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ABSTRAKT

Tato bakalaiska prace se zabyva popisem mechanismii fotonové upkonverze
a imunochemickych metod, dale syntézou foton-upkonverznich nanocastic s obsahem thulia
v nevodnych rozpoustédlech a upravou jejich povrchu pro biologické aplikace — zavadi novy
postup enkapsulace do polyakrylového nanogelu v prostiedi mikroemulze. Modifikované
nanocastice jsou nasledné konjugovany s proteiny a aplikovany v imunochemickém stanoveni
aflatoxinu B1 ve vzorcich ovesnych vlocek.

ABSTRACT

This bachelor thesis describes photon-upconversion luminescence, immunochemical methods,
the synthesis of thulium-doped photon-upconversion nanoparticles in hydrophobic solvents,
and their surface modification for biological applications. A new method for encapsulating
nanoparticles in a polyacrylic nanogel by using a microemulsion synthesis is introduced.
Nanogel-encapsulated  nanoparticles are conjugated with  proteins  and applied
in the immunochemical assay of aflatoxin B1 in oatmeal samples.
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1 UVOD

Fotonova upkonverze byla poprvé popsana r. 1966 francouzskym védcem Frangois Auzelem
a prvni metody pro syntézu nano¢astic, které tento jev vykazovaly, se objevily jiz v 70. letech.
Diive se takové materialy oznacovaly pojmem ,foton-upkonverzni luminofory“ (photon-
upconversion phosphors). Dnes se miizeme setkat s celou fadou postupti pro syntézy tzv. foton-
upkonverznich nanocastic (angl. UCNP), které nachazeji Siroké uplatnéni predevsim jako
luminiscen¢ni znac¢ky. Jsou utilizovany V oblastech vyzkumu jako je theranostika a cileny
transport 1é¢iv, radioterapie, imunoanalytické metody, histologie apod. Piestoze kvantové
vytézky UCNP jsou v fadu jednotek procent, ptedstavuji pro epifluorescenéni mikroskopii
kvalitni luminiscen¢ni znacky ve smyslu vysoké fotostability a variability barevné emise. Mezi
vyznamné vlastnosti foton-upkonverznich nanocastic patii uzké emisni pasy a nizké pozadi
autofluorescence vétsiny vzorkti. Mimo jiné nabizeji moznost stanoveni vice analytti sou¢asné,
tzv. multiplexingu.

Tato bakalaiskd prace zkouma vyuziti foton up-konverznich nanodastic
v imunochemickych metodach. V teoretické ¢asti popisuje princip jevu fotonové-upkonverze,
syntézu foton-upkonverznich nanocastic a moznosti jejich povrchové modifikace
pro biologické aplikace. Dale se zabyva zakladnim principem a rozdélenim imunochemickych
metod. Spojeni mezi obéma tématy nalézd v imunoanalytickych metodach, kde jako
luminiscen¢nich zna€ky vystupuji UCNP. PrestoZe imunoanalytické metody se znaCenim
UCNP jiz byly vyuzity ke stanoveni patogentl, antibiotik, pesticidil, potravindisky vyznamnych
latek a kontaminant, nejsou zatim soucasti b&zné laboratorni praxe. Velkd vyhoda
imunoanalytickych komer¢nich kitd (zejména metody ELISA a rychlych diagnostickych testi)
spociva v jejich optimalizaci pro konkrétni stanoveni a dobré dostupnosti. Nicménég, pouZzitim
znac¢eni UCNP je mozné dosédhnout nizSich limitl detekce a rychlejsich stanoveni nez u vyse
zminénych metod.

Cilem praktické Casti prace je pfipravit a popsat syntézu kvalitniho hydrofilniho obalu
UCNP na bazi polyakrylatovych geld v prosttedi mikroemulze. Tento obal poskytuje flexibilni
systém pro biokonjugaci UCNP s proteiny 1 malymi molekulami. Vhodnost vyuziti takového
detek¢niho systému je nejprve otestovana v experimentu s pfimym stanovenim po¢tu vzniklych
bioafinitnich komplexi na mikrotitraéni desticce a poté je utilizovan V nepfimém
kompetitivnim imunostanoveni aflatoxinu B1 v realnych vzorcich.



2 TEORETICKA CAST

2.1. Fotonova upkonverze

Fotonova-upkonverze je typ fotoluminiscence, pii kterém vede absorpce dvou nebo vice fotonii
k emisi pii kratSich vlnovych délkach. Tento typ emise, kdy maji absorbované fotony nizsi
energii nez fotony emitované, se oznacuje jako anti-Stokesova (nebot’ nerespektuje Stokestv
zakon). Nejucinngjsi fotonova upkonverze se projevuje v pevnych materialech dopovanych
prvky vzacnych zemin. lonty lanthanoidi se vyznacuji schopnosti setrvat ve svém excitovaném
stavu vrozsahu od mikrosekund po milisekundy [1-3]. Podle mechanismu fotonové
upkonverze jsou rozliSovany 3 zakladni druhy (Obr. 1): absorpce v excitovaném stavu (excited-
state absorption, ESA) upkonverze s pienosem energie (energy-transfer upconversion, ETU)
a fotonova lavina (photon avalanche, PA).?

V piipadé ESA jsou k excitaci elektronti na energetickou hladinu, ze které mtze byt
emitovano zafeni krat$i vinové délky, absorbovany alespon 2 fotony. Dochdzi ke konverzi
jejich energie a nasledkem je emise zafeni o vys$si energii (resp. s kratsi vinovou délkou).
Nekteré ionty kovil vzacnych zemin, napt. Pr¥*, maji schopnost generovat modrou, zelenou
I Cervenou emisi ze stejné energetické hladiny [4]. V mechanismu ETU je iontem akceptoru
(aktivatoru) absorbovan pouze 1 foton, pfi¢inou jeho vysoko-excitovaného stavu je pienos
energie z okolnich ionti (donorti nebo senzitizatorii) natento jiz excitovany iont [5].
Nejuc¢innéjsi upkonverzi projevuji NaYFs krystaly dopované Yb%*, Er¥* a Tm®*, které byly
predstaveny jiz v sedmdesatych letech minulého stoleti [2-3]. V Experimentalni ¢asti je
popsana piiprava foton-upkonverznich nanocastic (UCNP) tohoto typu o sloZeni
NaYo,zgoYbo18Tmoe2Fs. V téchto UCNP se uplatituje piedevsim mechanismus ETU, kde ionty
Yb®" jsou donorem a ionty Tm** akceptorem energie.

Fenomén laviny se objevuje, jestlize absorpce fotonit vede k fetézové reakci
mechanismu ESA a zdroven cross-relaxaci mezi ionty (tzn. excitacni energie z jednoho iontu
je CasteCné pifenesena na sousedni ion). Proces vede k emisi mnoha upkonvertovanych
fotont [6]. Na tomto principu stavi pfedev§im foton-upkonverzni lasery, v nejvétsi mite se
princip PA uplatiiuje v krystalech dopovanych Pr3*, Sm3*, Nd®* [4].
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Obr. 1: Schéma fotonové upkonverze. Mechanismus a) ESA b) ETU a c) PA.

2 Nékdy je pojem fotonova upkonverze pouzivan pro vyjadieni disledku téchto mechanismi,
tedy konverze dlouhovinného zafeni na kratkovinné. Nékdy je pouzit pro mechanismus
samotny.



2.2. Struktura foton-upkonverznich nanoé¢astic

Nanocastice obecné reprezentuji rtizné druhy materiali do velikosti pod 100 nm. Foton-
upkonverzni nanocastice jsou Krystalické struktury tvofené matrici NaReFs (Re = kovy
vzacnych zemin), kde kovy vzacnych zemin nejéastéji zastupuji napt. Y3, Yb**, Lu®*, Gd**,
Er* a Tm®*. Krystalova soustava UCNP je dana priibéhem syntézy; z tvari nanokrystaltl jsou
zastoupeny krychle, ty¢inky, hexagonalni krystaly aj. Struktura UCNP se oznacuje terminem
core-shell. Zaklad nanocastice tvoii jadro NaReFs (angl. core) a na ném je nasledné vytvofena
jedna nebo vice obalovych vrstev neboli slupek (angl. shell) z vhodného materialu. Idea
pro vytvoreni pravé core-shell struktury foton-upkonverznich nanocastic byla inspirovana
studiem kvantovych teéek (QDs). Obsah lanthanoidi Vv téchto nanokrystalech je nutnou
podminkou pro proces fotonové upkonverze. Chemie materiala jiz vytvofila Sirokou Skalu
tzv. core-shell nanocastic z uslechtilych kovii, polovodict, ferromagnetickych latek, polymert
a kombinaci riiznych materiali. Ov§em velka ¢ast téchto struktur nemiize poskytovat fotonovou
upkonverzi, protoze jsou S lanthanoidy chemicky nekompatibilni. Konkrétné fluoridy jsou
pouzivany, nebot mohou pojmout vysoké koncentrace lanthanoidd, jimiz jsou dopovany,
anavic disponuji vysokou chemickou a tepelnou stabilitou [1]. Jednou z vyhod UCNP je
kontrola nad jejich barevnou emisi. Vinovou délku emise (resp. barvu) muzeme ovlivnit
zvolenou kompozici nanocastice. Vliv ma jak druh, tak koncentrace zvolenych lanthanoid.
Intenzitu emise Ize zvysit narustem velikosti jadra a/nebo ptidavkem obalovych vrstev o jiném
vhodném slozeni [1].

2.3. Syntéza foton-upkonverznich nanocastic

Kvalitni upkonverzni nanocéstice jsou syntetizovany v nevodnych rozpoustédlech. Béhem
syntézy se nejprve objevuje jejich a-forma, jejiz krystaly se za vysSich teplot rozpusti a vznikne
p-forma UCNP [1]. Jedna znejpouzivangjSich metod syntézy UCNP je tzv. termalni
dekompozice, ktera bude také uplatnéna v Experimentalni ¢asti (Obr. 2).

Tato metoda syntézy je zaloZena na termolyze trifluoroacetatii nebo chloridi kovi
vzacnych zemin. Tyto prekurzory jsou pfipravovany reakci komeréné dostupnych oxidl
lanthanoidt a pfislusné kyseliny. Vzniklé soli se zahteji ve smési vysokovroucich rozpoustédel,
jako je kyselina olejova a oktadec-1-en pod inertni atmosférou Ar nebo N2. Syntéza samotnych
UCNP nastava pii teplotach kolem 300 °C, pticemz tento proces trva 1-2 hodiny. Po zchladnuti
reakéni smési se jddra UCNP vysrazi ze smési isopropanolem a pelet se promyje methanolem
pro odstranéni zbytkli reakéni smeési. Purifikované nanocastice se uchovavaji dispergované
nejéastéji v cyklohexanu nebo chloroformu pfi laboratorni teploté.

Pro syntézu obalovych vrstev jsou bud’ pfimo po syntéze jader injektovany do reakcni
smési prekurzory s pozadovanym slozenim soli Re®*, nebo jsou UCNP nejprve purifikovany,
znovu zahtaty ve smési rozpoustédel a az poté jsou k nim pfidavany prekurzory. Na jadru NP
Ize vytvofit i vice obalovych vrstev za vzniku tzv. multishelled NP. Syntéza umoznuje precizni
kontrolu tloustky vytvarenych vrstev diky malym postupnym piidavkiim prekurzori o znamé
koncentraci [1]. Na obrazku nize je znazornén piiklad priabéhu syntézy UCNP.
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2.4. Povrchové modifikace a enkapsulace UCNP

Po syntéze je kyselina olejova siln€ vazana karboxylovymi skupinami k iontim lanthanoidd,
z toho diivodu jsou UCNP hydrofobni - ve vod¢ agreguji a to je ¢ini nevhodnymi pro biologické
aplikace. Ke spojeni imunochemickych metod a detekce pomoci UCNP je jejich dispergace
ve vodném prostiedi zdsadni. Vhodné povrchové modifikace zahrnuji zejména Gplné odstranéni
ligandu, jejich oxidaci, zaménu (ligand exchange), pokryvani (coating) nebo také enkapsulaci
celych nanocastic. Vyhodou vyuziti enkapsulace je zvyseni koloidni stability modifikovanych
UCNP [7].

Typicka metoda enkapsulace je tzv. silanizace, tj. syntéza hydrofilniho polymerniho
obalu hydratovaného oxidu kiemicitého. Nejpouzivanéj$i postupy silanizace jsou Stoberova
metoda a metoda s tvorbou reverznich micel. Zatimco Stoberova metoda se pouziva u jiz
hydrofilnich nanokrystali, u hydrofobnich UCNP pokrytych oledty je potteba pouziti
mikroemulze. K nanocasticim dispergovanych v cyklohexanu jsou pfidany surfaktanty
(napt. Igepal) anasledné tetraethyl-orthosilikat (TEOS). Polymerni vrstva se vytvofi
na povrchu UCNP diky amoniakem katalyzované hydrolyze TEOS a nasledné polymeraci.
Podle molarniho mnozstvi pfidaného TEOS Ize ovlivnit tloustku vzniklé vrstvy. Zaroven
funkéni skupiny na takto modifikovaném povrchu umoziuji biokonjugace s dal§imi
molekulami. NP se silikatovym obalem jsou chemicky stabilni a vykazuji niZ$i cytotoxicitu nez
UCNP bez modifikace. Nicméné, silikatova vrstva mize snizovat ucinnost fotonové
upkonverze a ve vodném prostiedi podléha disociaci [5, 8-9].

Mezi jiné polymery, které byly k enkapsulaci UCNP pouzity v poslednich letech patii
polystyren [10] a polyakrylova kyselina [11].
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Nicméné pii enkapsulaci UCNP do polystyrenu se do jednoho polystyrenového obalu
uzavird vétSinou vice nez jedna Castice a (ani karboxylovany) polystyren neni optimalné
hydrofilni material pro disperzi UCNP ve vodném prostiedi. Kyselina polyakrylova nese
limitace v podob¢ snizeni flexibility systému, nebot omezuje reakéni skupiny povrchu NP
pouze na karboxyly. Vytvofenim nového hydrofilniho obalu bez vyse zminénych limitaci se
zabyva Experimentalni ¢4st.

2.5. Biologické zobrazovani pomoci UCNP

UCNP maji nizké kvantové vytézky v fadech jednotek procent, zatimco bézné fluorofory
a kvantové tecky se blizi nebo dosahuji 1 100 %, napt. kvantovy vytézek fluoresceinu je 95 %.
Tuto nevyhodu ale piekonavaji fadou svych dalSich vlastnosti. Mezi vyznamné vlastnosti foton-
upkonverznich nano¢astic patii velky Stokesuv posun (= velky rozdil mezi excita¢ni a emisni
vlnovou délkou) a tzké emisni pasy, diky cemuz je omezen tzv. cross-talk efekt, ktery je
typicky pro kvantové tecky. UCNP maji vétsi fotostabilitu nez organické fluorofory a jejich
cytotoxicita muze byt niz§i nez u ostatnich nanocéasticovych systému [2]. K jejich excitaci
postaci svétlo z blizké infracervené oblasti (NIR), Casto je pouzivan laser s vinovou délkou
980 nm. NIR svétlo ma vysokou propustnost skrz biologické tkané a jeho pouziti zarucuje,
ze se vyhneme autofluorescenci a fotochemickym reakcim, ke kterym mize dochazet
pii pouziti kratSich vinovych délek [9]. Z téchto divodi UCNP nachazeji Siroké uplatnéni
Vv biologickém zobrazovani, napf.V odvétvich biomediciny jako je theranostika, cileny
transport 1éCiv a radioterapie. Dale je 1ze efektivné vyuzit v analytické chemii, histologii atd.

[9].

2.6. Imunochemické metody

Imunochemické metody jsou zalozeny na reakci antigenu a protilatky za vzniku
tzv. imunokomplexu. Protilatka se vaze k antigenu nekovalentnimi vazbami,
tzn., ze se uplatituji ~ hydrofobni  a elektrostatické  interakce, = vodikové  mustky
avan der Waalsovy sily. Protilatka se na dany antigen vaze specificky a reverzibilng.
Imunochemicky lIze stanovit jak antigen, tak protilatku [12]. Imunochemické metody mizeme
rozdélit na 2 kategorie: imunoprecipitacni a imunoanalytické. Imunoprecipitacni metody jsou
charakteristické tvorbou precipitujiciho imunokomplexu, tzv. imunoprecipitatu. Pfedmétem
této prace jsou druhé zminéné — citlivéjsi imunoanalytické metody. Jednim z jejich typt jsou
tzv. metody se znacenymi reaktanty, kde se v soucasnosti zavadi zna¢eni pomoci UCNP.

2.6.1. Protilatky

Protilatky jsou z chemického hlediska glykoproteiny, které jsou produkovany bilymi krvinkami
vyssich zivocicht jako soucast imunitni odpovédi. Tyto glykoproteiny nazyvame téz
imunoglobuliny [12]. Imunoglobuliny maji tvar pismene Y a skladaji se ze dvou shodnych
lehkych fetézci a dvou shodnych tézkych fetézci. Retdzce jsou navzijem propojeny
disulfidickymi mustky. U savcl se tézké tetézce protilatek rozdé€luji na 5 isotypi: IgA, IgD,
IgE, 1gG a IgM. Lehké fetézce maji dvé domény — konstantni doménu a variabilni doménu.
Imunoglobuliny A, D a G maji 3 konstantni a 1 variabilni doménu, imunoglobuliny E a M maji
4 konstantni domény a 1 variabilni. Schopnost tvorby dimerii a pentamert maji IgA a IgM.
Znalost struktury protilatek ma vyznam pro jejich vyvoj skrz biomedicinské inzenyrstvi [13].

2.6.2. Antigeny

Antigeny jsou latky vétSinou bilkovinné povahy (miZe se rovnéZz jednat
0 polysacharidy, nukleové kyseliny a jiné latky), které mohou byt ptirodniho i syntetického
puvodu. Imunitni systém tyto latky vyhodnocuje jako sobé€ cizi a reaguje na n¢€ tvorbou vyse
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zminénych protilatek. Protilatka se vaze na antigen v misté tzv. antigenni determinanty neboli
epitopu. Tento usek molekuly ma specifickou 3D strukturu a pravé zde se nekovalentné vaze
protilatka. Antigeny, které mohou tvorbu protildtek navozovat piimo, se oznacuji jako
imunogeny. Hapteny jsou antigeny, které sami imunitni odpovéd’ nevyvolavaji, ale pro jeji
uskutecnéni se musi navazat na jinou makromolekulu — nosi¢. Hapteny se na nosi¢ vazi pomoci
kovalentnich vazeb a teprve tento komplex se stdva imunogennim. Vyvolava imunitni odpovéd’
organismu, popi. u citlivych jedinct alergickou reakci. Vazba haptenu na nosi¢ je cilené
vyuzivana v imunochemickych metodach, kde jejim prostiednictvim vytvaifime potiebné
biokonjugaty, které mohou reagovat s protilatkou [14]. Ptikladem b&Zného nosice je hovézi
sérovy albumin (BSA).

2.7. Imunoanalytické metody se zna¢enymi reaktanty

Jsou zalozené na znaceni analytu (antigenu nebo protilatky) pomoci latky, kterou mtizeme
stanovit snadnéji a citlivéji nez samotny imunokomplex. K tomuto znaceni se vyuZzivaji
radioizotopy (spiSe zastaralé), enzymy, nebo latky vykazujici n€ktery typ fotoluminiscence,
tzv. luminiscen¢ni znacky. Nejvyuzivanéjsi imunochemickou metodou patfici do této kategorie
je vsoucasnosti ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). Jedna se o rychlou,
jednoduchou techniku, a piedevs§im jednu z nejcitlivéjSich metod enzymové imunochemické
analyzy [15]. Enzymova imunoanalyza a princip ELISA jsou podrobné&ji popsany v podkapitole
2.7.2.

2.7.1. Luminiscen¢ni znacky

Jako luminiscen¢ni znacky obecné lze pouzit materidly vykazujici néktery typ luminiscence.
V praxi je vyuzivana bioluminiscence (napi. reakce luciferin) a fotoluminiscence. Mezi
nejbéznéjsi fotoluminiscenéni znacky patii organické fluorofory vykazujici fluorescenci jako
jsou fluorescein a jeho derivaty, rhodaminy a BODIPY. Velikost téchto molekul je pfiblizné
0,5 nm. Jejich velikost je v né€kterych aplikacich vyhodou, ovSem molekuly téchto latek
zpravidla podléhaji svételné degradaci (angl. photobleaching). Jako jejich potencialni nahrada
byly popsany kvantové tecky, jelikoz se jednd o polovodicové nanomateridly s vysokymi
kvantovymi vytézky i stabilitou.

Konjugaty QDs anebo UCNP s biomolekulami vzhledem Kk velikosti ¢astic mizeme
oznacit jako nanobiokonjugaty. Jejich spojeni s biomolekulou je realizovano pomoci ligandu
na jejich povrchu [16]. V soucasné dobé se zavadéji imunoanalytické metody se znaenim
pomoci UCNP, nebot’ jejich spojeni s luminiscenénimi zna¢kami umoziiuje stanoveni analyti
S nizkymi detekénimi limity a bez potieby zesilovat analyticky signal, ktery jinak poskytuje
reakce enzymu se substratem [17]. Téz nabizeji oproti QDs optické vyhody, které byly zminény
v kapitole 2.5.

2.7.2. Enzymova imunoanalyza

Enzymové imunoanalyza se déli na metody homogenni, mezi které patii napt. technika EMIT®
(Enzyme-Multiplied Immunoassay Technique) a metody heterogenni, do kterych tadime
mj. metodiku ELISA a LFIA podrobné&ji popsané v nasledujicich podkapitolach.

V homogenni enzymové imunoanalyze vyuzivame faktu, Ze se enzymy stavaji
po navazani na protilatku inaktivni. Vzorek s analytem se smichd S enzymovym konjugatem
obsahujicim stanovovany antigen a struktury mezi sebou soutézi o navdzani na omezené
mnozstvi protilatky. Enzymovy konjugat navazany na protiladtku nevykazuje enzymovou
aktivitu (nereaguje se substratem) a neposkytuje zadny signal [12]. Homogenni enzymova
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imunoanalyza se vyuziva méné Casto nez heterogenni, jelikoz je relativné draha a méng¢ citliva.
Hodi se ke stanoveni malych mnozstvi latek, predevSim u 1éCiv.

2.7.2.1. Princip metody ELISA

Obecné spociva v zakotveni antigenu na pevny povrch materialu (PS, PV nebo PP)
mikrotitraéni desticky, na ktery se nasledné navaze konjugovana protilatka. Jako substraty
pro konjugaci s protilatkou se pouzivaji enzymy, které v ptipadé pozitivni reakce poskytuji
typické zabarveni. Naptiklad pii pouziti alkalické fosfatasy a p-nitro-fenyl fosfatu, se pozitivni
reakce barvi zluté. Pii pouziti peroxidasy a 5-aminosalicylové kyseliny nebo o-fenylendiamin
maji v pozitivnim piipadé hnédou barvu [18]. Nicméné, tento krok mtize byt ¢asové naro¢ny
a spotieba enzymil ptinasi nevyhody v podobé vysoké ceny a narokd na podminky skladovani.
Vysledky jsou po reakci ziskany spektrofotometrickym méfenim, popt. u fluoreskujicich
produkti fluorimetricky. Obsah analytu je ur¢en pomoci kalibraéni kiivky. Nize jsou popsany
4 mozna uspotradani ELISA (Obr. 3).

2.7.2.2. Piima ELISA

Piimé ELISA spociva v navazani protilatky (nebo antigenu) na dno jamky mikrotitracni
desticky. Pfed kazdym dalSim krokem se jamky promyvaji (washing). Voln4d mista na dné
se zablokuji (vétsinou BSA). Dalsi krok je navazani konjugatu enzymu s antigenem
(nebo protilatkou). Proces inkubace vede k tvorbé komplexu antigen-protilatka. Nenavazany
konjugat se odstrani promyvanim a po ptidavku substratu, resp. indikatoru se vytvoti barevny
produkt [15,18].

2.7.2.3. Nepiima ELISA

V nepiimém usporadani se dno jamky pokryje antigenem, ptidd se prvni protilatka a necha
se inkubovat. Pfebytek protilatky se odstrani promyvanim. Na prvni (primarni) protilatku
se navaze druha (sekundarni) protilatka znacena enzymem. Analogicky K prvnimu ptipadu
se jamky na desticce promyji a pfidd se substrat, coz vede k tvorbé barevného produktu.
Nepiimad ELISA ma vétsi citlivost nez pfima z divodu moZnosti vazby vice neZ jedné
sekundarni znacené protilatky na primarni protilatku [15].

2.7.24. Sendvi¢ova ELISA

Prvnim krokem sendvi¢ového stanoveni je vazba protilatky na dno jamky v mikrotitracni
desticce a tvorba komplexu antigen-protilatka. Nenavazany antigen se odstrani promyvanim
avolna mista se zablokuji. Do jamek se napipetuje enzymovy konjugat dalsi protilatky.
Musime proto vybrat dvé protilatky, které vazi stejny antigen, ne vSak stejny epitop.
Nadbyte¢ny konjugat se opét odstrani promyvanim a poté se davkuje indikator. Nakonec
probiha enzymem katalyzovana pfeména na barevny produkt. Sendvicova ELISA se ukazala
byt ¢inngj$i nez jeji ostatni varianty [18].

2.7.2.5. Kompetitivni ELISA

Dno jamky se pokryje antigenem specifickym pro protilatku (antibody-specific antigen)
nebo protilatkou specifickou pro antigen (antigen-specific antibody). Poté se spolecné davkuje
analyt a enzymovy konjugat (s antigenem nebo s protilatkou). Oznaceny a neoznaceny antigen
(nebo protilatka) pak ,,soutézi* o navazani na strukturu, kterd pokryva dno. Jamka se promyje
a prida se substrat [18]. VSechny piedchozi varianty mohou byt provedeny stejnym zptisobem
jako kompetitivni ELISA [15]. Rozdil v kompetitivni ELISA je v korelaci koncentrace analytu
a intenzity signalu. Intenzivnéj$i zabarveni zna¢i mén¢ analytu ve vzorku.
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Obr. 3: Mozna usporadani ELISA: a) prima, b) neprimd, c) sendvicova a d) kompetitivni.

2.7.2.6. Lateral flow (immuno)assay (LFIA)

Vyraz muzeme pielozit jako imunostanoveni v lateralnim toku. V souvislosti s touto metodou
se setkavame také s terminy imunochromatografie a RDT (= rychlé diagnostické testy). LFA
se vyuziva ke kvalitativnim, semikvantitativnim a n€kdy kvantitativnim stanovenim. Analytem
byvaji razné patogeny, léCiva, hormony a metabolity. Tyto metodiky jsou urCeny
jak k laboratornimu (potvrzeni infekce nebo nemoci pacienta, kontaminace potravin apod.),
tak k domacimu pouziti (t€hotenské testy nebo samotestovaci sady na Covid-19). Testy jsou
citlivé, selektivni a jednoduché na pouziti. Vysledek poskytuji nejpozdéji do 20 minut [19].
Format eseje je srovnatelny s vySe zmifiovanou enzymovou imunoanalyzou. Ke stanoveni
se pouzivaji prouzky materidlu obsahujici vysuSené reagenty, které se aktivuji nanesenim
kapalného vzorku. Vzorek nebo jeho extrakt se kape na zacatek podlozky, po které je nasledné
vzorek unasen k zoné s reagenty a nakonec k absorp¢éni podlozce na konci. Hnaci silou postupu
po podlozce je kapilarni tok. Zoény s reagenty jsou oznaceny T (test line) a C (control line).
PodloZky jsou na bazi polymeru chranéného membranou napft. Z nitrocelulozy. Cely systém
chrani plastové pouzdro pro snadnéjs$i manipulaci, uzivatel vidi misto k aplikaci vzorku a oblast
T a C zdny [19]. K vizualizaci T a C zon se vyuzivaji barevné nebo fluorescencni nanocastice.
Nejcastéji se vyuziva koloidni zlato nebo latex [19]. Znaceni pomoci UCNP v LFA je blize
popsano v kapitole 2.10.

2.7.2.7. Princip LFIA

Tésné¢ za mistem pro aplikaci vzorku se nachédzi podlozka s konjugaty protilatek a castic.
V sendvi¢ovém usporadani (Obr. 4) je na T-zonu nanesena primarni protilatka. Na konjugacni
podlozce tésn€ za mistem aplikace vzorku vznikd komplex znacené sekundarni protilatky
a analytu, ktery se pak vaze na T-zonu. Vzhledem k vysoké koncentraci barevnych c¢astic
se zona vizualizuje jako barevny prouzek. V kompetitivnim uspofaddani vznikd na konjugacni
podlozce smés znaceného analytu a samostatnych znacenych protilatek. Tyto struktury budou
soutézit o navazani na analyt imobilizovany v T-zoné. Stejné jako u ELISA plati, Ze ¢im mens$i
(barevny) signal ziskame, tim je koncentrace analytu vyssi [19].
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Obr. 4: Schéma sendvicové LFIA.

2.8. Prvni spojeni UCNP a imunochemickych metod

Prvni publikace, kde se se znaCenim pomoci upkonverznich Castic na bézné 96-jamkové
mikrotitra¢ni desticce setkdvame, pochazi z roku 2005. Tym védcu z finské Univerzity v Turku
tvorili K. Kuningas, T. Soukka, T. Rantanen, T. Lovgren a dalsi. Upkonverzni ¢astice byly
komeréné dostupné pod oznacenim ,, up-converting phosphors* (,,UCP-phosphors* nebo ,,anti-
Stokes phosphors®). Nevyhodou UCP-luminofort byla jejich velikost (v ramci mikrometri)
a 0od UCNP se lisily také svym sloZzenim. Tyto ¢astice bylo nutné upravit mletim a pfipravit
jejich konjugaty s biomolekulami. Tento postup byl popsan jiz predtim. Ulelem prace
Kuningase a kolektivu bylo ,poprvé prezentovat simultanni méfeni anti-Stokesovy
fotoluminiscence (...) ze samostatné mikrotitracni jamky bez vzajemného ruSeni téchto
technologii znaceni®. Danou imunochemickou metodou oznacuji jako bioafinitni stanoveni
(bioaffinity assay) [20-23].

2.9. Upconversion-Linked Immunosorbent Assay

Pojem Upconversion-Linked Immunosorbent Assay (ULISA) byl zaveden r. 2016 v publikaci
A. Hlavacka a kolektivu. Zminéna prace piedstavuje metodiku ULISA pro stanoveni
farmaceutickych mikropolutanti ve vodé v kompetitivnim uspoifadani [17]. Jako antigen
zde vystupuje 1é¢iva latka diclofenac (DCF), protilatky jsou mysi IgG. Dno mikrotitra¢ni jamky
bylo pokryto biokonjugatem BSA a analytu, resp. diclofenacu. Do jamek byla vlozena sada
fedéni DCF a poté pridany anti-DCF protilatky. Nasednuti protilatky na antigen bylo
detekovano konjugatem UCNP a proti-mysi IgG sekundarni protilatky. K excitaci UCNP byl
pouzit laser s vlnovou délkou 980 nm. Obdobné uspotfddani imunostanoveni bude pouZito
v Experimentalni ¢asti. Pouzit¢ UCNP mély v praméru ~46 nm a jejich povrch tvofila
silikatova slupka, ktera vznikla dvojitym pfidavkem tetraethyorthosilikatu (TEOS). Tato vrstva
zajistila dobrou dispersibilitu ve vodé [17]. Stanoveni bylo srovnano s metodou ELISA a LC-
MS. Vsechny tii metody poskytly srovnatelné vysledky limiti detekce, hodnoty odchylek
u ULISA byly mirn€ vyssi oproti referenénim metodam. Oproti tomu, jeji vyhodou se prokazalo
jednodussi a rychlejsi ziskani analytického signalu. Podobné¢ jako ELISA je vysoce citliva
a detekci analytu umoziuje bez signalu pozadi (matrice vzorku) [17]. V nasledujicich pracich
se jiz jevi ULISA jako citlivéj$i metoda se Sirokym pracovnim rozsahem [24, 27, 29]. Zavedené
oznaceni ULISA se také objevilo v praci Zhou a kolektivu (2021) [24] zabyvajici se detekci
karbohydratového antigenu 19-9. Tento antigen je uvolilovan pankreatickymi rakovinnymi
buitkami a jeho stanoveni slouzi k monitoringu lécby karcinomu. V klinické praxi
se pro stanoveni antigenu 19-9 pouziva ELISA, kterou by mohla v budoucnu ULISA nahradit.
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Znaceni pomoci UCNP se ve stanovenich objevuje Casto, ale nazev metody se 1isi autor
od autora. Nejpocetnéji se miizeme setkat s variacemi pojmu ,,heterogenni imunostanoveni®.

2.10. LFA se znacenim UCNP

Pomoci LFA se znacenim UCNP (UCNP-LFA) byly jiz stanoveny razné chemické slouceniny
(nukleové kyseliny, proteiny, toxiny, ionty t€zkych kovii) se stejnou specifitou a rychlosti jako
komeréni LFA se zlatymi casticemi, ale slepsi citlivosti. Analyticky signal UCNP lze
vyhodnotit v jednoduché aplikaci smartphonu, s ¢imz se setkavame u spousty publikaci [25].
Znacenim UCNP se miizeme také vyhnout subjektivité stanoveni pfi ¢teni barevnych signali.
V publikaci Martiskainena a kolektivu proto byly UCNP-LFA pouzity k vyvoji RDT
na protilatky HIV-1 a HIV-2. Autofi navic umoznili vysledky (ziskané mobilni aplikaci)
namist¢ ulozit do elektronické  databaze. Tento postup by mohl  vést
ke snadnému monitorovani postupti nemoci a jejich prevenci [26]. Velmi dobrou odpoveéd’
UCNP-LFA poskytla piianalyzach redlnych vzorkdi potravin s komplexni matrici,
napf. suSenky, parky a mléko [27].

2.11. Znaceni UCNP v potravinarskych aplikacich

Znaceni pomoci UCNP lze pouzit také v monitorovani kvality a bezpecnosti potravin.
Pti analyzach se uplatiiuji jak homogenni, tak heterogenni stanoveni. Rizika v potravinach
predstavuji aditiva, 1é¢iva, pesticidy, hnojiva a jiné kontaminanty jako polychlorované bifenyly
(PCBs), polycyklické aromatické uhlovodiky (PAHs), t€zké kovy a biotoxiny. Pro kvalitu
potravin je nutné analyzovat slozky jako cukry, aminokyseliny, mastné kyseliny, alkoholy,
organické kyseliny apod. K tomu je potfeba analytickych metod, které budou schopny
detekovat nizké koncentrace rozliSnych analytl — patogent a chemikalii [27].

Stanoveni nejbéznéjSich patogennich bakterii jako je Escherichia coli, Salmonella sp.,
Campylobacter jejuni, Clostridium perfringens a Listeria monocytogenes se uskuteéiuje
pomoci kultivacnich metod. Maji dobrou citlivost, ale analyza mize byt zdlouhava. Identifikace
patogenu zabere nékolik dni az tyden [27]. Této limitaci se muZeme vyhnout pouzitim
rychlejSich imunochemickych metod.

Vyznamnou tfidu kontaminantl potravin tvoii mykotoxiny. Jedna se o toxické sekundarni
metabolity vldknitych mikroskopickych hub (plisni). V Ceské republice jsou natizenim
1881/2006/ES stanoveny jejich nejvyS$s$i pfipustné limity v potravinadch, nebot nékteré
mykotoxiny maji za nasledek alimentarni onemocnéni, poSkozeni jater nebo maji karcinogenni
efekt. Mezi vyznamné mykotoxiny fadime aflatoxiny, ochratoxiny, patulin, nédmelové
alkaloidy, fumosiny, atd. [28]. Mykotoxiny mohou byt se srovnatelnymi vysledky stanoveny
imunochemickymi a instrumentalnimi metodami. Nepiima kompetitivni ELISA v porovnani
s HPLC umoziuje rychlou a jednoduchou analyzu bez potieby organickych rozpoustédel.
Korela¢ni koeficient zminénych metod je vysoky (0,97-0,98) [29]. Imunostanoveni s foton-
upkonverzni detekci mohou byt alternativou bez pouziti enzymu se srovnatelnymi nebo niz$imi
limity detekce a moznosti multiplexovani. Principem je pfiprava biokonjugati UCNP s rizné
barevnou emisi a provedeni stanoveni. Signaly v§ech UCNP jsou zachyceny soucasn¢ pomoci
kamery. Stanoveni obsahu mykotoxinii v pfipadé autori Yanga a kolektivu probiha
vyhodnocenim obrazu ve vlastni aplikaci smartphonu. Vysledek byl ziskdn za méné nez
1 minutu, pficemz LOD ¢inil 1 ng [30]. Testy se znatenim UCNP byly rovnéz vyuzity
ke kvantitativnimu stanoveni antibiotik, pesticidd, iontd kovi (Ag', Pb", zn" Hg" a F)
a dalsich sloucenin [27].
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3  EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Chemikalie
Tabulka 1: Chemikdlie pro pripravu core-shell UCNP.

Nazev Cistota/sloZeni, vyrobce
Chlorid thulity hexahydrat 99,99% baze stopovych prvku, Sigma-Aldrich
Chlorid yttrity hexahydrat 99,9% baze stopovych prvki, Sigma-Aldrich
Chlorid ytterbity hexahydrat 99,99% baze stopovych prvku, Sigma-Aldrich
Oxid ytterbity 99,99% baze stopovych prvku, Sigma-Aldrich
Oxid yttrity 99,99% baze stopovych prvku, Sigma-Aldrich
Oxid thulity 99,99% baze stopovych prvku, Sigma-Aldrich
Kyselina trifluorooctova >99,7%, Sigma-Aldrich
Oktadec-1-en 90%, Sigma-Aldrich
Uhli¢itan sodny bezvody >99,9%, Roth
Kyselina olejova 90%, Sigma-Aldrich
Oleat sodny >82% mastnych kyselin (jako kyselina olejova); Sigma-
Aldrich
Fluorid amonny >98%, Sigma-Aldrich
Hydroxid sodny 98%, Penta
Methylalkohol 99,8%, Penta
Isopropylalkohol 99,5%, Penta
Cyklohexan 99,5%, Penta

Tabulka 2: Chemikalie pro pripravu UCNP-nanogelii.

Nazev ZKkratka, Cistota/sloZeni, vyrobce
UCNP Dispergované v n-hexanu, vlastni pfiprava
Akrylamid AAM, >99%, Sigma
Kyselina akrylova AA, 99%, Sigma
N,N -methylen-bisakrylamid BisAAM, Fluka
n-hexan 99%, Penta
Brij® 30 Acros organics

N,N,N’,N -tetramethyl-

. TEMED, Sigma
ethylendiamin
Dokusat sodny AOT, >96,0%, Sigma
Peroxodisiran amonny APS, > 98 %, Roth
Voda miliQ

Tabulka 3: Chemikalie pro pripravu biokonjugatit UCNP-nanogelii s proteiny.

Nazev ZKkratka, Cistota/sloZeni, vyrobce
UCNP-nanogely Pelet po centrifugaci, vlastni ptiprava
Streptavidin SA, Afinitné purifikovany, Thermo Fisher Scientific
Albumin Albumin frakce V, bez biotinu, Roth
Biotinylovany albumin BSA: biotin 1:2, dispergovany ve vodé (23,3 mg ml?),

vlastni pfiprava
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Tabulka 3-pokracovani: Chemikalie pro pripravu biokonjugdatu UCNP-nanogeli s proteiny.

1-(3-dimethylaminopropyl)-3-

EDC, Alfa Aesar, 98%

ethyl karbodiimid hydrochlorid

N-hydroxysulfosukcinimid sodny

Kyselina 4-

morpholinethansulfonova

monohydrat
MES pufr

Tris(hydroxymethyl)aminomethan

Tris pufr
Voda

S-NHS, 98%, Sigma-Aldrich
MES, >99%, Sigma

100 mM MES, 30 mM Na2COs, pH = 6,0; vlastni
pfiprava
Tris, 99,8%, Sigma-Aldrich
50 mM Tris, 50 mM H3BOs, vlastni piiprava
miliQ

Tabulka 4: Chemikalie k realizaci imunostanoveni a gelové elektroforézy.

Nazev

ZKkratka, Cistota/sloZeni, vyrobce

Biokonjugaty UCNP-
nanogelll s proteiny
Reélné vzorky pro
stanoveni aflatoxinu B1
Aflatoxin B1
Konjugat BSA-aflatoxin B1
Anti-aflatoxin B1
(primarni) protilatka
Biotinylovana (sekundarni)
protilatka
Methylalkohol
Streptavidin
Streptavidin rekombinant

Albumin
Fosfatovy pufr

Promyvaci pufr
Potahovaci pufr
MOPS (promyvaci) pufr

Biokonjugat streptavidinu nebo biotinylovaného albuminu,
vlastni pfiprava
Ovesné vloCky z béZzného supermarketu

Z Aspergillus flavus , Sigma-Aldrich
Z Aspergillus flavus, Sigma-Aldrich
Krali¢i IgG, polyklonalni, Sigma-Aldrich

Kozi proti-mysi IgG, abcam

99,8%, Penta

SA, Afinitné purifikovany, Thermo Fisher Scientific

SA-R, streptavidin 500 pg ml™ in 100 MM MOPS, 70 mM
Na>COs, 0,05% NaN3, pH = 7,5; vlastni ptiprava
Albumin frakce V, Roth

PBS; 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM NaxHPOy,

1,8 MM KH2PO4, 0,05% (w/v) NaNs, vlastni pfiprava

PBST; PBS + 0,05% (w/v) Tween 20, vlastni pfiprava
100 mM H3BOs3, 45 mM Na,COg, pH = 9,0; vlastni ptiprava
20 mM MOPS, 27 mM Na2COs, 0,05% Tween 20, pH = 7,5;

vlastni ptiprava

Assay pufr 50 mM Tris/HCI, 150 mM NacCl, 0,05% NaNs, 0,01%
Tween 20, 0,5% BSA, pH = 7,5; vlastni piiprava
Voda miliQ
Agarosa NEEO, ultra-quality, Roth
Glycerin Bezvody, 99,5 %, Penta

3.2. Pristrojové vybaveni

Vyhodnoceni experimentalnich dat probihalo pomoci foton-upkonverzniho mikroskopu
askeneru sestavenych na Ustavu analytické chemie AV CR, kde excitace UCNP byla
uskute¢néna 976 nm laserem. Pro charakterizaci foton-upkonverznich nanocastic byl pouzit
spektrofotometr OceanOptics QE65 Pro, elektroforeticka aparatura OWL C2-S a ZetaSizer ver.
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7.01 (dynamicky rozptyl svétla, DLS). Mikrosnimky UCNP-nanogeli byly pofizeny
transmisnim skenovacim mikroskopem (dale jen TEM) Talos F200i, Thermo Fisher Scientific
na Ustavu fyziky materiald AV CR.

3.3. Metody

3.3.1.Syntéza UCNP

Core UCNP byly pfipraveny metodou termalni dekompozice. Jako vychozi latky byly pouzity
chloridy lanthanoidt. Core-shell UCNP byly pfipraveny postupnymi nastiiky zvySujicich se
objemu prekurzort (podle Tabulky 5) k horké reakéni smési. Syntéza UCNP probihala
V aparatufe napojené na inertni atmosféru N2 (viz Obr. 5), teplota reakéni smési byla snimana
teplotnim cidlem spojenym se softwarem, kterym byl fizen nariist a udrzovani pozadované
teploty.

pfivod dusiku

- L.
. Claisendv nastavec
teplotni ¢idlo
]

piimy chladi¢ vystup dusik
7

3-hrdla kulatd banka ™

topné hnizdo alonz

kulata banka
magnetickda michacka

Obr. 5: Schéma aparatury pro syntézu UCNP.

3.3.2. Syntéza core UCNP
Byly navazeny 4,0 mmol YCIs - 6 H20, 0,9 mmol YbCls - 6 H2O a 0,1 mmol TmCls - 6 H20.
Chemikalie byly rozpustény v 30 ml methanolu a vznikly roztok byl pfeveden do 250 ml
tiihrdlé banky obsahujici smés kyseliny olejové a oktadec-1-enu v hmotnostnim poméru
1:3 o celkovém objemu 112 ml.

Smés byla zahfivana na 170 °C pod inertni atmosférou N2 na dobu dostate¢nou
(~20 min) k odpafeni nizkovroucich latek. Reak¢ni smés byla ochlazena na 50 °C a do ni byly
postupné ptidany methanolové roztoky o objemu 15 ml s 20,0 mmol NH4F a 12,5 mmol NaOH.
Teplota reak¢éni smési byla opét zvySena nejprve ke 150 °C pro odpafeni methanolu a vody,
a nakonec bylo dosazeno teploty 300 °C. Teplota kolisala = 3 °C a byla udrZzovana 90 minut,
b&hem nichZ vznikala stabilni B-forma UCNP. Obsah Tm3* v ptipravenych UCNP je 2 Y%mol.

3.3.3. Priprava prekurzoru pro core-shell UCNP

Do ttihrdlé kulaté banky bylo navazeno 8,0 mmol Y203, 1,8 mmol Yb203 a 0,2 mmol Tm2Os.
K oxidim lanthanoidd bylo ptidano 12 ml smési koncentrované kyseliny trifluoroctové a vody
1:1. Reakéni smés byla refluxovana do vycefeni roztoku. V této fazi bylo pfidano 10 mmol
Na2COs za vzniku bublinek oxidu uhli¢itého. Kapalina byla vydestilovana a vznikly bily praSek
trifluoroacetatovych soli lanthanoidi byl rozpustén v 20 ml methanolu. K roztoku bylo pfidano
45 ml smési kyseliny olejové s oktadec-1-enem Vv objemovém poméru 1:1 a oleat sodny
do koncentrace 67 pmol ml™,
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Reakéni smés byla zahiivana pod N2 atmosférou na 110 °C po dobu 20 minut za tvorby
prekurzorit pro shell strukturu UCNP. Koncentrace prekurzorti v pfipravené smesi je
0,2 mmol/ml. Molarni pomér lanthanoidi ve smési prekurzorti je stejny jako v jiz pfipravenych
core UCNP.

3.3.4. Syntéza core-shell UCNP

Pro syntézu core-shell struktur bylo do 100 ml tiihrdlé banky odpipetovano 22,5 ml reakéni
smési s core B-UCNP a 15 ml methanolu. Smés byla zahtivdna pod inertni atmosférou
na 150 °C (pro odstranéni methanolu a vody). Teplota byla poté udrzovdana na 300 °C
a dle Tabulky 5 byly postupné pfes pryzové septum injektovany do horké smeési piislusné
objemy prekurzort. Casovy odstup mezi jednotlivymi ptidavky byl 10 minut. Core-shell UCNP
byly purifikovany podle postupu nize.

Tabulka 5: Objemy pridavkii prekurzorii Ln(CF3CO2)s.

Poradi pridavku Objem ptidavku (ml) Potadi ptidavku Objem ptidavku (ml)

1 27 5 5,0
2 3,2 6 5,7
3 37 7 6,8
4 4.4 - -

3.3.5. Purifikace UCNP

UCNP byly z reakéni smési vysrazeny dvojnasobnym objemem isopropylalkoholu a nechaly
se samovoln¢ usadit (pies noc). Kapalina byla dekantovana a pelet UCNP byl kvantitativné
pfeveden do 15 ml centrifugacnich zkumavek. Pfed kazdou centrifugaci se vzorky kratce
homogenizovaly v ultrazvukové lazni. Suspenze byla odstfed’ovana 10 min pii 6000 RPM.
Supernatant byl odejmut a pelet byl promyt methanolem, nasledovala kratka centrifugace
(cca 30 s) na 6000 RPM. Po promyti je odstranén piebytek sodiku a zbytky rozpoustédel.
Supernatant byl odejmut a pelet UCNP byl 3x vyextrahovan cyklohexanem s centrifugaci
na 10 minut pii 4000 RPM po kazdé extrakci. BEhem centrifugace po extrakci jsou odd€leny
nezadouci agregaty UCNP. Hydrofobni nanoc¢éstice mohou byt dlouhodobé skladovany
Vv cyklohexanu, toluenu nebo chloroformu za laboratorni teploty.

3.3.6. Charakterizace UCNP
Koncentrace core-shell UCNP v cyklohexanu byla orientacné stanovena gravimetricky.
Pro DLS (angl. dynamic light scattering) analyzu byl vzorek zfedén 20x cyklohexanem.

3.3.7. Syntéza polymerniho obalu
Tato kapitola popisuje novou strategii enkapsulace UCNP do nanogelového obalu v prostiedi
mikroemulze. Schéma syntézy je znazornéno na Obrazku 6 nize.
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Obr. 6. Schéma pripravy UCNP-nanogelii a nasledna biokonjugace s proteiny.

Mikroemulzi pro enkapsulaci UCNP do polyakrylamidového gelu tvofila vybrana smés
akrylamidovych monomeru ve vodé¢, disperze UCNP v n-hexanu a surfaktanty. Smeés
monomert pro ucely konjugace s proteiny byla pfipravena do 1,5 ml mikrozkumavky
navazenim 305 mg akrylamidu (AAM), 22 mg N,N - methylen-bis-akrylamidu (BisAAM),
93 mg kyseliny akrylové (AA) a 580 mg miliQ vody. Smés s obsahem UCNP byla pfipravena
do 25 ml 2-hrdl¢ kulaté barnky. Nejprve bylo odméfeno 17,3 ml n-hexanu a navazeno 986 mg
Brij® 30 a 240 mg dokusatu sodného. Do smési bylo piidano 30 mg UCNP v 700 ul n-hexanu.
Nakonec bylo do smési injektovano 18 ul N,N,N’,N -tetramethyl-ethylendiaminu (TEMED).
Cely objem vodného roztoku monomert byl pfidan do 2-hrdlé bainky za vzniku mikroemulze.
Mikroemulze byla po 20 min odvzdusnovana Vv prostifedi inertniho dusiku N2, poté byla
polymeracni reakce zahdjena pfidavkem 36 pl 10% peroxodisiranu amonného (APS). Siranové
radikaly iniciovaly polymeracni reakci trvajici 90 minut za laboratorni teploty a konstantniho
michani. Enkapsulované UCNP (dile UCNP-nanogely) byly centrifugovany 10 min
pfi 10 000 RPM v 15 ml centrifugac¢nich zkumavkéach. Supernatant byl odebran po kazdé
centrifugaci. UCNP-nanogely byly nejprve 3x promyty 20 ml isopropanolu, zkumavka byla
na nékolik sekund vloZena do ultrazvukové ldzné¢ a smés znovu centrifugovana (10 min,
10 000 RPM). Pelet byl nasledné promyt 20 ml smési isopropanolu a vody (objemovy pomeér
1:1), smés byla sonikovana a centrifugovana 10 min na 6000 RPM. Nakonec byl pelet
2> promyt miliQ vodou (s naslednou sonikaci a centrifugaci, viz pfedchozi krok). Posledni
centrifugace probihala 5 minut pti 1000 RPM, cisty produkt zlstal v supernatantu, zatimco
nejvetsi agregaty UCNP-nanogeltl sedimentovali. UCNP-nanogely se dlouhodobé skladuji
ve sklenénych vialkach v pufrech nebo miliQ vod¢ pii teplot¢ 4 °C. Charakterizaci
ptipravenych UCNP-nanogell popisuji kapitoly niZe.

3.3.8. Stanoveni poctu karboxylatovych skupin na povrchu UCNP-nanogeli
Pocet karboxylatovych skupin na povrchu UCNP-nanogelu byl stanoven alkalimetricky.
Hydroxid sodny byl standardizovan HCI na indikator fenolftalein. Standardizace HCI byla
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provedena na zakladni latku uhli¢itan sodny a indikator methyloranz. Nejprve byly
karboxylatové skupiny protonovany na karboxylové trojnasobnym promytim 1 mM HCI.
V kazdém promyvacim cyklu byl UCNP-nanogel (200 pl, 4,08 nM) centrifugovan na 4 800 g
10 min, supernatant byl odebran a pelet byl dispergovan pomoci ultrazvukové 14zn€ v novych
500 uL 1 mM HCI. Po posledni centrifugaci byly nanogely dispergovany ve 100 pL
standardizované 1 mM HCI. Cely objem UCNP-nanogelu byl titrovan 250 pL sklenénou
stiikackou se standardizovanym 2,5 mM NaOH. Do roztoku byl pfidan 1 pL fenolftaleinového
indikatoru. Bod ekvivalence byl indikovan zménou jeho barvy na svétle rizovou. Koncentrace
karboxylovych skupin ve vzorku byla vypocitana ze znamé spotieby NaOH po odecteni
spotiecby NaOH na 100 pL 1mM HCI (zisténa v separatnim experimentu). Pocet
karboxylovych skupin na jednu nanocastici byl vypocten vydélenim poctu karboxylovych
skupin ve vzorku poétem nanocastic v tomto objemu.

3.3.9. Stanoveni velikosti pomoci TEM

Kapka zfedéného vzorku UCNP-nanogelu byla pienesena na médénou miizku potazenou
uhlikem. Nadbytek kapaliny byl odsan bunicitou vatou a vzorek se nechal pti laboratorni teploté
vyschnout volné€ na vzduchu. Mikrosnimky byly potizeny TEM Talos F200i, Thermo Fisher
Scientific na Ustavu fyziky materialit AV CR.

3.3.10. Stanoveni molarni koncentrace

Pocetni koncentrace UCNP-nanogelii byla ur€ena metodou absolutni kvantifikace
nanocastic ve zkolabovaném agarosovém gelu, podle diivéjsi publikace [31]. Vzorek UCNP-
nanogelu byl 50x zifedén vodou a byl smichan se 2% (w/v) horkou agarosou v poméru 1:1.
Vzorek byl napipetovan na ptipravend podlozni sklicka s okénkem o zndmé hloubce (zméfena
z mikroskopového snimku za vyuziti métitka). Vzorek byl zakapnut imerznim olejem a piikryt
krycim sklickem. Vzorky byly pozorovany pod imerznim objektivem (zvétSeni 60, numericka
apertura 1,40). Pocetni koncentrace a polydisperzita (vyjadiena jako obsah monomeri) byla
ur¢ena z 9 snimkl celkem ze 3 pfipravenych podloznich sklicek. Zaznamenali jsme pocetni
koncentraci UCNP-nanogelt na jeden snimek a konvertovali tuto hodnotu na molarni
koncentraci. Obsah monomerd byl ziskan z intenzit emise UCNP. Pozadi bylo odecteno
a histogram intenzit byl modelovan jako linearni kombinace Gaussovych kiivek (Obr. 11).
Polydisperzita vzorku byla vyjadfena jako obsah monomera v procentech. Pro vypocet bylo
pouzito >500 hodnot intenzit z kazdého snimku.

3.3.11. Horizontalni gelova elektroforéza

Do PCR zkumavek bylo pipetovano 35 pL Tris pufru, 5 uL glycerolu a 15 uLL vzorku UCNP-
nanogelu nebo ptislusného biokonjugatu. Z ptipravenych roztokli bylo do jamek 0,2%
agarosového gelu pipetovano 18 pL po tiech opakovanich vedle sebe. Elektroforéza probihala
30 minut pfi napéti 150 V (to odpovida el. proudu ~70 mA).

3.3.12. Emisni spektra
Emisni spektrum (Obr. 10B) bylo ziskdno spektrofotometrem Ocean Optics QE65
Pro s excitaci pti 976 nm s intenzitou 200 W cm,

3.3.13. Syntéza biokonjugati

Piipravené UCNP-nanogely byly konjugovany se streptavidinem (SA) a biotinylovanym
albuminem (BSA-biotin) za pouziti standardni karbodiimidové metody. Kovalentni vazby
vznikaji mezi aminovymi skupinami molekul proteinu a karboxylovymi skupinami povrchu
nanogelu (viz Obr. 7).
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Obr. 7: Mechanismus konjugace karboxylové skupiny s aminoskupinou proteinu po reakci
s karbodiimidem a N-hydroxysukcinimidem.

UCNP-nanogely byly dispergovany v 650 ul roztoku MES pufru s 1-(3-
dimethylaminopropyl)-3-ethyl karbodiimid hydrochloridem (EDC; 3,5 mg/ml) a N-
hydroxysulfosukcinimidem sodnym (S-NHS; 2,6 mg/ml). Aktivace probihala 15 minut
za obcasného protiepani. Objem 650 pl byl rozdélen na poloviny do 0,5 ml mikrozkumavek.
Nanogely byly centrifugovany (1 min, 10 000 RPM) a pelety dispergovany v 200 ul roztoku
MES pufru s pfislusnym proteinem. Pro konjugaci UCNP-nanogelu se streptavidinem pufr
obsahoval 2 mg/ml streptavidinu a8 mg/ml BSA. Pro konjugaci UCNP-nanogelu
s biotinylovanym BSA obsahoval pufr 5 mg/ml tohoto proteinu. Obé mikrozkumavky byly
ponechany 120 minut na rotatoru za laboratorni teploty za vzniku pfislusnych biokonjugatt
(UCNP-nanogel-BSA-biotin a UCNP-nanogel-SA). Nakonec byly biokonjugaty 3x promyty
Tris pufrem. Biokonjugaty se dlouhodobé skladuji ve sklenénych vialkach v pufrech nebo
miliQ vodé¢ pii teploté 4 °C.

3.3.14. Test bioafinity pripravenych konjugati

Mikrotitra¢ni (zkr. MT) desticka s tenkym dnem (170 um) byla pokryta 100 ul biotinylované
protilatky v potahovacim pufru (5 ug/ml). Desticka prikryta vikem se pfes noc nechala v lednici
pii 4 °C. Z jamek bylo odpipetovano 50 pl roztoku, jamky byly nasledné doplnény 150 pl assay
pufru. Desticka byla inkubovana v lednici a po 60 minutach byla pétkrat promyta promyvacim
pufrem. V piipadé konjugatu UCNP-nanogel-BSA-biotin bylo do jamek pipetovano 70 ul
rekombinovaného streptavidinu v assay pufru; do negativnich kontrol a jamek, do kterych se
pozdé&ji pipetoval konjugat UCNP-nanogel-SA, byl v tomto kroku napipetovan pouze assay
pufr. Desti¢ka byla inkubovana v lednici 45 minut a pétkrat promyta. Oba vzorky pfipravenych
biokonjugati byly 200x zfedény assay pufrem a 70 pl disperze bylo napipetovano
do pfislusnych jamek. Inkubace a promyvani bylo provedeno stejné jako v piedeslém kroku.
Po vyschnuti na vzduchu byla mikrotitra¢ni desticka mikroskopovana s imerznim objektivem
(zvétseni 60%, numericka apertura 1,40). Pocetni koncentrace bioafinitnich komplext
Vv jednotlivych jamkéch (prumér 3 opakovani pro kazdy vzorek) byly zjiStény pomoci foton-
upkonverzniho mikroskopu a konvoluéni neuronové sité rozpoznavajici spoty emisi UCNP
na jednotlivych mikrosnimcich.

3.3.15. Priprava vzorki ovesnych vloc¢ek pro stanoveni aflatoxinu B1

Od kazdého vzorku ovesnych vlocek bylo odvazeno 2,0 g. Vzorky byly nasledné rozmélnény
Vv tfeci misce a pirevedeny 10 ml smési methanol:voda (7:3, v/v) do 15 ml plastové zkumavky.
Zkumavky byly umistény na 30 minut na rotator. Po extrakci byly suspenze centrifugovany
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10 minut na 6000 RPM, supernatant byl odebran k filtraci. Byly pouzity teflonové stiikackové
filtry s velikosti pord 0,22 um. Vzorky byly fedény 10% (aq) methanolem.

3.3.16. Nepiima kompetitivni ULISA pro stanoveni aflatoxinu B1

Pracovni postup nepiimé kompetitivni ULISA je znazornén nize na Obr. 8. Jamky mikrotitra¢ni
desticky byly pokryty 100 ul konjugatu BSA-aflatoxin B1 o koncentraci 0,33 pug/ml.
Mikrotitra¢ni desti¢ka byla ponechana pies noc v lednici (4 °C). Druhy den byla 4% promyta
promyvacim pufrem a jamky byly blokovany 60 min 200 ul BSA (0,1%, w/v) v assay pufru.
Desticka byla 4% promyta promyvacim pufrem.

Methanolové extrakty vzorkd byly roziedény vodou a 10% methanolem (ag, v/v)
na pozadované zfedéni (dveé zkumavky extraktu na zfedéni 14x a dvé na zfedéni 70x). VSechny
pfipravené roztoky byly dale zfedény stejnym mnozstvim fosfatového pufru (PBS). Vysledné
ziedéni vzorkd je tedy 28x a 140%. Z obou téchto fedéni byla vzdy jedna zkumavka spikovéna
aflatoxinem B1 (AFB1) na koncentraci 0,5 ng/ml. Dale byla ptipravena sada standardnich
roztoktt AFB1 pro sestaveni kalibra¢ni kiivky s rozsahem koncentraci 100 — 0,0064 ng/ml.
Standardy byly ptipraveny v 10% methanolu (ag, v/v) o 2x vétsi koncentraci nez byla
pozadovana, tj. v rozsahu 200-0,0128 ng/ml. Poté byly vSechny standardy ziedény stejnym
objemem PBS K ziskani pozadované koncentrace 100 — 0,0064 ng/ml. Roztok primarni
protilatky o koncentraci 20 ng/ml byl pfipraven v PBS. V non-binding mikrotitra¢ni desticce
bylo smichano 50 pl této primarni protilatky a 50 ul ptipraveného standardu aflatoxinu B1 nebo
nafedéného extraktu ovesnych vlo¢ek. Po 15 minutach aktivace bylo 100 ul smési pieneseno
na zablokovanou mikrotitra¢ni desticku. Inkubace probihala 45 minut pfi laboratorni teploté,
poté byla desticka 4x promyta promyvacim pufrem.

Do jamek bylo napipetovano 50 ul biotinylované sekundarni protilatky o koncentraci
0,5 pg/ml v assay pufru. Nasledovala inkubace 45 minut a promyvani jako v pfedchozim kroku.
Nakonec byl pipetovan piipraveny konjugat UCNP-nanogel-SA 200x ziedény assay pufrem.
Desti¢ka byla inkubovana 45 minut, 4x promyta promyvacim pufrem a 1x promyta vodou.
Piebytecna voda byla odstranéna pipetou. Po vysuseni byla desticka skenovana foton-
upkonverznim skenerem (Aex= 976 nm, Aem = 800 nm).
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Obr. 8: Schéma provedeni ic-ULISA pro stanoveni aflatoxinu Bl. a) potahovini dna MT
desticky konjugatem BSA-aflatoxin Bl (BSA-AFB1, 0,33 ug/ml) b) kompetice primdrni
protilatky (Anti-AFB1, 20 ng/ml) a aflatoxinu Bl ¢) nasednuti sekunddarni (biotinylované)
protilatky (0,5 ug/ml) a d) oznaceni imunokomplexu biokonjugdatem UCNP-nanogel-SA4 (zr.
400x%).

Snimek byl upraven odeétenim pozadi laseru a byly ziskany signaly z jednotlivych jamek.
Kalibrac¢ni ktivka byla fitovana do logistické funkce (1),

Y, =Y i
_ Tmax mlr;_l_

y= 1+(M) Ymin (1)

ICs9

kde Y,,ax @ Yinin jsou maximalni a minimalni hodnoty signall kalibra¢ni kiivky, [AFB1] je
molarni koncentrace aflatoxinu B1, IC5, koncentrace aflatoxinu B1, kterd redukuje signal
0 50% rozdilu Yy,q5 — Yomin @S Sklon v inflexnim bodé.
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Koncentraci aflatoxinu B1 (2) a limit detekce (3) vyjadiime z rovnice (1):

[AFB1] = /% —1-1Cs 2)

LOD = \/M_ 1-1Cs 3)

Y(LOD)=Y min

Za parametr Y(LOD) dosazujeme hodnotu ziskanou podle rovnice (4)
Y(LOD) = 0,85 (Ynax — Ymin) + Ymin (4)

Signaly byly stejnym zpiisobem zpracovany u vzorka ovesnych vlocek.
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4  VYSLEDKY A DISKUZE

4.1. Syntéza a charakterizace UCNP-nanogelii pro imunochemické stanoveni
Ptipravené core UCNP byly charakterizovany pomoci DLS hydrodynamickym primérem
31 nm. Z nich piipravené core-shell UCNP mély hydrodynamicky pramér 69 nm. Koncentrace
core-shell UCNP byla gravimetricky stanovena 48 mg/ml.

Pro nasledujici aplikace bylo nutné zajistit hydrofilicitu a mozZnosti povrchové modifikace
pripravenych nanocastic. Pro tento ucel byl pouzit nanogelovy obal na bazi akrylamidu. Smés
monomeru byla vybrana tak, aby ptipraveny obal obsahoval na svém povrchu vhodné mnozstvi
karboxylovych skupin pro ucely biokonjugace s proteiny. Smés tvotilo 76,0 mol. % AAM,
22,5 mol. % AA a 2,5 mol. % BiSAAM, ktery slouzil jako tzv. cross-linker. Pro konjugaci
napi. s organickymi fluorofory obsahujicimi karboxylovou skupinu (karboxyfluorescein,
rhodamin B apod.) lze veslozeni nahradit 1 mol. % ACMD =za N-(3-
aminopropyl)methacrylamid. Na povrchu nanogelu se pak budou nachazet aminové skupiny
vhodné pro konjugacni reakei.

Pocet karboxylovych skupin na povrchu jedné UCNP-nanogel castice byl stanoven
na 69 500 + 3500 (primér vysledki a jejich smérodatna odchylka ze tfi po sobé jdoucich
titraci). Zminény pocet odpovida jedné reakéni skuping na 0,22 nm? povrchu nanoéastice
(uvazuje se kulaty tvar).

Ke strukturni charakterizaci UCNP-nanogelu byla pouzita transmisni elektronova
mikroskopie, DLS analyza a gelova elektroforéza. Piesna velikost UCNP-nanogelti byla
zjisténa analyzou TEM snimki 30 nanocastic. UCNP-nanogely mély kulaty nebo citronovity
tvar (Obr. 9). Krat§i rozmér UCNP-nanogela ¢inil 62,1 + 2,6 nm a delsi rozmér 69,4 £ 1,9 nm.,
Tloustka nanogelové vrstvy ¢inila 3,8 +£2,5 nm. Tloustku vytvoiené nanogelovy vrstvy je
pravdépodobné mozné ovlivnit pfidavkem vétSiho/mensiho molarniho mnozstvi monomert
nabazi akrylamidu do plvodni mikroemulze. Nicméng, s vétSim molarnim mnozstvim
monomerll nartistd polydisperzita pfipravenych UCNP-nanogelii. Vysoka odchylka
od praimérné tloustky nanogelového obalu je mozna zptisobena Gpravou (vysusenim) vzorku
UCNP-nanogelu pted samotnou TEM analyzou. Velikost UCNP-nanogelu byla orientaéné
stanovena DLS 191 nm, velikost jeho biokonjugétu se streptavidinem 176 nm a biokonjugatu
s biotinylovanym BSA 166 nm (Obr. 10B). Emisni maximum piipraveného UCNP-nanogelu
bylo 800 nm (Obr. 10C).

Molarni koncentrace UCNP-nanogelu 4,1 + 0,27 nmol/l byla ur¢ena metodou piimého
pocitani v agarosovém gelu (viz kapitola 3.3.14), polydisperzitu vzorku charakterizuje graf
v Obr. 11, v némz jsou patrné piky intenzit monomert az pentameri nanocastic. Vypoc¢tem byla
polydisperzita vyjadirena jako 30,4% obsah monomerid. Koncentrace ptfipravené¢ho konjugétu
se streptavidinem ¢inila 2,2 + 0,038 nmol/l (obsah monomert 47,8 %) a konjugatu
s biotinylovanym BSA 4,0 £ 0,32 nmol/l (obsah monomera 65,1 %).

Piehled vSech ur¢enych charakteristik piipraveného UCNP-nanogelu shrnuje Tabulka 6.
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Obr. 9: TEM snimek UCNP-nanogelu.

Tabulka 6: Charakterizace UCNP-nanogelu.

Kompozice upkonverzni

o NaYo,80Ybo,18 Tmo,02F4
nanocastice

AAM 76,0 %mol; AA 22,5

Slozeni nanogelu %mol: BiSAAM 2.5 %omol

Hydrodynamicky primér 191,0 nm; Pdl: 0,162

Kratsi rozmér: 62,1 + 2,6 nm
DelS$i rozmér: 69,4 +1,9 nm
Tloustka vrstvy nanogelu:
3,8+2,5nm

Rozméry urcené
transmisni elektronovou
mikroskopii

Molarni koncentrace

UCNP-nanogelu 4,1 £ 0,27 nmol/l

Obsah monomeru 30,4 %

Pocet COO™ skupin na

. er 69 500 + 3 500
jednu nanocastici
Emisni maximum

(hex=976 nm, 800 nm

200 W/cm?)
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Obr. 10: Charakterizace UCNP-nanogelii. A) Horizontadlni gelova elektroforéza. \'zorky jsou
pétkrat Fedené a nandsSeny ve trech opakovdinich; zleva: konjugdt UCNP-nanogel-SA,
nekonjugovany UCNP-nanogel a UCNP-nanogel-BSA-biotin. B) DLS analyza pripravenych
nanocdstic C) emisni spektrum castic UCNP-nanogelu (emisni maximum 800 nm, excitacni
vinova délka 976 nm, intensita excitacniho zdeni 200 W/cm?).

V roztocich core-shell nanocCéstic je bézna pritomnost rizné¢ velkych klastrt.
Pro charakterizaci agregace pripraveného UCNP-nanogelu a jeho biokonjugatt, byly vzorky
analyzovany gelovou elektroforézou. Vysledky méteni hydrodynamického priméru nanocastic
koreluji s vysledky gelové elektroforézy: na elektroforeogramu (Obr. 10A) neni zietelné
rozdéleni frakci podle velikosti. Mensi hydrodynamicky praimér biokonjugat oproti UCNP-
nanogelu vysvétlujeme ,sbalenim® dlouhych polymerovych fetézcl, které mozna vychazi
z povrchu nanogelu, po navazani proteint.
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Obr. 11: Graf vyjadiujici pocet nanoobjektii na mikrosnimku v daném rozsahu intenzit emise
je znazornénim zastoupeni monomerii a oligomeri Ccastic ve vzorku UCNP-nanogelu.
Nameérené intenzity nanoobjektii jsou zde nafitovany do matematického modelu, kterym je
linedrni kombinace Gaussovych funkci.

Pfed zahajenim imunochemickych stanoveni S realnymi vzorky, byla ovéfena bioafinita
ptipravenych konjugatd. Testovala se specificka vazba mezi konjugatem UCNP-nanogel-BSA-
biotin astreptavidinem a specificka vazba mezi konjugatem UCNP-nanogel-SA
a biotinylovanou protilatkou. Schéma bioafinitniho testu znazoriiuje Obr. 12(a). Vedle
pozitivnich kontrol, kde byl ptedpoklad vzniku bioafinitnich komplextd, byly ptipraveny
I negativni kontroly, které charakterizovaly nespecifické vazby biokonjugati na mikrotitra¢ni
desky. Mikrosnimky pofizené z jednotlivych kontrol ukazuje Obr. 12(b) a vyhodnoceni pocti
bioafinitnich komplext na plochy snimkid zobrazuje Obr. 12(c). Test bioafinity prokazal
vysokou specifitu a tedy vhodnost biokonjugati pro imunochemické stanoveni s foton-
upkonverzni detekeci.
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Obr. 12: Test bioafinity pripravenych UCNP-nanogelii konjugovanych s proteiny. (a)
Usporadani bioafinitniho testu: vlevo UCNP-nanogel-BSA-biotin na komplexu biotinylovana
protilatka-SA, vpravo UCNP-nanogel-SA na biotinylované protilatce. (b) foton-upkonverzni
mikrosnimky z jamek MT desticky (Jex =976 nm). A: pozitivni kontrola konjugdatu UCNP-
nanogel-BSA-biotin, B-D  negativni  kontroly  konjugdtu  UCNP-nanogel-BSA-biotin
(B: biotinylovana protilatka + UCNP-nanogel-BSA-biotin; C: streptavidin + UCNP-nanogel-
BSA-biotin; D: jen UCNP-nanogel-BSA-biotin). E: pozitivni kontrola konjugdatu UCNP-
nanogel-SA, F: negativni kontrola (chybi biotinylovana protilatka). (c) Graf priomérného poctu
bioafinitnich komplexii na snimek Vv jednotlivych jamkach A-F.

4.2. Neprima kompetitivni ULISA pro stanoveni aflatoxinu B1

Aflatoxin B1 (AFB1) je mykotoxin produkovany mikroskopickymi houbami Aspergillus flavus
a Aspergillus parasiticus, které jsou celosvétoveé rozsifeny. Je povazovan za typ aflatoxinu
s nejvice toxickymi ucinky, nebot’ byl prokazan jeho silny karcinogenni a mutagenni ucinek.
Aflatoxin Bl je vyznamnym kontaminantem rostlinnych i zivocisnych potravin a krmiv
a k jeho stanoveni je tieba specifickych a citlivych analytickych metod. Velmi vhodné pro tento
ucel jsou nepifimé kompetitivni ELISA testy, které jsou dostupné ve formé komercénich kit
a mohou disponovat niz§imi limity detekce nez instrumentalni metody jako je HPLC, plynova
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chromatografie nebo hmotnostni spektrometrie [29]. Ale nevyhodou metody ELISA je praveé
potfeba enzym, které jsou ndkladné, maji narocné skladovaci podminky a zavéreény krok
stanoveni (reakce enzymu se substratem) je ¢as konzumujici. Imunochemické stanoveni AFB1
s upkonverzni detekci (ULISA) vySe zminéné charakteristiky eliminuje.

Pro neptimé kompetitivni ULISA (ic-ULISA) stanoveni byly vybrany 3 rizné znacky
ovesnych vlo¢ek z jednoho obchodniho fetézce: Bona Vita (bézné ovesné vlocky), Arax
(instantni ovesné vlocky) a Nature’s promise (bio ovesné vlocky). Obsah aflatoxinli
Vv potravinach upravuje Nafizeni Komise (EU) ¢. 165/2010, kterym se méni nafizeni
(ES) €. 1881/2006, a kterym se stanovi maximalni limity nékterych kontaminujicich latek
V potravinach. Maximalni limit aflatoxinu ve vSech druzich obilovin v soucasnosti ¢ini 2 pg/kg
aflatoxinu B1 a 4 pg/kg celkového aflatoxinu.

Kalibra¢ni kiivka byla sestavena z foton-upkonverzniho skenu MT desticky (Obr. 13).
Prumérna intenzita signalu emise jednotlivych standardt byla zanesena do Tabulky 7, primér
a smérodatna odchylka vysledki byly vypoéteny ze tii po sob& jdoucich jamek tohoto
standardu. Data z Tabulky 7 byla fitovana do modelové funkce podle rovnice (1) v Obr. 14. Jeji
parametry vyjadiuje Tabulka 8 s vyuzitim rovnic (3) a (4). Koncentrace AFB1 ve vybranych
vzorcich ovesnych vloc¢ek byla vypoctena podle rovnice (2), naméfené signaly a vypoctené
hodnoty koncentrace AFB1 ukazuje Tabulka 9.

Obr. 13: Foton-upkonverzni sken MT desticky ic-ULISA pro stanoveni AFBI. Sloupce
V cerveném poli predstavuji kalibracni radu AFBL (blank s nulovou koncentraci AFBI je
V nejspodnéjsim radku). V zelenych polich jsou vidy ctyri radky reprezentujici dany vzorek
ovesnych vlocek (sloupec 4-6 Bona Vita; sloupec 7-9, radek A-D Nature’s promise, radek E-H
Arax). Vsechny roztoky standardi a vzorki byly pipetoviny na MT desticku po trech
opakovanich. Vzdy prvni a druhy radek vzorku jsou pred pipetovanim redeny 28 X, tieti a ctvrty
radek jsou ziredeny 140%, spikované vzorky vykazuji nizsi luminiscenci pro kazdé (vidy horni
radek pro kazdé redeni) nez vzorky nespikované (spodni radek pro kazdé redeni).
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Tabulka 7: Data pro kalibracni krivku ULISA stanoveni aflatoxinu B1 (Obr. 14). Jex= 976 nm,
ZAem= 800 nm.

Koncentrace Primérny signal Smérodatna
aflatoxinu (ng/ml) standardu (a. u.) odchylka
1,0E+02 413,0 60,83
2,0E+01 585,4 59,73
4,0E+00 1208 297,4
8,0E-01 1596 101,7
1,6E-01 2590 303,1
3,2E-02 3027 406,7
6,4E-03 4110 418,0
0,0E+00 4066 1110
5000 -
=
S 4000 A
4
€ 3000 -
8
'S 2000 -
2
= 1000 -
0 T T
0,0 0,5 50,0

Koncentrace standardu, ng-ml*!

Obr. 14: Kalibracni krivka ic-ULISA stanoveni aflatoxinu B1 (data viz Tabulky 7), modelova
funkce (rovnice 1) je zndzornéna cervené. dex= 976 nm, Jem= 800 nm.

Tabulka 8: Parametry modelu z Obr. 14 a limit detekce aflatoxinu B1 podle rovnice (4).

Parametr Hodnota
Y max 5000,00
Ymin 150,00
ICso 0,15

S 0,45

Y (LOD) 4275,59

LOD 0,0031 ng/ml
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Tabulka 9: Signaly vzorkii ovesnych vlocek a koncentrace AFBI.

v ix . Priamér Piedpokladana Stanovena
Lokace v Vzorek Ziedéni A
MT desti¢ce ovesnych vlo¢ek vzorku signalu koncentrace koncentrace
intenzit AFB1, ng/ml AFB1, ng/ml
H1-H3 Blank - 4066 + 1110 0 -
A4-A6 Bona Vita, spike ~ 28x 2593 + 275,3 0,50 0,44
. Obsah AFBL1 je
B4-B6 Bona Vita 28x 5543 + 814,1 - nod limitem
C4-C6 Bona Vita, spike  140x 1617 +650,8 0,50 38,48
D4-D6 Bona Vita 140x 3402 + 305,2 - 0,49 + 0,023
AT-A9 Nature's 28« 2348+ 240,6 0,50 0,68
promise, spike
B7-B9 Nature’s promise  28x 4268 + 743,6 - 0,029 + 0,017
C7-C9 Nature’s 140« 2132+ 217,4 0,50 5,10
promise, spike
D7-D9 Nature’s promise ~ 140x 3505+ 817,5 - 0,6072 + 0,037
E7-E9 Arax, spike 28x 2574 +281,0 0,50 0,45
Obsah AFBL1 je
F7-F9 Arax 28x 5384 + 451,3 - ood limitem
G7-G9 Arax, spike 140x 1991 +448,9 0,50 7,8
H7-H9 Arax 140x 4276 +184,3 - 0,049 + 0,002

Ziskané hodnoty signalti vybranych vzorkl ovesnych vlo¢ek naznacovaly zadny nebo velmi
nizky obsah aflatoxinu B1, ztoho divodu byl u naméfenych dat proveden Studentv
jednovybérovy dvoustranny t-test k ovéteni hypotézy ,,primérny signal vzorku se vyrazné
nelisi od signalu blanku®. Dle T-testu se vyznamn¢ 1i$i pouze hodnota u vzorku Arax, ziedéni
28x (jamky F7-F9). U nespikovanych vzorki ovesnych vlocek je odchylka koncentrace AFB1
vyjadfena jako smérodatnid odchylka 3 vysledka koncentraci AFBI1 ze tfi po sob¢ jdoucich
jamek. VSechny zkoumané vzorky se vyznacovaly vysokou intenzitou signalu, pficemz se tento
signal prilis§ nelisil od signalu blanku, jak potvrdily vysledky t-testu. To dokazuje nepfitomnost
aflatoxinu B1 ve vybranych vzorcich.

V souladu s formatem kompetitivni ULISA, méné jasné jamky na MT desti¢ce predstavuji
vzorky spikované na koncentraci AFB1 0,5 ng/ml. Koncentrace AFB1 ve spikovanych vzorcich
byla stanovena s piijatelnou odchylkou pouze pii pouziti mensiho ziedéni (28%). U vzorku
Bona Vita ¢inila odchylka 12 %, u vzorku Nature’s promise 36 % a u vzorku Arax 10 %. BéZna
odchylka neptimé kompetitivni ELISA byva 10-15 % [32]. Limit detekce AFB1 byl stanoven
0,0031 ng/ml, coz je ~10x mén¢, nez poskytlaic-ELISA vuvedené literatuie [29, 32].
Stanoveni AFB1 nepiimou kompetitivni ULISA zatim vyzaduje dalsi optimalizaci, zejména je
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tieba zvysit opakovatelnost. Tuto charakteristiku by zlepsila vyssi homogenita pokryti dna
jamky. Na to bude mit pravdépodobné vliv zpisob inkubace (teplota, ¢as, michani/tiepani),
zpusob promyvani desticky mezi jednotlivymi kroky (vyklepavani pufru vs. promyvani pipetou
nebo promyvackou) a slozeni pufrt.
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5 ZAVER

V teoretické Casti prace byly shrnuty jednotlivé mechanismy fotonové upkonverze, popsana
syntéza core-shell struktur a problematika povrchové modifikace pro biologické ucely. Dale
byly popsany vyhody, které UCNP poskytuji oproti béznym fluoroforim jako jsou kvantové
tecky a organické molekuly. Poté byly popsany principy imunoanalytickych stanoveni,
zejména rutinn¢ pouzivana metoda ELISA.

V praktické ¢asti byly piipraveny core-shell UCNP s obsahem 2 %mo thulia. Tyto UCNP
vykazovaly emisni maximum pii 800 nm. Nasledn¢ byla pfedstavena nova metodika syntézy
hydrofilniho obalu na bazi akrylamidu v prostfedi mikroemulze. Vysledkem syntézy byly
~70 nm UCNP enkapsulované do nanogelového obalu (UCNP-nanogely). Vrstva akrylového
gelu je nanocasticim efektivnim hydrofilnim obalem, ktery je vhodny pro konjugace s proteiny,
tak malymi molekulami. UCNP-nanogely a jejich (bio)konjugaty Ilze uplatnit nejen
v imunoanalytickych metodach, jak bylo prokazano, ale i v jednomolekulovych stanovenich,
piipravé nanosenzort apod. Siroké vyuziti umoziuje pravé velikost pfipravenych konjugat
v fadu desitek nanometrii, variabilita sloZzeni nanogelu a samotné fluorescencni vlastnosti
UCNP. Tento stabilni systém nabizi $iroké moznosti povrchové modifikace a aplikovatelnost
béznych biokonjuga¢nich metod. Pro nepiimé kompetitivni imunostanoveni aflatoxinu Bl
s upkonverzni detekci (ULISA), byly UCNP-nanogely konjugovany se streptavidinem
standardni karbodiimidovou metodou. Analyza realnych vzorkt (ovesnych vloc¢ek) metodou
ULISA neprokazala piitomnost aflatoxinu Bl. Stanoveni bylo charakterizovano limitem
detekce 0,0031 ng/ml, tj. asi 10x méné nez poskytla ELISA v referen¢nich pracich. Nicméng,
stanoveni se nevyznacovalo dobrou opakovatelnosti. Pro dal$i vyuziti této metody je nutno
provést optimalizaci pouzitych postupd.

Vyvoj imunoanalytickych metod s foton-upkonverzni detekci by do budoucna mohl
znamenat moznost kvantitativné stanovit vice analytti soucasné, za kratky ¢as a s jednoduchym
a pfenosnym vybavenim, coz soucasnd imunostanoveni ani instrumentilni metody jako je
HPLC nemohou v jednom kroku poskytnout.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AA
AAM
AFB1
APS
BisAAM
BSA
DLS
EDC
ELISA
LF(DA
Jem

Jex

MT

SA
S-NHS

TEMED
TEOS
TEM
UCNP
ULISA
QDs

kyselina akrylova
akrylamid

aflatoxin B1
peroxodisiran amonny
bisakrylamid

hovézi sérovy albumin

angl. dynamic light scattering

1-(3-dimethylaminopropyl)-3-ethyl karbodiimid hydrochlorid

angl. enzyme-linked immunosorbent assay
angl. lateral flow (immuno)assay

emisni vlnova délka

excitacni vinova délka

mikrotitra¢ni (desticka)

streptavidin

N-hydroxysulfosukcinimid sodny

N, N, N’, N’-tetramethyl-ethylendiamin
tetraethyl-orthosilikat

transmisni elektronova mikroskopie
foton-upkonverzni nanocastice

angl. upconversion-linked immunoserbent assay

kvantové tecky
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