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Uvod

Karcindm prostaty je najrozsirenejSia forma rakoviny
v celosvetovej populacii muzov. Pre v€asnt diagnézu po-
Ciato¢ného Stadia karcinomu prostaty je kl'icova vcasna
detekcia prostatického Specifického antigénu (PSA), ktory
je najdolezitej§im biomarkerom tohto ochorenia. Koncen-
tracia PSA v krvnom sére zdravych muzov dosahuje hod-
noty do 2,5 ngml™'; vyssie hodnoty su povaZované za
patologické'. Kedze zmena hodndt PSA v sére indikujiica
rekurenciu ochorenia moZze nastat’ aj vo vel'mi uzkom roz-
medzi (0,1-0,2 ng ml™"), je nevyhnutné vyuZivat’ extrémne
citlivé analytické metody”.

Enzymové imunostanovenie (ELISA) je povazované
za zlaty Standard medzi diagnostickymi metdédami. Tato
technika vyuziva mikrotitratné dosticky ako pevnu fazu
a znacky na baze enzymov. Po reakcii s vhodnym chromo-
génnym substratom poskytuju tieto znacky farebny signal,
ktorého intenzita je umernd koncentracii analytu. Enzymo-
vé imunostanovenia na mikrotitraénych dostickach vsak
Casto nie st dostatone citlivé pre vCasni detekciu sub-
klinickych koncentracii analytov. Pre zlepSenie paramet-
rov je mozné zaviest' vhodné alternativy pre pevnu fazu
a znagenie'.

Magnetické mikrocastice (MB) st vhodnou alternati-
vou pre pevnl fazu, nakolko ich vacsi Specificky povrch
umoznuje efektivnejSiu vizbu zachytovej protilatky, rov-
nako ako prekoncentraciu analytu. Superparamagnetické
vlastnosti MB vedi k jednoduchej magnetickej separacii
vzniknutého imunokomplexu v roztoku'.

Ako vhodna alternativa pre znacenie Vv imuno-
stanoveniach sa ukazuje byt vyuzitie nanomaterialov, ako
su foton-upkonverzné nanocastice (UCNP). Jedna sa
o nanokrystaly na baze anorganickej matrice (najCastejsie
NaYF,) dopovanej lanthanoidovymi iénmi. Vd’aka svojej
Struktire si schopné tzv. anti-Stokesovej luminiscencie,
ktorad umoziuje detekciu bez interferencii optického poza-
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dia. Pre vyuZitie v imunostanoveniach je nutné povrch
UCNP modifikovat’ a pripojit’ k nim biorekogni¢ny ele-
ment. Biokonjugaty UCNP je mozné pouzit’ ako alternativ-
ne znacenie v upkonverznom imunostanoveni (ULISA)
asich pomocou dosiahnut 10-100x citlivejSej detekcie
neZ v pripade techniky ELISA (cit.?).

Ciel'om naSej prace bolo vyvinut’ dosial’ neexistujiice
imunostanovenie vyuzivajice MB a UCNP pre detekciu
PSA a vysledky porovnat’ s konvenénym ELISA a ULISA
stanovenim. V konec¢nej faze bolo vyvinuté imunostanove-
nie s magnetickou separaciou, ¢o umoznilo prekoncentra-
ciu analytu a d’alSie zlepSenie parametrov.

Experimentilna ¢ast’
Material

Hovidzie  sérum  a 3,3,5,5'-tetramethylbenzidin
(TMB) boli dodané firmou Merck/Sigma-Aldrich (USA).
PSA  (ab78528), monoklondlna anti-PSA  protilatka
(ab403) a streptavidinom modifikované HRP (SA-HRP)
boli z firmy Abcam (UK). Biotinylovana anti-PSA proti-
latka (BAF1344) bola zaktpena od firmy R&D Systems
(USA). MB nesuce tosylové skupiny (Dynabeads MyOne,
priemer 1 pm) pochadzali z firmy Thermo Fischer Scienti-
fic (USA). Vsetky ostatné chemikalie pochadzali z firiem
Carl Roth (Nemecko), alebo Penta (Ceské republika). Tl-
mivé roztoky pouZité v tejto praci boli fosfatovy pufer
(PB; 50 mM NaH,PO,/Na,HPO,; pH 7,4), apufer pre
priebeh imunostanovenia (AB; PB s pridavkom 10 % Su-
perBlock, 0,05 % NaN;, 0,01 % Tween 20, 1 mM KEF,
150 mM NaCl; pH 7,5). V ELISA experimentoch boli
pouzité rovnaké pufry, ale bez pridavku NaNs.

Priprava biokonjugatov UCNP so streptavidinom

Syntéza UCNP: 250 mg zéarodo¢nych nanocastic
(NaYF, dopovany 18 % Yb*" a2 % Tm®") bolo rozpuste-
nych v 5,5ml kyseliny olejovej a 17 ml oktadek-1-énu
a zahriatych v dusikovej atmosfére na 300 °C. Rast nano-
Castic bol iniciovany vstrekovanim prekurzorov trifluor-
oktanu do disperzie.

Priprava alkyn-PEG-Ner linkeru: Zmes 30 mg neri-
dronatu v IM NaOH (128 pl) v 368 ul PB pufru a alkin-
PEG-NHS v 500 pl PB pufru bola inkubovana cez noc pri
4 °C. Nasledne bola zmes dialyzovana proti destilovanej
vode (dH,O) pomocou Spectra/Por Float-A-Lyzer G2
(MWCO: 500-1000 Da, Carl Roth, Nemecko), lyofilizacia
roztoku a uchovavanie pri 4 °C.

Priprava alkin-PEG-Ner-UCNP: ZmieSanie 10 mg
UCNP v cyklohexane s 200 mM HCI v pomere 1:1 (v/v).
Po sonikécii, odobrani hornej fazy, pridani acetonu
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a centrifugacii nasledovalo rozpustenie peletu v 500 pl dH,O
a zmieSanie s pripravenym linkerom. Zmes bola inkubovana
cez noc pri 38 °C akonjugat bol dialyzovany proti dH,O
pomocou dialyza¢ného zariadenia Spectra/Por Float-A-Lyzer
G2 (MWCO: 100 kDa) a uchovavany pri 4 °C.
Click-konjugacia so streptavidinom: Ku 10 mg konju-
gatu UCNP v 1,4 ml dH,O bolo pridanych 100 pl Tris
pufru (375 mM, pH 7,5) a 20 pl vodného roztoku askorba-
tu sodného (20 mgml™). Zmes bola prebublavana argo-
nom a nasledovalo pridanie 100 pl azidom modifikované-
ho streptavidinu v PB pufre (1 mg ml™"). Click-reakcia
bola zahdjend pridanim 10 pl vodného roztoku CuSOj,
(6,25 mM) apo prebublani argonom bolo pridanych
d’alsich 10 pl. Nakoniec prebehla dialyza proti dialyzacné-
mu pufru (50 mM Tris, 0,05 % NaNj, | mM KF; pH 7,4).

Vysledky a diskusia

Porovnanie mikrotitraénej dosticky a MB pre ELISA
stanovenie

Nakol'ko je ELISA najrozsirenejSim formatom imu-
nostanoveni v klinickej analyze, bola tato technika vyko-
nana pre detekciu PSA v konvenéne pouzivanej mikrotitrac-
nej dosticke, rovnako ako s vyuzitim MB ako pevnej fazy.
ELISA na mikrotitracnej dosticke (obr. 1A) dosiahla limit
detekcie (LOD) 11,6 pgml™ vAB a16,3 pgml™ v50%
sére, s pracovnym rozsahom (EC,y — ECjs) 0,95-15,9 ng ml™!
pre AB, a2,40-38,8 ngml™ pre vzorky séra. V daliom
kroku bola prevedena ELISA s vyuzitim MB ako pevnej
faze (obr. 1B), ktora dosiahla LOD 19 pgml' v AB,
2928 pg ml™" v sére. Pracovné rozmedzie bolo 1,29-22.6
ngml ™, resp. 1,69-38,8 ngml'. Poas imunostanovenia na
MB bolo nutné optimalizovat’ jeho priebeh, s ciel'om dosiah-
nut’ rovnomernil distribliciu MB na dne mikrotitratnych
dosticiek (pre ucely premyvania a od¢itania signalu).
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Porovnanie mikrotitra¢nej dosticky a MB
pre ULISA stanovenie

Imunostanovenia vyuZzivajuice UCNP ako znacenie
predstavuju alternativne formaty imunostanoveni s vySSou
citlivostou. ULISA stanovenie na mikrotitracnej dosticke
(obr. 2A) dosiahlo LOD 0,78 pg ml™ v AB, a 1,45 pgml™
v 50% sére, s pracovnym rozmedzim 0,24-3,10 ng ml™'
vAB a0,42-5,10 ngml™” v modelovych realnych vzor-
kach. Kedze MB-ULISA vyZzadovala vyuzitie magnetov
pri premyvani, bolo nutné pred od¢itanim signalu zaviest’
resuspenziu MB v malom mnoZstve AB pufru. Tento ex-
periment (obr. 2B) dosiahol LOD 3,33 pgml” v AB
23,87 pgml' v50% sére, spracovnymi rozmedziami
0,33-6,07 ngml™”, resp. 0,50-13,0 ngml'. ULISA
svyuzitim MB teda vykazovala LOD porovnatel'né
s ULISA stanovenim na mikrotitranej dosticke, a SirSie
pracovné rozmedzia. Tieto experimenty demonstrovali
signifikantné zlepSenie citlivosti oproti konvenénym
ELISA stanoveniam.

ULISA stanovenie s magnetickou prekoncentraciou

Pre d’alsie zlepSenie citlivosti detekcie PSA bolo pre-
vedené ULISA stanovenie s dodato¢nou prekoncentraciou
analytu s vyuzitim MB (obr. 3). Tento experiment bol
prevedeny v redlnych vzorkach 50% séra, ktoré boli pre-
koncentrované zobjemu 4ml na objem 0,5ml
(prekoncentracny faktor 8). Dosiahnuté pracovné rozme-
dzie bolo 0,08-2,06 ng ml™', s LOD 0,46 pg ml™". Pouzitie
zvySeného objemu roztoku PSA viedlo k efektivnejSiemu
naviazaniu analytu na povrch magnetickej mikrocastice
konjugovanej s protilatkou. Vysledné 8,4-ndsobné zlepSenie
LOD korespondovalo s prekoncentraénym faktorom
a demonstrovalo potencial tejto metddy.
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Obr. 1. Vysledky ELISA stanoveni s vyuZitim mikrotitracnej dosticky (A) a MB (B) ako pevnej fazy
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Obr. 2. Vysledky ULISA stanoveni s vyuZitim mikrotitra¢nej dosticky (A) a MB (B) ako pevnej fazy
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Obr. 3. Vysledky ULISA stanovenia s magnetickou prekon-
centraciou

Zaver

Vyuzitie magnetickych mikrocastic ako pevnej fazy
a UCNP ako alternativneho znacenia bolo §tudované pre
zvysenie citlivosti imunostanoveni pre detekciu PSA. Boli
vyvinuté a optimalizované ELISA a ULISA stanovenia
s vyuzitim magnetickych mikrocastic a ich parametre boli
porovnané s imunostanoveniami vyuzivajucimi konvencné
mikrotitraéné  dosticky.  Vyuzitie UCNP v imuno-
stanoveniach viedlo k vyznamnému zlepSeniu LOD,
a preto boli tieto stanovenia d’alej vyvijané a optimalizova-
né pre prevedenie ULISA stanoveni s magnetickou pre-
koncentraciou, ktora viedla k d’alSiemu 8,4-nasobnému
zlepSeniu LOD, coz koreSpondovalo s teoretickym prekon-
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centraénym faktorom. Bol tak demonstrovany potencial
vyuzitia MB a UCNP pre signifikantne zvySent citlivost
imunostanoveni a detekciu nizkych koncentracii PSA, ako
aj inych rakovinnych biomarkerov.
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Prostatic carcinoma is the most frequently diagnosed
type of cancer within the male population worldwide. The
most important prostate cancer biomarker is the prostate-
specific antigen (PSA). Changes in PSA concentration
may occur in very narrow ranges, making ultrasensitive
analytical methods necessary. Enzyme-linked immuno-
sorbent assay (ELISA) is considered the gold standard of
analytical methods. It utilizes microtiter plates as solid
phase and enzyme-based labels. However, ELISAs are
often not sensitive enough for early-stage detection of
subclinical levels of PSA. To enhance the sensitivity, it is
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possible to introduce suitable alternatives for both the solid
phase and the label.

Our work focuses on the use of magnetic microparti-
cles (MBs) and photon-upconversion nanoparticles (MBs)
as alternatives for solid phase and the label, respectively.
The superparamagnetic properties and higher specific sur-
face of MBs allows for analyte preconcentration and sim-
ple magnetic separation of the immunocomplex. UCNPs,
on the other hand, are nanocrystals exhibiting anti-Stokes
luminescence (converting light in the NIR region to visible
light). After surface modification, it is possible to utilize
UCNPs as labels in the upconversion-linked immuno-
sorbent assay (ULISA), significantly enhancing the sensi-
tivity. We have developed and optimized ELISA and
ULISA assays for the detection of PSA and compared their
parameters with the equivalent assays utilizing MBs as
solid phase. Moreover, we have developed a novel ULISA
method with an additional magnetic preconcentration step
to further enhance sensitivity, providing a limit of detec-
tion of 0.46 pg mL .

Keywords: photon-upconversion nanoparticles, UCNPs,
immunoassay, prostate-specific antigen, ELISA, ULISA,
magnetic microparticles
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