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Anotace 

Imunochemické metody se běžně používají pro analýzu biologických vzorků nejen v diagnos-

tice, ale i v základním výzkumu. Na základě unikátní reakce mezi protilátkou a antigenem 

slouží tyto metody ke specifickému rozpoznání cílových molekul v biologicky komplexních 

vzorcích. Umožňují rozpoznání analytu v široké škále matric, od vzorků tělních tekutin, jako je 

moč a krev, až po vzorky buněk a tkání. Prostřednictvím protilátek značených kov obsahujícími 

nanočásticemi s detekcí pomocí laserové ablace s následnou hmotnostní spektrometrií s in-

dukčně vázaným plazmatem (LA-ICP-MS) je možné stanovit cílový antigen a zároveň také 

prvkové složení vzorku. Kromě samotného množství prvků je také možné analyzovat jejich 

distribuci v buňkách a tkáních. Tento typ analýzy by mohl být užitečný například pro studium 

nádorového mikroprostředí. Práce se zabývá navázáním protilátky DO-1, která rozpoznává pro-

tein p53, na 10nm zlaté nanočástice. Vzniklé konjugáty byly použity pro detekci antigenu me-

todou dot-blot a western blot v buněčných lyzátech. 

Klíčová slova 

Imunochemie, dot-blot, western blot, protein p53, LA-ICP-MS 

Annotation 

Immunochemical methods are commonly used for the analysis of biological samples not only 

in diagnostics but also in primary research. Based on the unique reaction between antibody 

and antigen, these methods are used to specifically recognize target molecules in biologically 

complex samples. They allow the recognition of the analyte in a wide range of samples, such 

as the body fluids like urine and blood, to cell and tissue samples. By using antibodies labelled 

by metal-containing nanoparticles followed by laser ablation inductively coupled plasma mass 

spectrometry (LA-ICP-MS), the target antigen can be determined, as well as the elemental com-

position of the sample. In addition to the elemental amount, it is also possible to analyse their 

distribution in cells and tissues. This type of assay could be useful, for example, for the study 

of the tumor microenvironment. This work deals with binding the DO-1 antibody, which reco-

gnizes the p53 protein, to 10nm gold nanoparticles. The formed conjugates were used for anti-

gen detection by dot-blot and western blot in cell lysates. 

Keywords 

Immunochemistry, dot-blot, western blot, protein p53, LA-ICP-MS 

 



 

 
 

Seznam použitých zkratek 

AuNPs   Zlaté nanočástice 

AuNPs-Anti-IgY Konjugát zlatých nanočástic a protilátky proti kuřecímu IgY 

AuNPs-DO-1 Konjugát zlatých nanočástic a protilátky DO-1, která rozpoznává lidský 

protein p53 

ELISA Enzymová imunoanalýza 

LA-ICP-MS Laserová ablace s následnou hmotnostní spektrometrií s indukčně váza-

ným plazmatem 

LFIA Imunoanalýza v laterálním toku  

NPs Nanočástice 
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1 ÚVOD 

Přívlastek malý můžeme používat pro popis velmi různorodých předmětů. Většinou jsou to 

však předměty běžné, které jsou viditelné pouhým okem. Neuvažujeme nad takovými, jejichž 

velikost je jen těžko představitelná. V přírodě se ale přirozeně vyskytují materiály se specific-

kými vlastnostmi o velikosti v rozmezí 1–100 nm, které se nazývají nanomateriály. Jedná se 

například o viry nebo částice vzniklé požárem či částice, které jsou součástí sopečného prachu. 

Lidé se však inspirovali přírodou a vznikl obor nanotechnologie, který se zabývá cílenou výro-

bou nanomateriálů a jejich následným využitím. Vyrábí se nanomateriály odlišných tvarů 

za použití různých materiálů mající uplatnění v mnoha oborech, jako je například potravinář-

ství, diagnostika či léčba nemocí. 

V oblasti zdravotnictví se můžeme například setkat s nanočásticemi ze zlata jako součástí tě-

hotenských testů. Ty fungují na principu imunochemických metod a jsou založeny na detekci 

antigenu velmi specifickou protilátkou. Imunochemické metody se mohou používat právě pro 

diagnostiku nebo také ve výzkumu v laboratořích. Cílem těchto metod je detekce vytvořeného 

komplexu antigenu s protilátkou. Ani antigen, ani protilátka však nejsou za běžných okolností 

viditelné, proto je nutné jednoho z partnerů označit. Podle typu a vlastností značky se následně 

použije vhodný detekční systém. 

Pro výzkum je žádoucí, aby měly imunochemické metody co nejnižší limity detekce a aby bylo 

měření přesné. Existuje metoda laserové ablace s hmotnostní spektrometrií s indukčně váza-

ným plazmatem (LA-ICP-MS), která měří stopová množství prvků ve vzorku. Pokud se jako 

značka použijí právě zlaté nanočástice, je možné je touto metodu detekovat a dosáhnout tak 

lepších limitů detekce oproti stávajícím technikám. 
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2 NANOTECHNOLOGIE A NANOMATERIÁLY 

Nanotechnologie je vědní obor zabývající se strukturami v nanoměřítku. Předpona „nano-“ po-

chází z řečtiny a do českého jazyka se překládá jako trpaslík. Jejím úkolem je navrhovat, cha-

rakterizovat, vyrábět a aplikovat struktury v nanorozměrech [1]. Jeden nanometr je miliontina 

milimetru, což je shruba 100 000× menší velikost než průměr lidského vlasu [2].  

 

Nanomateriály jsou struktury, které mají alespoň jeden ze svých rozměrů velký 1–100 nm [3] 

[4], viz Obrázek 1 [1]. Spodní hranice 1 nm je stanovena proto, aby nebyly za nanomateriály 

považovány samostatné atomy. Nanotechnologie se tedy zabývá shluky atomů, jak znázorňuje 

Obrázek 2 [5].   

Obrázek 2: Schéma zlaté nanočástice, která je jako nanomateriál složena pouze z atomů, na ob-

rázku konkrétně nanočástice s 64 atomy; převzato z [5] 

Obrázek 1:  Příklady struktur v nano-, mikro- a makroměřítku; podle [1] 
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Nanověda není jen věda o malém, ale věda, ve které materiály s malým rozměrem vykazují 

nové fyzikální jevy, souhrnně nazývané kvantové efekty, které jsou závislé na velikosti a vý-

razně se liší od vlastností materiálů v makroměřítku [1]. 

Struktury v nanoměřítku a makroměřítku mohou mít odlišné, někdy i opačné [1] fyzikální 

a chemické vlastnosti [1] [3]. Příkladem může být různý bod tání či jejich odlišná barva. Zlato 

má v makroměřítku žlutou barvu. Nanočástice zlata (AuNPs) mají ale jedinečné optické vlast-

nosti, které závisí především na jejich tvaru a také na velikosti [6]. Pokud se jedná o koloidní 

nanočástice, viz Obrázek 3A, mají červené odstíny, nanourchins („nanoježci“), viz Obrázek 3B, 

mají odstíny modré a nanorods („nanotyčinky“), viz Obrázek 3C, jsou ve světle modrých od-

stínech [7]. 

 

Tyto vlastnosti jsou dány interakcí světla s elektrony na povrchu zlatých nanočástic [6]. Barva 

nanočástic se také mění s rostoucí velikostí z tmavších na světlejší odstíny, viz Obrázek 4. Liší 

se i katalytické vlastnosti. Zlato v makroměřítku jako katalyzátor nikdy nefunguje, protože je 

chemicky méně reaktivní [3], ale zlaté nanočástice jsou dobrým katalyzátorem díky jejich vel-

kému povrchu vůči objemu [3]. 

Obrázek 3: Zlaté nanočástice různých tvarů; A) Koloidní nanočástice – 

100 nm, B) Nanoježci - 100 nm C) Nanorods - 25 nm; upraveno z [6] 
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Nanomateriály mohou vznikat přirozeně, příkladem biologických nanomateriálů jsou viry 

a proteiny. Nanočástice také vznikají při sopečné činnosti, spalování ropy [1] či působením 

zemních proudů na ložiska rud. Např. ve Zlaté studánce u Křemešníku je léčivost vody 

ovlivňována nanočásticemi pocházejícími ze stříbrné rudy [3]. 

Nanotechnologie jako obor se však soustředí na ty záměrně vyráběné definovaným výrobním 

procesem. Podle toho, kolik rozměrů mají nanomateriály menších než 100 nm, je dělíme do tří 

skupin, viz Tabulka 1 [1]. 

 

Tabulka 1: Rozdělení nanomateriálů upraveno dle [1] 

Počet rozměrů menších než 100 nm Příkady  

Všechny tři rozměry jsou menší než 100 nm Nanočástice, kvantové tečky 

Dva rozměry jsou menší než 100 nm Nanotrubice, nanodráty, nanovlákna 

Jeden rozměr je menší než 100 nm Tenké vrstvy, filmy a povlaky 

 

2.1 Historie nanotechnologií  

Nejstarší prokázané využití nanomateriálů sahá do 4. století n.l. V té době byl vyroben římský 

pohár ze sodnovápenatého skla, který obsahuje nanočástice zlata a stříbra [3] [4]. Podrobně 

zkoumán byl až během 70. let 20. století, kdy bylo zjištěno, že jeho zbarvení je způsobeno právě 

nanočásticemi a liší se v závislosti na osvětlení [8]. Pokud pozorovatel stojí na stejné straně, 

jako je zdroj světla, vidí pohár zeleně, viz Obrázek 5 vlevo. Pokud stojí na straně opačné tak, 

že světlo pohárem prostupuje, vidí ho tmavě červený, viz Obrázek 5 vpravo. Zelenou barvu 

způsobuje absorpce světla nanočásticemi stříbra, tmavě červenou pak nanočásticemi zlata [9] 

[10] [11].  

Obrázek 4: Barva zlatých nanočástic podle jejich velikosti; A) AuNPs 10nm, 

B) AuNPs 100nm; upraveno z [6] 
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Dalším příkladem použití nanomateriálů v historii je mayská modř. Jedná se o barvivo vynale-

zené v 7.–8. století n.l. [12], které je jako kompozitní nanomateriál složeno z barviva indigo 

a jílových nanopórů [13]. Výjimečné je barvivo svou vysokou odolností vůči biokorozi a kyse-

linám [2] a tím, že je jeho pigment stabilní [12]. 

Koncept nanotechnologie, tak jak ji známe dnes, poprvé představil Richard Feynman 

v roce 1959 během své přednášky „There is Plenty of Room at the Bottom“. Pracoval s myš-

lenkou o umělém vytváření materiálů na úrovni atomů a molekul [3] [4]. Něčemu takovému 

totiž nebrání žádné přírodní zákony. Jediným problémem byla lidská neschopnost pracovat na 

atomární úrovni kvůli nedostatku vhodných technik a vybavení [14]. V roce 1974 pojem nano-

technologie definoval japonský vědec Norio Taniguchi [4]. 

V 80. letech poté dochází k posunu oboru nanotechnologie díky objevu speciálních mikrosko-

pových metod. Skenovací tunelovací mikroskop (STM) byl vyvinut v roce 1982 a mikroskop 

atomových sil (AFM) byl vyvinut v roce 1986. Oba přístroje umožňují zkoumat děje až na 

úrovni atomů [3]. 

2.2 Výroba nanostruktur 

V nanotechnologiích existují dva přístupy k tvorbě struktur. Prvním je top-down (z anglického 

shora dolů) a je to metoda, kdy z větších struktur vznikají ty menší. Druhým je bottom-up (ze-

spodu nahoru), který je založen na výrobě větších a složitějších struktur z atomů a molekul [3]. 

Top-down metoda je označována jako fyzikální, bottom-up jako chemická. Příkladem top-

down metody je nanomletí, protahování či řezání. Během metody bottom up probíhá řízená 

manipulace s uspořádáním atomů a molekul [4]. Příkladem je krystalizace a odpařování kapek 

pro výrobu nanočástic [15]. 

Obrázek 5: Římský pohár ze sodnovápenatého skla obsahující nanočástice zlata a stříbra, 

převzato z [11] 
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2.3 Využití nanomateriálů 

Nanotechnologie a nanomateriály nachází využití mezi mnoha obory. Komerčně nejvyužíva-

nější jsou kovové nanočástice, hlavně stříbrné a zlaté, méně často pak i dalších kovů. [3]. Ve 

zdravotnictví se magnetické nanočástice například používají při vysokoteplotní léčbě rakoviny. 

Rakovinné buňky jsou totiž náchylnější na zvýšenou teplotu více než buňky zdravé a magne-

tické nanočástice jsou schopné generovat teplo až 45 °C [16]. Ve stejném oboru jsou nanoma-

teriály využívány i jako značky různých organických skupin k cílenému transportu léčiv či kon-

trastní zobrazovací látky pro magnetickou rezonanci [16]. 

Dále se z kovových nanomateriálů využívají stříbrné nanočástice, které jsou silným katalyzá-

torem a mají antibakteriální účinky. Konkrétním využitím je přídavek stříbrných nanočástic do 

praček, lednic, klimatizací, PC myší, respirátorů, obvazů či mastí na hnisavé rány nebo popá-

leniny. Pro snížení zápachu se užívají také v textiliích nebo ložním prádle. Stříbrné nanočástice 

v takovém případě hubí bakterie, které produkují těkavé mastné kyseliny [3]. 

Kovy jako nikl nebo wolfram se přidávají do solárních článků a do elektronických součástek. 

Nanočástice železa se používají k dekontaminaci podzemních vod, protože díky reaktivitě roz-

kládají nežádoucí látky [3]. 

Zlaté nanočástice jsou široce používány jako materiály pro značení a zobrazování [17] a to díky 

jejich jedinečným optickým vlastnostem [18]. Mají bohatou historii, která sahá až do starově-

kých římských dob, kdy se používaly jako barvivo do skel pro dekorační účely. Moderní éra 

zlatých nanočástic však začala již před více než 150 lety [19]. 

V roce 1971 britští vědci Faulk a Taylor vypracovali revoluční metodu konjugace protilátka-

koloidní zlato pro vizualizaci povrchových antigenů Salmonely pomocí elektronové mikrosko-

pie. Tento objev inicioval další studie v příštích letech věnované biomedicínským aplikacím 

nanočástic zlata, které specificky rozpoznávaly různé biomakromolekuly [20]. 

Nyní se hojně využívají v kolorimetrických testech, které jsou díky nim velmi citlivé. Detekce 

je možná pouhým okem bez požadavků na komplikované přístrojové vybavení [18]. Příkladem 

mohou být imunoanalýzy v laterálním toku (LFIA) vhodné pro samotestování, jako jsou těho-

tenské testy [21], případně antigenní testy na Covid-19 [22], viz Obrázek 6. 

  

Obrázek 6: Pozitivní antigenní test na Covid-19, vlastní fotografie 



 

13 

 

3 IMUNOCHEMIE 

Imunochemie je obor chemie, který se zabývá studiem molekulárních mechanismů spojených 

se základními funkcemi imunitního systému, konkrétně chemickou reakcí imunity. Zabývá se 

zejména povahou protilátek, antigenů a jejich interakcí. Zahrnuje metody pro detekci a lokali-

zaci proteinů a dalších buněčných složek pomocí protilátek [23]. Imunochemie a její techniky 

mohou být použity pro diagnostiku a prognózu nemocí jako je rakovina, neurodegenerativní 

poruchy, mozková traumata či svalová onemocnění [24]. Základním principem imunologic-

kých metod je vazba protilátky na antigen [25]. 

3.1 Antigen a protilátka 

Antigeny jsou látky, které vyvolávají imunitní odpověď. Jsou to nejčastěji proteiny, sacharidy, 

lipidy nebo nukleové kyseliny. Imunitní odpověď znamená tvorbu specifických protilátek pro 

daný antigen v lymfocytech a liší se podle zdraví, věku a genetiky jedince [26]. Nejčastěji se 

jedná o tzv. exoantigeny, což jsou antigeny pocházející z vnějšího prostředí, tj. mikroorga-

nismy, nebo jejich produkty, které jsou infekční. Speciálním příkladem exoantigenů jsou aler-

geny, které dokážou v daném organismu vyvolat patologickou reakci. Může se však jednat také 

o autoantigeny, což jsou antigeny, které jsou organismu vlastní [27]. 

Protilátky se pak vyskytují hlavně v krevním řečišti a dalších tělních tekutinách. Tato forma 

imunitní obrany je specifická pro obratlovce [28]. Nejmenší jednotkou antigenu je tzv. epitop, 

který je na jejich povrchu. Jedná se o část antigenu, která je schopná vyvolat imunitní odpověď 

[26], přičemž organismus si vytváří protilátky pouze na pro něho neznámé epitopy. Jedná se 

o místo nazývané vazebné, na které se protilátka váže [25]. Protilátky neboli imunoglobuliny 

[28] jsou soubory proteinů [29], které v těle vznikají jako reakce na výskyt antigenu [28]. Jsou 

produkovány B lymfocyty [29], konkrétně plazmatickými buňkami [28]. Protilátky rozeznávají 

jednotlivé antigeny [28] a velmi specificky [30] se na ně nekovalentními interakcemi vážou 

[28]. Takto vzniká komplex antigen-protilátka [30], viz Obrázek 7 [31]. Kromě vzniku kom-

plexu jsou protilátky také zodpovědné za aktivaci dalších složek imunitního systému k boji 

s patogeny [28].  

Obrázek 7: Schéma interakce protilátky s antigenem, podle [29] 
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Struktura protilátek připomíná písmeno „Y“ a obsahuje dva těžké a dva lehké řetězce, viz Ob-

rázek 8. V jejich horní části se nachází specifické vazebné místo pro antigen a podle těžkého 

řetězce ve spodní části se dělí do 5 tříd protilátek – IgG, IgM, IgA, IgE a IgD [28]. 

3.2 Imunochemické metody 

Imunochemické metody jsou základní analytické techniky v laboratořích klinické chemie [25]. 

Jedná se o kombinaci metod biochemických a imunologických [27]. Díky nim je za použití 

protilátek [32] možné detekovat proteiny, hormony, buňky či nukleové kyseliny ze sér, krve, 

tkání či orgánů [25]. Stanovují ale také látky, které jsou pro organismus cizorodé, např. pato-

geny a farmaka [33]. První imunochemickou metodu vyvinula Rosalyn Yallow roku 1959 a jed-

nalo se o metodu fungující na základě značení protilátek radionuklidem. Za tento objev ji byla 

roku 1977 udělena Nobelova cena [25]. 

Selektivní povaha protilátek zaručuje vysokou specificitu metod, které je možné díky této po-

vaze využívat také u složitých vzorků, jako je krev, plazma nebo moč. Imunochemické metody 

se dělí na ty, které využívají značených protilátek či antigenů a ty, které ne. Detekce testů, kde 

se značky využívají, následně probíhá pomocí fluorescence, kolorimetrie, chemiluminiscence 

nebo pomocí hmotnostní spektrometrie, dle povahy použité značky. Specificitu těchto metod 

lze vhodným výběrem značky zvyšovat [34]. 

Mezi imunotesty patří ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay, imunoenzymatické sta-

novení) [34], při této metodě je na protilátku navázaný enzym, který po reakci se substrátem 

generuje barevný, nebo luminiscenční signál. ELISA se obvykle používá pro kvantifikaci anti-

genu ve vzorku. Do jamky se vzorkem je přidána primární protilátka a je vytvořen imunokom-

plex. Primární protilátka může být přímo značená enzymem, pokud není, následuje reakce s en-

zymem označenou protilátkou sekundární. Po přidání substrátu je možné detekovat antigen ve 

vzorku [35]. Dalším příkladem je LFIA, která se využívá nejen ve zdravotnických zařízeních, 

ale také pro domácí screening. Výhodou je jejich nízká provozní cena, dostupnost a rychlé po-

užití [36]. 

Obrázek 8: Struktura protilátky, převzato a upraveno z [26] 
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Imunochemická metoda dot-blot se používá pro detekci proteinů. Využívá se např. při diagnos-

tice nemocí, při testování bezpečnosti potravin nebo při monitorování znečišťujících látek. Vzo-

rek je přímo nanášen na blotovací membránu, která je z nitrocelulózy, případně z polyviny-

lidendifluoridu. Následně je membrána blokována, aby se zabránilo nespecifickým interakcím 

protilátky na její povrch. Po zablokování probíhá inkubace s primární protilátkou, která rozpo-

znává zkoumaný analyt ve vzorku. Antigen může být detekován přímo značenou primární pro-

tilátkou, jak znázorňuje Obrázek 9A. Možností je také detekce značky na sekundární protilátce, 

která je navázána na protilátku primární, viz Obrázek 9B [37]. 

Další blotovací imunometodou je tzv. western blot. Jedná se o rutinní techniku pro analýzu 

proteinů v komplexním biologickém vzorku, který se ředí pufrem s obsahem dodecylsulfátu 

sodného (SDS). Následně jsou vzorky denaturovány zahřátím a nanášeny do jamek [38] poly-

akrylamidového či agarového gelu [39] vybraného podle očekávané velikosti detekovaného 

proteinu [38]. Následně je provedena elektroforetická separace a proteiny, které jsou obaleny 

SDS, jež jim udělil negativní náboj, migrují ke kladnému pólu a rozdělují se na základě jejich 

velikosti, čímž se western blot liší od metody dot-blot. Takto rozseparovaný vzorek se přenáší 

na blotovací membránu z nitrocelulózy nebo polyvinyldenfluoridu. Navázané proteiny na 

membráně se dále detekují opět buď přímo pomocí značené primární protilátky, případně ne-

přímo pomocí nejprve primární a následně značené sekundární protilátky [38]. 

 

  

Obrázek 9: Schéma detekce antigenu protilátkou; A) přímo – značenou primární protilátkou, 

B) nepřímo – značenou sekundární protilátkou rozpoznávající protilátku primární; podle [38] 
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3.2.1 Typy značení 

Pro větší citlivost testů a možnost detekce nižší koncentrace analytu je využíváno značení jed-

noho z reakčních partnerů (antigenu nebo protilátky) [40]. Vazebné činidlo je označeno připo-

jením částice či molekuly, která slouží pro následnou detekci [25]. 

Radionuklidy 

Radionuklid je atom s nestabilním jádrem, který podléhá radioaktivnímu rozpadu. Poločas roz-

padu je doba potřebná k tomu, aby se rozpadlo 50 % radionuklidu. V laboratořích se nejčastěji 

využívá radionuklid vyzařující gama záření. Přístroj, který se pro tuto metodu využívá, obsa-

huje fluor, který je energií ze záření excitován. Takový fluor poté uvolňuje foton viditelného 

světla, které detekujeme [25]. Radioizotopy byly značkami nejpoužívanějšími asi před 40 lety. 

Výhodou tohoto typu detekce je rozpoznání malého množství široké škály sloučenin ve vzorku. 

Nicméně vzorky značené izotopy mají relativně krátkou skladovatelnost. Analýza nese zdra-

votní rizika a odpad musí být bezpečně zlikvidován. Zařízení měřící radioaktivitu je navíc fi-

nančně náročné. Kvůli těmto nevýhodám se začaly používat jiné značky, a to se zachováním 

citlivosti metody [41]. 

Enzymy 

Enzymy jsou biologické katalyzátory, to znamená, že zvyšují rychlost reakce a reakcí nejsou 

změněny a spotřebovávány. Příkladem používaných enzymů je křenová peroxidáza (HRP) a al-

kalická fosfatáza (ALP). Enzym během detekce reaguje s vhodným substrátem, podle jehož 

výběru se vzorek měří fotometricky, fluorimetricky nebo chemiluminiscenčně. Typickým pří-

kladem je zvýšená generace kyslíku při reakci za použití enzymu peroxidáza. Kyslík pak oxi-

duje chromogen, který je součástí substrátu, a jeho přeměnou vzniká barevná sloučenina ná-

sledně měřená pomocí fotometru [25]. 

Fluorescenční značky 

Fluorescenční značky jsou sloučeniny, které absorbují zářivou energii jedné vlnové délky a vy-

zařují nižší energii o delší vlnové délce [25]. Toto vyzařované světlo je detekované fluorome-

trem nebo modifikovaným spektrometrem. Delší vlnová délka způsobí zpoždění při flu-

orescenci a díky času lze právě nové záření odlišit [25]. Příkladem nejčastěji používaných flu-

orescenčních barviv je fluorescein, či rhodamin a deriváty odvozené od jejich struktury, jako 

jsou komerčně dostupné fluorescenční značky druhé generace typu Alexa Fluor® a DyLight®  

[42]. 

Luminiscenční značky  

Luminiscenční značky jsou organické sloučeniny, které vyzařují foton světla jako výsledek 

elektrické, biochemické nebo chemické reakce. Když jsou totiž oxidovány substrátem, tak se 

dostávají do vyššího excitovaného stavu a při návratu do základního stavu emitují právě foton 

světla, který je detekován [25]. 
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3.2.2 Metody detekce 

Podle typu značky je volen vhodný detekční systém. Pokud je značkou enzym, je použit spek-

trofotometr [25] [43] nebo můžeme výsledek vidět pouhým okem [18], když se enzym využije 

pro kolorimetrii [44]. Pro značku fluorescenční se může použít také spektrofotometr [25] [43] 

nebo fluorescenční mikroskop [45]. 

Na začátku 21. století došlo k pokroku v oblasti detekce biomolekul s využitím principů nano-

technologií. Nanočástice (NPs) s různými vlastnostmi patří mezi nanomateriály široce využí-

vané v různých druzích analytických technik. Díky jedinečné struktuře, elektronickým, magne-

tickým, optickým, katalytickým a biokompatibilním vlastnostem je lze použít jako značku pro 

detekci analytů pomocí kolorimetrických nebo různých elektrochemických technik [46]. 

Ve srovnání s jinými kovovými nanočásticemi nalezly AuNPs široké uplatnění v bioanalytic-

kých metodách. Vzhledem k vysokým elektronovým hustotám byly široce používány v imuno-

chemii, imunohistochemii a imunoblotu pro elektronovou mikroskopii. Další výhodou zlatých 

nanočástic je jejich stabilita a schopnost kombinovat se s biomolekulami [46]. Zlaté nanočástice 

se využívají také v kolorimetrických testech díky svým jedinečným optickým vlastnostem. Ta-

kové testy jsou velmi citlivé, jsou jednoduché na provoz a také je detekce možná pouhým okem 

[18]. AuNPs je možné detekovat také pomocí LA-ICP-MS [47].  

3.2.2.1 LA-ICP-MS 

LA-ICP-MS neboli laserová ablace s následnou hmotnostní spektrometrií s indukčně vázaným 

plazmatem je analytická metoda [48] pro stanovování hlavních, vedlejších a stopových prvků 

a izotopů [49] ve dvourozměrném i trojrozměrném zobrazování, v tzv. mapování. Prostorové 

rozlišovaní prvků pomocí LA-ICP-MS našlo širokou použitelnost při mapování tkání, či pozo-

rování chování nanočástic v biologickém systému [50]. Tato metoda byla poprvé představena 

roku 1985 [49].  

Prvním krokem je snímání vzorku výkonným pulzním laserem, kdy je laserový paprsek zao-

střen na povrch vzorku. Následně je ablatován, což znamená, že se částice uvolňují jako jemný 

hustý aerosol [50], který putuje do ICP, kde je ionizován. Po ionizaci jsou ionty s různými 

poměry hmotnosti k náboji filtrovány systémem hmotnostního spektra a jsou detekovány de-

tektorem [48]. 

LA-ICP-MS je schopné analyzovat malé množství vzorku a přímou analýzu pevných látek bez 

předešlého rozpouštění, čímž se předchází kontaminaci [49]. Protilátky značené nanočásticemi 

s obsahem iontů kovů umožňují využívat tuto metodu také pro detekci antigenů ve vzorku. Za 

použití protilátek značených různými nanočásticemi je možné ve vzorku detekovat více ana-

lytů, např. nádorových biomarkerů ve vzorku tkáně [51]. 
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4 CÍLE PRÁCE 

• Označit protilátku zlatými nanočásticemi (AuNPs) o velikosti 10 nm. 

• Za použití standardu proteinu ověřit, zda byla konjugace protilátky s nanočásticemi 

úspěšná a zda byla funkčnost protilátky zachována. 

• Detekovat protein v reálném vzorku pomocí imunochemické techniky s detekcí pomocí 

LA-ICP-MS. 

• Na základě experimentálních dat zhodnotit výhody a nevýhody metody a zda a za ja-

kých podmínek je použitelná v praxi v porovnání s běžnými detekčními technikami. 
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5 MATERIÁL 

Při přípravě všech roztoků byla použita MiliQ voda deionizovaná systémem Millipore společ-

nosti Merck (Německo). Veškeré použité chemikálie byly dodány firmou Sigma Aldrich, re-

spektive Merck (Německo), jestliže není uvedeno jinak. 

Jako modelový protein byl zvolen lidský rekombinantní protein p53 (Recombinant Human p53 

protein ab43615) od společnosti Abcam (Velká Británie). 

Buněčný lyzát linie lidského karcinomu prsu MCF-7 byl použit jako reálný vzorek a byl po-

skytnut laboratoří Masařík Lab z Lékařské fakulty Masarykovy univerzity. 

Modelové protilátky byly též pořízeny od firmy Abcam (Velká Británie), a to myší monoklo-

nální protilátka DO-1 (Anti-p53 antibody [DO-1] - ChIP Grade ab1101), která rozpoznává lid-

ský protein p53 a kozí polyklonální protilátka proti kuřecímu imunoglobulinu IgY (Goat Anti-

Chicken IgY H&L ab6872), která byla použita jako kontrola. 

Dále byly použity protilátky sekundární, a to protilátka proti myšímu imunoglobulinu označená 

křenovou peroxidázou (Horse Anti-Mouse IgG Antibody (H+L), Peroxidase, PI-2000-1) od 

firmy Vector Laboratories’ (USA) a fluorescenčně značená protilátka proti myšímu imunoglo-

bulinu (Goat Anti-Mouse IgG H&L (Alexa Fluor® 488) ab150113) od firmy Abcam (Velká 

Británie), která emituje zelenou fluorescenci. 

Pro přípravu konjugátu mezi protilátkou a nanočásticemi byla použita komerčně dostupná sada 

GOLD Conjugation Kit (10 nm 20OD) ab201808, Abcam (Velká Británie). Veškeré reagencie 

pro průběh reakce, viz Tabulka 2, byly součástí sady. 

Tabulka 2 Komponenty komerční sady GOLD Conjugation Kit (10 nm 20OD) ab201808 

Název reagentu Účel použití 

Gold 10nm Zlaté nanočástice velikosti 10 nm připravené 

k použití  

Gold 10nm Antibody Diluent Roztok pro zředění protilátky 

Gold 10nm Reaction Buffer Pufr pro reakci, která umožňuje vazbu proti-

látek na povrch zlatých nanočástic 

Gold 10 nm Quencher Roztok pro ukončení konjugační reakce 
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5.1 Složení roztoků 

Název roztoku Složení roztoku 

PBS 1 tableta/200 ml (2,7mM KCl; 2mM 

KH₂PO₄; 10mM Na₂HPO₄; 137mM NaCl) 

2x Blotovací pufr (zásobní roztok) 150mM glycin; 25mM Tris; 10 % (v/v) 

MeOH (zásobní roztok) 

Blotovací pufr 50 % (v/v) 2x Blotovací pufr, 40 % (v/v) 

H₂O, 10 % (v/v) MeOH 

Blokovací pufr 3% BSA v PBS 

Protilátkový pufr 0,1% BSA v PBS 

PBS-T (Promývací pufr)  PBS + 0,05 % (v/v) Tween 20 

Separační pufr 144 g/l glycin, 30 g/l Tris, 10 % (v/v) 10% 

SDS 

Transferový pufr 144 g/l glycin, 30 g/l Tris 

 

 

 

 

6 METODY 

6.1 Navázání zlatých nanočástic na protilátku 

Všechny součásti sady bylo nutné před použitím temperovat na laboratorní teplotu.  Protilátka 

byla naředěna na koncentraci 0,25 mg/ml pomocí reagentu „Antibody Diluent“. 12 μl takto 

naředěné protilátky bylo smícháno s 42 μl reakčního pufru. Následně bylo 45 μl pufru s naře-

děnou protilátkou přidáno do lahvičky se zlatými nanočásticemi. Při tomto kroku bylo nutné 

roztok důkladně, ale opatrně propipetovat. Po 15 minutách bylo k roztoku s nanočásticemi při-

dáno 5 μl quencheru pro ukončení reakce. Tento roztok byl důkladně promíchán a po dalších 

5 minutách bylo možné konjugát použít pro experiment. Mezi jednotlivými analýzami byly 

konjugáty uchovávány v lednici při 4 °C. 
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6.2 Metoda dot-blot 

Do Petriho misky vyčištěné EtOH byly vloženy dvě vrstvy filtračního papíru. Filtrační papír 

byl navlhčen čerstvě připraveným blotovacím pufrem tak, aby v průběhu analýzy nevyschnul. 

PVDF membrána o šířce asi 0,4 cm a délce asi 4 cm s ustřiženým jedním rohem byla aktivována 

namočením v methanolu na dobu 30 s. Následně byla 30 s promývána v blotovacím pufru a po-

ložena na filtrační papír do Petriho misky tak, aby ustřižený roh byl vpravo nahoře. Na mem-

bránu byly postupně od shora napipetovány vzorky o objemu 0,5 μl od nejvyšší po nejnižší 

koncentraci. Vzorky byly na membráně nechány 20–30 minut vsáknout, viz Obrázek 10. 

Poté byla membrána se vzorky blokována v blokovacím pufru 30 min. Blokování membrány 

probíhalo v 2ml Eppendorf zkumavce, kam byl přidán 1 ml blokovacího pufru a vložena mem-

brána tak, aby se strana se vzorky nedotýkala stěn zkumavky. Zkumavka byla položena na ký-

vačku tak, aby se blokovací pufr neustále přeléval přes membránu. Po zablokování byla mem-

brána inkubována v protilátkovém pufru s naředěným konjugátem. Nakonec byly membrány 

promývány 3×5 min pomocí 1 ml PBS-T. Po promytí byla membrána položena na suchý čistý 

filtrační papír a nechána schnout. Uschlá membrána byla nalepena oboustrannou lepicí páskou 

na mikroskopické podložní sklíčko a připravena k analýze, viz Obrázek 11. 

Obrázek 10: Aktivované PVDF membrány s naneseným vzorkem pro analýzu 

metodou dot-blot, vlastní fotografie 

Obrázek 11: PVDF membrány po metodě dot-blot připra-

vené pro analýzu pomocí LA-ICP-MS, vlastní fotografie 
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6.3 Metoda western-blot 

Pomocí Bio-Rad elektroforézy MiniPROTEAN Tetracell naplněné separačním pufrem byly se-

parovány proteiny v 10% polyakrylamidovém gelu, jak znázorňuje Obrázek 12. Do každé 

jamky bylo naneseno 20 µg vzorku. Elektroforetická seperace probíhala 20 minut za konstant-

ního napětí 80 V, dále pak za napětí 120 V 1 hodinu. Následně byl proveden transfer separova-

ných proteinů z gelu na blotovací membránu za působení konstantního napětí 100 V po dobu 

60 minut v transferovém pufru. Blokování membrány, reakce se značenou primární protilátkou 

a promývání, byly provedeny identicky jako v případě metody dot-blot, viz výše. V případě 

luminiscenční a fluorescenční detekce byly membrány inkubovány v primární protilátce přes 

noc a následně po promytí byla na membrány nanesena protilátka sekundární. Po hodině inku-

bace proběhlo opět promytí membrán a membrány byly vizualizovány přístrojem Azure Imager 

c400 (Azure Biosystems, USA) 

6.4 LA-ICP-MS 

PVDF membrány přilepené na mikroskopovacím sklíčku oboustrannou lepící páskou byly la-

serovým ablačním systémem LSX213 (CETAC, USA) a kvadrupólovým hmotnostním spek-

trometrem s indukčně vázaným plazmatem (ICP-MS) Agilent 7900 (Agilent Technologies, Ja-

ponsko) analyzovány na každém řádku vždy bod po bodu. Tento přístroj je vybaven kolizní 

celou pro potlačení polyatomických interferencí. Parametry analýzy byly zvoleny dle Vlčnov-

ská et al. [47] s rozdílem, že byly měřeny pouze ionty Au. Intenzita signálu pro Au byla změřena 

pro každý laserem ablatovaný bod. Naměřené hodnoty byly následně převedeny do tabulky, 

kde každá buňka odpovídá jednomu bodu měření, jak ukazuje Obrázek 13. 

Obrázek 12: Schéma separace pomocí SDS-PAGE během metody western blot 
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Laboratoří navrhnutý program Ilaps následně hodnoty převede na 2D mapu, na které je rozpo-

znatelná jak intenzita signálu, tak i jeho prostorové uspořádání. Naměřeným hodnotám nebo 

určitým rozsahům hodnot byla vždy přiřazena příslušná barva od tmavě modré (pro nejnižší 

naměřené hodnoty) po tmavě červenou (pro nejvyšší naměřené hodnoty). Rozmezí minima 

a maxima může být voleno dle potřeby. Pak se signály vykreslují různě a může se regulovat 

kontrast mezi naměřeným signálem a pozadím. Barevně kódovanou mapu v programu Ilaps 

znázorňuje Obrázek 14.  

Obrázek 13: Naměřené hodnoty zobrazené v programu Excel ve formě tabulky 

Obrázek 14: Barevně kódovaná 2D mapa generovaná programem Ilaps, vlastní 
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7 VÝSLEDKY A DISKUZE 

LA-ICP-MS nachází čím dál více oblibu v analýze biologických vzorků. Díky možnosti vázat 

na protilátky značky, které obsahují vzácné prvky, je tato metoda schopná analyzovat nejen 

přirozenou, či patologickou distribuci prvků ve vzorku, ale také proteiny skrze vhodně ozna-

čené protilátky [51].  

Cílem práce bylo vytvořit konjugát 10nm zlatých nanočástic s protilátkou proti vybranému mo-

delovému proteinu, ověřit schopnost konjugátu vybraný protein vázat a stanovit jej v reálném 

biologickém vzorku pomocí imunochemické metody s následnou detekcí pomocí LA-ICP-MS. 

Jako vybraný modelový protein byl použit protein p53 a jemu příslušná protilátka DO-1, obojí 

od firmy Abcam. 

Protein p53 je multifunkční [52] jaderný protein [53] objevený roku 1979 [54]. Tento protein 

reguluje procesy nezbytné pro správné fungování buněk [55]. Geny proteinu p53 jsou jedny 

z tumor supresorových genů [56]. To znamená, že má protein preventivní účinky před rozvojem 

nádorů [54], protože brání růstu a metastázování buněk. [57]. Jestliže buňka podléhá stresovým 

faktorům, protein p53 se více tvoří, v buňce se dostává i do mitochondrií. Dokáže regulovat 

opravu DNA, při vážném poškození buňky indukuje řízenou buněčnou smrt [55]. Pokud však 

dojde k poškození proteinu p53, např. mutací, tak nádorovou supresorovou funkci ztrácí [57]. 

V případě více než poloviny lidských nádorových onemocnění je protein p53 zmutován. Ta-

kové mutace mohou být i dědičné [54]. Další funkcí proteinu p53 je regulace stárnutí buňky 

a regulace vstupu buňky do dalších buněčných fází [55]. Cílem této práce nebylo studium pro-

teinu p53 jako takového. Sloužil pouze jako modelový antigen, jak již bylo zmíněno výše. 

Jako reálný biologický vzorek byly použity buňky lidského karcinomu prsu MCF-7, které se 

dle výrobce protilátky DO-1 mohou používat jako pozitivní kontrola pro protein p53. Po vysta-

vení buněk cytostatickému léčivu např. cisplatině dochází ke zvýšené produkci proteinu p53 

[58]. 

7.1 Příprava konjugátu a ověření jeho schopnosti vázat antigen 

Navázání protilátky DO-1 na zlaté 10nm nanočástice bylo provedeno přesně podle pokynů vý-

robce, viz kapitola Navázání zlatých nanočástic na protilátku6.1. U připraveného konjugátu 

AuNPs-DO-1 bylo nejprve nutné otestovat, zda navázaná protilátka neztratila během reakce 

schopnost vázat antigen. K tomu byla použita metoda dot-blot. 

Kalibrační řada komerčně zakoupeného proteinu p53 o koncentracích 0,20‒20,00 μg/ml byla 

nanesena na 3 identické blotovací membrány. První z nich byla inkubována v konjugátu 

AuNPs-DO-1. Druhá membrána byla inkubována v konjugátu AuNPs-Anti-IgY, kde byla na 

AuNPs navázána protilátka proti kuřecímu imunoglobulinu IgY. Tento konjugát byl použit jako 

negativní kontrola, protože se imunoglobulin IgY ve vzorku nevyskytuje. V obou případech 

použitá koncentrace protilátky odpovídala 6,5 ng/ml. Třetí membrána byla inkubována pouze 

v přítomnosti samotných nanočástic, abychom zjistili míru nespecifické vazby samotných na-

nočástic na vzorek. 
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Obrázek 15A ukazuje, že k naměření zvýšeného signálu zlata v místě aplikace vzorků na mem-

bránu došlo pouze u membrány 1. Z toho vyplývá, že se na standard proteinu p53 vázal pouze 

konjugát AuNPs-DO-1, což potvrzuje, že protilátka neztratila během konjugace schopnost vá-

zat antigen. U negativních kontrol nedošlo k naměření tohoto zvýšeného signálu. Abychom 

dokázali, že tedy nedochází k nespecifické sorpci jiných konjugátů a samotných AuNPs na vzo-

rek standardu, prezentujeme výsledek ve dvou škálách intenzit, které se od sebe liší o jeden 

číselný řád, viz Obrázek 15B. 

7.2 Detekce proteinu p53 v lyzátu buněk MCF-7 metodou dot-blot 

Jako komplexní biologický vzorek byl zvolen lyzát buněk MCF-7. Vzorek byl poskytnutý la-

boratoří Masařík Lab Lékařské Fakulty Masarykovy univerzity a aby se co nejvíce zabránilo 

jeho degradaci, byl až do chvíle použití uchováván při -80 °C. Celková koncentrace proteinů 

v lyzátu byla 0,8 mg/ml. 

Lyzát byl naředěn lyzačním pufrem (Pierce® RIPA od firmy Thermo Fisher Scientific, USA) 

na koncentrace 200 µg/ml, 100 µg/ml a 50 µg/ml. Na tři membrány bylo aplikováno vždy 0,5 µl 

vzorku od každého ředění a membrány byly inkubovány v konjugátech a nanočásticích stejně 

jako v případě vzorků standardu. 

Naměřená data z tohoto experimentu zobrazuje Obrázek 16. Detekce proteinu p53 v reálném 

vzorku nebyla pomocí konjugátu AuNPs-DO-1 úspěšná. Nespecifické sorpce konjugátu 

AuNPs-Anti-IgY a samotných AuNPs byly natolik vysoké, že nebylo možné na první pohled 

určit, na kterou membránu byl aplikován konjugát rozpoznávající pouze protein p53. 

Obrázek 15: Dot blot kalibrační řady standardu p53 zobrazený ve dvou různých 

škálách intenzit, vlastní 
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To může být způsobeno velkou složitostí vzorku. Ve vzorku se mohou nacházet nejenom pro-

teiny, ale i nukleové kyseliny, sacharidy, či lipidy, které mohou nespecificky interagovat s po-

užitými nanočásticemi a vytvářet tak falešně negativní signál, který by mohl být špatně inter-

pretován. 

7.3 Detekce standardu proteinu p53 metodou western blot 

Protože se nepovedlo úspěšně identifikovat protein p53 v buněčném lyzátu metodou dot-blot, 

bylo přistoupeno ke složitější imunochemické metodě western blot. Vzorky standardu i lyzátů 

byly vždy nejprve redukovány a denaturovány a následně separovány v gelu pomocí SDS-

PAGE. Vzorky rozseparované dle velikosti byly poté přeneseny na blotovací membránu 

a membrány byly dále blokovány a inkubovány s protilátkami jako v případě dot-blotu. 

Nejprve byl proveden western blot dvou různých koncentrací standardu proteinu p53 (5 µg/ml 

a 1 µg/ml), aby se ověřilo, zda je možné použít identické podmínky, jako u metody dot-blot, 

nebo je třeba metodu optimalizovat. Jak zobrazuje Obrázek 17A a D, pomocí LA-ICP-MS byly 

za daných podmínek úspěšně detekovány signály, obrázky se liší zobrazenými škálami intenzit. 

Oproti předpokladu však nebyly detekovány signály pouze kolem velikosti 79 kDa, jak uvádí 

výrobce proteinu (rekombinantní protein p53 obsahuje i tzv. GST Tag a je tudíž větší než při-

rozeně se vyskytující protein), ale byly detekovány signály i v proteinech o nižší velikosti. Je 

možné, že výrobcem dodávaný protein částečně degradoval a byly detekovány jeho menší frag-

menty, případně že byl vzorek nedostatečně přečištěn a obsahoval i jiné proteiny a byly dete-

kovány nespecifické interakce. 

Aby bylo ověřeno, že se nejedná o nespecifické interakce konjugátu AuNPs-DO-1 způsobené 

přítomností nanočástic, byl western blot proveden také rutinním způsobem za použití primární 

protilátky DO-1 a sekundární protilátky. V jednom případně se jednalo o fluorescenční sekun-

dární protilátku a detekce byla založena na snímání fluorescence, ve druhém případě se jednalo 

o protilátku značenou enzymem křenové peroxidázy a detekována byla luminiscence.  

Obrázek 16: Dot-blot reálného vzorku lyzátu buněk MCF-7, vlastní 
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Obrázek 17B a E zobrazuje výsledky získané měřením fluorescence, které se liší expozičním 

časem. Jak z naměřených dat vyplývá, fluorescenční detekce byla nejméně citlivá, i když bylo 

použito cca 150× větší množství primární protilátky oproti LA-ICP-MS. S přehledem byl dete-

kován pouze standard o vyšší koncentraci, u nižší koncentrace byl detekován pouze nejsilnější 

ze signálů.  

Obrázek 17: Western blot standardu p53 (5 µg/ml a 1 µg/ml) analyzován různými detekč-

ními metodami; A), D) LA-ICP-MS ve dvou škálách intenzit, B), E) Fluorescence s různým 

expozičním časem, C), F) Luminiscence s různým expozičním časem. 
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Obrázek 17C a F ukazuje výsledky úspěšné luminiscenční detekce snímané opět po různou 

dobu expozice. U všech detekčních metod však byly pozorovány vícenásobné signály. Je tedy 

pravděpodobné, že protein p53 byl částečně degradován a v rámci analýz detekujeme jeho 

menší fragmenty. Z výsledků také vyplývá, že díky metodě LA-ICP-MS dochází k výrazné 

úspoře protilátky oproti standardním metodám, což může být výhoda např. při využívání na 

zakázku vyráběných protilátek, které jsou obvykle velmi drahé. 

7.4 Detekce proteinu p53 v lyzátu buněk MCF-7 metodou western blot 

Dalším krokem byl pokus o detekci proteinu p53 v reálném vzorku lyzátu buněk MCF-7. Byl 

analyzován lyzát buněk MCF-7 (jamka 1) a tři lyzáty stejných buněk vystavených různým kon-

centracím cytostatického léčiva cisplatině (250 nM, 500 nM, 1000 nM – jamky 2, 3 a 4). V li-

teratuře již bylo popsáno, že přítomnost tohoto léčiva zvyšuje tvorbu proteinu p53 [58]. Do 

každé jamky bylo naneseno 20 µg proteinu a membrány byly opět analyzovány třemi různými 

detekčními technikami. 

Stejně jako v případě analýzy standardu p53 nejnižší signál vykazovala fluorescenční detekce, 

jak ukazuje Obrázek 18A. U luminiscenční detekce, Obrázek 18B, byl detekován ve všech 

vzorcích zvýšený signál něco málo nad velikostí 37 kDa. Stejné signály byly naměřeny také 

pomocí LA-ICP-MS, u které byly ale navíc detekovány bandy mezi 100 a 150 kDa. Bude po-

třeba ověřit, zda signály odpovídající vyšším strukturám patří proteinu p53 navázanému na ně-

jaký jiný protein či se jedná o nespecifické interakce použitého konjugátu. U obou metod byla 

zároveň detekována vysoká míra signálů na pozadí, což odpovídá pravděpodobně nespecific-

kým interakcím protilátky se vzorkem. Z toho důvodu bude potřeba metodu dále optimalizovat, 

aby mohlo být dosaženo více prokazatelných výsledků. 

Obrázek 18: Western blot reálného vzorku buněk MCF-7 detekovaný A) Fluorescen-

čně, B) Luminiscenčně, C) LA-ICP-MS, vlastní 
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Obrázek 19 zobrazuje signály naměřené mezi 37 a 50 kDa ve dvou zobrazeních, které se od 

sebe liší intenzitou signálu. Budeme-li předpokládat, že se jedná o jednu z variant proteinu p53, 

u luminiscenční detekce není patrné, že by se množství proteinu v buněčném lyzátu lišilo na 

základě předešlého vystavení buněk cisplatině. U zobrazení pomocí LA-ICP-MS naopak mů-

žeme pozorovat mírné zvýšení signálu především u druhé a třetí koncentrace cisplatiny. Oproti 

předpokladu nebyly rozdíly v lyzátech nijak velké, což ale může být způsobeno použitými níz-

kými koncentracemi cisplatiny či velmi malou koncentrací použité protilátky. Do budoucna 

bude třeba experiment zopakovat s lyzáty buněk, které budou vystaveny většímu rozmezí kon-

centrací cisplatiny, aby bylo ověřeno, zda by tato metoda mohla být vhodná nejen pro vizuální 

zobrazování dat, ale také pro jejich číselné vyhodnocování. To by mohlo umožnit následné 

statistické zpracování a případnou kvantitativní nebo semikvantitativní analýzu. 

Obrázek 19: Přiblížené pozitivní signály mezi 37 a 50 kDa zobrazené 

vždy ve dvou různých intenzitách, vlastní 
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8 ZÁVĚR 

Bylo experimentálně ověřeno, že využití protilátek značených nanočásticemi může najít uplat-

nění v imunochemických metodách s detekcí pomocí LA-ICP-MS. Z naměřených výsledků vy-

plývá, že protilátka po vazbě na nanočástice neztrácí schopnost vázat antigen, což bylo proká-

záno metodou dot-blot za použití standardu proteinu p53. Tato metoda však nebyla úspěšná pro 

identifikaci proteinu p53 v reálném vzorku, lyzátu buněk MCF-7. 

Z experimentů založených na metodě western blot vyplývá, že metoda je vhodná pro analýzu 

blotovacích membrán, nicméně bude potřeba najít optimální podmínky pro její provedení. 

Membrány detekované LA-ICP-MS vykazovaly vysoké pozadí a signály naměřené u vyšších 

proteinových struktur. Vzhledem k tomu, že vysoké pozadí měla i detekce luminiscenční, která 

je standardně používanou metodou, je pravděpodobné, že problém nebude způsobený používá-

ním konjugátu nanočástice-protilátka, ale může být způsobený samotnou protilátkou. 

Při nalezení správných podmínek pro imunoanalýzu s LA-ICP-MS detekcí by bylo možné v bu-

doucnu využívat výhody hmotnostní analýzy, jako je snížení limitů detekce, oproti rutinně po-

užívaným metodám, případně možnost používat několikanásobně menší množství protilátky, 

než je v současnosti běžné. Navíc díku tomu, že metoda měří signál ve formě exaktních čísel, 

je možné s výsledky dále pracovat a podrobovat je nejrůznějších statistickým analýzám. Z toho 

důvodu by metoda mohla mít potenciál pro semikvantitativní a kvantitativní analýzy. 

Další výhodou by mohlo být, že LA-ICP-MS je schopná měřit nejen zlato v AuNPs, ale také 

jiné nejen vzácné, ale i přirozeně se vyskytující prvky. To by mohlo umožnit analýzu většího 

množství antigenů v rámci jedné analýzy, pokud by různé protilátky byly označené odlišnými 

nanočásticemi obsahujícími např. zlato, stříbro, platinu či ostatní vzácné prvky, jako jsou třeba 

lanthanoidy. V případě aplikace této metody na detekci antigenů ve vzorcích, jako jsou celé 

buňky a tkáně, by metoda umožnila navíc analyzovat zároveň přirozenou i patologickou distri-

buci prvků. To může být zajímavé např. pro studium nádorového mikroprostředí. 
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