 se projevilo, Ze zédsadit¢ pH ovliviiuje proces detekce
k lepSimu, jelikoz po pfidani kyseliny intenzita signalu strmé klesla. Velmi diileZitou polozkou
jsou 1 cMNPs — modifikované magnetické nanocastice s pfitomnosti inhibitoru JB-303, bez

jejichz specifické modifikace by detekce PSMA probihala s tézi.

V této praci byla piedstavena metoda, ktera je schopna detekovat i tak mald mnozstvi, jako jsou
setiny nanogramil, mé potencialni vyuZiti nejen v mediciné, ale 1 v dalSich oblastech, kde se
pracuje s nizkymi koncentracemi. Podstatou je najit vhodnou tpravu, jako byl v tomto piipadé
inhibitor JB-303 navdzany na cMNPs, ktery pozadovanou latku vyselektuje a zbytek je otdzkou

adaptaci k dosazeni intenzivniho signéalu, coZ neni vliibec snadné.
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Summary

Like many other methods serving for the detection of biological indicators, should be the met-
hod of MA-SERS reliably to determine the content of the PSMA protein. The main focus of
this work was to measure and assess the concentration of PSMA. Work has to be defined in
several major sections. The first task was to determine which peak provides correct information
about the presence of PSMA.. It was concluded that the representative peak has the wavenumber
1335 cm !, All values for 1335 cm™! was based on the data of measurement of the calibration
concentration, specifically due to their low average relative error (7%), but also the clarity of
the signal. As already outlined, through the equation of linear regression was observed concen-
trations of the two unknown samples, which gave indication that the method is working. After
this step is therefore passed to detect the concentration of prostate specific membrane antigen
from human blood. Blood samples, from patients of University Hospital, were tested using
standard addition. The evaluation shows that the protein concentration was determined to

10.1 ng / ml, benchmark was equal to 10.3 ng / ml. It corresponds to a relative error of 2%.

However, they were investigated other aspects, such as setting suitable for laser power mea-
surement as well as repeatability, stability and change in signal intensity according to different
pH. Repeatability tells, how much are the conditions of measurement differ. Assessed the vari-
ation coefficient, repeatable methods in this case corresponds to 10.47%. Measurement stabi-
lity, who watched as much sample is degraded during its repeated use during the 43 days, it

could express deterioration of the signal sample by 16%.

On the reducing of the pH of the sample from 11 to pH 6 is resulted, that alkaline pH influences
the detection process for the better. Because after addition of acid, the signal intensity decreased
steeply. A very important item are also cMNPs (modified magnetic nanoparticles) with pre-
sence of the inhibitor JB-303. Without this specific modification, the detection of PSMA would
worked very hardly.

In this work was introduced method, which can detect even such small quantities as hundredths
nanograms. It has potential use in medicine, not only, but also in other areas, which works with
low concentrations. The principle is to find a suitable adjustment, like in this case inhibitor JB-
303 bound to cMNPs, which is able to selected required substance. The rest is a question of

adaptation to achieve intense signal, but is not easy.
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