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Uvod

Citliva detekce klinicky vyznamnych analytd je dutle-
zitd pro vcasné odhaleni onemocnéni a zahdjeni 1éCby.
Diky vysoké specifité jsou v dnesni dobé pro zjisténi pii-
tomnosti a koncentrace biomarkert v klinickych vzorcich
Casto vyuzivana imunochemicka stanoveni zaloZena na
interakci protilatky s antigenem. Mezi nejrozsifenéjsi patii
enzymové stanoveni ELISA (enzyme-linked immunosor-
bent assay), které vyuzivd enzymem znacené protilatky
poskytujici po reakci se substratem barevny signal. Znacky
na bazi enzyml maji ov§em fadu nevyhod, jako jsou vyso-
ké naklady na jejich pfipravu, omezen4 stabilita nebo ne-
dostatecna citlivost. Pro prekonani téchto nedostatkl se
v dne$ni dob& hledaji alternativni znacky; jako jedna
z vhodnych moznosti se jevi pouZziti nanomaterialli, napf.
foton-upkonverznich nanoc¢astic (UCNPs).

UCNPs jsou nanokrystaly sloZzené z anorganické ma-
trice (nejcastéji NaYF,), kterd je dopovana lanthanoidy.
Diky této struktufe vykazuji anti-Stokesovu luminiscenci
(excitaci pomoci blizkého infraéerveného zafeni a emisi ve
viditelné oblasti), ktera zajiStuje detekci s minimalnim
autofluorescencnim pozadim. Pro biologické aplikace je
nutné UCNPs modifikovat ptipojenim specifické protilat-
ky. Pfipravené biokonjugaty mohou byt vyuzity jako alter-
nativa k enzymovym znackdm ve stanoveni ULISA
(upconversion-linked immunosorbent assay). S vyuzitim
metody ULISA Ize dosdhnout 10-100x citlivéjsi detekce
nez v piipadé metody ELISA' nevyhodou obou téchto
metod je ovSem Casova naro¢nost. Proto je tieba vyuzit
vyhodnych vlastnosti ULISA stanoveni a pievést je do
podoby rychlého diagnostického imunotestu.

V souCasné dobé vétsina rychlych diagnostickych
testll vyuziva principu lateralniho toku (lateral flow immu-
noassay, LFIA). Takovy test ma typicky podobu diagnos-
tického prouzku a jako znacku pouziva konjugaty zlatych
nanocastic. Zlaté nanoc¢astice ovsem ¢asto omezuji vysled-
nou citlivost, pouzitim konjugatu UCNPs muze byt citli-
vost detekce zvySena. Mezi nejvétsi vyhody LFIA testi
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patfi rychlost a jednoduchost provedeni analyzy, jejich
nizk4 cena a spotfeba malého mnoZzstvi vzorkll. Vzhledem
k tomu, ze k provedeni analyzy neni potieba sofistikované-
ho vybaveni, 1ze analyzu provadét i mimo laboratof a jed-
na se o tzv. ,point-of-care* diagnostickou metodu. Dia-
gnosticky prouzek se sklada z nékolika membranovych
segmentll — oblast pro vzorek a konjugitovd, migracni
a absorpcni Cast. Kazdy segment je zaloZen na odliSném
typu membrany, pficemz nejdilezitéjsi je nitrocelulosova
membrana nachazejici se v migracni oblasti, kde jsou imo-
bilizovany protilatky specificky vazajici analyt. Sklenéna
membrana v konjugatové oblasti pak slouZzi pro zachyceni
konjugatu nanocastic s protilatkou, ktery zajiStuje signal
pro vyhodnoceni analyzy.

Cilem nasi prace je vyvinout LFIA test s vyuZzitim
konjugat UCNPs pro detekci lidského sérového albuminu
(human serum albumin, HSA). Nizké koncentrace HSA
v moc¢i se vyskytuji u tzv. mikroalbuminurie, ktera znaci
pocinajici diabetickou nefropatii u dlouhodobého nebo
nekontrolovatelného diabetu”. Jednoducha a citliva detekce
HSA je tak dtlezit4 pro v¢asné odhaleni nemoci a zabrané-
ni nevratného poskozeni ledvin. Pro pribéh analyzy je
tteba optimalizovat jednotlivé kroky — volba reagencii
a jejich vhodna koncentrace, rizné druhy membran, porov-
nani rozdilného blokovani atd. Na zakladé ziskanych in-
formaci bude sestaven LFIA test, ktery bude dale optimali-
zovan pro detekci HSA v realnych vzorcich.

Experimentalni ¢ast
Material

NHS-dPEGg-azid a SuperBlock TBS (SB) byly za-
koupeny od firmy Thermo Fisher Scientific (USA), alkyn-
PEG-NHS od firmy Iris Biotech (Némecko). Lidsky séro-
vy albumin (HSA) a polyklonalni krali¢i anti-HSA proti-
latka od firmy Sigma-Aldrich (USA), monoklonalni mysi
anti-HSA protilatka (AL-01) od firmy EXBIO (CR),
a polyklondlni kozi anti-mysi protilatka od firmy Jackson
ImmunoResearch (Velka Britanie).

Déle byl pouzit fosfatovy pufr (PB; 50mM NaH,PO./
Na,HPO,, pH 7,4), fosfatem pufrovany solny roztok (PBS;
50mM NaH,PO4/Na,HPO,, pH 7,4, 150 mM NaCl), Tris
pufr (50 mM Tris, 0,05% NaNj, pH 7,5), Trisem pufrova-
ny solny roztok (TBS; 50 mM Tris, 150 mM NaCl, 0,05%
NaN;, pH 7,5), promyvaci pufr (WASH; 50 mM Tris,
0,05% NaN3, 0,05% Tween 20, 1 mM KF, pH 7,4), pufr
pro adsorpci reagencii (coating buffer, CB; 50 mM
Na,CO3/NaHCOs;, 0,05% NaNj;, pH 9,6), pufr pro prove-
deni jednotlivych krokd imunostanoveni (assay buffer, AS;
50 mM Tris, 150 mM NaCl, 1 mM KF, 0,5% PEG, 0,05%
Tween 20, 0,05% NaNs, 10% SB, pH 7,5) a dialyzac¢ni
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pufr (50 mM Tris, 0,05% NaNj3, 1 mM KF, pH 7,4).
Ptiprava konjugati UCNPs s protilatkou

Syntéza nanocastic — Zarodené nanocastice (NaYF,
dopovany 18% Yb** a 2% Tm®**, 250 mg) byly rozpustény
v 5,5 ml kyseliny olejové a 17 ml oktadek-1-enu a zahtiva-
ny na 300 °C v dusikové atmosféfe. Do horké disperze
byly poté vstiikovany prekurzory trifluoroctanu, které
iniciovaly riist nanocastic.

Priprava alkyn-PEG-Ner linkeru — 30 mg neridronatu
v NaOH (1 M, 128 pl) bylo po ptidani 368 ul PB smicha-
no s 500 ul alkyn-PEG-NHS v PB a smés byla inkubovana
pfes noc pii 4 °C. Po inkubaci byla provedena dialyza
proti destilované vodé pomoci dialyzacniho zafizeni
Spectra/Por Float-A-Lyzer G2 (MWCO: 500-1000 Da;
Carl Roth, Némecko), lyofilizace roztoku a jeho uchovani
pti 4 °C.

Priprava konjugatu alkyn-PEG-Ner-UCNP- 10 mg
UCNPs bylo rozpusténo v cyklohexanu a smichano
$ 200 mM HCI v poméru 1:1 (v/v). Po sonikaci, odebrani
horni faze, pridani acetonu a nasledné centrifugaci byl
pelet UCNPs rozpustén v destilované vodé (500 pl)
a smichan s rozpusténym alkyn-PEG-Ner linkerem. Smés
byla inkubovana pfes noc pii 38 °C. Poté byl konjugat
purifikovan proti destilované vodé s 1 mM KF pomoci
Spectra/Por Float-A-Lyzer G2 (MWCO: 100 kDa) a ucho-
van pii 4 °C.

Priprava click-reaktivnich proteinii — S vyuzitim
NHS-dPEGg-azid linkeru byla ptipravena azidem modifi-
kovana protilatka AL-01. Byla pfipravena reakéni smés
obsahujici 1,96 ul NHS-dPEGg-azidu (200 mM) v DMF,
200 pl protilatky rozpusténé v PB (2,5 mg ml™) a 150 pl
PB. Po 2 h inkubace byla reakce zastavena ptidanim 50 pl
Tris pufru a vysledny konjugat byl purifikovdn pomoci
centrifugac¢nich filtri Amicon Ultra (MWCO: 30 kDa,
Carl Roth, Némecko).

Click-konjugace s protilatkou — Do roztoku konjugatu
alkyn-PEG-Ner-UCNPs (10 mg v 1,4 ml destilované vo-
dy) bylo ptidano 100 pl Tris pufru (375 mM, pH 7,5)
a 20 ul vodného roztoku askorbatu sodného (20 mg ml™).
Po probublani smési pomoci argonu bylo pfiddno 100 pl
azidem modifikované protilatky AL-01 v PB (1 mg ml ™).
Click-reakce byla zahajena pfidanim 10 pl vodného rozto-
ku CuSOy (6,25 mM) a po probublani smési argonem bylo
pfidano dalsich 10 pl CuSO,. Nakonec byla provedena
dialyza (MWCO: 300 kDa) proti dialyzaénimu pufru.

Sestaveni diagnostickych prouzkd a provedeni
LFIA stanoveni

Pro vytvoreni diagnostickych prouzkd byly pouzity
membrany od firmy Cytiva (Némecko), které byly nastii-
hany na optimalizované délky: celulosovd membrana pro
aplikaci vzorku (Fusion5) — 1 cm, celulosova absorpéni
membrana (CF5) — 3 cm, sklenéna membrana (ST17,
ST14 nebo Fusion5) — 0,5 cm a nitrocelulosova membrana
(120 HP Plus Thick nebo jinad dle optimalizace) — 2,5 cm.
Nitrocelulosovd membrana a celulosovd membrana pro
absorpci byly pfipevnény pomoci oboustranné lepici pasky
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na plastovy podklad, sklenénd membrana a celulosova
membrana pro aplikaci vzorku byly nalepeny dodate¢né po
blokovacim kroku. Pii sestavovani prouzkti se dbalo na
dodrzeni ptekryvl jednotlivych membran o 1 mm. Slepené
membrany byly nastfihdny na jednotlivé prouzky o Siice
0,5 cm.

Na nitrocelulosovou membranu byl nanesen testovaci
spot 1 pl anti-HSA protilatky (0,5 mgml™) a kontrolni
spot 1 pl anti-mysi protilatky (0,4 mgml™) v CB pufru
nebo v pufru dle optimalizace. Membrana byla nasledné
inkubovéana pfes noc za pokojové teploty. Pro vyvazani
volnych vazebnych mist bylo provedeno blokovani mem-
brany pomoci 50% SB ve WASH, testy byly vysuSeny 1 h
pfi 37 °C. Mezitim bylo na sklenénou membranu naneseno
10 ul UCNPs konjugatu (500% zfedéného v Tris pufru
s 5% sacharosou nebo v pufru dle optimalizace), nasledo-
vala inkubace 1 h pti 37 °C.

Hotové testy byly ponofeny do 100 pl AS obsahujici
HSA (1 pg ml™, koncentrace stejna pro viechny optimali-
zace) na 15 min. Nasledné byly testy dvakrat promyty
pomoci WASH (100 pl, 15 min) a vysusSeny pii 37 °C. Pro
vyhodnoceni analyzy byla pouzita foton-upkonverzni ¢tec-
ka Upcon S-Pro (Labrox, Finsko).

Vysledky a diskuse
Optimalizace podminek pro imobilizaci protilatek

Vhodné podminky imobilizace protilatek jsou pro
provedeni imunostanoveni zasadni, proto mezi prvni opti-
malizace patfilo pravé porovnani pufrd pro vazbu protila-
tek na nitrocelulosovou membranu. VSechny pufry byly
sledovany i s piidavkem methanolu (1 %), ktery by mél
pfispivat k lepsimu zachyceni konjugitu na membran&’.
CB a TBS vykazovaly pro protilatku v pfipadé LFIA sta-
noveni nizké signaly. Jednoznacné nejvyssi signaly byly
dosazeny s PBS a acetatovym pufrem ovSem v obou pfipa-
dech pouze v kombinaci s 1% methanolem (obr. 1). Aceta-
tovy pufr s 1% methanolem byl proto zvolen jako nejvhod-
néjsi varianta pro dalsi experimenty.

Optimalizace podminek pro naneseni konjugatu
UCNPs na sklenénou membranu

Aby byl signal pro vyhodnoceni LFIA testli dostatec-
ny, bylo nutné zajistit idealni podminky pro uvolnéni kon-
jugatu UCNPs ze sklenéné membrany. Proto byly pro in-
kubaci konjugatu porovnany rtizné druhy pufrd a sklené-
nych membran. Jako nevhodné se ukazalo pouziti mem-
brany Fusion 5, u které nedochazelo k témét zadnému
uvolnéni konjugatu do dalsich casti prouzku. Kvili tomu
zde byl pozorovatelny vyrazny signal zakoncentrovaného
konjugatu na pocatku prouzku a nizké signaly spotl proti-
latek (obr. 2A). U membrany ST14 dochazelo k nerovno-
mémému uvolnéni Kkonjugatu, coz zplsobovalo vysoké
pozadi analyzy. Nejvhodnéjsi variantou proto bylo pouziti
membrany ST17, kde bylo pozorovano jak nizké pozadi,
tak i dostatecné uvolnéni konjugatu.
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Obr. 1. Optimalizace podminek pro imobilizaci protilatek. Signaly testovanych pufrii bez nebo s pfidavkem 1% methanolu pro imobi-

lizaci (A) anti-HSA a (B) anti-mysi protilatky

Dale byla provedena optimalizace pufri pro naneseni
konjugatu UCNPs na sklenénou membranu. VSechny tes-
tované pufry obsahovaly pfidavek sacharosy (5 %), ktera
prispiva k lep$imu uvolndni konjugatu z membrany*. Na
obr. 2B a 2C je mozné pozorovat v piipadé membrany
ST17 nejvyssi signal pro Tris pufr. Pro dalsi experimenty
byl tak pro fedéni a inkubaci konjugatu UCNPs pouzit Tris
pufr s pfidavkem sacharosy.

Fusion5

Optimalizace nitrocelulosové membrany

S vyuzitim dfive optimalizovanych podminek byly
porovnany ruzné druhy nitrocelulosovych membran.
U analyzy se podafilo snizit pozadi (obr. 3A), slabé zvyse-
né pozadi je pozorovatelné pouze u membran 120 HP
a 120 HP Plus, které se ale — kvuli Spatnému lateralnimu
toku — stejné ukazaly jako nevhodné. Vzhledem k vétsim
porim u membran typu 80 HP dochazelo k lepsimu toku
konjugatu UCNPs do absorp¢ni oblasti na konci testu, coz
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Obr. 2. Porovnani sklenénych membran a pufri pro inkubaci UCNPs. (A) Upkonverzni sken LFIA prouzkt se sklenénou membranou
ST17 pro pufr Tris (1), TBS (2), AS (3), ST14 pro pufr Tris (4), TBS (5) a AS (6) a Fusion5 pro pufr Tris (7), TBS (8), AS (9). Integrova-
né signaly spotil pii pouziti odliSnych pufrti pro inkubaci UCNPs pro (B) anti-HSA a (C) anti-mysi protilatku
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Obr. 3. Optimalizace nitrocelulosové membrany pro LFIA stanoveni. (A) Upkonverzni sken LFIA prouzki s riznymi druhy nitroce-
lulosovych membran (¢isla membran v panelu A odpovidaji ¢islim v panelu B) a vysledné signaly pro (B) anti-mysi a (C) anti-HSA

protilatku

mélo pozitivni vliv na pozadi analyzy. Zaroven ale také
dochézelo ke sniZzeni signalu, jak je pozorovatelné na
obr. 3B a 3C. Pro finalni podobu LFIA prouzku je tedy
vyhodné vyuziti membrany 120 HP Plus Thick, pfipadné
170 HP Plus Thick, které poskytuji kompromis mezi do-
stateCnou intenzitou signdlu a nizkym pozadim. Volba
nitrocelulosové membrany ov§em neméla na LFIA stano-
veni tak velky vliv jako zbylé parametry.

Zavér

S vyuzitim konjugati UCNPs se podatilo optimalizo-
vat LFIA stanoveni pro detekci HSA. Pro analyzu byla
vyuzita specificka anti-HSA protilatka a kontrolni anti-
mysi protilatka. Jako vhodny pufr pro imobilizaci protila-
tek byl zvolen acetatovy pufr s pfidavkem 1% methanolu.
Pro vysledné vyhodnoceni analyzy bylo potieba zajistit
vhodné podminky pro inkubaci a uvolnéni konjugéatu
UCNPs ze sklenéné membrany, zde se jako nejlepsi kom-
binace ukdzalo vyuziti sklenéné membrany ST17 a Tris

338

pufru s 5% sacharosou. Volba odli$né nitrocelulosové
membrany pak méla na vyvoj imunostanoveni relativné
maly vliv, nejvyhodnéjsi se ukdzalo pouziti membrany 120
HP Plus Thick. S optimalizovanymi podminkami LFIA
doslo ke sniZeni pozadi analyzy a dostate¢né odezve signa-
lu, coz ukazuje na potencial vyuziti UCNPs jako alterna-
tivni znacky v LFIA stanovenich. Dale byla uspésné de-
monstrovana schopnost detegovat HSA, a proto bude dal-
§im krokem analyza realnych vzorkli obsahujicich rtizné
koncentrace HSA, aby byl ovéfen prakticky potencial me-
tody pro klinické ucely.
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E. Machacova and Z. Farka (Department of Bio-
chemistry, Faculty of Science, Masaryk University,
Brno, Czech Republic): Detection of Protein Biomarkers
Using Lateral Flow Tests with Photon-upconversion
Nanoparticles

Rapid and sensitive detection of clinically important
analytes is crucial for early disease diagnosis and initiation
of treatment. Immunochemical assays are widely used to
determine the presence and concentration of analytes in
various complex media due to their high specificity pro-
vided by antibodies. Recently, lateral flow immunoassays
(LFIAs) are becoming one of the most popular forms of
immunochemical assays. LFIAs are test strips based on
nitrocellulose membranes, and their most significant ad-
vantage is that there is no need for laboratory equipment to
perform the assay enabling their use for point-of-care test-
ing. Most LFIAs are based on gold nanoparticles; howev-
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er, they often limit the resulting sensitivity of LFIAs. Our
work focused on photon-upconversion nanoparticles
(UCNPs) as a sensitive alternative label. UCNPs are lan-
thanide-based nanocrystals exhibiting anti-Stokes lumines-
cence (excitation by the NIR laser and detection in the Vis
region), which allows detection without optical back-
ground interference. We have developed an LFIA assay
for human serum albumin (HSA) with UCNPs as a label.
Using a specific anti-HSA antibody and a control anti-
mouse antibody, various LFIA parameters were optimized.
The immobilization of antibodies was done using acetate
buffer with 1% methanol, glass membrane ST17 was used
as a conjugate pad, and Tris buffer with 5% sucrose was
used to stabilize the particles within the conjugate pad.
The choice of a different nitrocellulose membrane had
arelatively small effect on assay performance; the best
results were achieved with membrane 120 HP Plus Thick.
Our work has successfully demonstrated the potential of
using UCNPs as sensitive labels in LFIA tests.

Keywords: photon-upconversion nanoparticle, UCNP,
immunoassay, human serum albumin, HSA, diagnostic
strip, LFIA
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