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Abstrakt

Tato bakalarska prace se zabyva neptimou detekci biomarkeru rakoviny prostaty metodou
Tag-LIBS. Stanoveni biomarkeru bylo provedeno prostiednictvim foton-upkonverznich na-
nocastic, které jsou spolu s biomarkerem soucasti upkonverzni imunoeseje s magnetickymi
mikrocasticemi jako pevnou fazi. Pouziti magnetickych mikrocastic jako podkladové pevné
faze nabizi velké mnozstvi vyhod, jako je separace analytu pomoci vnéjstho magnetického
pole, nebo jejich vyuziti pro vnitini standardizaci. Metoda Tag-LIBS byla optimalizovana
vhodné zvolenym dvoupulznim usporadanim, které v porovnani s jednopulznim vykazo-
upkonverzni imunoeseje, kde byla jako podkladova faze pouzita magneticka mikrocastice,
a upkonverzni imunoeseje na mikrotitracni desticce. K optimalizaci metody Tag-LIBS
také prispéla moznost provedeni vnitini standardizace. Byly také analyzovany klinické
vzorky, pricemz ziskané vysledky byly porovnany s vysledky z upkonverzniho skenovani,
které se k detekci upkonverzni imunoeseje bézné pouziva.

Summary

This bachelor’s thesis is focused on the indirect detection of the prostate cancer bio-
marker using the Tag-LIBS method. The determination of the biomarker was carried
out using photon-upconversion nanoparticles, which, along with the biomarker, are part
of the upconversion-linked immunosorbent assay, with magnetic microparticles as the
solid phase. The use of magnetic microparticles as the solid phase offers numerous advan-
tages, such as the separation of analyte using an external magnetic field and their use for
internal standardization. The Tag-LIBS method was optimized using a suitably chosen
double-pulse arrangement, which exhibited higher signal intensity and a lower limit of de-
tection for the biomarker compared to the single-pulse setup. Furthermore, a comparison
was made between the upconversion-linked immunosorbent assay using magnetic micro-
particles as the solid phase and upconversion-linked immunosorbent assay on a microtiter
plate. The optimization of the Tag-LIBS method was also aided by the possibility of per-
forming internal standardization. Clinical samples were also analyzed, and the obtained
results were compared with the results from upconversion scanning, which is commonly
used for detecting the upconversion-linked immunosorbent assay.

Klicova slova
Tag-LIBS, dvoupulzni technika, imunoesej, foton-upkonverzni nanocastice, magnetické
mikrocastice, prostaticky specificky antigen
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1. Uvod

Podle Svétové zdravotnické organizace je rakovina aktualné pricinou smrti pro témeér
kazdého sestého ¢lovéka na planeté a rakovina prostaty patii mezi jednu z nejcastéji dia-
gnostikovanych [1]. Na zakladé odhadu se tempo narustu pacientt s timto onemocnénim
ma béhem nasledujicich let nadale zvysovat. I kdyz je timrtnost na rakovinu prostaty
pomérné nizka (cca méné nez 10 %), je dulezita véasna diagnéza, nebot pacientovi vy-
razné zvysuje Sance na preziti. Ke studiu rakoviny se pouzivaji imunochemické metody,
napr. imunocytochemie, imunohistochemie nebo imunoeseje. Citlivost téchto metod neni
mnohdy dostatecnd, anebo jsou metody jinym zptsobem limitovany (fotodegradace zna-
cek, vysokd cena, Casova naroc¢nost aj.). Je tedy nezbytné vyvijet dalsi zpusoby brzké
identifikace priznakd nemoci.

Vyuziti spektroskopie laserem buzeného plazmatu (LIBS) jako detekéni metody pro i-
-munoeseje je oznacovano pojmem Tag-LIBS. Tato metoda jiz byla v minulosti nékoli-
krat pouzita, a v této bakalarské praci byl prostrednictvim Tag-LIBS nepiimo detekovan
biomarker rakoviny prostaty, konkrétné prostaticky specificky antigen PSA. Stanoveni
biomarkeru bylo uskute¢néno detekci foton-upkonverznich nanocéstic, které jsou spolu
s biomarkerem soucasti imunoeseje s magnetickymi mikrocasticemi. Vedle emisnich car
yttria, které zastupuji foton-upkonverzni znacky, byly zaroven sledovany i c¢ary zeleza.
Ty reprezentuji magnetické mikrocastice, které slouzi jako pevny zaklad celé imunoeseje
s navazanym biomarkerem. Magnetické mikrocastice nabizi velké mnozstvi vyhod, jako
je separace analytu pomoci vnéjstho magnetického pole, nebo jejich vyuziti pro vnitini
standardizaci.

Cilem préace bylo pouziti Tag-LIBS jako detekéni metody biomarkeru PSA v porovnéani
s ostatnimi imunochemickymi metodami. Bylo vyuzito upkonverzni imunoeseje s magne-
tickymi mikrocasticemi jako pevnou fazi. Dalsim cilem byla optimalizace Tag-LIBS vhod-
nym zvolenim jednopulzniho nebo dvoupulzniho usporadani a moznosti provedeni vnitini
standardizace. Ziskané vysledky byly porovnany s vysledky z upkonverzniho skenovani,
které se k detekci upkonverzni imunoeseje bézné pouziva.



2. TEORETICKA CAST
2. Teoreticka cast

2.1. Spektroskopie laserem buzeného plazmatu

Spektroskopie laserem buzeného plazmatu z anglického nazvu ,, Laser-Induced Breakdown
Spectroscopy” (LIBS) je metoda emisni atomové spektroskopie. Je to analytickd tech-
nika poskytujici rychlou a soucasné jak kvalitativni, tak i kvantitativni prvkovou analyzu
vzorku, nehledé na jeho skupenstvi nebo homogenitu. Kvalitativni analyza se zamétuje
na detekci prvki pritomnych ve vzorku, které jsou rozpoznany na zakladé jejich charak-
teristickych emisnich spekter. Identifikace charakteristickych ¢ar je vétsinou provedena
porovnanim naméteného spektra s referenénimi spektry znamych prvki. Naopak kvanti-
tativni analyza se zaméruje na stanoveni koncentrace zastoupenych prvki ve zkoumaném
materidlu. Vyuziva detekovanych intenzit emisnich car sledovaného prvku a kalibracni
krivky, kterd se ziskava ze zmétrenych spekter standardu s presné definovanym chemickym
slozenim. Tato kalibrace umoznuje prevést namérené intenzity na koncentrace nezndmych
prvkl ve vzorku.

Atomova spektroskopie je zalozena na interakci fotoni dopadajictho zareni s atomy
zkoumaného vzorku. Zékladem tohoto vzajemného ptisobeni je elektricky ndboj pritomny
ve hmoté. Vlivem elektrického pole svétla nastava piisobeni sil na ndboje a dipély uvnitt
materidlu. Dochazi k jejich zrychleni nebo vibrovani. Naopak v opa¢ném pripadé vibru-
jici elektrické naboje emituji elektromagnetické zareni. V souladu s postulaty kvantové
mechaniky a dualismu vlna-c¢astice ma svétlo pouze diskrétni hladiny energie, tj. jeho
energie je kvantovana. Mezi zékladni situace znédzornéné na Obr. 2.1, které mohou na-
stat pri interakci fotonu s atomem, patii absorpce, spontanni emise a stimulovana emise

fotonu [2].
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Obrézek 2.1: Absorpce, spontdnn{ emise a stimulovand emise fotonu, pfevzato a upraveno [2].

Pri absorpci svétla musi byt splnéna podminka, kterda udava, ze energie fotonu dopa-
dajiciho zareni odpovida rozdilu energiovych hladin atomu:

h,l/ = E2 — El, (21)

pricemz h je Planckova konstanta, v frekvence foton a energiova hladina Es >FE;. Poté
miuze nastat pohlceni energie fotonu, jeho zdnik a naslednd excitace (nabuzeni) atomu
na vyssi hladinu F,.

Spontanni emise probiha nezavisle na vnéjsim stimulu. Pokud se atom nachézi na vyssi
hladiné, muze samovolné deexcitovat na nizsi hladinu energie F,. Tento prechod je do-
provazen vyzarenim fotonu o energii hv, kterd je opét rovna rozdilu hladin energie.

Poslednim jevem je déj opacny k absorpci. Pri stimulované emisi dochazi k interakci
fotonu s urcitou frekvenci, polarizaci a definovanym smérem siteni s excitovanym atomem.
Pr1i prechodu na nizsi hladinu dochézi tedy navic k vyzareni dalsiho fotonu kopirujiciho
veskeré vlastnosti ptivodniho.



2.1. SPEKTROSKOPIE LASEREM BUZENEHO PLAZMATU
2.1.1. Princip LIBS

Nejcastéji je spektroskopie laserem buzeného plazmatu pouzivana pri zkoumani emisnich
spekter pevnych latek. V tomto pripadé je potireba dodat laserovému pulzu dostatecnou
energii k prekroceni prahové hodnoty zlomu materialu, pri které nastava pretrzeni che-
mickych vazeb mezi atomy za vzniku plazmatu s velmi kratkou zZivotnosti. Tato doba
zalezi na mnoha faktorech, napt. na parametrech zvoleného laserového pulzu, analyzova-
ném materialu, okolni atmosfére atd. Bézné se ovsem pohybuje okolo 0,510 ps. Plazma je
ionizovany plyn s nabitymi ¢asticemi dosahujici teplot okolo 1000020000 K, coz je vice
(2—4krat) nez na povrchu Slunce. Tento proces, kdy nastava excitace atomu a odpafeni
¢asti vyznaceného povrchu vzorku, je znam pod terminem ablace. S postupné chladnoucim
plazmatem nastava deexcitace ionizovanych Céastic a emise zareni s charakteristickymi vl-
novymi délkami odpovidajicim prechodiim mezi energiovymi hladinami prvki pritomnych
ve vzorku. Svétlo je zachytavano sbérnou optikou a pomoci optického vlakna vedeno do
spektrometru k analyze prvki [3-5]. Casovy priibéh ablace materidlu pro nanosekundovy
pulz je priblizen na Obr. 2.2.

Ons <1lns <1lns 5ns

AL

50ns O us

Obrazek 2.2: Casovy pribéh ablace vzorku. LB — piichozi laserovy pulz, S — vzorek, H — oblast depozice
energie, V — para ze vzorku, P — plazma, E — specifickd emise pro dany atom, CR — krater, PT — ¢éstice,
prevzato a upraveno [(].

V zavislosti na délce trvani laserovych pulzti dochazi ke zménam ablac¢niho procesu. Pti
pouziti femtosekundovych pulzi (délka pulzu 107° s) nastdvd pfima pfeména pevné latky
na plyn a plazma bez vétsich tepelnych ztrat. Ablace materidlu femtosekundovymi lase-
rovymi pulzy funguje prevazné na principu Coulombovské exploze. Jedna se o netermalni
proces, pri kterém jsou vyrazeny valencni elektrony ze vzorku a vytvoreny kladné ionty
v materidlu. Vazby mezi jednotlivymi atomy jsou timto procesem oslabeny a prekonany
odpudivou Coulombovskou silou ptisobici mezi ionty. Dochéazi tak k poruseni materialu
a ke vzniku plazmatu. V piipadé pikosekundovych pulzi (délka pulzu 10712 s) vznikd pii
preméné skupenstvi v mensi mite také kapalna faze, ktera ovliviiuje presnost ablace. Pri
pouZiti nanosekundovych laserii, s délkou pulzi fddové v jednotkdch 107%s, prevlddaji
termélni procesy ve vzorku, béhem kterych dochézi k roztaveni znacné vrstvy materidlu.
Material je tak odparen jak z pevné, tak i kapalné formy, a jeho stlacenim dochazi k vy-
tvoreni razovych vin. Ty maji za nasledek vytlaceni taveniny, coz prispiva k modifikaci
tvaru ablatovaného krateru. Pri trvani pulzu nékolik ns mutze nastat ¢astecna absorpce
energie pulzu uz vzniklym plazmatem. Tento jev je nazyvan stinéni plazmatem (z ang.
»plasma shielding“) a udava, kolik hmoty bude pfeméno na péaru [7, 8].
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2. TEORETICKA CAST

LIBS je semi-destruktivni metoda. Krater zptisobeny laserovym pulzem nicméné vznika
na predem vyznacené plose vzorku (prumér krateru jednotky az stovky pm) a sahd pouze
do vrchnich vrstev materidlu (jednotky az desitky pm). V omezené mife je mozné i hloub-
kové profilovani vzorku (stovky pwm). Laserovy svazek muze byt diky své nerovnomérné
rozlozené intenzité zaméren na velmi malé oblasti zkoumani (¢asto jeho profil nabyva
tvaru Gaussovy krivky s nejvyssi intenzitou ve stfedu), ovsem dochazi k odparovani ma-
terialu nejen ze dna, ale i ze stén krateru. Navic pii prichodu optickou sestavou, nez je
laserovy svazek priveden ke vzorku, mohou nastat jeho dalsi deformace a je tak zhorseno
celkové hloubkové rozlisent [2, 9].

LIBS analyza nevyzaduje v podstaté zadny postup pripravy vzorku (vyjimkou jsou
biologické vzorky) a vzorky mohou byt zkoumdny in vitro, in vivo a ex vivo [5]. Emisni
spektra jsou navic ziskavana ve velmi kratkém Case (jednotky ps/spektrum) [10]. Naopak
muze byt pro LIBS metodu limitujici prekryv rtiznych emisnich ¢ar na stejnych vinovych
délkach. Prti zkouméni heterogenniho materidlu, kde slozeni jeho jednotlivych vrstev neni
znamo, miuze dojit k obtizné interpretaci spektralniho signalu a k nepresnému stanoveni,
které prvky jsou pritomny ve vzorku a v jakych koncentracich. Intenzita signalu by v tomto
ptipadé byla slozena z pfispévki vice prvku [2,11]. Se spektralni analyzou nehomogenniho
vzorku se ¢astecné poji i matriéni efekt. Jedna se o soubor chemickych a fyzikalnich
vlastnosti zkoumaného materidlu, ktery ovliviiuje kvalitu ziskanych dat z méteni [12].
Miize se jednat o majoritni prvky, ze kterych je material slozen, o jeho tvrdost, odrazivost,
absorpci atd. Pro potlaceni tohoto jevu, popr. Sumu, mize byt vyuzita intenzita spektralni
c¢ary majoritniho prvku o stabilni koncentraci, kterou by se intenzita emisniho spektra
podélila.

2.1.2. Opticka sestava

Mezi nejcastéji pouzivané lasery ve spektroskopii laserem buzeného plazmatu patii ko-
mercni Nd:YAG laser s pevnolatkovym aktivnim prostfedim operujici na zakladni vlnové
délce 1064 nm. Jednd se o yttrito-hlinity granat (Ys3Al5012) dopovany ionty neodymu
(Nd3*). Pomoci generdtoru vyssich harmonickych frekvenci se mize jeho vinova délka
konvertovat napriklad na 532 nm nebo 266 nm [13]. V ptipadé Nd: YAG laseru ma Q-switch
pulz trvani nékolika ns. Pomoci optickych prvki slouzicich ke kolimaci ¢i zaostfeni svazku
a délice svazku, propoustéjiciho pouze urcity interval vinovych délek, je priveden laserovy
pulz nad vzorek uchyceny zpravidla na pohyblivém stolku?-jesté se k tomu vratit [2, 13].
Emise zareni z chladnouciho plazmatu je zachytavana sbérnou optikou spolu s optickym
vlaknem, které vede svétlo az ke stérbiné spektrometru, nejcastéji typu Czerny-Turner
nebo Echelle. Jedna se o typy spektrometru, které rozkladaji svétlo difrakéni miizkou.
Kazda vinova délka svétla je odrazena od mrizky pod jinym thlem, ktery urcuje po-
lohu dopadu na detektor, napt. typu ICCD (z ang. ,, Intensified Charge-Coupled Device®)
nebo sCMOS (z ang. ,scientific Complementary Metal-Oxide-Semiconductor) [14]. VI-
nové délky jsou nasledné prevedeny na elektricky signédl. Usporadani jednotlivych kompo-
nent sestavy je znazornéno na Obr. 2.3.



2.1. SPEKTROSKOPIE LASEREM BUZENEHO PLAZMATU
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Obrézek 2.3: LIBS optickd sestava, pfevzato a upraveno [15].

Detektor

Princip laseru

Slovo laser je slozené z pocatec¢nich pismen svého anglického nazvu ,,Light Amplification
by Stimulated Emission of Radiation“, které lze prelozit jako ,,Svétlo zesilené stimulova-
nou emisi zareni“. Timto procesem je dosazeno koherentniho monochromatického svazku,
pficemz se zareni pohybuje jednim smérem se stejnou ¢asové invariantni fazi [16].

Nicméné svétlo, které za tepelné rovnovahy projde materidlem, je ¢astecné absorbo-
vano prevazujicim poctem atomu na nizsi energiové hladiné. Tato skutecnost je dana
uvazovanim atomu, kdy je za teplotni rovnovahy dana pravdépodobnost obsazeni jejich
energiovych hladin Boltzmannovym rozdélenim:

En
P(E,,) x exp ( kBT) , (2.2)
kde FE,, je hladina energie a kp je Boltzmannova konstanta. Ze zavislosti lze pozorovat,
ze pravdépodobnost obsazeni hladin je ovlivnéna teplotou. VSechny atomy se pri teore-
tickém dosazeni T' = 0K nachézi v zdkladnim stavu, s rostouci teplotou se ale zacinaji
zaplniovat i ostatni hladiny. Inverzni populace nastava pri podminkach porusujicich tep-
lotni rovnovahu, tehdy, kdy obsazenost vyssich energiovych hladin prevysuje tu na nizsich.
K navozeni stavu inverzni populace je potieba budiciho zdroje energie, ktery by zajistil
excitaci elektronti v atomech. Oblast, kde k tomuto jevu dochazi, se nazyva aktivni pro-
stfedi. Nejcastéji se jako aktivni prostiedi laseru voli krystaly dopované vhodnymi ionty
pro svou vysokou krystalografickou usporadanost [13]. Proces buzeni mize byt proveden
nékolika zptusoby, at uz pres elektronovy nebo iontovy svazek, elektrickou vybojku, pomoci
elektront a dér v polovodicovych zdrojich, ¢i dokonce chemickou reakei [2].

Hlavni komponenty tvorici laserovy systém jsou tedy opticky rezonator a zdroj budici
energie. Rezonator se obvykle sklada ze dvou zrcadel, pricemz jedno je odrazné, druhé
polopropustné, a jsou situovany proti sobé s aktivnim prostiedim umisténym mezi nimi.
Po navozeni excitovaného stavu prevazné vétsiny atomi muze dojit pii interakci s fotony
ke stimulované emisi. Dochazi tim k navysSeni poctu fotont v aktivnim prostiedi, které
dale interaguji s excitovanymi atomy. PTi opakovani tohoto procesu vznikd mnoho fotont
se stejnym smérem a fazi, coz vede k vytvoreni laserového paprsku. Nez laserovy svazek
opusti sestavu, mnohokrat se mezi zrcadly odrazi. Pii odrazech v optickém rezonatoru
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se cast zareni vraci do aktivniho prostiedi, kde dochézi k opétovnym interakcim, coz
udrzuje stabilni stav excitace. K zesileni laserového paprsku je nutné, aby fazovy posun
mezi fotony odrazenymi od zrcadel a témi, které opousti aktivni prostiredi, byl nasobkem
27, a nastala tak konstruktivni interference. Tento proces se opakuje pti kazdém cyklu
odrazu mezi zrcadly, dokud neni intenzita laseru dostatecné silna, aby mohl paprsek projit
polopropustnym zrcadlem [2, 16].

Q-switch

Pro 1ucely LIBS se pouzivaji vysokoenergetické laserové pulzy. K vytvoreni mikroplazmatu
na velmi malé oblasti musi laser disponovat vykonem radove v jednotkach MW. Dosahnout
pulzii o vysoké energii lze napt. pouzitim tzv. ,, Q-switch® rezimu, fungujicim na principu
zaklopky. Muze se jednat napft. o rotacni prvek (zrcadlo, hranol) nebo optoelektricky mo-
dulator s polariza¢nimi filtry, ktery zabranuje fotonim s pozadovanou vlnovou délkou
opustit opticky rezonator a vyvolat stimulovanou emisi. Neustalym buzenim se hromadi
energie v systému, ktera je prepnutim Q-switch vypusténa v podobé vysokoenergetického
laserového pulzu. Ten mé kratkého trvani, nebot je inverzni populace v aktivnim pro-
stfedi rychle vycerpana. Q-switch je kratce po prichodu laseru polopropustnym zrcadlem
vypnut, aby se zabranilo generovani dalsich pulzu [2, 16, 17].

2.1.3. Dvoupulzni technika

Ke zvyseni citlivosti spektralnich ¢ar se ¢asto voli misto pouziti jednoho laserového pulzu
dva a vyjimecné vice [18]. Dvoupulzni technika byva oznacovana i pojmem z ang. ,,double-
-pulse® nebo jen zkratkou DP. To stejné plati i pro jednopulzni techniku (,,single-pulse,
SP). Mohou byt pouzity lasery stejné vlnové délky, nebo i kombinace ruznych. Existuje
nékolik moznosti jak dvoupulzni metody dosahnout. Bud jsou zaméreny dva pulzy do
jednoho mista vygenerované stejnym laserovym svazkem, nebo jsou dva lasery geometricky
usporadany pomoci optické sestavy. Geometrické usporadani muze byt kolinedrni (oba
pulzy jsou kolmo k povrchu vzorku a miri do stejného mista), nebo ortogondlni (obvykle
je jeden pulz nastaven kolmo a druhy rovnobézné se vzorkem) [17]. Pripad kolinedrniho
dvoupulzniho usporadéani je znadzornén na Obr. 2.4.

Ortogonalni usporadani se ovsem muze jesté délit na vytvoreni tzv. pre-ablaéni jiskry
nebo bézného pouziti druhého pulzu na ohrati plazmatu. Pii realizaci metody s pre—
ablacni jiskrou je rovnobézny laser priveden par milimetri nad vzorek, aby zformoval
plazma nebo jiskru z okolniho vzduchu, které zajisti zahrati vzorku, ale nejsou dostatecné
na samotnou ablaci. Ta je zajisténa az druhym laserovym pulzem, ktery dopadad kolmo
na vzorek a vznika plazma typické pro LIBS [19].

V ostatnich pripadech je zpravidla prvni pulz pouzit k ablaci materialu nasledované
vznikem mikroplazmatu. PTi zavedeni druhého pulzu primo do plazmatu nastava nékolik
udalosti soucasné. Jednak je zajisténo opétovné ohrati plazmatu, ¢imz je zaruceno pro-
dlouzeni doby excitace castic, jednak dochézi k mohutnéjsi energetické expanzi, po niz
je pfi chladnuti emitovano vice zareni [9]. V pripadé pouziti dvoupulzni techniky je na-
casovani jednotlivych pulzt klicové k dosazeni co nejsilnéjsiho signalu. Optimalizaci lze
provadét upravou parametri, které jsou diskutovany v nasledujici sekci.
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Obrézek 2.4: Dvoupulzni kolinedrni uspofaddni laserovych pulzl, pfevzato a upraveno [27].

2.1.4. Parametry méreni

Sledovani a optimalizace parametrii méreni jsou klicové pro dosazeni presnych a spolehli-
vych vysledkt LIBS analyzy. Snahou je dosahnout co nejvétsiho poméru signalu k sumu,
aby byla zajisténa maximéalni spolehlivost a citlivost metody. Mechanismy, které probihaji
v materidlu pri jeho ablaci, a také rozsah plazmatu, jsou ovlivnény dobou trvani lasero-
vého pulzu (2.1.1) a jeho energii, resp. hustotou zarivého vykonu. Energie laserového pulzu
je volena tak, aby nastala excitace pozadovaného vzorku. Pro nanosekundovy pulz by se
méla hustota zafivého vykonu pohybovat kolem 1 GW /cm?. V pfipadé LIBS mohou byt
pouzity kratké nebo dlouhé pulzy. Kratké pulzy jsou typické pro femtosekundové, nebo
pikosekundové lasery, dlouhé pulzy jsou zajistény nanosekundovymi lasery [7].

Kontrolu nad ¢asovymi intervaly, ve kterych se méreni provadi, urcuji tzv. gate de-
lay a gate width. Gate delay oznacuje dobu, ktera uplyne mezi vystrelem laserového
pulzu a privedenim signalu do optického systému spektrometru, nebot emisni spektrum
plazmatu je rovnéz funkci ¢asu. Obvykle je toto zpozdéni nastaveno radové na stovky ns.
Gate width je znam také pod pojmem integracni ¢as. Jedna se tedy o dobu, po kterou
spektrometr sbira signal z emitovaného zareni a zpravidla byva nastaven fadové v jed-
notkach az desitkach us. V rané ¢asti excitace je sice zvysena pravdépodobnost detekce
obtiznéji detekovatelnych prvki, nicméné je zvysen i signdl pozadi. V pripadé pouziti vice
pulzu je dulezité nastavit zpozdéni mezi jednotlivymi pulzy (z ang. , interpulse delay®).
Na Obr. 2.5 je znazornén ilustrativni prubéh sbirani signalu pii pouziti dvou laserovych
pulzi, véetné dilezitych ¢asovych intervala [17].
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Obrazek 2.5: Ilustrativni prubéh sbirani signidlu pri pouziti dvou nanosekundovych laserovych pulzi,
pricemz At je zpozdéni mezi pulzy, t4 je gate delay a t,, je gate width, pfevzato a upraveno [17].

2.2. Aplikace

Prvni pouziti spektroskopie laserem buzeného plazmatu je datovano do 60. let 20. stoleti,
po zkonstruovani prvniho funkéniho laseru v roce 1960 [20]. V minulém stoleti nasel LIBS
prevazné komeréni uplatnéni v primyslu jako spektralni analyza kovi, slitin, oceli a uhli.
V 90. letech byla vyvinuta analyza signalu na délku pomoci optického vlakna, a zacalo
se diskutovat o analyze mésicniho povrchu. S postupem casu pribyl nespocet publikaci
z oblasti, do kterych LIBS expandoval. Jednalo se napt. o povrchovou analyzu prirodnich
¢i syntetickych materidli jako je dfevo, keramika, sklo, polymery i vesmirna télesa [17].
V roce 2013 predstavil Giacomo a kol. novou techniku laserové spektroskopie, a to NE-
LIBS [21]. Metoda NELIBS, z ang. ,, Nanoparticle-Enhanced Laser-Induced Breakdown
Spectrocopy*, spociva v depozici koloidniho roztoku vzacnych kovii, nejcastéji stiibrnych
a zlatych nanocastic, na povrch kovového vzorku pred ozarenim laserem. Po deponovani
nanocastic je zvysena intenzita detekovaného signalu v dtsledku poklesu prahu ablace,
tj. minimalni intenzita laserového pulzu potrebna k ablaci materidlu. Kromé toho nedo-
chazi k vyznamné zméné slozeni vzorku, nebot tenka vrstva nanocastic je odstranéna po
nékolika laserovych pulsech.

Prikladem pouziti techniky LIBS v terénu mohou byt pristroje ChemCam na vozitku
Curiosity a novéjsi model druhé generace SuperCam na sondé Perseverance jako soucast
mise NASA na Marsu. Ukolem ChemCam je provadét prvkovou analyzu povrchu planety
i hloubkové profilovani (fadové stovky pum — za pomoci vice pulzii namitenych do stej-
ného mista). Vzorkovani probihd pfimo v prubéhu laserové ablace a neni nutné odebirat
vzorky pred provedenim analyzy. SuperCam méa obdobné poslani, nybrz je navic schopen
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provadét Ramanovu spektroskopii (RS)! a ¢asové rozlisenou fluorescenci (TRF)? pro jesté
podrobnéjsi charakterizaci chemického slozeni vzorku [22-24].

Metoda LIBS nasla uplatnéni i v nejriznéjsich bioaplikacich [5, 10, 15,27, 28]. Zacaly
se zkoumat organické materialy, tkané zvirat, pletiva rostlin, slozeni potravin atd. V této
oblasti vynika tzv. ,bioimaging“, ktery vyuziva mapovani distribuce signalu prvka ve 2D
prostoru [29]. V poslednich letech se LIBS zacal pouzivat i na mapovani distribuce signalu
ze vzorku lidskych tkani, DNA a na detekci riznych nemoci, mezi které patii i rakovina
[17]. LIBS mé také potencial doplnit ostatni detekéni metody v oblasti imunochemie svymi
dosavadnimi limity detekce koncentrace sledovanych analyti (zkoumanych latek) [27, 30]
(viz 2.3). Jeho aplikace odpovidaji siroké skale forem, kterych biologické vzorky mohou
nabyvat, pres vapenaté tvrdé tkané jako jsou kosti, po mékké tkané obsahujici vyssi
procentudlni zastoupeni vody a télni tekutiny.

2.2.1. Detekce biomarkeru

Prvni zndmky onemocnéni vaznéjsiho charakteru mohou byt vétsinou odhaleny jiz scree-
ningovym testem, ktery by meél byt presny z hlediska poskytnutych vysledkii, minimalné
invazivni, rychly a jednoduse proveditelny. Nicméné pouze na zdkladé screeningu nelze da-
nou nemoc s urc¢itosti diagnostikovat. Slouzi pouze k odhaleni zndmek nemoci (napt. neob-
vykla hladina proteinu v krvi, ibytek bilych krvinek) pred projevenim dalsich symptomu.
Stanoveni rakoviny muze byt provedeno pfimo a nepiimo. Piiméa detekce nemoci je rea-
lizovana prostiednictvim charakteristickych prvki, jejichz hladiny jsou v nezdravé tkani
mimo standardni hodnoty. Pt¥ima detekce je ovSem méné vyuzivanou metodou v medi-
ciné kvili své invazivité. Nepiima detekce se zaméruje na sledovani biomarkerti nemoci
prostiednictvim znacek, které jsou na né navazané pomoci specifickych protilatek. Bio-
marker je obvykle oznaceni pro molekulu proteinu pritomnou v télnich tekutinach, jehoz
koncentrace se u nezdravych jedincu lisi [5, 31, 32].

PSA

Prostaticky specificky antigen (PSA z ang. , prostate-specific antigen®) je lidsky glyko-
protein produkovany builkami prostaty, ktera je soucasti muzské pohlavni soustavy. Ter-
min antigen je oznaceni pro molekularni strukturu, ktera mtze byt imunitnim systémem
vniméana jako cizorodé téleso, a vyvolava reakci imunitniho systému produkei protilatek
aktivovanymi lymfocyty. V pripadé PSA se sice nejednd o latku, ktera neni produko-
vana lidskym organismem, nicméné pojmenovani antigen se pouziva spise v kontextu jeho
schopnosti specifické vazby s imunoglobulinem (protilatka majici tvar Y). Jako biomarker
rakoviny prostaty se PSA vyuziva pri imunochemickych testech a nésledné diagnostice
tohoto onemocnéni. Jeho koncentrace v krvi je velmi nizka, zdrava hladina se uvadi v roz-
mezi 0-2,5 nanogramu na mililitr (ng/mL). ZvySeni jeho hladiny v krvi mize byt spojeno
s nékolika faktory, nejenom s karcinomem. PSA musi totiz proniknout nékolika bunécnymi

RS je zalozena na Ramanové rozptylu, kdy dochézi k nepruzného rozptylu interagujicich fotont na
molekuléch latky. Pii tomto procesu nastava absorpce energie fotonu molekulou, coz muze vést k excitaci
jejich vibrac¢nich a rotacnich stavi. Poté nastava emise fotonu s frekvenci odlisnou od frekvence pivodniho
fotonu, coz poskytuje informace o chemické strukture vzorku. Tento fenomén je pojmenovaném po svém
objeviteli a nositeli Nobelovy ceny za fyziku v roce 1930 C. V. Ramanovi [25].

2TRF je technika vyuzivana k analyze ¢asového pritbéhu fluorescence vzorkii. Princip spo¢iva v excitaci
fluorescen¢nich znacek externim zdrojem svétla, obvykle kratkymi pulzy laseru. [26].
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organelami a tkanémi, aby se dostal do krevniho obéhu ¢lovéka. Patologickym procesem
muze byt narusena tato bariéra, a dochéazi k vyskytu vyssi koncentrace PSA v krvi. Nej-
castéjsim duvodem je zdnét mocovych cest a benigni hyperplazie prostaty (nenadorové
zvétseni). Jednd se o bézné onemocnéni postihujici muzskou populaci prevazné od véku
504 [33-30].

2.3. Druhy imunoeseji pro detekci biomarkert

V této kapitole budou diskutovany hlavné ty imunochemické metody, se kterymi byla
v minulosti imunoesej s LIBS detekci porovnavana. Podstatou imunochemickych metod
je vazba protilatka-antigen in vitro (tzv. imunokomplex) za tcelem dokazani pritomnosti
antigenu a jeho koncentrace, popr. mnozstvi protilatek. Proces navazani protilatky a an-
tigenu ovsem nebyl v roztoku viditelny, a tak byly vyvinuty reaktanty pro generovani
ruznych typt signaltt a zpusoby jejich méreni. Vysledkem je pravé imunoesej, v niz je
ve vétsiné pripadi biomarker z obou stran obklopen svymi protilatkami (tzv. sendvi-
¢ovy imunokomplex) se znackou navazanou na jedné z nich. Existuje nékolik typu znacek.
Povrch znacek je chemicky upraven tak, aby se byly schopné navazat na protilatky re-
agujici s konkrétnimi biomarkery. Biochemickd analyza, kterd tato navazani specialnich
protilatek na své antigeny méri, se nazyva imunoesej, popr. imunostanoveni. Imunostano-
veni byvaji zpravidla pojmenovana podle pouzité znacky, nebo dle pouzitého detekéniho
principu. Muze se jednat napt. o protilatky s nakonjugovanymi fluorescenénimi (FIA), en-
zymatickymi (ELISA), foton-upkonverznimi (ULISA) nebo elektrochemiluminiscenénimi
znackami (ECLIA) [37].

Imunoeseje FIA, ELISA i ULISA, maji v pripadé sendvi¢ovych imunokomplext stejny
protokol pripravy, lisi se pouze v poslednim kroku riznym typem navazanych znacek [39].
Zakladem téchto metod je imunoadsorpce, pti které dochazi k navazani specifickych proti-
latek na povrch pevné faze (dno mikrotitracni desticky, magnetické nebo plastové ¢astice
atd.). Navazani muze probihat pomoci vicero mechanismu, napt. pomoci Van der Waal-
sovych sil nebo kovalentnich vazeb. V prvni fadé je na povrchu pevné faze imobilizovana
zachytavaci protilatka daného biomarkeru. Na protilatku je navazan specificky antigen
(biomarker) a k doplnéni sendvicového imunokomplexu je poté na biomarker navazana
detekéni protilatka modifikovana biotinem. Biotin je znamy jako vitamin B7 nebo také
H. Vyuziva se jeho schopnost vazat se na avidin, popt. streptavidin (protein) s vysokou
afinitou. Je to jedna z nejsilnéjsich nekovalentnich vazeb, ktera se v prirodé vyskytuje.
Streptavidin je navazan na nanocasticové znacky [38]. Prubéh konjugovani jednotlivych
¢asti imunokomplexu, které jsou totozné pro vSechna tii imunostanoveni, je znazornén na
Obr. 2.6 [39]. V pripadé elektrochemiluminiscen¢ni imunoeseje (ECLIA) dochazi k mé-
feni luminiscenc¢niho zareni vzniklého v dusledku chemické reakce, ktera se odehrava na
elektrodach, jako pevnych fazich, po privedeni elektrického proudu. Oproti ostatnim de-
tekénim metodam, které pracuji s luminiscenénim signalem a vyzaduji excitacni zdroj
zareni, elektrochemiluminiscence (ECL) nabizi vyhodu v absenci tohoto zdroje, coz pred-
stavuje moznost snizeni signalu pozadi [10,11].
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Obrézek 2.6: Prubéh konjugovéni sendvic¢ového imunokomplexu pro fluorescenéni imunoesej (FIA), enzy-

movou imunoesej (ELISA) i upkonverzn{ imunoesej (ULISA) bez posledniho znackovaciho kroku, prevzato
a upraveno [39].

2.3.1. Fluorescenc¢ni imunoesej

Znaceni protilatek nebo cilovych antigentt byva ve fluorescen¢éni imunoeseji (FIA z ang.
, Fluorescence Immunoassay“) provadéno ruznymi fluorescenénimi barvivy (fluorofory).
Kazdé z nich ma svou charakteristickou vlnovou délku pro excitaci a emisi fluorescence,
pti kterych dochédzi k maximélni absorpci a emisi zafeni [37]. Detekei fluorescenéniho
zareni se zabyva fluorescencni spektroskopie. Signal mérenych spekter muze byt sbiran
fluorimetrem nebo fotonovym detektorem. Vysledny imunokomplex pro FIA je znazornén
na Obr. 2.7. Prvni zminka o pouziti fluorescencnich molekul pro imunoeseje se objevila jiz
v roce 1961 v ¢lanku védct Dandlikera a Faigena, kteri se zabyvali polarizaci fluorescenc-
ntho zafeni a jeho vlivu na reakci antigen-protilatka [12]. V roce 2018 byl publikovan
clanek zkoumajici detekci biomarkeru jaternich onemocnéni, napt. hepatitida a cirhoza,
pomoci fluorescencni polarizaéni imunoeseje (FPIA z ang. ,, Fluorescence Polarization Im-

munoassay”) [13]. Zékladni princip FPIA je méfeni zmén v polarizaci fluorescencniho
svétla, které je emitovano znacenymi molekulami.
Podle konkrétnich pozadavki na experiment se pouzivaji specifickd barviva [11]. Prav-

dépodobné nejvice pouzivané barvivo v imunocytochemii je fluorescein-5-isothiokyanat
(FITC). Jedna se o derivat fluoresceinu, ktery se pouziva ke znaceni proteinu diky vyso-
kovazné isothiokyanatové skupiné. Jeho excita¢ni a emisni vrchol je na vinovych délkach
495 a 517nm. Alexa Fluor je ze stejné skupiny kyanati, oproti FITC ale vykazuje vyssi
stabilitu, jas a pH citlivost. Barvivo FAM (fluorescein), s nejvétsi absorpei na vinové délce
492 nm a maximalni emisi na 517 nm, je vhodné zejména pro znackovani oligonukleotida
(DNA, RNA), proteinti a dalsich biomolekul [15]. Pro dosazeni optimdlnich vysledki ana-
lyzy musi barviva spliovat nasledujici kritéria [38]:

1. efektivné preménovat absorbovanou energii z excitacniho svétla na emitované (pro-
jev lze pozorovat v sile intenzity zareni),

2. emise fluorescen¢niho svétla by méla byt delsi nez 500nm (oblast zelené barvy vi-
ditelného svétla),

3. Stokesuv posun by mél byt vétsi nez 50 nm.

Tato kritéria byla stanovena z nékolika divodi. U biologickych vzorkiu casto nastava
autofluorescence, coz vyrazné ovliviiuje citlivost této metody. Jednd se o jev, pii kterém
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material vykazuje fluorescenci, aniz by byl vystaven externimu zdroji svétla. Autofluo-
rescence biologickych tkani je vétsinou vyraznéjsi na kratsich vlnovych délkach (excita¢ni
spektra obvykle 300-500 nm a emisni spektra 350-550nm), proto zvolenim del$ich vIno-
vych délek muze dojit k potlaceni signalu pozadi [16]. Kritérium tykajici se Stokesova
posunu oznacuje rozdil frekvenci, popr. vlnovych délek excitacniho a emitovaného zatreni
vlivem Stokesova nepruzného rozptylu svétla na molekulach latky. Posun je charakteris-
ticky tim, Ze emitované fotony maji nizsi energii (a tedy vétsi vinovou délku) nez fotony,
které byly absorbovany béhem excitace [25].

Dalsi faktor limitujici FIA je nestabilita ¢astic. Opakovanym pouzivanim intenzivniho
svétla k excitaci fluorescentnich molekul, obzvlast UV zareni a modrého svétla na konci
viditelného spektra, nastava poskozeni bunék vzorku. Kazda excitace zptisobuje degradaci
molekul, coz vede ke ztraté fluorescence a postupnému vymizeni signalu. Tento jev je
znam jako fotozeslabeni (tzv. , photobleaching*) [17]. Na miru degradace ma také vliv

délka expozice, tj. vystaveni vzorku zareni.
485 nrgk 535 nm
/ /

Lo K

A\Y A\Y

Mikrotitracni
desticka
\%& Zachytévaci Analyt %ﬁ' Detekéni protilat- A< Znacka FAM modifiko-
protilatka ka s biotinem vand streptavidinem

Obrézek 2.7: Schéma imunostanoveni FIA s fluorescenénim barvivem FAM, pfevzato a upraveno [39].

Fluorescence

Luminiscence je nadfazenym pojmem pro procesy, pii kterych nastava emise zafeni z ma-
terialu. Dle ptivodu dodané energie do systému jsou rozlisovany razné tridy luminiscence,
pricemz jednou z trid je fluorescence. Fluorescence je fyzikdlni jev, pri kterém je elektron
excitovan ze zakladniho stavu na vyssi energiovy singletovy stav S1, S2 atd. V tomto sin-
gletovém stavu ma elektron opacny spin vuci elektronu nachézejicim se v zakladnim stavu.
Elektron se postupné relaxa¢nimi procesy dostane na nejnizsi vibra¢ni hladinu excitova-
ného singletového stavu. Z nejnizsi hladiny mize deexcitovat do zakladniho singletového
stavu za vyzareni fotonu. Tento déj probiha v desitkach pikosekund az jednotkach nano-
sekund. Energiové hladiny molekuly se popisuji Jablonského diagramem [18].
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2.3. DRUHY IMUNOESEJI PRO DETEKCI BIOMARKERU

2.3.2. Enzymova imunoesej

Prvni zminky o pouziti enzymi ke znackovani antigent a protilatek se objevily jiz v pub-
likacich na prelomu 60.-70. let [19,50]. Samotné enzymové imunoanalyzy nasledné expan-
dovaly do biomedicinského priamyslu v pribéhu 70. a 80. let v dlisledku hledani nahrad za
metody vyuzivajici radioaktivni izotopy. Ackoliv tyto radioaktivni imunoanalyzy (RIA)
byly velmi presné, nesly s sebou bezpecnostni rizika spojena s radiaci. Dalsi omezeni byla
zpusobena nestabilitou izotopu (rychly polocasu rozpadu) a jejich vysokou cenou, véetné
dalsich nakladi pro zajisténi ochrany pred ozafenim [37].

Metoda ELISA (z ang. , Enzyme-Linked Immunosorbent Assay“) je imunostanoveni
pouzivané k detekci a kvantifikaci rtiznych typi molekul s vysokou citlivosti. Princip
ELISA spociva v kombinaci enzymové znacky a substratu, jejichz interakce vede ke zméné
barvy roztoku. Enzym je bilkovina, ktera se vimunokomplexu chové jako reakéni katalyza-
tor, a jeho aktivita je v pribéhu méreni monitorovana. Nejc¢astéji pouzivané enzymy musi
disponovat vysokou stabilitou a enzymatickou aktivitou a nizkou relativni molekulovou
hmotnosti. Nejvice rozsifené enzymy jsou peroxiddza kienu selského (HRP) modifiko-
vand avidinem, popt. streptavidinem (HRP-SA), a alkalickd fosfatdza (ALP). Substrat je
latka, kterd je enzymem rozpoznana a specificky na ného navazana. Béhem enzymatické
reakce je substrat enzymem konvertovan na produkt, ktery miize byt detekovan napiiklad
zménou barvy nebo fluorescenci. Intenzita méreného signalu je pfimo tmérna mnozstvi
vazaného analytu. Diky této relaci mezi enzymatickou aktivitou a mnozstvim analytu
je mozné stanovit koncentraci antigenu ve vzorku. Casto pouzivany substrat pro HRP je
chemické slou¢enina TMB (3,3', 5, 5'-tetramethylbenzidin). Jednd se o bezbarvou karcino-
genni latku, kterd se pri enzymatické reakci s peroxidazou preménuje na modry produkt.
Pro ALP se pouzivaji fosfatové substraty. Konecény produkt vznikly z reakce enzymu
a substratu je detekovan specidlnim spektrofotometrem navrzenym pro ELISA metody,
tzv. , ELISA-reader” [37,51]. Toto multifunkéni zafizeni méii intenzitu fluorescence nebo
také absorbanci, tj. velicinu udavajici kolik svétla bylo vzorkem pohlceno. Kazdy substrat
absorbuje zareni na jiné vinové délce. Zakladni princip vypoc¢tu koncentrace analytu ob-
jasnuje Lambertiv-Beeruv zdkon, ktery udava primou timéru mezi absorbanci zkoumané
latky A a jeji koncentraci ¢ [52]:

A:e-c-l:logm%, (2.3)
kde € je molarni absorpcni koeficient, [ je tloustka vrstvy roztoku, Iy je ptivodni intenzita
svétla pred prichodem vrstvou vzorku a I je intenzita po pruchodu vrstvou .

Detekce signalu je provadéna po urcitou dobu. K ukonceni enzymatické reakce se nej-
castéji pouziva zména pH roztoku. V metodé , acid stop“ je reakce zastavena pridanim
kyseliny (obvykle HySO,, HCI) do vzorku, coz vede k neutralizaci pH, zméné barvy roz-
toku (v pripadé TMB se modry roztok zméni na zluty) a zastaveni enzymatické aktivity.
Tim je zabranéno dalsimu vyvoji signdlu a nastava vyhodnoceni vysledki. Zména pH
muze byt provedena i pridanim zasady (NaOH) [51]. Ukdzka imunokomplexu pro ELISA
je zobrazena na Obr. 2.8.
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Obrézek 2.8: Schéma imunostanoveni ELISA s enzymem HRP a substratem TMB, prevzato a upraveno

[39].

V porovnani s fluorescencéni imunoeseji je imunostanoveni ELISA vice preferovano, ne-

bot amplifikace signdlu zalozena na enzymech vykazuje nizsi intenzitu pozadi [53]. ELISA
je povazovana za nejrozsirenéjsi imunoesej, ktera byla vyuzita k detekci nespoc¢tu biomar-
kert, napt. rakoviny prsu, mocového méchyte, vajecniku i prostaty [39,54,55,61]. I kdyz

ELISA poskytuje citlivou a spolehlivou analyzu, testovani vzorki je ¢asové narocné. Sa-
motny proces muze trvat i nékolik hodin, coz muze byt nevhodné pro aplikace vyzadujici
rychlou analyzu [37,51].

2.3.3. Upkonverzni imunoesej

Upkonverzni imunoesej (ULISA z ang. ,, Upconversion-Linked Immunosorbent Assay*)
pouziva ke zjisténi koncentrace analytu foton-upkonverzni nanoéastice (,, UCNPs*). Jednd
se o pomeérné novou metodu, ktera byla predstavena Hlavackem a kolektivem v roce 2016
[53]. Svou citlivosti dosahuje i 10-100krat nizsiho limitu detekce koncentrace analytu nez
ELISA. K detekci emitovaného zareni je pouzita specialné upravena ¢tecka mikrotitracnich
desticek pro méreni upkonverze, tzv. upkonverzni skener. Upkonverzni skener funguje na
principu ozareni vzorku laserovym paprskem s vlnovou délkou blizkou infracervenému
spektru, kdy je upkonverzni emitované zareni zachyceno optickou sestavou a privedeno do
fotonasobice [50]. Schéma imunokomplexu pro ULISA je zndzornéno na Obr. 2.9.
UCNPs jsou zpravidla nanokrystaly NaYF, dopované lanthanoidy (nejcastéji pouzi-
vané ionty jsou Yb**, Er3*t a Tm3") v rtiznych pomérech. Vyhoda foton-upkonverznich
nanocastic spoc¢iva v tom, ze vykazuji anti-Stokestiv posun popisujici rozdil frekvenci exci-
tacniho a emitovaného zareni pti nepruzném rozptylu fotoni na molekulach latky. Dochézi
tak k vybuzeni jejich vibrac¢nich stavi. Anti-Stokestuv posun je charakteristicky tim, ze
emitované fotony maji vyssi energii (a tedy kratsi vinovou délku) nez fotony, které byly ab-
sorbovany béhem excitace. Tento jev je zptusobeny tim, Ze se molekula ptivodné nachéazela
v excitovaném stavu a po absorpci energie dopadajicich fotont byla déle excitovana na
jesté vyssi virtualni hladinu. PTi deexcitaci se molekula dostala na svou zakladni hladinu,
ztratila ¢ast energie, a nastala tak emise fotoni o vyssi energii, resp. frekvenci [25]. V imu-
nochemickych metodach se pouzivaji praveé vyse zminéné dopanty ytterbia, erbia a thulia,
nebof dokazi absorbovat svétlo z blizkého infracerveného spektra. Emitované fotony pri
nasledné deexcitaci maji vyssi energii a jsou soucasti viditelného spektra. Anti-Stoke-
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2.3. DRUHY IMUNOESEJI PRO DETEKCI BIOMARKERU

sovo spektrum je tak mnohem lépe rozliSitelné od vlivu autofluorescence biologickych
tkani a znacné redukuje vliv interference pozadi a samotného signalu. Foton-upkonverzni
znacky také nepodléhaji fotodegradaci [53,57,58].

V roce 2021 Zhou a kol. vyvinul novy typ foton-upkonveznich nanocastic pro imunosta-
noveni ULISA [79]. Jednalo se o typické krystaly NaYF, dopované lanthanoidy, nicméné
byl na povrch téchto znacek nanesen také povlak oxidu kfemicitého (SiOz) a nasledné byla
navazana i aminoskupina NH,. Timto zptsobem vznikly znacky UCNPs-SiO,-NH,, které
umoznovaly lepsi navazani detekéni protilatky, zvyseni intenzity signalu a byly pouzity
pro detekci biomarkeru rakoviny slinivky btisni.

L£80 nm
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protilatka ka s biotinem vana streptavidinem

Obrézek 2.9: Schéma imunostanoveni ULISA s foton-upkonverznimi znac¢kami, pfevzato a upraveno [39].

Frekvenc¢ni upkonverze

Uskutecnéni frekvencéni upkonverze uvniti krystalu je nejvice pravdépodobné pro material
obsahujici tzv. pasti, které dokéazi zachytit elektron (krystaly dopované lanthanoidovymi
ionty). Tyto pasti jsou v energiovém spektru reprezentovany stabilni mezihladinou mezi
puvodnim a konecénym stavem. Hlavni podstatou fyzikalniho jevu upkonverze je dvou-
fotonova absorpce. Pri absorpci prvniho fotonu o energii hv; dojde k excitaci atomu na
stabilni mezihladinu. Pokud je elektron uvéznén v pasti dostatecné dlouho na to, aby
nastala absorpce druhého fotonu o energii hio, tak mize elektron past opustit a atom je
excitovan na jesté vyssi energiovou hladinu. Na této hladiné dochéazi ke spontanni emisi
fotonu s energii odpovidajici h(ry1 + v2) nebo se ji blizici a vinovou délkou ﬁsz (Obr.
2.10). Timto zptusobem ma upkonverze vyssi pravdépodobnost uskuteénéni, nez kdyby
absorpce obou fotonii probihala soucasné. Frekvencni upkonverze miize byt také uskutec-
néna mnohem komplexnéjsimi procesy. V praxi se tento jev pouziva hlavné ke generovani
anti-Stokesovy luminiscence [2,58].

16



2. TEORETICKA CAST

N
hl/g
A2
~
h(l/l + 1/2)
A1 Ao
huy A1+A2
A1
Vv

Obrézek 2.10: Schéma frekvenéni upkonverze, prevzato a upraveno [58].

2.3.4. MB-ULISA

Zminky o pouziti magnetickych mikrocastic (MBs z ang. ,,magnetic microbeads”) jako
pevné faze imunostanoveni se objevily jiz v 90. letech minulého stoleti, ovsem nejvétsi
uplatnéni zazivaji az v poslednich letech. Ve vétsiné pripadt jsou slozeny ze zelezného jadra
a povrchu, ktery je potazen polymery nebo organickymi ligandy. Magnetické mikrocastice
slouzi k efektivni imobilizaci celého imunokomplexu, poskytuji zvyseni intenzity signélu
a dochazi k lepsimu navazani jednotlivych organickych ¢asti [39]. V pripadé jejich pouziti
v imunokomplexu v kombinaci s LIBS detekci mohou slouzit k potlaceni matri¢nich efekti.
Na Obr. 2.11 je uvedeno schéma ULISA imunoeseje s magnetickymi mikrocasticemi jako
podkladovou fazi imunokomplexu.
27380 nm

Magneticka mikrocéastice

\\{/ Zachytavaci Analyt \%@ Detekéni protilat- Znacka UCNP modifiko-
protilatka ka s biotinem vana streptavidinem
Obrézek 2.11: Schéma imunoeseje MB-ULISA, pfevzato a upraveno [39].

Magnetickd mikrocastice je zaroven jedinou magnetickou slozkou celého imunostano-
veni a plsobenim vnéjsiho magnetického pole mize byt separovana. Princip magnetické
separace je znazornén na Obr. 2.12, ale mnohem podrobnéji je popsan v Experimentalni
¢asti (3.1.2). V prubéhu piipravy imunokomplexi jsou postupné jednotlivé komponenty
pridavany do zkumavek a mezi jednotlivymi kroky je aplikovano vnéjsi magnetické pole,
aby nastal zvySeny vyskyt c¢asti imunokomplexti v misté jeho ptisobeni. Tato separace
magnetickych mikrocastic pomoci vnéjsiho magnetického pole je velmi uzitecna, nebot
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miize byt provedena redukce objemu roztoku bez ztraty analytu. Tomuto umélému navy-
seni koncentrace analytu v roztoku se fika prekoncentrace analytu, a jeji zména je udavana
hodnotou prekoncentra¢niho faktoru [39].

‘ Magneticka \\(1 Zachytavaci Analyt %% Detekéni protilat-
mikrocastice protilatka ka se znackou

Obrézek 2.12: Princip magnetické separace a prekoncentrace analytu, pfevzato a upraveno [60)].

2.4. Tag-LIBS

Diagnostika rakoviny pomoci metody LIBS je mozné dvéma zptisoby. Jeden z pristupu je
analyza emisnich ¢ar prvki z lehce piistupnych vzorku (mo¢, krev, vlasy, nehty...) [31].
Nicméné prevazujici koncept spoc¢iva v neprimé detekci samotnych biomarkert pomoci
znacek (z ang. ,tags‘). Tag-LIBS je vyuziti spektroskopie laserem buzeného plazmatu
jako detekéni metody pro imunoeseje. Tato neprimé detekéni metoda vyuziva mikro nebo
nanocasticovych znacek slozenych ze sloucenin i z prvki, jejichz spektrum lze metodou
LIBS snadno detekovat. Mohou to byt kovové nanocastice (zlaté, stiibrné, platinové, oxidy
zeleza, titanu atd.) nebo foton-upkonverzni nanocastice. Po ablaci povrchu vzorku lase-
rovym pulzem jsou z imunoeseje ziskdna emisni spektra prvkia obsazenych ve znackach
a k nim pfifazeny jednotlivé biomarkery [61,02].

V ¢lanku (Makhneva a kol.) publikovaném v roce 2022 bylo diskutovano pouziti mag-
netickych mikroc¢astic jako pevné faze rtuznych imunostanoveni, konkrétné FIA, ELISA
i ULISA k detekci biomarkeru PSA [39]. Vysledky imunoeseji ukazaly, ze pouziti foton-
-upkonverznich nanoc¢astic v ULISA vedlo k dosazeni nejvétsiho poméru signalu k sumu
a nejnizsiho limitu detekce PSA. Ukazka imunoeseje MB-ULISA s LIBS detekci je zna-
zornéna na Obr. 2.13.
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Obrézek 2.13: Schéma imunoeseje MB-ULISA. Schéma je doplnéno o sledované emisni ¢ary foton-upkon-

verznich znacek (Y) a magnetickych mikroéastic (Fe) po pfivedeni laserového pulzu pro LIBS analyzu,
pfevzato a upraveno [39].

U metody Tag-LIBS, vzhledem k mozné simultanni detekci spektralnich ¢ar vice prvki,
muze byt biomarker detekovdan pomoci dvou a vice nanoc¢asticovych znacek (Obr. 2.14).
Tyto znacky nemaji stejné chemickeé slozeni a jejich soucasna detekce nabizi vyhodu v pres-
néjsi detekci biomarkeru a stanoveni jeho koncentrace, a lepSim potlaceni Sumu. Zameé-
rem do budoucna je také uskutecnit paralelni detekci vice biomarkerti, coz by prineslo
vyraznou usporu casu a nakladu [30]. Diky této schopnosti metody LIBS by bylo poten-
cialné mozné diagnostikovat najednou dva a vice biomarkerti v jednom klinickém testu,
popr. zvysit tc¢innost testu. Velkou vyhodou, kterou LIBS muze konkurovat ostatnim imu-
nochemickym detekénim metodam, je nezavislost nanocastic na luminiscenci. U znacek
vykazujici luminiscenc¢ni vlastnosti, na kterych jsou nékteré imunoeseje zalozené, je za-
znamenano horsi rozliseni signalu kvili vlivu autofluorescence biologickych vzorki a také
dochézi u téchto znacek k postupnému blednuti [62]. Tato omezeni také komplikuji pro-
vadéni multiplexingu. Multiplexova analyza je odborné oznaceni pro simultanni detekci
a identifikaci vice analytt v jednom vzorku [63,64]. Piikladem pouziti multiplexové ana-
lyzy s LIBS detekei je ¢lanek (Gondhalekar a kol.) z roku 2019, jehoz hlavnim cilem bylo
vysetfeni riznych zptsobu analyzy dat ziskanych metodou Tag-LIBS [05]. Konkrétné byla
data obdrzena z emisnich spekter z multiplexingu lanthanoidovych znacek (Dy, Eu, Gd,
Nd, Pr), které mély zastupovat jednotlivé kontaminanty v potravinach. Roztoky s kovy
byly ususeny na nitrocelulézovém papite a bylo navrzeno pouziti Tag-LIBS jako detekéni
metody pro imunoeseje na bazi papiru. Dalsi vyhoda metody LIBS je nezavislost na
luminiscenci, se kterou se neodluéitelné poji stabilita pouzivanych znacek (nepodléhaji
fotodegradaci), pokud jsou skladovéany v chladicim zafizeni pri teploté 4°C. Diky témto
vyhodam, spolecné s rychlosti a nizkou cenou analyzy, stale se zlepsujici instrumentaci
a citlivosti, ma LIBS potencial stat se bézné pouzivanou detekéni metodou pro imunoeseje,
viz Experimentdalni ¢ast.
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Obrézek 2.14: Navdzani biomarkeru na dvé odlisné znacky (Sedd a tyrkysovd) pro metodu Tag-LIBS,
pfevzato a upraveno [61].

Historie Tag-LIBS

Poprvé byl princip Tag-LIBS metody zminén v praci profesora Melikechiho v roce 2009 [1].
Byla provedena tspésna detekce biomarkeru rakoviny vaje¢niku Ca 125 pomoci LIBS s
vyuzitim mikrocasticovych znacek na bazi kiemiku. Tento fenomén byl roku 2011 Meli-
kechimu a Markushinovi patentovan jako ,,Mono— and multi-element coded LIBS assays
and methods“ [3]. V roce 2015 publikoval prof. Melikechi a kol. ¢lanek zaméreny na detekci
biomarkeru rakoviny vajecniku Ca 125 pomoci dvou znacek TiOy a Fe;O3 [01]. Koncen-
trace znacky oxidu Zeleza nebyla zavisla na koncentraci biomarkeru, nybrz slouzila jako
substrat k oddéleni imunokomplexu s molekulou Ca 125 od krevni plazmy. Pti pozorovani
spekter obou znacek byla zvysena pravdépodobnost detekce biomarkeru a snizeno riziko
nepravdivych vysledkt v dusledku kontaminace vzorku nebo Spatného navazani znacek
na biomarker.

V roce 2014 Konecna a kol. detekovala kvantové tecky na bazi kadmia, tj. CdS a CdTe,
metodou LIBS [66]. Kvantové tecky byly bud deponované na polystyrenové mikrotitrac¢ni
destic¢ce, nebo byly soucasti konjugatu s molekulou metalothioneinu slouzici jako biomar-
ker znacného poctu nadorovych onemocnéni. Bylo také provedeno 2D mapovani distribuce
intenzity kadmia. V roce 2024 byl publikovan ¢lanek (Safi a kol.) realizujici zvyseni de-
tekce biomarkeru kombinaci metod Tag-LIBS a NELIBS, tzv. NETag-LIBS [67]. Metoda
NELIBS byla jiz predstavena v kapitole Aplikace, viz 2.2. Safi a kol. deponoval stiibrné
nanocastice na polymery s lanthanoidovymi pfimésmi (Eu a Yb), které byly konjugo-
vané s protilatkami. Diky tomuto kroku byli schopni metodou LIBS detekovat pritomnost
protilatek. Déle byl sledovan vliv riznych koncentraci stiibrnych nanocastic na emisni
cary Eu a Yb, ve snaze najit optimalni koncentraci pro dosazeni co nejvyssiho signalu
lanthanoid.

V roce 2019 Motlitbova a kol. demonstrovala pouziti Tag-LIBS jako detekéni metody
imunoeseji s lidskym sérovym albuminem (HSA z ang. ,,human serum albumin“) v mikro-
titra¢ni desticce prostrednictvim zlatych a stiibrnych nanocastic [30]. HSA je jeden z hlav-
nich proteint obsazenych v krvi, presnéji receno v krevni plazmé. Jeho tlohou je udrzeni
osmotického tlaku krve v normé, a tim zaruceni spravné distribuce tekutin mezi tkanémi
a cévami. HSA se také pouziva jako biomarker pro albuminurii, nemoc, pii které byvaji
nalezeny stopy albuminu v moci. Tato nemoc zpisobuje nefunkénost filtra¢niho systému
ledvin. Albuminurie byva symptomem dalsich onemocnéni, zejména diabetes mellitus 2.
typu [08]. Navazujici prace, ve které byly nahrazeny stribné a zlaté nanocéstice foton-up-
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konverznimi a bylo dosazeno vyssich detekénich limitt, byla publikovana v roce 2024 [27].
Bylo zde provedeno porovnani signalu metodou single- a double-pulse LIBS. V pripadé
pouziti druhého laserového pulzu ukazovaly poskytnuté vysledky az 30ti-nasobné zvy-
seni citlivosti signalu oproti SP metodé. V roce 2021 Porizka a kol. popsal Tag-LIBS
jako alternativni metodu k imunocytochemii a imunohistochemii pro detekci biomarkeru
HER2 [10]. Tento biomarker se pouziva jako indikdtor rakoviny prsu. Jednd se transmem-
branovy receptor tvorici pary s ostatnimi receptory, coz umoznuje prenos signalu dale
do bunky. U pacientii s rakovinou prsu je zvysena koncentrace téchto parovych recep-
tort, coz byva ukazatelem vyskytu rostoucich nadorovych bunék [69]. K neprimé detekci
bunék HER2 ve formé pelet byly vyuzity foton-upkonverzni nanocastice. Pro porovnani
vysledkl s imunocytochemii a imunohistochemii byly pouzity pelety pozitivnich bunék
HER2 (BT-474) a negativnich bunék HER2 (MDA-MB-231), kolem kterych byl vytvoren
imunokomplex. BT-474 bunky obsahuji HER2 receptory, zatimco u MDA-MB-231 se tyto
receptory vyskytuji velmi ziidka nebo vibec.
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3.

Experimentalni cast

3.1. Priprava vzorkiu

Prevazna vétsina vzorki byla pripravena v laboratori Nanobiotechnologie, CEITEC, MU.
Jednalo se o mikrotitraéni desticky s roztoky obsahujici PSA standard a fosfatovy pufr
nebo hovézi sérum. Klinické krevni vzorky obsahujici PSA skutec¢nych pacientu poskytla
Fakultni nemocnice Brno, kde byly referen¢ni koncentrace PSA zméreny pomoci elek-
trochemiluminiscencniho (ECL) skeneru. Néasledny seznam chemikalii a materiali a také
postupy priprav jednotlivych vzorkt v mikrotitrac¢nich destickach byl poskytnut védeckou
skupinou pracujici v laboratori Nanobiotechnologie, CEITEC, MU.

3.1.1. Seznam pouzitych chemikalii a materiala
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fetalni hovézi sérum (FBS)

3,3, 5, 5-tetramethylbenzidin (TMB)

PSA standard (ab78528)

anti-PSA monoklonalni protilatka (ab403)

streptavidin v komplexu s kienovou peroxiddzou (HRP-SA)
biotinylovana polyklonalni anti-PSA protilatka kozy (BAF1344)

magnetické ¢astice s navazanymi tosylovymi skupinami, Tosyl-activated Dynabeads
MyOne (prumér 1 pum)

prihledné polystyrenové mikrotitracni desticky s 96 jamkami, vysoce vazné i ne-
vazné (96-well MTP, Greiner Bio-One)

fostatovy pufr (PB; 50 mM NaH;PO,/Na,HPOy; pH 7,4)

fosfatovy pufr s chloridem sodnym (PBS; 150 mM NaCl, 50 mM NaH,PO,/NayHPOy;
pH 7,4)

promyvaci pufr (WB; 150 mM NaCl, 50 mM Tris, 0,05% Tween 20, 0,05% NaN3; pH
7,5)

potahovaci pufr (CB; 50 mM NaHCO3/NayCO3, 0,05% NaNs; pH 9,6)
blokovaci pufr (BB; 20% SuperBlock v WB)

esej pufr (AB; 150 mM NaCl, 50mM Tris, 1 mM KF, 10% SuperBlock, 0,5% PEG,
0,05% NaNj3, 0,05% Tween 20; pH 7,5)

boratovy pufr (100mM H3BOj; pH 9.5)



3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1.2. Postup pripravy vzorki
ULISA pro detekci PSA

Pro imunostanoveni ULISA byla pouzita vysoce vazna mikrotitra¢ni desticka potazena
monoklonalni anti-PSA protilatkou (ab403, 1 pg/mL byl obsazen v potahovacim pufru
a v kazdé jamce bylo celkové 100 uL roztoku). Poté byla desticka inkubovéna pres noc
v chladicim zafizeni pii teploté 4 °C. Nésledujici den byl pfidan blokovaci pufr (200 uL/jam-
ka), aby se zamezilo vytvoreni nespecifickych vazeb mezi jednotlivymi ¢astmi budouciho
imunokomplexu. Déale bylo v 50% fetalnim hovézim séru v assay pufru provedeno fedéni
PSA. Byla vytvorena koncentraén{ fada 10~*-10% ng/mL, kdy z kazdé koncentrace bylo
napipetovano 100 uL. do jednotlivych jamek. K roztoku byly doplnény biotinem nakonju-
gované protilatky v AB (BAF1344, 0,25 ug/mL v AB, 100 uL/jamka). V dalsim kroce né-
sledovaly streptavidinem nakonjugované foton-upkonverzni nanocéstice (6,5 ug/mL v AB,
100 L /jamka). V neposledni radé byla desticka ponechana k uschnuti pfi pokojové tep-
loté. Po kazdém kroku byla desticka c¢tyrikrat promyta pomoci promyvaciho pufru, kte-
rého bylo pouzito 250 puL/jamka. Obecné inkubacni doba mezi jednotlivymi kroky, pokud
nebylo uvedeno jinak, byla 1 hodina za pokojové teploty a pri tfepani 300 ot./min.

ULISA s magnetickymi mikroc¢asticemi (MB-ULISA) pro detekci PSA

Pro imunoesej ULISA s magnetickymi mikrocasticemi jako pevnou fazi byly pouzity ne-
vazné mikrotitra¢ni desticky. V prvni fadé byly pripraveny koncentracni rady PSA stejnym
zpusobem jako u imunoeseje ULISA. Déle byly do jednotlivych PSA roztoku o ruzné kon-
centraci (450 uL)) pridany anti-PSA monoklondlni protilatkou nakonjugované magnetické
mikrocastice (50 pL. MBs a 100 pg/mL celkového roztoku s konjugatem MBs-ab403). Op-
timalni koncentrace magnetickych ¢éstic byla stanovena jako 10 uL/jamka. Bylo dosazeno
konecného objemu roztoku pro jednotlivou koncentraci analytu, a to 500 pL. Nasledné bylo
z tohoto objemu s konjugatem 100 uL. odebrano a napipetovano do 3 jamek mikrotitracni
desticky.

Pro MB-ULISA s prekoncentraci vzorku byla opét pripravena stejnd koncentracni
fada PSA (4mL), se kterou bylo smichano 50 uL. konjugatu MBs-ab403 (15 pg/jamka).
Vysledné roztoky byly napipetovany do bmL zkumavek Eppendorf. Zkumavky byly dale
inkubovéany v trepacce po dobu 2 hodin (50 ot./min za pokojové teploty). Nésledné
byly zkumavky umistény do magnetického drzaku s magnety na obou stranach po dobu
10 minut. Ve chvili, kdy se vytvorily shluky magnetickych ¢astic na sténdch zkumavek
v misté vyskytu magneti, byly objemy roztoki redukovany na 500 puL, a 100 puL/jamka
bylo z kazdého roztoku dodano na dna nevazné mikrotitracni desticky. PTi tomto procesu
byla desticka zaroven pétkrat promyta. Béhem promyvacich cykla byla desticka umisténa
na magneticky drzak, kde vSechny promyvaci cykly zahrnovaly 3 minuty nec¢inného stavu,
aby se magnetické ¢astice v magnetickém poli ustélily. Nasledovalo ptidani 250 uL. promy-
vaciho pufru, 2 minuty tfepani desticky, 3 minuty opét nec¢inného stavu. U kazdé natedéné
koncentrace PSA probéhla prekoncentrace ze 4 mL na 0,5 mL (prekoncentracni faktor 8).

K roztokim byly doplnény biotinem nakonjugované protilatky v AB (BAF1344, 0,25
pug/mL v AB, 100 uL/jamka). V dalsim kroce nésledovaly streptavidinem nakonjugo-
vané upkonverzni nanoé¢astice (6,5 ug/mL v AB, 100 uL/jamka). Aby nastala opétovna
suspenze magnetickych c¢astic, tak bylo k roztokim na dné jamek napipetovano 50 pL
AB. Nasledovalo zaschnuti roztokt na dné jednotlivych jamek za pokojové teploty pri
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3.2. PARAMETRY MERENI

soucasném trepani 1050 ot./min. Po kazdém kroku byla desticka ¢tyTfikrdt promyta po-
moci promyvaciho pufru, kterého bylo pouzito 250 puL/jamka. Obecnéd inkubacni doba
mezi jednotlivymi kroky, pokud nebylo uvedeno jinak, byla 1 hodina za pokojové teploty
a pri tfepani 1000 ot./min [39].

Upkonverzni skenovani

Upkonverzni skenovani imunoeseje ULISA bylo provedeno v laboratori Nanobiotechno-
logie, CEITEC, MU. Pro méfeni frekvencni upkonverze byly pouzity nasledujici para-
metry: excita¢ni laser o vlnové délce 976 nm, excitacni filtr propoustéjici vlnovou délku
976 £+ 60 nm, emisni filtr 540 + 30nm a dichroické zrcadlo (excitace 950-1000 nm, emise
500-720 nm). Pramér svazku excita¢niho zdroje byl 4mm. V pfipadé ULISA imunosta-
noveni byl na dné jamek mikrotitrac¢ni desticky skenovan rastr (matice) o velikosti 8x8
a 25 % nejvyssich hodnot bylo odstranéno. Prumeérna hodnota signdlu z kazdé jamky byla
tedy stanovena ze 32 namérenych hodnot (50 % puvodnich dat). Pro MB-ULISA imu-
nostanoveni byl skenovan rastr 6x6 (36 bod). Opét byly vylou¢eny hodnoty z I. a IV.
kvartilu a pramérna hodnota signalu z kazdé jamky byla stanovena z 18 namérenych hod-
not (50 % puvodnich dat). Celkovy prumérny signal pro kazdou koncentraci byl urcen ze
3 jamek mikrotitracni desticky, pricemz byla z téchto t¥i primérnych hodnot stanovena
i smérodatné odchylka.

3.2. Parametry méreni

LIBS méfeni probihalo na experimentalni sestavé LIBS Lab-Trace 2 (skupina Laserové
Spektroskopie, RG1-6 Charakterizace materidli a pokrocilé povlaky, CEITEC VUT) skla-
dajici se ze dvou nanosekundovych laseru, a to Nd:YAG 532nm s opakovaci frekvenci
20 Hz, délkou pulzu 8ns, maximélni energii pulzu 175mJ (Solar Laser Systems, Bélo-
rusko) a Nd:YAG 1064 nm s opakovaci frekvenci 10 Hz, délkou pulzu 4,8 ns, maximalni
energii pulzu 550 mJ (Quantel laser, Francie). Lasery byly usporadany kolinearné, pricemz
1. laserovy pulz s vlnovou délku 532 nm ablatoval material a 2. laserovy pulz o vinové délce
1064 nm prodlouzil excitac¢ni stav mikroplazmatu. Kolinearni usporadéani laserti bylo zvo-
leno kvuli umisténi vzorku na dné jamky mikrotitrac¢ni desticky. V pripadé ortogonalniho
usporadani by totiz laserovy pulz nemohl proniknout ke vzorku. K detekci emise zateni
byl vyuzit spektrometr Avantes s velikosti stérbiny 25 pm a rozsahem 245-407 nm. Pouzité
parametry meéreni jsou uvedeny v nasledujci tabulce 3.1:
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3. EXPERIMENTALNI CAST

Tabulka 3.1: Parametry méteni.

DP-LIBS ‘ SP-LIBS

Gate delay (us) 0,5

Integracni Cas (gate width) (us) 50
Zpozdéni mezi pulzy (us) 1,0

Energie pulzu laseru 532 nm (mJ) 30 30
Energie pulzu laseru 1064 nm (mJ) 60
Rastr 10x10
Krok mapovani (pm) 400x400

Parametry méfeni byly nastaveny v softwaru LIBS Navigator (CEITEC VUT, Ceské
republika). V kazdé jamce desticky byl vytvoren rastr o velikosti 10x 10, kde do kazdého
bodu byl veden pouze jeden pulz. Celkové bylo tedy z kazdé jamky ziskano 100 spekter.
U experimentu s vnitini standardizaci byly koncentrace po Sesti opakovanich a u kalibrac¢ni
krivky MB-ULISA méla nulova koncentrace PSA devét opakovani. Koncentrace v ostat-
nich experimentech byly zméreny ve tfech opakovanich. Méreni probihalo za normalnich
podminek okolni teploty a tlaku vzduchu.

V Tab. 3.2 je znazornéno rozvrzeni mikrotitracni desticky, ktera byla pouzita pro
sestaveni kalibra¢ni kiivky koncentraci PSA imunoeseje MB-ULISA, a byla zméfena me-
todou LIBS. Veskeré tdaje v tabulce jsou koncentrace PSA (ng/mL), nulovou koncentraci
PSA predstavuje symbol blanku &. Toto schéma slouzi jako ukazka mikrotitra¢ni desticky
s napipetovanymi vzorky. Pro kazdé méreni se usporadéani i rozsah koncentraci na desticce
mirné lisily.

Tabulka 3.2: Rozvrzeni koncentracni fady PSA v mikrotitrac¢ni desti¢ce pro metodu LIBS.

1 2] 3] 45716 [ 7] 871 9 ]10]11] 12
A g | g |102102]10°| g | & | & | & | & | &
B 10t | 10t | 10*
C 10° | 10° | 10°
D 10°T] 1071] 1071
E 1072} 1072 1072
F 1073] 1073] 1073
G 107*] 107%] 107*
H
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3.3. VYHODNOCENI DAT
3.3. Vyhodnoceni dat

3.3.1. Kritéria vybéru spektralni cary

Ziskana data byla zpracovana v programu LIBSAnalyzer (CEITEC VUT, Cesk4 repub-
lika) a OriginPro 2023 (OriginLab, USA). Pro sledovani nanocasticovych znacek byla
vybrana spektralni ¢ara yttria a pro magnetické mikrocastice spektralni ¢ara zeleza. Né-
které z potencidlné vhodnych ¢ar jsou uvedeny v Tabulce 3.3. Rimské &slice u nazvu
car odkazuji na stupen ionizace, kde I znamena neutralni atom, zatimco II zna¢i prvni
ionizovany stav. Spektralni ¢ary byly vyhledany v NIST Atomic Spectra Database [70)].
U car byly posuzovany dva hlavni parametry: A; Einsteintiv koeficient, ktery udava prav-
dépodobnost spontanni emise fotonu pii prechodu atomu z horni energiové hladiny Ej na
dolni hladinu E;, a hodnoty téchto diskrétnich hladin energii F;, Ej. Predpokladem pro
to, aby emisni ¢ara dosahovala silné intenzity, je vysoka hodnota Aj;, a také co nejmensi
rozdil mezi hladinami F; a E.

Tabulka 3.3: Posuzované spektralni ¢ary yttria a zeleza.

Spektralni ¢ara | A (nm) | A (1/s) | Ei(eV) | Ex (eV)
Y 11 360,07 | 1,38-10° | 0,18 3.62
Y 11 371,03 | 1,54-10° | 0,18 3.52
Y1 37743 | 1,10-10° | 0,13 3,41
Fo I 356,54 | 429-107 | 0,96 143
Fe I 357,01 | 6,76 - 107 0,91 4,39
Fo I 363,15 | 5,17-107 | 0,96 137

Jako prvni byla vyloucena emisni ¢ara Y II 377,43 nm pro svou nejnizsi intenzitu
ve vSech namétenych spektrech a Einsteiniv koeficient. Déle bylo v NIST databézi vy-
hledéano, ze u Y II 371,03 nm muze dochazet k prekryvu s Fe I 370,92 nm, ktera se
v blizkosti vlnové délky této yttriové c¢ary nachazi. U Y II 360,07 nm nedochézi k pre-
kryvu se Zeleznymi ¢arami, a tak byla vybrana jako optimalni zastupce sledovani intenzit
foton-upkonverznich znacek pro ruzné koncentrace PSA. Interval vinové délky spektralni
cary Y II 360,07 nm byl zvolen 359,90-360,38 nm s pozadim v rozsahu 359,25-359,83 nm.

Zelezné &ry byly vybirdny tak, aby se svymi parametry, uvedenymi v Tab. 3.3, blizily
co nejvice parametram Y II 360,07 nm. Pouze na zakladé adajt z Tab. 3.3 ovsem nebylo
mozné posoudit, kterd zelezna cara je nejvhodnéjsi. Bylo provedeno obdobné porovnani,
jestli dochazi k prekryvu vice car. Intenzity vybranych zZeleznych ¢ar jsou znézornény
ve spektru na Obr. 3.1A). Do grafu 3.1B) byla vynesena zavislost zméreného signalu
zeleznych ¢ar na koncentraci PSA. Na pozadi grafu je také kalibra¢ni kiivka pro porovnani
intenzity jednotlivych Fe ¢ar s intenzitou Y II 360,07 nm. Ve vSech imunokomplexech by
méla byt priblizné stejna koncentrace magnetickych ¢astic a méla by se ménit pouze
koncentrace analytu. Zavislost intenzity Zeleznych ¢ar tedy nezavisi na koncentraci PSA
a méla by byt konstantni.
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Obrézek 3.1: A) Emisni spektrum pro kalibra¢n{ kfivku s magnetickymi mikroc¢dsticemi a s vyznacenymi
spektralnimi ¢arami: Y II 360,07 nm, Fe I 356,54 nm, Fe I 357,01 nm a Fe I 363,15 nm. B) Kalibra¢n{
kiivka Y II 360,07 nm se zavislosti intenzity zeleznych car Fe I 356,54 nm, Fe I 357,01 nm a Fe I 363,15
nm na koncentraci PSA. V obou piipadech byla spektra s MBs vyhodnocena pro koncentraci PSA = 102
ng/mL, metodou DP, bez vnitini standardizace.

Z grafu 3.1B) lze usoudit, ze u Fe I 363,15 nm dochazi pro vyssi koncentrace PSA
k néaristu intenzity. O tento jev se s nejvétsi pravdépodobnosti zaslouzil prekryv s dalsimi
spektralnimi carami. Konstantni zavislost byla nejvice patrna u Fe I 356,54 nm. Obecné
lze Tici, ze u Fe I 357,01 nm dochazi k vétsim fluktuacim intenzity, nebot je zde daleko
vyssi métitelny signal. Navic u jeji intenzity ani nejde vylouc¢it mozny prispévek od jinych
spektralnich car. Nachézi se v jeji blizkosti napi. spektrélni ¢ara Y I 357,14 nm. Jako
optimalni ¢ara byla zvolena Fe I 356,54 nm, nebot se v okoli této vlnové délky nenachazi
zadna yttriova cara (ovéreno v NIST Atomic Spectra Database, [70]). Na zakladé téchto
vysledki byla pro detekci magnetickych mikrocastic urc¢ena emisni ¢ara zeleza Fe I 356,54
nm (356,40-356,75 nm) s pozadim v rozsahu 356,05-356,35 nm. Tato Zelezna ¢ara spoleéné
s Y II 360,07 nm byla sledovana ve vSech nasledujicich experimentech (Obr. 3.2).
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Obrazek 3.2: Vybrané emisni ¢ary Fe I 356,54 nm a Y II 360,07 nm (oranzovd) s jejich pozadim (Seda).

3.3.2. Parametry vyhodnoceni

Nejprve byl proveden odecet pozadi namérenych dat s pouzitim algoritmu pohyblivého
minima [71]. Hodnoty minimalniho a vyhlazovaciho okna byly nastaveny na 40 a 80. Inten-
zita emisni cary byla stanovena jako suma jednotlivych prispévkil intenzit pres stanoveny
interval vlnovych délek, na kterém se spektralni ¢ara vyskytovala [10]. V nasledujici fazi
vyhodnoceni byla vylou¢ena data z prvniho a ¢tvrtého kvartilu, tzn. 25 % minimdalnich
i maximalnich hodnot. Z ptvodné 100 namérenych spekter z kazdé jamky tak bylo zis-
kano po filtraci 50 hodnot, ze kterych byla stanovena primérna hodnota intenzity pro
konkrétni sledované spektralni ¢ary. Pro vylouceni odlehlych hodnot u stejnych koncent-
raci byl nasledné proveden Dean-Dixontv test na hladiné spolehlivosti 90 % [72]. V ptipadé
vnitini standardizace byl test odlehlych hodnot proveden az pro vysledné hodnoty po dé-
leni Y ¢ary Fe carou pro kazdou jamku zvlast. Po uskutecnéni testu odlehlych hodnot byl
v programu OriginPro 2023 (OriginLab, USA) z hodnot intenzit pro kazdou koncentraci
spoc¢itan prumeér a smérodatna odchylka. Dale byl proveden fit upravenych dat k sestro-
jeni kalibracni krivky. K tomu bylo potfeba prevést koncentrace PSA do logaritmického
meritka se zdkladem 10. K fitovani byla pouzita logisticka funkce se 4 parametry [27]:

vagr - Ymam
- Cpsa\®
1+ ( EC50 )
kde Y je zméreny LIBS signal, Y;,.. je maximum sigmoidni kiivky, Y;,, je naopak mini-
) ’ g
mem sigmoidni kiivky odpovidajici Sumu, Cpgy je koncentrace biomarkeru PSA, ECx,
je polovina maximalni G¢inné koncentrace a s je smérnice primky prochazejici inflexnim

bodem. Limit detekce (LOD) byl dopocitan z logistické funkce jako podil trojndsobné
hodnoty smérodatné odchylky blanku a smérnice linearni casti logistické funkce.

Y + Yoz, (3.1)
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3.3.3. Porovnani SP a DP

Prvnim experimentem bylo porovnéani signalu spektralni ¢ary Y II 360,07 nm ziskané
jednopulzni (SP) a dvoupulzni (DP) metodou. Toto srovnéni slouzilo predevsim k zjisténi,
ktera metoda maximalizuje intenzitu signalu a snizi LOD PSA. Vysledkem méteni byly
kalibracni krivky.

187 Kalibragni kivka
16 4 IS: zadna I
e SP T
o 14 LOD =230 pg/mL
O = DP =
= 124 LoD =71 pg/mL /
£
S 101
~
S 8-
2
™ 61
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Koncentrace PSA (ng/mL)
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Obrézek 3.3: Kalibra¢ni kiivky single-pulse méfeni (SP) a double-pulse (DP) bez vnitini standardizace.

Z grafu 3.3 jednoznacné vyplyva skutecnost, ze diky pouziti DP nastalo vice nez
pétinasobné zvyseni intenzity spektralni ¢ary. Také doslo k trojnasobnému poklesu limitu
detekce PSA analytu (LOD-DP = 71 pg/mL) oproti SP metodé (LOD-SP = 230 pg/mL).
Na zékladé splnéni pozadovanych kritérii, jako je vyrazné zvyseni signalu a nizky LOD,
byla vSechna nasledujici méteni provedena dvoupulzni metodou.
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3.3.4. Porovnani ULISA a MB-ULISA

Pri pouziti MB-ULISA s detekci upkonverznim skenovanim bylo pozorovano zvyseni in-
tenzity signalu a snizeni limitu detekce. Pro potvrzeni u imunoeseje s LIBS detekci byly se-
strojeny kalibrac¢ni kiivky MB-ULISA, kde byla jako podkladova pevna faze pouzita mag-
netickd mikrocastice, a ULISA, kde byl imunokomplex vazan na mikrotitracni desticce.
Kalibra¢ni k¥ivky byly konkrétné sestrojeny z namérenych intenzit koncentracni rady PSA
standardu v 50% hovézim séru. Nejdiive byly zméfeny desticky upkonverznim skenerem
a poté DP-LIBS metodou (Obr. 3.4).
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Obrézek 3.4: A) Porovndni kalibra¢nich kfivek pro MB-ULISA a ULISA, zméfeno metodu DP-LIBS,
bez vnitini standardizace. B) Porovnédni kalibracnich kiivek pro MB-ULISA, méfené metodou DP-LIBS
a upkonverznim skenovanim.

Obr. 3.4A) potvrzuje tvrzeni publikované ve ¢lanku z roku 2022 (Makhneva, [39]),
ze magnetické mikrocastice zesiluji detekovany signal. V pripadé DP-LIBS detekce doslo
az témeér k pétinasobnému narustu intenzity emisnich spekter a také bylo pozorovano,
ze nastalo vice nez pétinasobné snizeni limitu detekce, tj. LOD-MB-ULISA = 87 pg/mL
a LOD-ULISA = 460 pg/mL. Vysledky ziskané dvoupulzni metodou u MB-ULISA byly
také porovnany s vysledky z upkonverzniho skenovani, kde bylo dosazeno limitu detekce
PSA 11pg/mL (Obr. 3.4B)).

Vnitini standardizace

Princip vnitini standardizace byl nastinén jiz v predchozich kapitolach. Pti laserové ablaci
je signal ziskavan z celé oblasti krateru, nejenom z nanocasticové znacky. Nejvetsi kom-
ponentou celého imunokomplexu je magnetickd mikrocéastice (pramér 1 um), tudiz majo-
ritnim prvkem ve spektralnim obrazu je Zelezo. Vyvstava tak predpoklad vyuziti simul-
tanni detekce zZelezné ¢ary zastupujici magnetické mikrocastice a ¢ary znacky pro vnitini
standardizaci dat a potlaceni tak signdlu pozadi. Zjednodusené se jedna o podéleni inten-
zity yttriové znacky intenzitou zelezné mikrocastice. Jak bylo dokazano diive, u zelezné
cary Fe I 356,54 nm je jeji intenzita nezavisla na koncentraci analytu (3.1B)). Podéle-
nim intenzit yttriové znacky a zelezné mikrocéstice se zachova skutecna koncentrace PSA
a nedochazi k mylné interpretaci vysledkti méreni. Za tcelem potvrzeni této domnénky
byl proveden experiment, ktery simuloval titracni chybu. Konkrétné byla v mikrotitracni
destic¢ce provedena zména pri poslednim kroku pridani AB pro resuspenzi magnetickych
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3. EXPERIMENTALNI CAST

castic. Po resuspenzi byl ponechan jeden spravny vzorek, u kterého bylo pouzito 50 pL
AB, u druhého vzorku byla odebrana 1/4 objemu, a u tfetiho 1/2 objemu z jamek mi-
krotitracni desticky (vysledné objemy ¢inily 50, 37,5 a 25 uL). Poté byla opét desticka
ponechana k zaschnuti. S redukujicim se objemem se v roztoku nachazelo také mensi
mnozstvi foton-upkonverznich znacek, a byl detekovan nizsi signal, jak lze vidét na Obr.
3.5A). V pripadé snizeni signdlu v dusledku fluktuaci, napt. vlivem titracni chyby, dochazi
nejen k poklesu detekovaného signédlu ze znacky, ale i k poklesu signalu magnetické cas-
tice, nebot oboji je soucasti imunokomplexu. PTi podéleni intenzit yttriové cary zeleznou
carou dochazi tedy k vyrovnani hodnot u jednotlivych vzorku (Obr. 3.5B)).
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Obrézek 3.5: Postupné odebirani objemu roztoku za tcelem simulace titracni chyby. A) Naméfend in-
tenzita Y II 360,07 nm v zavislosti na vybranych koncentracich PSA, pro objemy AB: 50, 37,5 a 25 uL.
B) Zavislost intenzity Y II 360,07 nm s vnitini standardizaci na Fe I 356,54 nm na koncentraci PSA.

Stejny postup s vnitini standardizaci byl uplatnén i u kalibracni kivky pro imunosta-
noveni MB-ULISA. Vysledek porovnani s kiivkou bez vnitini standardizace je zobrazen
na Obr. 3.6, ktery lze interpretovat tak, ze bylo dosazeno srovnatelného limitu detekce
PSA s kalibra¢ni kfivkou bez vnitini standardizace (LOD = 93 pg/mL).

307 pp-LiBS 207 pp.LiBS

I1S: Zadna £ 1,8 I1S: Fe 1 356,54 nm
25 4 = Kalibraéni kfivka c = Kalibraéni kfivka
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Obrézek 3.6: A) Kalibra¢ni kfivka MB-ULISA s DP-LIBS detekci, bez vnitini standardizace. B) Kalib-
ra¢ni kiivka MB-ULISA s DP-LIBS detekci s vnitini standardizaci: Fe I 356,54 nm.
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3.3.5. Prekoncentrace PSA

Magnetické c¢astice umoznuji také prekoncentraci analytu. V pribéhu pripravy vzorku,
popsané v kapitole 3.1.2, byla provedena redukce objemu roztoku bez ztraty imunokom-
plexu vnéjsim magnetickym polem. V tomto pripadé byl pouzit jiny rozsah koncentracéni
fady biomarkeru PSA (107°-10%ng/mL, véetné blanku). Vysledkem méfeni byly opét
kalibracni krivky, které jsou znazornény na Obr. 3.7.
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Obrézek 3.7: A) Prekoncentrace analytu PSA, MB-ULISA s DP-LIBS detekei bez vnitini standardizace.
B)Prekoncentrace analytu PSA, MB-ULISA s DP-LIBS detekci s vnitini standardizaci: Fe T 356,54 nm.

Ze vsech provedenych experimenti bylo dosazeno nejnizsiho limitu detekce PSA u ex-
perimentu s prekoncentrace bez pouziti vnitini standardizace, a to 2,0 pg/mL (Obr. 3.7A)).
Nicméné lze na této kalibraéni kiivce u koncentrace 10° ng/mL pozorovat vykyv intenzity,
ktery je pomoci vnitini standardizace kompenzovan (Obr. 3.7B)). Také hodnota limitu
detekce zustala radové zachovana (4,0 pg/mL).
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3.3.6. Klinické vzorky

Pro vypocet koncentrace biomarkeru PSA obsazeného v klinickych vzorcich byly vyuzity
kalibra¢ni kiivky (Obr. 3.6). Ziskand intenzita ze zméfenych vzorka byla dosazena do
kalibra¢ni krivky, ke které byla podle y-ové hodnoty, predstavujici intenzitu, pritazena
odpovidajici koncentrace na x-ové ose. Data byla vyhodnocena jak bez vnitini standardi-
zace (Obr. 3.6A)), tak s vnitini standardizaci (Obr. 3.6B)). Koncentrace ziskané metodou
DP-LIBS byly porovnany s referenénimi koncentracemi ziskanymi metodou ECL (Obr.
3.8).
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Obrézek 3.8: Linearni zdvislosti mezi koncentracemi ziskanymi metodami ECL a: A) DP-LIBS za vyuzit{
kalibrac¢ni kiivky bez vnitini standardizace, R? = 0,83, B) DP-LIBS za vyuziti kalibra¢ni kivky s vnitini
standardizaci, R? = 0,89. Vyznacené linedrni regrese jsou ohraniceny 90% toleran¢nim pasem Gaussova
rozdéleni (tyrkysovd). Grafy jsou také doplnény o idedlni zévislost, tzn. shodujici se koncentrace s ECL
(Cervena).

U grafu 3.8A), kde nebyla pouzita tprava dat ve formé vnitini standardizace, se li-
nearni ktivka prolozena dopocitanymi koncentracemi vice blizi idedlni zavislosti pro re-
feren¢ni koncentrace. Nicméné v rameci 90% toleranéniho pasu mé tato linedrni regrese
nizsi koeficient determinace R? = 0,83, a také byly pozorovany vétsi smérodatné odchylky.
V pripadé grafu 3.8B), s pouzitou vnitini standardizaci, byly velikosti smérodatnych od-
chylek redukovany, a také nastalo zvySeni koeficientu determinace (R? = 0,89). Toto zlep-
seni bylo ovsem na tkor vétsiho odklonu LIBS koncentraci od ideédlni zavislosti. Pro tplné
srovnani detekénich metod byly referenéni ECL koncentrace porovnany také s koncent-
racemi ziskanymi upkonverznim skenovanim (Obr. 3.9). V tomto pfipadé bylo dosazeno
nejvétsi shody s idedlni zavislosti, s koeficientem determinace R? = 0,97.
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Obrézek 3.9: Linedrni zavislost mezi koncentracemi ziskanymi metodami ECL a upkonverznim skenova-
nim, R? = 0,97. Vyznacené linearni regrese jsou ohraniceny 90% toleranénim pasem Gaussova rozdéleni
(tyrkysovd). Grafy jsou také doplnény o idedlni zdvislost, tzn. shodujici se koncentrace s ECL (Cervend).

3.3.7. Srovnani limitu detekce

Pii posuzovani experimentalnich dat byl klicovym faktorem limit detekce PSA, ktery
spolu s namérenou intenzitou slouzil pro porovnani DP-LIBS detekce s jinymi detek¢nimi
technikami. V této ¢asti jsou uvedena srovnani jednotlivych limitt detekce za tcelem de-
monstrace optimaliza¢nich procesi metody Tag-LIBS, které byly v pribéhu bakalarské
prace provedeny. Vysledky z porovnani jednopulzniho a dvoupulzniho uspotadéni jsou
zobrazeny na Obr. 3.10A), kde je patrné, Ze pouzitim DP pro detekci biomarkeru byla
vyrazné zvysSena citlivost metody Tag-LIBS. Porovnani na Obr. 3.10B) predstavuje opti-
malizaci pripravy vzorku, ktery je nasledné snadno detekovan metodou Tag-LIBS. Je zde
ukazano, ze pouzitim imunoeseje MB-ULISA bylo mozné detekovat biomarker PSA pri
daleko nizsich koncentracich, nez pri pouziti standardniho imunostanoveni ULISA. Také
pri vyuziti Zeleznych c¢ar, reprezentujici magnetické mikrocastice, pro vnitini standardi-
zaci nedochazi ke snizeni citlivosti metody. Nejnizsiho limitu detekce PSA bylo dosazeno
jeho prekoncentraci, konkrétné bez uplatnéni vnitini standardizace.
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Obrézek 3.10: A) Optimalizace metody Tag-LIBS v zdvislosti na limitu detekce PSA. B) Optimalizace
pripravy vzorku pro metodu Tag-LIBS.
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4. Zaveér

Cilem této bakalarské prace byla detekce biomarkeru rakoviny prostaty PSA, ktera
byla provedena prostrednictvim foton-upkonverznich nanocastic metodou Tag-LIBS. Jedna
se o vyuziti spektroskopie laserem buzeného plazmatu jako detekéni metody pro imuno-
eseje. V této praci byl Tag-LIBS pouzit jako detekéni metoda imunoeseje ULISA s pod-
kladovou fazi ve formé magnetickych mikrocastic.

Nejprve bylo provedeno porovnani jednopulzniho a dvoupulzniho kolinearniho uspora-
dani metody Tag-LIBS. Pro jednopulzni techniku byl pouzit laser o vlnové délce 532 nm.
U dvoupulzni techniky byl prvni pouzit 532nm laser a se zpozdénim 1 us byl vystielen
druhy laserovy pulz o vlnové délce 1064 nm. Jako nejcitlivejsi se ukazalo dvoupulzni uspo-
radani s priblizné pétindsobné vyssi intenzitou a trojnasobné nizsim limitem detekce PSA.
Vsechny dalsi experimenty byly nasledné méreny pouze dvoupulznim usporadanim.

Dale bylo provedeno srovnani imunoeseje MB-ULISA, kde byla jako podkladova faze
pouzita magnetickd mikrocastice, a ULISA na mikrotitrac¢ni desticce. Bylo potvrzeno, ze
magnetické mikrocastice zesiluji detekovany signal. V pripadé MB-ULISA doslo az témeér
k pétindsobnému néristu intenzity emisnich spekter. Také se ukazalo, Ze nastalo vice nez
pétindsobné snizeni limitu detekce PSA (87 pg/mL) vidi standardni imunoeseji ULISA
(460 pg/mL). Vysledky ziskané dvoupulzni metodou u MB-ULISA byly také porovnany
s vysledky z upkonverzniho skenovani, které poskytla laborator Nanobiotechnologie, CE-
ITEC, MU, kde bylo dosazeno limitu detekce 11 pg/mL.

Bylo uskutec¢néno soucasné sledovani emisnich ¢ar yttria Y II 360,07 nm, zastupujici
foton-upkonverzni znacky, a Zeleza Fe I 356,54 nm, reprezentujici magnetické mikrocastice.
Jejich simultanni detekce byla vyuzita pro vnitini standardizaci dat a potlaceni signalu
pozadi. Zjednodusené se jednalo o podéleni intenzity spektralnich ¢ar Y II 360,07 nm
a Fe 1 356,54 nm. Uspésnost vnitini standardizace byla potvrzena experimentem, ktery
simuloval titrac¢ni chybu.

Soucasti prace byl také experiment s prekoncentraci analytu. Diky magnetickym mi-
krocasticim byla umoznéna redukce objemu roztoku bez ztraty analytu vnéjsim magne-
tickym polem. Dochéazelo tak k umélému navysSeni koncentrace PSA ve vzorku. Tento
vzorek byl pro LIBS nejsnadnéji detekovatelny, a bylo dosazeno nejnizsiho limitu detekce,
a to 2,0 pg/mL. Na experimentalni data byla také aplikovana vnitini standardizace a bylo
dosazeno srovnatelného vysledku 4,0 pg/mL.

Ziskané poznatky byly aplikovany na klinické vzorky pacientii, které, spolu s referenc-
nimi koncentracemi PSA ziskané elektrochemiluminiscenci, poskytla Fakultni nemocnice
Brno. Koncentrace PSA byly dopocitany z kalibracnich kiivek zméfené metodou Tag-
-LIBS a byly porovnany s referenénimi hodnotami. Porovnani s referené¢nimi hodnotami
bylo provedeno také pro vysledky z upkonverzniho skenovani. Metoda Tag-LIBS s dvou-
pulznim usporddanim, s vnitini standardizaci i bez ni, se ukézala byt dostatec¢né citliva
v porovnani s jinymi imunochemickymi metodami, které se k detekci PSA bézné pouzivaji.

Byla ovérena moznost soubézné detekce foton-upkonverznich znacek a magnetickych
mikrocastic, coz muze byt zakladem pro budouci simultanni analyzy. Zamérem do bu-
doucna je prostrednictvim Tag-LIBS provadét soucasné detekci vice riiznych znacek pro
stanoveni biomarkeru.
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5. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

symbolu

AB

ALP

BB
BT-474
Ca 125
CB
CEITEC
DP

ECL
ECLIA
ELISA
FAM
FBS
FIA
FITC
FPIA
ICCD
HER2
HRP
HRP-SA
HSA
LIBS
MBs
MB-ULISA

Nulova koncentrace analytu

Esej pufr

Alkalicka fosfataza

Blokovaci pufr

Pelet pozitivnich bunék HER2
Biomarker rakoviny vajecniku
Potahovaci pufr

Stredoevropsky technologicky institut
Dvoupulzni usporadani laserovych pulzi
Elektrochemiluminiscence
Elektrochemiluminiscen¢ni imunoesej
Enzymova imunoesej

Fluorescenéni barvivo fluorescein
Fetalni hovézi sérum

Fluorescen¢ni imunoesej
Fluorescein-5-isothiokyanat
Fluorescenéni polarizac¢ni imunoese;j
Intenzifikovany CCD detektor
Biomarker rakoviny prsu

Peroxidaza krenu selského

Streptavidin v komplexu s kfenovou peroxidazou
Lidsky sérovy albumin

Spektroskopie laserem buzeného plazmatu

Magnetické mikrocastice

Imunoesej ULISA s magnetickymi mikrocasticemi jako podkladovou

tazi
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MDA-MB-231 Pelet negativnich bunék HER2

MU Masarykova univerzita

Nd:YAG Yttrito-hlinity granat dopovany ionty neodymu

NELIBS , Nanoparticle-Enhanced Laser-Induced Breakdown Spectroscopy* (bez
ceského ekvivalentu)

NETag-LIBS Spojeni NELIBS a Tag-LIBS (bez ¢eského ekvivalentu)

PB Fosfatovy pufr

PBS Fosfatovy pufr s chloridem sodnym

PSA prostaticky specificky antigen

RIA Radioaktivni imunoesej

RS Ramanova spektroskopie

sCMOS ,scientific Complementary Metal-Oxide—Semiconductor (bez ¢eského
ekvivalentu)

SP Jednopulzni usporadani laserovych pulzi

Tag-LIBS Spojeni Tag a LIBS (bez ceského ekvivalentu)

TMB Substrat 3,3’, 5, 5'-tetramethylbenzidin

TRF Casové rozlisené fluorescence

ULISA Upkonverzni imunoesej

VUT Vysoké uceni technické v Brné

UCNPs Foton-upkonverzni nanocastice

uv Ultrafialové zareni

WB Promyvaci pufr
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