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Reseni se tyké zptisobu pfipravy magnetického
kompozitu pro ucely povrchem zesilené Ramanovy
spektroskopie, kdy se k vodné disperzi polystyrenovych
¢astic s magnetickym jadrem pfida stiibrna a/nebo zlatita
a/nebo zlatna sil a/nebo Eastice stiibra a/nebo zlata a
nakonec se piipadné ptida roztok redukéniho €inidla,
pfitemz magneticky kompozit pfipadné déle obsahuje
streptavidin. Pfedmétem feSeni je rovnéz magneticky
kompozit pro ti¢ely povrchem zesilené Ramanovy
spektroskopie pfipravitelny zpiisobem podle
predkladaného feSeni, ktery obsahuje kompozit
polystyrenovych mikro&astic s magnetickym jadrem a
&astic zlata a/nebo stifbra. Dale je pfedmé&tem feSeni
pouziti magnetického kompozitu pro povrchem zesilenou
Ramanovu spektroskopii.
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Zplsob piipravy magnetického kompozitu pro ucely povrchem zesilené Ramanovy

spektroskopie, magneticky kompozit a jeho pouziti

Oblast techniky

Vynélez se tyka zplisobu pripravy magnetického kompozitu za Gcelem pouziti v oblasti

povrchem zesilené Ramanovy spektroskopie, magnetického kompozitu a jeho pouZiti.

Dosavadni stav techniky

Vyvoj rychlych, citlivych a specifickych metod identifikace riznorodych latek, pokud moZno
vyzadujicich minimalni mnozZstvi analyzovaného vzorku, je velmi Zadouci a potiebny. Tento
poZadavek se tyka zcela jist¢ fady oblasti lidské innosti. Napiiklad pro efektivni 1é¢bu
bakteridlnich infekei je nezbytné pouziti rychlych a specifickych metod identifikace konkrétniho
patogenu. V praxi zavedené a vyuzivané postupy ¢i techniky jsou vétSinou naroéné jak
zhlediska ekonomického, ¢asového a také zhlediska nutnosti dostateéného proskoleni
odborného persondlu. Konvenéni imuno- ¢i histochemické metody zahrnuji &asové naro&né
kultivace patogenti ve vhodném ristovém médiu, tak aby bylo mozné specifikovat konkrétni

bakterialni kmen.

Spektroskopické metody jako napiiklad infraervend, fluorescenéni ¢&i  luminiscendni
spektroskopie predstavuji slibny ndastroj pro tyto wlely. Ve srovnani s fluorescenénimi &
luminiscencnimi metodami umoZiuje infraervena spektroskopie poskytnout detailn&jsi a
specifi¢téjsi informace o analyzované latce. Problematické je vsak pouziti této techniky ve
vodnych roztocich a to kviili zna¢né absorpei infraderveného zafeni molekulami vody, coZ je
mozné piekonat za vyuziti Ramanovy spektroskopie, ktera umoziiuje méfeni ve vodném (tedy
fyziologickém) prostiedi. PouZiti klasické Ramanovy spektroskopie je bohuzel limitovano
znalné nizkou G¢innosti Ramanova rozptylu, kdy pro analyzu je nutné pouziti excitaéniho laseru
0 znatném vykonu, dlouhé doby zdznamu spekter a to navic jen pro analyzu vzorkl s pomérné
velkou koncentraci sledovaného analytu. Zminény nedostatek 1ze prekonat vyuzitim povrchové
zesilené Ramanovy spektroskopie (SERS). Fleischmanniv objev povrchem zesileného
Ramanova rozptylu (SERS) v roce 1974 na stiibrné elektrodé a zejména jeho znovuobjeveni na
koloidnich ¢ésticich stéibra vroce 1977 Creightonem znamenal vznik nové velmi citlivé

analytické metody, umoziyjici detekci molekul v oblasti piko az femtomolii (Doerning W. E.
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and Nie S. M., ] Phys Chem B, 106, 2002). Vysoké zesileni, dosahujicich hodnot az 10"
umoznilo dokonce detekci jediné molekuly adsorbované na jeding stiibrné nano€éstici (Michaels
M. et al, J Am Chem Soc, 121, 1999; Nie S. and Emory S. R., Science, 275, 1997).
Nejpouzivanéj§imi materialy pro pouziti v oblasti povrchem zesilené Ramanovy spektroskopie
jsou substraty na bézi st¥bra a zlata. Castice stibra pro aplikaci v oblasti SERS jsou nejéastgji
ptipravovany redukci stiibrné soli tetrahydridoboritanem (Creighton J. A. et al., ] Chem Soc
Faraday Trans 2, 75, 1979), citratem sodnym (Lee P. C. and Meisel D., ] Phys Chem 86, 1982)
¢i hydroxylaminem (Leopold N. and Lendl B., J Phys Chem B 107, 2003). Jako redukéni €inidlo
pro redukci stéibrnych iontl a vznik ¢astic stiibra Ize pouzit redukujicich cukrt (Kvitek L. et al.,
J Mater Chem, 2005). VySe zminéna redukéni Cinidla jsou Casto také vyuzZivana pro piipravu
zlatych koloidnich ¢astic aplikovatelnych v oblasti SERS (Creighton J. A. et al., J Chem Soc
Faraday Trans 2, 75, 1979; Lee P. C. and Meisel D., J Phys Chem 86, 1982; Yuan H., J Phys
Chem C, 115, 2011). Tyto koloidni ¢astice pfipravené vySe uvedenymi postupy vsak samy o
sob¢, zejména v piipad€ nanocastic stiibra, neposkytuji vyrazné zesileni Ramanova signélu a za
timto ucelem museji byt upraveny, k ¢emuz se hojné vyuziva pridavku roztoku anorganickych
iont, zejména chlorid (Leopold, N. and Lendl, B. J Phys Chem B 107, 2003; Michaels A. et
al., J Am Chem Soc 121, 1999; Leng W. N. et al., ] Raman Spectrosc 37, 2006; Zhang P. X. et
al., J Raman Spectrosc 21, 1990; Campbell M. et al., J Raman Spectrosc 30, 1999; Doering W.
E. and Nie S. M., J Phys Chem B 106, 2002). Mechanismus plsobeni téchto ionti na aktivaci
nanocastic stiibra nebyl zcela vysvétlen, jedno z pravdépodobnych vysvétleni tohoto efektu
spociva v Castetné agregaci nanoCastic stiibra zplUsobené uvedenymi ionty. Neddvno bylo
prokazano, Ze v oblasti kontaktu dvou ¢i vice €astic dochazi k velmi vyraznému povrchovému
zesileni Ramanova signalu (Dadosh T. et al., ACS Nano 3, 2009; Li. W. Y. et al., Nano Lett 9,
2009; Brus L., Acc Chem Res 41, 2008). Velmi vyrazna hodnota zesileni Ramanova signalu je
také dosahovana na nepravidelnych ¢asticich obsahujicich mnoZstvi nerovnosti a zakfiveni na
svém povrchu, napiiklad ¢astic hvézdicovitého tvaru ¢&i ¢astic obsahujicich na svém povrchu
velké mnoZstvi trnovitych vystupkt (Yuan H. et al, Chem Mater 19, 2007; Yuan H. et al., J Phys
Chem C 115,2011; LiS. et al., ACS Appl Mater Interfaces 5, 2013; Chen K. et al., Analyst 137,
2012).

Substraty na bazi stifbra ¢i zlata byly vyuzity pro studium a detekei ¢i stanoveni fady
vyznamnych ¢ nebezpednych latek, jako napiiklad persistentnich organickych polutantd
(Guerrnni L., et al., Anal Chim Acta 624, 2008), bisfenolu A (Xue J., et al., Anal Chim Acta
777, 2013), polychlorovanych bifenyléi (Bantz K. C., et al, Vib Spectrosc 50, 2009), antibiotik
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(He L., et al., J Raman Spectrosc 41, 2010), polycyklickych aromatickych uhlovodik® (Guerrini
L, et al., Anal Chem 81, 2009; Jones C. L., et al. Anal Bioanal Chem 394, 2009), trinitrotoluenu
(Dasary S. S. R, et al, J Am Chem Soc 131, 2009; Mahmoud K. H.and Zourob M., Analyst 138,
2013), ricinu (He L., et al., ] Food Sci 76, 201 1), bakterii ¢i kvasinek (Walter A, et al., Lab Chip
11, 2011; Culha M., et al., Surf Interface Anal 42, 2010; Fan C., et al., Appl Microbiol
Biotechnol 92, 2011;), markert bakterii (Cheng H-W., et al, Anal Chem 81, 2009; Cowcher D.
P., etal,, Anal Chem 85, 2013).

Znatna fada publikovanych praci viak vyuZiva nespecifické a neselektivni interakce s ¢asticemi
stfibra ¢i zlata, které slouzi jakozto zesilovate Ramanova signalu. Zajimavou a slibnou metodu
pro selektivni interakei ¢i separaci latek (zejména organickych, napf. riiznych markert) nabizi
systém avidin-biotin. Avidin byl objeven jiz ve 40-tych letech minulého stoleti, jedna se o
protein o molekulové hmotnosti 67 kDa sestavajici ze 4 stejnych podjednotek. Tento
glykoprotein je znadn& stabilni a odolava tadé extrémnich podminek (teplota, denaturadni
¢inidla, pH). Vyzna¢na je pro avidin velmi silna interakce s biotinem (vitamin B7 ¢&i vitamin H).
Tato interakce s asociaéni konstantou 10"° M predstavuje jednu z nejsilngjsich nekovalentnich
interakci. Avidin kromé interakce s biotinem je vsak schopen i fady nespecifickych interakei
sjinymi latkami. Tento fakt byl piekonan prostiednictvim sniZeni obsahu karbohydrétii ve
struktufe proteinu bez ovlivnéni jeho interakce s biotinem. Tato l4tka je na trhu k dispozici od
fady vyrobcli pod nazvy NeutrAvidin (Thermo Scientific Pierce), NeutraLite (Belovo) &i
ExtrAvidin (Sigma-Aldrich). Dal§i alternativu pfedstavuje protein streptavidin izolovany
z bakterie Streptomyces avidinii. Jedni se o homolog avidinu, také se 4 podjednotkami,
vykazujici podobnou afinitu k biotinu, tak jako avidin. Jelikoz je na trhu k dispozici velka fada
biotinylovanych protilatek (piipadné lze provést biotinylaci protilatky za pouZiti znamych
postupt), tak Ize tohoto systému biotinylovana protilatka—streptavidin vyuzit pro fadu aplikaci
zabyvajicich se studiem ¢i detekei rozmanitych latek (Dundas Ch. M. et al., Appl Microbiol
Biotechnol 97, 2013; Sapsford K. E. et al., Chem Rev 113, 2013).

Vyhodnym krokem je naneseni zddané protilatky na magneticky nosi¢, umoziiujici selektivni
zachyceni Zadaného antigenu a ndslednd pak i jeho separaci, pre¢isténi a piipadné
zakoncentrovéani pro naslednou analyzu. Timto pfistupem byla napf. provedena detekce a
separace patogenti (Wang Y. et al., Anal Bioanal Chem 399, 2011) & imunoglobulinu IgG (Chen
S. et al., Chem Comm 47, 2011). V téchto pkipadech vsak byla separace provedena na
magnetickych ¢ésticich pokrytych vhodnou protilatkou a poté byly teprve ptidany modifikované
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koloidni ¢astice zlata, jez slouzi jako zesilovate Ramanova signalu daného analytu. Tyto postupy
jsou vsak experimentdlng narotné a zdlouhavé z hlediska méfeni povrchem zesilenych

Ramanovych spekter.

Jeste vyhodnéjsi oproti piedeslym postuptm je naneseni &stic stifbra piimo na magneticky
nosi¢ modifikovany protilatkou ptipadné modifikovany streptavidinem. Pfedmétem publikace
Balzerovd A. et al., Anal Chem 86, 2014 je naneseni ¢astic stifbra na dstice magnetitu. Tento
kompozit je ndsledné modifikovan polyetylenglykolem a karboxymetylcelulosou s naslednym
navaznim streptavidinu. Nedostatkem tohoto postupu je, e probihd v 5 reakénich krocich, coZ
znalné zvySuje riziko nereprodukovatelnosti piipravy uvedeného substratu a vyzaduje peclivé
promyvani vzorku mezi jednotlivymi reakénimi kroky. Cely proces navic vyzaduje nékolik
hodin. TaktéZz vlivem magnetickych sil dochazi k agregaci Castic uvedeného kompozitu.
Podobny vicekrokovy postup pfipravy byl pouzit v publikaci Hongrong J. et al., J Biomed
Nanotechnol 9, 2013 pro piipravu streptavidinem modifikovaného tiivrstvého core-shell
kompozitu Fe;0,@SiO,@Au.

Podstata vynalezu

Predkladany vynalez fesi nevyhody stavu techniky p¥ipravou magnetického kompozitu pro ugely
selektivni a specifické detekce & studia latek pomoci povrchem zesilené Ramanovy
spektroskopie (SERS), jejiz podstata spo&ivd vtom, Ze se k polystyrenovym &asticim
obsahujicim magnetické jadro piidaji stiibrné, zlatité &i zlatné ionty a provede se jejich redukce,
nebo se pridaji ¢astice stifbra a/nebo zlata, pritem? polystyrenové ¢astice a/nebo &astice stifbra
a/nebo zlata mohou s vyhodou obsahovat streptavidin. Castice zlata & stfibra (pfidané ve formé
Castic nebo vzniklé in situ redukei) se navazi na polystyrenové astice s magnetickym jadrem a

funguji jako zesilovad Ramanova signalu daného analytu.

Polystyrenové &astice mohou byt modifikovany streptavidinem (tj. obsahovat streptavidin),
napiiklad mohou byt pokryty streptavidinem. Polystyrenové ¢astice pokryté streptavidinem jsou
vyhodné pro selektivni a specifickou separaci a piedisténi zadaného biotinylovaného analytu od

ostatnich balastnich latek pfitomnych v analyzovaném vzorku.

Predkladany vynalez piipravi magneticky kompozit efektivné zesilujici Ramantv signal

v jednom kroku, coZ vyrazné snizuje problémy stavu techniky se zdlouhavosti, ndroénosti a
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nereprodukovatelnosti pfipravy. Pomoci piedkladaného vynalezu lze reprodukovatelng pfipravit
magneticky kompozit efektivng zesilujici Ramantiv signal biotinylovaného analytu, & pi{padné
daného antigenu po jeho specifické reakci s biotinylovanou protilatkou, kterou je mozné navézat
skrze biotin na streptavidin, jenZ je pkipadné ukotveny na povrchu polystyrenovych &astic
s magnetickym jadrem. Pfedklddany vynélez tak umoZiuje rychlou, selektivni a specifickou

metodu detekce pomoci povrchem zesilené Ramanovy spektroskopie.

Oproti substratim vyuZivajicim magnetické oxidy Zeleza ze stavu techniky ma magneticky
kompozit podle ptedklédaného vynalezu nizsi specifickou hustotu (napf. pfiblizng &tyindsobné
nizsi v ptipadé komerén& dostupnych polystyrenovych ¢astic s magnetickym jadrem Sigma-
Aldrich, katalogové ¢islo 49532, velikost &stic 1 um £ 0,1 pm; Sigma-Aldrich, katalogové &islo
08014, velikost ¢astic 10 pm + 0,5 Hm), coz vyrazné snizuje nachylnost polystyrenovych &astic
s magnetickym jadrem k jejich sedimentaci a tedy vyrazn€ zvysuje reprodukovatelnost a stabilitu
méfeni povrchem zesilenych Ramanovych spékter. Oproti magnetickym &asticim na bazi oxidi
Zeleza maji polystyrenové &astice s magnetickym jadrem podle vynéalezu také vyrazn¢ mensi

nachylnost k vlastni agregaci vlivem magnetickych pfitazlivych sil.

Pfedmeétem predklddaného vynalezu je tedy zplisob p¥ipravy magnetického kompozitu pro téely
povrchem zesilené Ramanovy spektroskopie, kdy se k vodné disperzi polystyrenovych &astic
s magnetickym jadrem, s vyhodou o velikosti 1 um az 10 um, vyhodnéji o velikosti 1 pum, prida
stiibrnd a/nebo zlatita a/nebo zlatna siill a/nebo &astice stibra a/nebo zlata, s vyhodou o velikosti
v rozmezi od 10 nm do 500 nm, a nakonec se pripadn¢ pfida roztok redukéniho &inidla, pfiCemz
polystyrenové Castice a/nebo &astice stifbra a/nebo zlata s vyhodou obsahuji streptavidin.
V jednom provedeni maji &4stice st¥bra a/nebo zlata velikost v rozmezi od 100 nm do 500 nm.
V jiném provedeni maji ¢astice stiibra a/nebo zlata velikost v rozmezi od 20 nm do 500 nm.
V jiném provedeni maji &éstice stiibra a/nebo zlata velikost v rozmezi od 20 nm do 40 nm.
V jiném provedeni maji Castice stibra a/nebo zlata velikost v rozmezi od 200 nm do 400 nm.
V jiném provedeni maji &éstice stiibra a/nebo zlata velikost v rozmezi od 10 nm do 100 nm.

V jiném provedeni maji &astice stfibra a/nebo zlata velikost v rozmezi od 300 nm do 500 nm.

Ve vodé rozpustna sttibrna a/nebo zlatitd a/nebo zlatn sil je soli anorganické nebo organické
kyseliny, s vyhodou vybrané ze skupiny zahrnujici etylendiamintetraoctovou kyselinu, HCI, HF,
HI, HBr HCN, H,SO,, HNO;, HCIO, a soli obsahujici zlato v aniontu, naptiklad zlatitany
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alkalickych kovii. Nejvyhodnéji je stiibrna a/nebo zlatita a/nebo zlatna siil soli HCIL, HNOj a
HCIO,.

V jednom provedeni se k vodné disperzi polystyrenovych ¢&éstic s magnetickym jadrem prida
spojovaci molekula, stfibrnd a/nebo zlatita a/nebo zlatna stl a nakonec se popiipadé¢ pfida roztok

redukéniho ¢inidla.

Nekteré spojovaci molekuly mohou zdroveri zastat funkei redukéniho ¢inidla, pak neni potfeba
nakonec piidavat dalsi redukéni &inidlo. Spojovaci molekula Je s vyhodou vybrana ze skupiny
zahrnujici latky obsahujici C6-C8 aromatické jadro nebo C5-C8 heteroarylové jadro obsahujici
alespon jeden heteroatom vybrany ze skupiny O, S, N, pfi¢emZ aromatické nebo heteroarylové
jadro miZe byt substituované, s vyhodou alesponi jednim substituentem vybranym ze skupiny
zahrnujici OH, NH,, F, Cl, Br, CH;, NO, a C1-C20 (s vyhodou C1-C6) alkylovy fetézec nebo
jejich kombinaci, nejvyhodnéji je aromatické nebo heteroarylové jadro substituovano alespori
Jednou OH skupinou, pfi¢emz aromatické nebo heteroarylové jadro a/nebo C1-C20 (s vyhodou
C1-C6) alkylovy fetézec jsou substituovany alespoti jednou amino & thiolovou skupinou.
S vyhodou je CI1-C20 (vyhodngji C1-C6) alkylovy fetézec substituovan terminalng. C1-C20
(s vyhodou C1-C6) alkylovy fetézec mize byt déle substituovén, s vyhodou karboxylovou
skupinou. Vyhodné&ji je spojovaci molekulou benzenthiol, histidin, aminofenol, aminothiofenol,
fenylbutylamin, fenylethylamin, fenylalanin &i dopamin, nejvyhodn&ji je spojovaci molekulou
dopamin. Dopamin, ktery obsahuje ve své struktufe aromatické jadro schopné interakce
s polystyrenovymi &asticemi a také obsahuje amino skupinu, kterd ma velmi velkou afinitu viigi
iontlim, atomim nebo &asticim zlata a/nebo stifbra, také ovliviiuje morfologii generovanych
Castic stifbra a/nebo zlata, které naslednd umoziuji velmi vyrazné zesileni Ramanova signalu

dancho analytu.

V jiném provedeni se k vodné disperzi polystyrenovych ¢astic s magnetickym jadrem ptida
spojovaci molekula, sti{brna a/nebo zlatita a/nebo zlatna stil a nakonec se popfipadé pfida roztok
redukéniho Cinidla, pfi¢emZ polystyrenové &astice s magnetickym jadrem jsou pokryté

streptavidinem.

V jiném provedeni se k vodné disperzi polystyrenovych &astic s magnetickym jadrem pfida

spojovaci molekula, a nasledng &astice stiibra a/nebo zlata pokryté streptavidinem.
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Vjiném provedeni se k vodné disperzi polystyrenovych &éstic s magnetickym jadrem prida
stifbrnd a/nebo ~zlatitd a/nebo zlatnd sil a nakonec se prida roztok redukéniho ¢inidla.

Polystyrenové ¢astice s magnetickym jadrem mohou nebo nemusi byt pokryté streptavidinem.

Redukeni ¢inidlo je s vyhodou vybrano ze skupiny zahrnujici kyselinu askorbovou, hydrochinon,
pyrokatechol, pyrogalol, aminofenol, obecné kovy, hydridy, hydridoboritany, hydroxylamin,
hydrazin, dopamin a redukujici cukry (xylosu, maltosu, laktosu, glukosu, galaktosu). V ptipadé
iontdl zlata jsou vyhodnymi redukénimi &inidly dopamin, hydrochinon, pyrokatechol a jejich
derivaty, které ovliviiuji morfologii generovanych Céstic zlata, coZ néslednd umoziiuje

intenzivnéj3i zesileni Ramanova signalu.

pH reakéni smési je s vyhodou v rozmezi od 2,5 do 12.

Vjiném provedeni vynélezu se k reakéni smési ped pfidavkem redukéniho &inidla ptida

amoniak.

Predmétem piedkladaného vynalezu je rovnéz magneticky kompozit pro tuely povrchem
zesilené Ramanovy spektroskopie pipravitelny zpisobem podle predkladaného vynélezu, ktery
obsahuje kompozit polystyrenovych mikro&astic s magnetickym jadrem a koloidnich &astic zlata
a/nebo stiibra o velikosti vrozmezi od 10 nm do 500 nm, pfi¢emZ vysledny magneticky
kompozit ptipadné dale obsahuje streptavidin. V jednom provedeni maji &astice st¥ibra a/nebo
zlata velikost v rozmezi od 100 nm do 500 nm. V jiném provedeni maji &astice st¥ibra a/nebo
zlata velikost v rozmezi od 20 nm do 500 nm. V jiném provedeni maji ¢4stice stibra a/nebo zlata
velikost v rozmezi od 20 nm do 40 nm. V jiném provedeni maji &astice st¥ibra a/nebo zlata
velikost v rozmezi od 200 nm do 400 nm. V jiném provedeni maji Castice stiibra a/nebo zlata
velikost v rozmezi od 10 nm do 100 nm. V jiném provedeni maji Castice stiibra a/nebo zlata

velikost v rozmezi od 300 nm do 500 nm.

Ve vyhodném provedeni obsahuje magneticky kompozit polystyrenové mikrogastice

s magnetickym jadrem pokryté streptavidinem.

V jiném vyhodném provedeni obsahuje magneticky kompozit ¢astice zlata a/nebo sti{bra, které

jsou pokryty streptavidinem.
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Pfedmétem vynalezu je déle pouZiti magnetického kompozitu podle vynalezu pro selektivni a
specifické detekce a/nebo studia latek pomoci povrchem zesilené Ramanovy spektroskopie.
S vyhodou je excitaéni vinova délka pouzitého laseru v rozmezi 488 nm az 1064 nm, vyhodné&ji

514 nm az 830 nm, nejvyhodné&ji 532 nm nebo 785 nm.

Seznam vyobrazeni

Obr. 1 zobrazuje transmisni elektronové snimky kompozitu ¢astic zlata a polystyrenovych
mikro¢éstic pokrytych streptavidinem piipravenych dle P¥ikladu 1.

Obr. 2 zobrazuje transmisni elektronové snimky kompozitu ¢éstic zlata a polystyrenovych
mikrocéstic pokrytych streptavidinem ptipravenych dle Ptikladu 2.

Obr. 3 zobrazuje transmisni elektronové snimky kompozitu &astic zlata a polystyrenovych
mikro¢astic pokrytych streptavidinem pfipravenych dle Ptikladu 3.

Obr. 4 zobrazuje transmisni elektronové snimky kompozitu &astic stifbra a polystyrenovych
mikrocéstic pokrytych streptavidinem piipravenych dle Ptikladu 4.

Obr. 5 zobrazuje transmisni elektronové snimky kompozitu &astic stifbra a polystyrenovych
mikro¢astic pokrytych streptavidinem pfipravenych dle Ptikladu S.

Obr. 6 zobrazuje transmisni elektronové snimky kompozitu ¢astic zlata a polystyrenovych
mikro¢astic pfipravenych dle Piikladu 6.

Obr. 7 zobrazuje transmisni elektronové snimky kompozitu ¢astic zlata a polystyrenovych
mikro¢astic pfipravenych dle Ptikladu 7.

Obr. 8 zobrazuje transmisni elektronové snimky kompozitu €astic stfibra a polystyrenovych
mikrocastic pfipravenych dle Ptikladu 8.

Obr. 9 zobrazuje transmisni elektronové snimky kompozitu &istic st¥ibra a polystyrenovych
mikrocdstic pfipravenych dle Ptikladu 9.

Obr. 10 zobrazuje transmisni elektronové snimky kompozitu &astic stfibra a polystyrenovych
mikro¢éstic pfipravenych dle P¥ikladu 10.

Obr. 11 zobrazuje transmisni elektronové snimky kompozitu Céstic zlata a polystyrenovych
mikro€astic pokrytych streptavidinem ptipravenych dle Prikladu 11.

Obr. 12 zobrazuje transmisni elektronové snimky kompozitu ¢&astic zlata pokrytych
streptavidinem a polystyrenovych mikrogstic ptipravenych dle Piikladu 11.

Obr. 13 zobrazuje povrchem zesilena Ramanova spektra za pouziti kompozitu pfipraveného dle
Prikladu 2 a za pouZiti excitaéniho laseru s vlnovou délkou 532 nm. (A) Povrchem zesilené

Ramanovo spektrum kompozitu ¢astic zlata a polystyrenovych &astic pokrytych streptavidinem
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pfipraveného dle Piikladu 2. (B) Povrchem zesilené Ramanovo spektrum kompozitu astic zlata
a polystyrenovych ¢astic pokrytych streptavidinem piipraveného dle Prikladu 2 a po ptidavku
biotinylované protilatky viici proteinu A (marker bakterie Staphylococcus aureus). (C) Povrchem
zesilené Ramanovo spektrum kompozitu &astic zlata a polystyrenovych &astic pokrytych
streptavidinem pfipraveného dle Ptikladu 2 a po piidavku biotinylované protilatky vici proteinu
A a pridavku bakterie Staphylococcus aureus. (D) Povrchem zesilené Ramanovo spektrum
kompozitu ¢astic zlata a polystyrenovych &stic pokrytych streptavidinem pripraveného dle
Prikladu 2 a po piidavku biotinylované protilatky vaci proteinu A a ptidavku klinického
materidlu (kloubni punktat) nésledné mimotéIng infikovaného bakterii Staphylococcus aureus.

Obr. 14 zobrazuje povrchem zesilend Ramanova spektra za pouziti kompozitu pfipraveného dle
Prikladu 1 a za pouZiti excitaéniho laseru s vinovou délkou 785 nm. (A) Povrchem zesilené
Ramanovo spektrum kompozitu &éstic zlata a polystyrenovych &astic pokrytych streptavidinem
pfipraveného dle Pfikladu 2. (B) Povrchem zesilené Ramanovo spektrum kompozitu &astic zlata
a polystyrenovych ¢astic pokrytych streptavidinem piipraveného dle Pikladu 1 a po pfidavku
biotinylované protilatky vi&i proteinu Tau (marker pro Alzheimerovu nemoc). (C) Povrchem
zesilené Ramanovo spektrum kompozitu &astic zlata a polystyrenovych &astic pokrytych
streptavidinem ptipraveného dle P¥ikladu 1 a po ptidavku biotinylované protilatky vigi proteinu

Tau a po ptidavku Tau proteinu.

Piiklady provedeni vynalezu

Jako prekurzor pro ptipravu kompozitu s magnetickym jadrem pro Ggely studia a detekce latek
za vyuziti povrchem zesilené Ramanovy spektroskopie, byly pouZity komeréné dostupné
polystyrenové mikrocastice s magnetickym jadrem a se streptavidinem navazanym na povrchu
Castic (Sigma-Aldrich, katalogové ¢islo 49532, velikost &astic 1 pum £ 0,1 um, vazebna aktivita
vigi biotinu > 600 pmol/mg, obsah oxidu Zeleza > 20 %, teplota skladovani 2 az 8 °C), Sigma-
Aldrich, katalogové &islo 08014, velikost &astic 10 pm £ 0,5 um, vazebna aktivita vi¢i biotinu >
1000 pmol/mg, obsah oxidu Zeleza > 20 %, teplota skladovani 2 a2 8 °C). Kompozity uvedenych
polystyrenovych &astic s nano¢4sticemi st¥ibra a/nebo zlata byly pfipravovany redukei zlatitych
a/nebo zlatnych iontd ¢&i piipadné redukei amoniakélniho komplexu stiibrnych ionti redukénim
Cinidlem kyselinou askorbovou, dopaminem anebo redukujicimi cukry (napf. maltosou,

glukosou, atd.). Uvedené latky byly ziskny od firmy Sigma-Aldrich.
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Velikost a morfologic &astic zlata a stifbra byly pozorovany pomoci metody transmisni
elektronové mikroskopie (TEM) na pfistroji JEM 2010 (Jeol, Japonsko) za vyuziti urychlovaciho
napéti 160 kV.

Povrchem zesilend Ramanova spektra byla méfena pomoci DXR Raman Microscope (Thermo
Scientific, USA) vybaveného termoelektricky chlazenym (-50 °C) CCD detektorem a za vyuziti
laseru s vlnovou délkou 532 nebo 785 nm. Doba zaznamu spekter €inila 10 s, po¢et akumulaci
byl 10, vykon laseru 10 mW. Méfeni povrchem zesilenych Ramanovych spekter bylo provadéno
po naneseni 20 pl vySe zminéného vzorku kompozitu na podloZni materidl na vrstvy oxidu

hlinitého pfipadné na sklo ¢&i kiemen.

Ptiklad 1

Zpusob pripravy kompozitu castic zlata a polystyrenovych mikrocdstic s magnetickym jadrem
pokrytych streptavidinem provedeny za pouiti dopaminu jako redukcniho Cinidla pfi hodnoté
pH 2,83

Do kadinky o objemu 25 ml bylo vpraveno 0,2 ml ze zisobni disperze polystyrenovych
mikro¢astic o velikosti 1 pm s magnetickym jadrem pokrytych streptavidinem (Sigma-Aldrich,
hmotnostni koncentrace ¢astic 1 % v disperzi). Poté bylo pfidano 9,1 ml deionizované vody a
pot¢ 0,2 ml 1% (w/w) roztoku dopaminu. Reakéni smés byla promichéna 5 minut na
elektromagnetické michadcee pii otagkach cca 500 rpm. Poté bylo pfidano 0,5 ml roztoku hydratu
chloridu zlatitého o koncentraci zasobniho roztoku 5:107 mol-dm™ a reakéni smés byla nasledné

promichdvéana 5 minuty. TEM snimky p¥ipraveného kompozitu jsou uvedeny v Obr. 1.

Priklad 2

Zpisob pripravy kompozitu Cdstic zlata a polystyrenovych mikrocdstic s magnetickym jddrem
pokrytych streptavidinem provedeny za pousiti kyseliny askorbové jako redukcniho cinidla pri
hodnoté pH 10,57 a za pritomnosti dopaminu

Do kadinky o objemu 25ml bylo vpraveno 0,2 ml ze zasobni disperze polystyrenovych
mikrocastic o velikosti 1 um s magnetickym jadrem pokrytych streptavidinem (Sigma-Aldrich,
hmotnostni koncentrace &asti 1 % v disperzi). Poté bylo pfiddno 7,1 ml deionizované vody a poté
02 ml 1% (w/w) roztoku dopaminu. Reakéni smés byla promichdna 5 minut na
elektromagnetické michadee pfi otatkach cca 500 rpm. Poté bylo pfidano 0,5 ml roztoku hydrétu
chloridu zlatitého (molarni hmotnost 339,79 g/mol) o koncentraci zasobniho roztoku 5-107

mol-dm™. Hodnota pH reakéni smési byla upravena pomoci cca 1 ml roztoku NaOH o
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koncentraci 0,25 mol-dm™, tak aby pH &inilo cca 10,5 a sm&s byla poté jesté promichéna 3
minuty. Nasledn¢ byl do reakéniho systému vpraven 1 ml roztoku kyseliny askorbové o
koncentraci 5-107 mol-dm™ a reakéni smés se poté nechala promichévat 5 minut. TEM snimky

pfipraveného kompozitu jsou uvedeny v Obr. 2.

Ptiklad 3

Zpusob pripravy kompozitu Cdstic zlata a polystyrenovych mikrocdstic s magnetickym jadrem
pokrytych streptavidinem provedeny za pouZiti kyseliny askorbové jako redukcéniho cinidla pri
hodnoté pH 2,53 a bez piitomnosti dopaminu

Do kadinky o objemu 25 ml bylo vpraveno 0,2 ml ze zasobni disperze polystyrenovych
mikro¢astic o velikosti 1 pm s magnetickym jadrem pokrytych streptavidinem (Sigma-Aldrich,
hmotnostni koncentrace ¢astic 1 % v disperzi). Poté bylo pfidano 8,3 ml deionizované vody.
Reakéni smés byla promichana 5 minut na elektromagnetické micha¢ce pti otackach cca 500
rpm. Poté bylo priddno 0,5 ml roztoku chloridu zlatného o koncentraci zasobniho roztoku 5:107
mol-dm>. Reakéni smés byla nésledné promichdna 3 minuty. Poté byl do reakéniho systému
vpraven 1 ml roztoku kyseliny askorbové o koncentraci 5-107 mol-dm™ a reakéni smés se poté

nechala promichavat 5 minut. TEM snimky p¥ipraveného kompozitu jsou uvedeny v Obr. 3.

Piiklad 4

Zpuisob pripravy kompozitu Cdstic stiibra a polystyrenovych mikrocdstic s magnetickym jadrem
pokrytych streptavidinem provedeny za pouZiti kyseliny askorbové jako redukéniho cinidla pri
hodnoté pH 10,54 a za pritomnosti dopaminu

Do kadinky o objemu 25ml bylo vpraveno 0,2 ml ze zasobni disperze polystyrenovych
mikrocastic o velikosti 1 um s magnetickym jadrem pokrytych streptavidinem (Sigma-Aldrich,
hmotnostni koncentrace ¢astic 1 % v disperzi). Poté bylo pfidano 7,75 ml deionizované vody a
pot¢ 0,2 ml 1% (w/w) roztoku dopaminu. Reakéni smés byla promichiana 5 minut na
elektromagnetické michacce pfi otackach cca 500 rpm. Poté bylo pfidano 0,5 ml roztoku
dusi¢nanu st¥ibrného o koncentraci zasobniho roztoku 5:10° mol-dm™ s naslednym pfidavkem
0,15 ml roztoku amoniaku o koncentraci 0,1 mol-dm™. Hodnota pH reakéni smési byla upravena
pomoci cca 0,2 ml roztoku NaOH o koncentraci 0,25 mol-dm™, tak aby pH ¢inilo cca 10,5 a
smés byla poté jesté promichana 3 minuty. Poté byl do reakéniho systému vpraven 1 ml roztoku
kyseliny askorbové o koncentraci 5-10 mol-dm™. Reak&ni smés se poté nechala promichévat 5

minut. TEM snimky ptipraveného kompozitu jsou uvedeny v Obr. 4.
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Ptiklad 5

Zpusob pripravy kompozitu castic stiibra a polystyrenovych mikrocdstic s magnetickym jadrem
pokrytych streptavidinem provedeny za pouZiti kyseliny askorbové pri hodnoté pH 10,46 a bez
pritomnosti dopaminu

Do kadinky o objemu 25ml bylo vpraveno 0,2 ml ze zasobni disperze polystyrenovych
mikro¢astic o velikosti 1 um s magnetickym jadrem pokrytych streptavidinem (Sigma-Aldrich,
hmotnostni koncentrace ¢astic 1 % v disperzi). Poté bylo pfidano 7,95 ml deionizované vody.
Reak¢ni smés byla promichana 5 minut na elektromagnetické michacce pti otackéach cca 500
rpm. Poté bylo pridano 0,5 ml roztoku dusi¢nanu stéibrného o koncentraci zasobniho roztoku
5-10” mol-dm™. s naslednym pridavkem 0,15 ml roztoku amoniaku o koncentraci 0,1 mol-dm>.
Hodnota pH reakéni smési byla upravena pomoci cca 0,2 ml roztoku NaOH o koncentraci 0,25
mol-dm™, tak aby pH &inilo cca 10,5 a smés byla poté jesté promichdna 3 minuty. Poté byl do
reakéniho systému vpraven 1 ml roztoku kyseliny askorbové o koncentraci 5-102 mol-dm™.
Reakéni smés se poté nechala promichavat S minut. TEM snimky pfipraveného kompozitu jsou

uvedeny v Obr. 5.

Priklad 6

Zpusob pripravy kompozitu Cdstic zlata a polystyrenovych mikrocdstic s magnetickym jadrem
provedeny za pouZiti glukosy jako redukcniho cinidla pri hodnoté pH 11,52 a za pritomnosti
dopaminu

Do kadinky o objemu 25 ml bylo vpraveno 0,04 ml ze zasobni disperze polystyrenovych
mikro¢éstic o velikosti 1 um s magnetickym jadrem (Sigma-Aldrich, hmotnostni koncentrace
Castic 5 % v disperzi). Poté bylo ptidano 7,26 ml deionizované vody a poté 0,2 ml 1% (w/w)
roztoku dopaminu. Reakéni smés byla promichdna 5 minut na elektromagnetické michadce pii
otackach cca 500 rpm. Poté bylo pfiddno 0,5 ml roztoku chloridu zlatitého (moldrni hmotnost
303,33 g/mol) o koncentraci zasobniho roztoku 5-10” mol-dm™. Hodnota pH reakéni smési byla
upravena pomoci cca 1 ml roztoku NaOH o koncentraci 0,25 mol-dm™, tak aby pH &inilo cca
11,5 a smé&s byla poté jesté promichana 3 minuty. Nésledné byl do reak&niho systému vpraven 1
ml roztoku glukosy o koncentraci 5-10% mol-dm™. Reak&ni smés se poté nechala promichévat 5

minut. TEM snimky pfipraveného kompozitu jsou uvedeny v Obr. 6.
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Ptiklad 7
Zpusob pripravy kompozitu Cdstic zlata a polystyrenovych mikrocdstic s magnetickym jdadrem
provedeny za pouZiti glukosy jako redukcniho Cinidla pfi hodnoté pH 11,96 a bez pritomnosti
dopaminu
Do kadinky o objemu 25 ml bylo vpraveno 0,04 ml ze zasobni disperze polystyrenovych
mikrocastic o velikosti 1 pm s magnetickym jadrem (Sigma-Aldrich, hmotnostni koncentrace
Casti 5 % v disperzi). Poté bylo piidino 7,46 ml deionizované vody. Reakéni smés byla
promichana 5 minut na elektromagnetické michacce pii otackéach cca 500 rpm. Poté bylo pfidéno
0,5 ml roztoku draselné soli kyseliny zlatité o koncentraci zasobniho roztoku 5-10° mol-dm>.
Hodnota pH reak¢ni smési byla upravena pomoci cca 1 ml roztoku NaOH o koncentraci 0,25
mol-dm™, tak aby pH ¢inilo cca 11,5 a smés byla poté jesté promichédna 3 minuty. Nasledn& byl
do reak¢niho systému vpraven 1 ml roztoku glukosy o koncentraci 5:10% mol-dm™. Reakéni
smés se pot¢ nechala promichdvat 5 minut. TEM snimky pfipraveného kompozitu jsou uvedeny
v Obr. 7.

Priklad 8

Zpusob pFipravy kompozitu Cdstic stfibra a polystyrenovych mikroddstic s magnetickym jddrem
provedeny za pouziti glukosy jako redukcniho Cinidla pri hodnoté pH 11,58 a za pFitomnosti
dopaminu

Do kadinky o objemu 25 ml bylo vpraveno 0,04 ml ze zésobni disperze polystyrenovych
mikro¢astic o velikosti 1 pm s magnetickym jadrem (Sigma-Aldrich, hmotnostni koncentrace
Castic 5 % v disperzi). Poté bylo ptidano 7,90 ml deionizované vody a poté 0,2 ml 1 % (w/w)
roztoku dopaminu. Reak¢ni smés byla promichana 5 minut na elektromagnetické michadce pii
otackach cca 500 rpm. Poté bylo pfidano 0,5 ml roztoku chloristanu stéfbrného o koncentraci
zasobniho roztoku 5107 mol-dm™ snaslednym piidavkem 0,15 ml roztoku amoniaku o
koncentraci 0,1 mol-dm™. Hodnota pH reakéni smési byla upravena pomoci cca 0,2 ml roztoku
NaOH o koncentraci 0,25 mol-dm>, tak aby pH ¢inilo cca 11,5 a smés byla poté jests
promichana 3 minuty. Poté byl do reakéniho systému vpraven 1 ml roztoku glukosy o
koncentraci 5:10” mol-dm™. Reakéni smés se poté nechala promichdvat 5 minut. TEM snimky

ptipravené¢ho kompozitu jsou uvedeny v Obr. 8.
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Priklad 9

Zpusob pripravy kompozitu Cdstic stFibra a polystyrenovych mikroédstic provedeny za pouZiti
glukosy jako redukcniho cinidla pFi hodnoté pH 11,52 a bez pFitomnosti dopaminu

Do kadinky o objemu 25 ml bylo vpraveno 0,04 ml ze zasobni disperze polystyrenovych
mikrocastic o velikosti 1 pm s magnetickym jadrem (Sigma-Aldrich, hmotnostni koncentrace
gastic 5 % v disperzi). Poté bylo ptiddno 7,95 ml deionizované vody. Reakéni smés byla
promichdna 5 minut na elektromagnetické michaéce pii otackach cca 500 rpm. Poté bylo pfidano
0,5 ml roztoku dusi¢nanu stiibrného o koncentraci zasobniho roztoku 510° mol-dm?
s naslednym ptidavkem 0,15 ml roztoku amoniaku o koncentraci 0,1 mol-dm?. Hodnota pH
reak¢ni smési byla upravena pomoci cca 0,2 ml roztoku NaOH o koncentraci 0,25 mol-dm>, tak
aby pH ¢inilo cca 11,5 a smés byla poté jesté promichana 3 minuty. Poté byl do reakéniho
systému vpraven 1 ml roztoku glukosy o koncentraci 5-10% mol-dm™. Reakéni smés se poté

nechala promichavat 5 minut. TEM snimky ptipraveného kompozitu jsou uvedeny v Obr. 9.

Priklad 10

Zpiisob pripravy kompozitu Cdstic zlata a polystyrenovych mikrocdstic s magnetickym jdadrem
pokrytych streptavidinem provedeny za pouZiti kyseliny askorbové Jako redukcniho cinidla pri
hodnoté pH 2,92 a za pFitomnosti fenylbutylaminu

Do kédinky o objemu 25ml bylo vpraveno 0,2 ml ze zasobni disperze polystyrenovych
mikro¢éstic o velikosti I pm s magnetickym jadrem pokrytych streptavidinem (Sigma-Aldrich,
hmotnostn{ koncentrace ¢asti 1 % v disperzi). Poté bylo priddno 7,1 ml deionizované vody a poté
0,2 ml 1% (w/w) roztoku fenylbutylaminu. Reakéni smés byla promichana 5 minut na
elektromagnetické michacce pii otatkach cca 500 rpm. Poté bylo piidano 0,5 ml roztoku hydrétu
chloridu zlatitého o koncentraci zasobniho roztoku 5-107 mol-dm™. Hodnota pH reakéni smési
byla upravena pomoci cca 1 ml roztoku NaOH o koncentraci 0,25 mol-dm>, tak aby pH ¢inilo
cca 10,5 a smes byla poté jest¢ promichdna 3 minuty. Nasledné byl do reakéniho systému
vpraven 1 ml roztoku kyseliny askorbové o koncentraci 510 mol-dm™. Reakéni smés se poté

nechala promichavat 5 minut. TEM snimky piipraveného kompozitu jsou uvedeny v Obr. 10.
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Piiklad 11

Zptisob pripravy kompozitu Cdstic zlata a polystyrenovych mikrocdstic s magnetickym jdadrem
pokrytych streptavidinem provedeny za pouziti dopaminu jako redukcniho Cinidla pFi hodnoté
pH 2,87

Do kadinky o objemu 25 ml bylo vpraveno 200 pl ze zasobni disperze polystyrenovych
mikrogéstic o velikosti 10 pm s magnetickym jadrem pokrytych streptavidinem (Sigma-Aldrich,
hmotnostni koncentrace &astic 1 % v disperzi). Poté bylo pfidano 9,1 ml deionizované vody a
poté 200 pl 1% (w/w) roztoku dopaminu. Reakéni smés byla promichiana 5 minut na
elektromagnetické micha&ce pii otackach cca 500 rpm. Poté bylo ptidano 0,5 ml roztoku hydratu
chioridu zlatitého o koncentraci zasobniho roztoku 5:10° mol-dm™ a reakéni smés byla nasledng

promichdvana 5 minut. TEM snimky pfipraveného kompozitu jsou uvedeny v Obr. 11.

Ptiklad 12

Zpiisob piipravy kompozitu édstic zlata pokrytych streptavidinem a polystyrenovych mikrocdstic
s magnetickym jadrem provedeny za pouZiti dopaminu jako redukcniho Cinidla pFi hodnoté pH
2,87

Do kadinky o objemu 25 ml bylo vpraveno 200 ul ze zasobni disperze polystyrenovych
mikro¢astic s magnetickym jadrem o velikosti 1 pm (Sigma-Aldrich, hmotnostni koncentrace
gastic 1 % v disperzi). Poté bylo pfiddno 9,3 ml deionizované vody a poté 200 pl 1% (w/w)
roztoku dopaminu. Reakéni smé&s byla promichdna 5 minut na elektromagnetické michacce pfi
otatkach cca 500 rpm. Poté bylo piidano 0,2 ml roztoku disperze nano¢astic zlata o velikosti 20
nm pokrytych streptavidinem a smés byla nasledné promichdvdna 5 minut. TEM snimky

pfipraveného kompozitu jsou uvedeny v Obr. 12,

Ptiklad 13

Detekce pritomnosti bakterie Staphylococcus aureus v klinickém materidlu

Byla provedena detekce pfitomnosti bakterie Staphylococcus aureus v klinickém materialu
(kloubnim punktatu) za vyuziti povrchem zesilené Ramanovy spektroskopie a magnetického
kompozitu umoziiujiciho selektivni separaci, pfecisténi a detekci markeru (Protein A) typického
pro bakterii Staphylococcus aureus.

V experimentech byl pouZivan sterilni punktdt zkolene od nezndmého pacienta. Sterilita
punktétu byla ovéfena naockovanim na krevni agar a do Mueller-Hintonova bujénu. Z punktatu

byly piipraveny &tyfi typy vzork(: punktat, do kterého byl pfimichdn bakteridlni lyzat (ad A),
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punktat homogenizovany s Zivou bakterialni kulturou (ad B), dale punktat s bakteridlni suspenzi
v Mueller-Hintonov€ bujonu (ad C) a punktat s bakteridlni suspenzi ve fyziologickém roztoku
(ad D).

A) K piipravé bakterialniho lyzatu byla pouzita dvacetic¢tythodinova kultura Staphylococcus
aureus CCM 3953. Dobfe izolované kolonie byly pfeneseny do 5 ml Mueller-Hintonova bujénu,
aby vysledny zakal odpovidal zékalovému standardu 1 podle McFarlanda. Bakteridlni supsenze
byla kultivovana pti 37 °C po dobu 24 hodin. Po inkubaci byl bujon centrifugovan (2000
otacek/10 minut), supernatant slit a k sedimentu pfidan 1 ml destilované vody. Promichana
suspenze byla stéidavé zmrazovana pii teploté -72 °C po dobu 10 minut a rozmrazovana ve vodni
lazni pii teploté 37 °C, celkem desetkrat. Takto pfipraveny lyzat byl smichén s punktitem
v pom¢ru 1:1.

B) Do 1 ml punktatu byla pfidana 1 stiedné velka kolonie dvaceti¢tythodinové kultury
Staphylococcus aureus CCM 3953 a vzorek byl nasledné homogenizovan v minitfepacce.

C) Dobie izolované kolonie dvaceti¢tythodinové kultury Staphylococcus aureus CCM 3953 byly
pteneseny do 2 ml Mueller-Hintonova bujonu, aby vysledny zakal odpovidal zakalovému
standardu 0,5 podle McFarlanda. Bakteridlni suspenze byla homogenizovéna v minitfepacce a
nasledn¢ smichdna s punktatem v poméru 1:1.

D) Dobie izolované kolonie dvaceti¢tythodinové kultury Staphylococcus aureus CCM 3953 byly
pteneseny do 2 ml fyziologického roztoku, aby vysledny zakal odpovidal zékalovému standardu
0,5 podle McFarlanda. Bakteridlni suspenze byla homogenizovana v tiepacce a nasledné
smichédna s punktatem v poméru 1:1.

Vysledna detekce piitomnosti bakterie Staphylococcus aureus v kloubnim punktitu byla
provedena za pouziti excita¢niho laseru s vinovou délkou 532 nm:

Na obrazku 13 jsou zndzornéna povrchem zesilena Ramanova spektra za pouZiti kompozitu
piipraveného dle Prikladu 2 a za pouziti excita¢niho laseru s vlnovou délkou 532 nm.

(A) Povrchem zesilené Ramanovo spektrum kompozitu ¢astic zlata a polystyrenovych Castic
pokrytych streptavidinem piipraveného dle Pikladu 2.

(B) Povrchem zesilené Ramanovo spektrum kompozitu ¢astic zlata a polystyrenovych €astic
pokrytych streptavidinem ptipraveného dle Piikladu 2 a po ptidavku biotinylované protilatky
vuci proteinu A (marker bakterie Staphylococcus aureus).

(C) Povrchem zesilené Ramanovo spektrum kompozitu ¢astic zlata a polystyrenovych ¢astic
pokrytych streptavidinem ptipraveného dle Piikladu 2 a po piidavku biotinylované protilatky

vuci proteinu A a ptidavku bakterie Staphylococcus aureus.
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(D) Povrchem zesilené Ramanovo spektrum kompozitu Céstic zlata a polystyrenovych astic
pokrytych streptavidinem pfipraveného dle Pfikladu 2 a po pfidavku biotinylované protilatky
vi& proteinu A a piidavku klinického materidlu (kloubni punktat) nisledn€ mimot€ln¢
infikovaného bakterii Staphylococcus aureus.

Rozdilné spektralni pasy ve vyse uvedenych spektrech je mozné vyuzit k detekci infekce bakterii

Staphylococcus aureus v biologickém materidlu.

Ptiklad 14

Detekce pritomnosti Tau proteinu

Tau protein (t-protein) je bilkovinnd komponenta, kterd se vyskytuje v neuronech mozkové
tkang. Za normalnich okolnosti stabilizuje mikrotubularni struktury axont. U Alzheimerovy
choroby dochazi k abnormalni fosforylaci tohoto proteinu a ke zvySenému vyluCovani do
mozkomi$niho moku. Fyziologickd, normalni hodnota, tau proteinu se v pfipadé populace pod
60 let pohybuje v rozsahu 17,3 + 4,4 ng/l a v piipadé populace nad 60 let 24,8 + 15,2 pg/l.
Patologicka hodnota tau proteinu v mozkomi$nim moku, tedy pfiznak Alzheimerovy choroby, se
v piipadé populace pod 60 let pohybuje v rozsahu 33,3 + 12,3 pg/l a v pfipadé populace nad 60
let 61,7 + 35,4 pg/l.

Byla provedena detekce Tau proteinu (Sigma-Aldrich, T7951) za vyuziti kompozitu
pfipraveného dle Ptikladu 1 a za pouZiti anti Tau protilatky (Sigma-Aldrich, SAB 4501821).
Anti Tau protilatka byla biotinylovana za pouziti Biotin N-hydroxysucciimidu (sigma-Aldrich,
H1759). Pro experimenty bylo vzdy pouzito 10 pl od disperze kompozitu, 10 ul od roztoku anti
Tau protilatky a 10 ul roztoku Tau proteinu. Ve viech piipadech byly reak¢ni smesi doplnény
fyziologickym roztokem, tak aby vysledné objemy Cinily 30 ul. Vysledné koncentrace Tau
proteinu ¢inila ve vzorku (spektrum C, obr. 14) &inila 100 pg/l.

Obr. 14 zobrazuje povrchem zesilena Ramanova spektra za pouziti kompozitu pfipraveného dle
Prikladu 1 a za pouZiti excitaéniho laseru s vlnovou délkou 785 nm. (A) Povrchem zesilené
Ramanovo spektrum kompozitu &astic zlata a polystyrenovych &astic pokrytych streptavidinem
ptipraveného dle Ptikladu 2. (B) Povrchem zesilené Ramanovo spektrum kompozitu ¢astic zlata
a polystyrenovych &astic pokrytych streptavidinem piipraveného dle Pfikladu 1 a po ptidavku
biotinylované protilatky viigi proteinu Tau. (C) Povrchem zesilené Ramanovo spektrum
kompozitu &astic zlata a polystyrenovych &astic pokrytych streptavidinem pfipraveného dle
Prikladu 1 a po piidavku biotinylované protilatky viigi proteinu Tau a po ptidavku Tau proteinu.

Rozdilné spektralni pasy ve vyse uvedenych spektrech je mozné vyuzit k detekci Tau proteinu.
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1. Zptsob pfipravy magnetického kompozitu pro ucely povrchem zesilené Ramanovy
spektroskopie, vyznadeny tim, Ze se k vodné disperzi polystyrenovych &astic s magnetickym
jadrem prida stiibma a/nebo zlatitd a/nebo zlatnd siil a/nebo Castice stfibra a/nebo zlata a
nakonec se pripadné pfida roztok redukéniho ¢inidla, pfi¢emZ polystyrenové astice a/nebo

&astice stiibra a/nebo zlata s vyhodou obsahuji streptavidin.

2. Zpisob podle naroku 1, vyznaleny tim, Ze se k vodné disperzi polystyrenovych ¢&astic
s magnetickym jadrem pfidd spojovaci molekula, stfibrnd a/nebo zlatitd a/nebo zlatnd sil a

nakonec se poptipadé ptida roztok redukéniho Cinidla.

3. Zptsob podle niroku 1, vyznadeny tim, Ze se k vodné disperzi polystyrenovych &astic
s magnetickym jadrem p¥id4 spojovaci molekula, stfibrnd a/nebo zlatita a/nebo zlatnd sil a
nakonec se poptipadé ptida roztok redukéniho Cinidla, pfi€emZ polystyrenové Castice

s magnetickym jadrem jsou pokryté streptavidinem.

4. Zptsob podle niroku 1, vyznadeny tim, Ze se k vodné disperzi polystyrenovych ¢&astic
s magnetickym jadrem ptid4 spojovaci molekula, a nésledné ¢astice stifbra a/nebo zlata pokryté

streptavidinem.

5. Zptisob podle naroku 1, vyznadeny tim, Ze se k vodné disperzi polystyrenovych Céstic
s magnetickym jadrem prida stfibrna a/nebo zlatité a/nebo zlatna stil a nakonec se piida roztok
redukéniho &inidla, pFiemz polystyrenové &astice s magnetickym jadrem mohou nebo nemusi

byt pokryté streptavidinem.

6. Zptsob podle kteréhokoliv z ndroki 1 az3 a 5, vyznaleny tim, Ze redukéni ¢inidlo je vybrano
ze skupiny zahrnujici kyselinu askorbovou, hydrochinon, pyrokatechol, pyrogalol, aminofenol,

obecné kovy, hydridy, hydridoboritany, hydroxylamin, hydrazin, dopamin a redukujici cukry.

7. Zptisob podle kteréhokoliv z pfedchéazejicich narokd, vyznadeny tim, Ze pH reakéni smési je

v rozmezi od 2,5 do 12.
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8. Zplsob podle kteréhokoliv z predchazejicich narokd, vyznadeny tim, Ze se k reakeni smési

pied ptidavkem redukéniho Cinidla pfida amoniak.

9. Magneticky kompozit pro ucely povrchem zesilené Ramanovy spektroskopie ptipravitelny
zpisobem podle kteréhokoliv  z pfedchazejicich narokd, ktery obsahuje kompozit

polystyrenovych mikro¢éstic s magnetickym jadrem a ¢astic zlata a/nebo stiibra.

10. Magneticky kompozit podle niroku 9, vyznadeny tim, Ze polystyrenové mikro&astice

s magnetickym jadrem a/nebo Castice zlata a/nebo stiibra jsou pokryty streptavidinem.

11. Pouziti magnetického kompozitu podle naroki 8 az 10 pro povrchem zesilenou Ramanovu

spektroskopii.
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Obr. 4
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Obr. 6
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