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v diagnostike onkologickych ochoreni
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Abstract

Magnetic particles in bioaffinity interactions for the purpose of implementation in the diagnosis of
oncological diseases

In this study, an assay for detection of the cancer biomarker Thomsen-nouvelle (Tn) antigen on the
ELISA plates format was designed and developed. The effects of size and funcional groups of magnetic beads
(MBs) on the specific sensitivity of the bioaffinity interaction were studied. Four different MBs were used in the
study, i.e. carboxy-modified MBs of 250 nm, 500 nm, 1000 nm and 2800 nm. In order to evaluate which MBs are
the best suited for detection of the analyte anti-Tn antibodies, sensitivities of detection (slopes from calibration
curves) were calculated. Then, we evaluated the effect of size on the specific sensitivity of detection of anti-Tn
antibodies in order to understand the immobilisation process on nanoscale. We obtained a limit of detection (LOD)
(0.31 £0.01) ng mL™~! or (2.10 £ 0.04) pM for analyte detection. In addition, the optimal assay configuration was
highly selective and enabled reliable detection of the analyte in human serum with a recovery index in the range
of 102 -104%.
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Uvod a formulicia ciela

Onkologické ochorenia globalne a dlhodobo partia k najCastej$im pri¢indm smrti.
Statistiky a prognozy naznaduju, Ze tento trend sa v buducnosti bez intervencie nezmeni [1].
Zohl'adniac Specificitu diagnézy v intencidch unikatnosti a jedine¢nosti osobnych faktorov,
ktoré prispievaju k rozvoju ochorenia (geograficky pdvod, osobnd historia, genetika,
socioekonomické faktory, psychické rozpoloZenie) a vzajomne sa ovplyviluju, je zrejmé, ze
hl'adanie uniformného lieku na rakovinu je prinajmensom komplikované. KI'icovym prvkom
k zlepSeniu progndzy pacientov a zvySeniu poctu vyliecenych je skrining a skora diagnostika.
Jednym z uskali skorej diagnostiky je nizka koncentracia onkologickych biomarkerov vo
vzorkach krvi alebo inych telesnych tekutin. Zvysit senzitivitu a selektivitu skriningovych
testov by mohlo pouzitie magnetickych castic so Specidlne upravenym povrchom. Upravené
Castice na obrazku 1 oplyvaju novymi vlastnostami v zavislosti od pritomnych biomolekul na
ich povrchu. Maly objem v kombinacii s ich velkym povrchom prispieva k zvySeniu u€innosti

detek¢nych testov [2].

644



)mm | Mag = 40.00K

Obr. 1. Snimka magnetickych ¢astic zo skenovacej elektrénovej mikroskopie (SEM).

Komerc¢ne dostupné castice st pokryté vrstvou funkénych skupin, ktoré v optimalnych
podmienkach umoziiujli naviazanie ligandu s afinitou k analytu. Na obrazku 2 je schematicky
znazornena aplikacia magnetickych ¢astic na zvysenie koncentracie analytu (onkologického
biomarkeru) za ucelom purifikacie analytu z komplexnej vzorky (krvné sérum alebo iné telesné
tekutiny) a magnetickd separécia od nespecifickych biomolekul [2-4].

SUspension Magnetic Bead-based Assay (SUMBA) je analytickd metoda pouZivana na
detekciu a kvantifikdciu proteinov, antigénov a d’al§ich biomolekul v biologickych vzorkach.
Tato metdda vyuziva magnetické Castice (magnetic beads), ktoré su funkéne modifikované na
zachytenie cielovych molekul.. Schéma pracovného postupu SUMBA je znazornend na
obrazku 3. Pristup mdze byt’ pouZity pri skimani Gi¢inku vlastnosti rozhrania Sirokého spektra

nanocastic a mikrocastic na bioafinitné interakcie [3].

Komplexna vzorka Separacia Odstranenie Purifikovany analyt
5 analytom magnetom nespecifickych
maolekdl

Obr. 2. PouzZitie magnetickych ¢astic na zvySenie koncentracie analytu z komplexnych vzoriek.
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Obr. 3. SUMBA: Kroky zahrnuté vo formate analyzy zalozenej na SUspension Magnetic-Bead Assay
(SUMBA) pouzitej v sucasnej praci na detekciu AGA (anti-glykdnové protilatky). Test pozostava z
nasledujucich krokov (zl'ava doprava): pridanie vzorky/Standardu obsahujuceho AGA ako rakovinové
biomarkery do jamky ELISA; inkubacia vzorky/Standardu s MB s imobilizovanym glykonanokonjugatom a
naslednou magnetickou separaciou; pridanie sekundarnej protilatky vo¢i AGA s enzymom poly-HRP pre
amplifikaciu signalu; pridanie substratu tetrametylbenzidinu (TMB) do jamky a nakoniec ukoncenie
enzymatickej reakcie H,SO4 a generovanie optického signalu [4].

Material a metody

Chemikalie a materialy: Tablety fosfatového pufru fyziologickej soli (PBS, 10 mM
fosfatovy pufor, 0,0027 M chlorid draselny a 0,137 M chlorid sodny, pH 7,4), tablety PBS-
TWEEN (PBST, 140 mM NaCl, 3 mM KCl, 0,05% detergent TWEEN 20, 10 mM fosfatovy
puftr, pH 7.4), sérovy hovidzi albumin z (BSA), 1-Etyl-3-[3-dimetylaminopropyl]karbodiimid
hydrochlorid (EDC), N-hydroxysukcinimid (NHS), 2-(N-morfolino)etan-sulfonova kyselina
(MES), kyselina sirova (H2SO4) boli zaktipené od spolocnosti SigmaAldrich (USA). Pierce™
streptavidin poly-HRP (HRP = chrenova peroxidaza) konjugat bol ziskany od spolocnosti
Thermo Fisher Scientific (USA).

Pufre a reagenty: PBST premyvaci pufor (PBS s 0,05% Tween 20); bloka¢né ¢inidlo
(0,1% BSA v PBST); Tris HCI1 (0,050 M, pH 7,4); 25 mM MES, pH 6,0; 25 mM glycin v
0,01 M PBS a 0,1 M sodny fosfat (pH 7,0).

Glykonanokonjugaty: Tn antigén (a-D-GalNAc) viazany na BSA (Tn-BSA; ~ 20
glykénov na protein) bol ziskany od spolo¢nosti GLY coDiag (Francuzsko).

Protilatky: Pouzité nasledujuce primarne protilatky: protilatka proti Thomsen
Friedenreich antigénu (CD176) (Antibodies online, ABIN3025629, Nemecko); protilatka voci
sialyl-Tn antigénu (Antibodies online, ABIN2151589, Nemecko); protilatka proti sialyl-Tn
antigénu (Genetex, GTX82967, klon sTn 219). Primarna protilatka anti-Tn GOD3-2C4 (2C4),
mySia IgGlk protilatka Specifickd pre syntetické Tn antigény a Tn antigény sliznic. V
experimentoch bola ako sekundéarna protilatka pouzitd Goat anti-Mouse IgG H&L (Biotin;
ab 6788; Abcam, UK).

646



Magnetické Castice: Nanomag®-D magnetické Castice s funkénou skupinou karboxyl
(d =250 nm) a Nanomag®-D magnetické Castice s funk¢nou karboxylovou skupinou (d = 500
nm) sme obdrzali od spolo¢nosti Micromod (Nemecko). Magnetické castice s funkcénou
karboxylovou skupinou DynaBeads MyOne (d = 1000 nm) a Dynabeads M-270 s
karboxylovou kyselinou na svojom povrchu (d = 2800 nm), sme zakupili od spolo¢nosti
Thermo Fisher Scientific (USA).

SUMBA (SUspension magnetic bead-based assay) Objemy 3, 5, 10 alebo 20 uL
magnetickych castic (kazdého z pripravkov) boli pridané do jamiek ELISA platni¢ky. 100 pL
roztoku s roznymi koncentraciami anti-glykanovych protilatok (AGA) sme pridali do platnicky
a inkubovali pri izbovej teplote za mierneho miesania po dobu 1 h. Sekundarnu biotinylovanu
protilatku (0,5 mg mL ™) sme inkubovali stibeZne so streptavidinom a poly-HRP v pomere 1:1.
Platnicku sme pripevnili na magnet a nasledne premyli trikrat s 250 uL. PBST. 200 uL
sekundarnej protilatky konjugovanej s poly-HRP sme pridali do kazdej jamky a nechali
reagovat’ 1 h pri konStantnom mieSani. Po troch premytiach sme pridali 100 pL roztoku 1-Step
Ultra TMB-ELISA na vygenerovanie signalu. Reakciu sme ukoncili po 10 minutach pridanim
100 uL 1 M kyseliny sirovej. ELISA platnicku sme mieSali po dobu 5 s azmerali sme
absorbanciu pomocou multi-Mode ¢itacky (Synergy HT BioTek, Vermont, USA) pri vlnovej
dizke 450 nm. Senzitivitu sme vypogitali ako smernicu kalibracnej krivky pomocou linearneho
prisposobenia v softvéri OriginPro 2019b s kalibracnou krivkou zostavenou pre kazdy zo
Styroch objemov magnetickych Casticic a pre vSetky typy skiimanych magnetickych Castic za
pouzitia analytov o koncentracii v rozmedzi od 0,1 ng mL~! do 100 ng mL™! a kontrolou (t.].

¢istym pufrom s koncentraciou analytu 0 ng mL ™).

Vysledky a diskusia

V tejto praci sme vykonali integraciu metddy SUMBA do formatu ELISA platne s
pouzitim magnetu pre magnetickll separaciu. Glykan pritomny na povrchu BSA v podobe
glykonanokonjugatu bol kovalentne imobilizovany na magnetické Castice (MB). Modifikované
MB sme nasledne pouZzili na interakciu so vzorkou alebo Standardom obsahujucim AGA ako
nadorovy biomarker. V nasledujicom kroku sme do systému aplikovali peroxidazou
(poly-HRP) oznacenti sekundarnu anti-AGA protilatku na generovanie optického signalu.
Prvym parametrom, ktory sme optimalizovali v tejto praci, bol G¢inok zriedenia enzymu poly-
HRP na citlivost’ testu (obrazok 4 A). Optimalizaciou sme odhalili najvyssiu citlivost’ (t.. sklon
linearneho kalibrac¢nej krivky) detekcie anti-Tn protilatky pri zriedeni 1000 x, t.j.

(0,0845 £ 0,0020) mL ng''; aviak pri vy$Sej koncentracii analytu sme pozorovali tvorbu
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zrazenin ako vysledok enzymatickej premeny substratu. Zriedenie anti-Tn protilatky 5 000 x
viedlo k priaznivej citlivosti detekcie (0,0206 + 0,0029) mL ng™ bez vzniku agregatov
zabrafiujucim stanoveniu pri vlnovej dizke 450 nm. Optimélne podmienky (t. j. 5 000-nasobné
riedenie pre poly-HRP; 3 pl Dynabeads® M270) sme pouzili na skimanie Specificity detekcie
analytu (obrazok 4 B). Vysledky naznacuju vel'mi Specifickil detekciu analytu pre anti-Tn

protilatku v porovnani s inymi AGA, t.j. anti-sTn protilatkou a anti-T protilatkou.
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Riedenie poly-HRP

Obr. 4. Efekt riedenia enzymu poly-HRP na senzitivitu a detekciu anti-Tn protilatok (A) a Specificita
detekcie anti-Tn glykanovych protilatok skiimana pouZitim inych anti-sTn a aniti-T (B).

Obrazok 5A znazoriiuje zavislost Specifickej senzitivity od dvoch parametrov
magnetickych castic (velkost MB vnm ahmotnost MB vyjadrenej vmg). Zo
skonstruovaného 3D grafu v sekcii s oznaenim A vidime, Ze najlepSiu Specificka senzitivitu
sme ziskali za pouzitia najmenSieho objemu (3 pl) v kombinacii s najvacsimi MB, t. j.
2800 nm. Spravanie Castic s velkostou 250 nm bolo odlisné od zvzsnych druhov MB, pricom
najvyssiu Specifickll senzitivitu sme dosiahli pri hmotnosti ¢astic 0,10 mg. Zo ziskanych dat
sme usudili, Ze pouzitim vacSich MB je mozné dosiahnut” vysoku Specificku senzitivitu
detekcie.

Pri skiimani vplyvu hmotnosti MB na S$pecificka senzitivitu sme pozorovali vyrazny
pokles so zvySujicou sa hmotnostou MB pre tri r6zne velkosti MB, t. j. 500 nm, 1000 nm a

2800 nm (obr. 4B), pricom najvyssia hodnota pre hmotnost MB 0,03 mg bola 0,150 + 0,003
ml ng"!/mg MB.
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Obr. 5. 3D grafy zavislosti vel’kosti a hmotnosti magnetickych ¢astic (MB) od senzitivity (A) a LOD (B)
pre detekciu AGA (anti-Tn protilatok) Boli pouZité nasledujuce farby pre rozne hmotnosti MB (vyjadrené v
mg) v skaSobnom systéme: 0,03 mg (Cervend), 0,05 mg (modra), 0,10 mg (zelend) a 0,20 mg ( ).

Zaver

Predkladand praca sa zameriava na hl'adanie rieSeni stiasnych lokalnych aj globalnych
problémov v spojitosti s vyskytom onkologickych ochoreni a skima vyuzitie upravenych
magnetickych castic. Je potrebné poznamenat, Ze okrem vplyvu velkosti Castic, je nutné
venovat pozornost aj povrchovym vlastnostiam ako je rozdelenie naboja na povrchu
magnetickych castic v stvislosti sich tendenciou sa zhlukovat vplyvom elektrickych

pritazlivych a odpudivych sil, co ovplyviiuje schopnost’ biokonjugacie molekul.
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