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Uplatnenie výsledkov projektu 

Protilátky (Abs) sú ochranné glykoproteíny s vysokou afinitou a špecificita k antigénom, 
ktoré sú cudzorodými prvkami v tele, čo vedie ku konečnej eliminácii antigénu. Veľmi úzkou, 
ale zároveň dôležitou triedou sú Abs proti aberantným glykánom. Za normálneho stavu 
imunitný systém rozpoznáva cudzorodé látky, ignoruje bunky a štruktúry vlastného tela. 
Imunitný systém produkuje Abs, keď zistí, že cudzorodé látky prenikli do tela. Na druhej 
strane, anti-glykánové protilátky (AGA) sú produkované ľudským telom a namierené proti 
vlastným telesným štruktúram/biomolekulám prítomných v tkanivách a orgánoch, keď 
imunitný systém nesprávne rozpoznáva „vlastné“ štruktúry ako cudzorodé. Výsledkom 
aberantnej glykozylácie je expresia neobvyklých/neprirodzených glykánových štruktúr vo 
vnútri bunky. Imunitný systém nemá žiadnu toleranciu voči týmto štruktúram a začne 
produkovať Abs. Takéto AGA napádajú vlastné bunky, tkanivá a/alebo orgány, čím 
spôsobujú zápaly a vážne poškodenia organizmu. Na druhej strane sekrécia aberantných 
glykoforiem do krvného obehu aktivuje expresiu AGA, ktoré môžu byť aplikované na 
diagnostiku chorôb v ranom štádiu, dokonca aj v prípade, že ešte nie sú prítomné žiadne iné 
významné klinické ukazovatele. Tieto špecifické AGA sú detekovateľné už dávno predtým 
ako glykoproteíny spojené s nádorom dosahujú detegovateľnú hustotu/koncentráciu a teda 
by sa mohli použiť ako biomarkery pre rôzne typy chorôb, vrátane rakoviny pre následné 
úspešné liečenie chorôb. Úroveň AGA môže korelovať s prognózu ochorenia, mierou 
prežitia ale môže byť použitá aj na monitorovanie progresu ochorenia. Výsledky riešenia 
projektu sú aplikovateľné pri stanovení AGA (Anti-Glycan Antibodies) v ľudských krvných 
sérach vo formáte modifikovanej ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assays) s 
vysokou citlivosťou stanovenia a nízkym LOD. 
 
Súhrn výsledkov riešenia projektu a naplnenia cieľov projektu v slovenskom jazyku 
(max. 20 riadkov) 
Počas riešenia projektu sme úspešne využívali rózne nanomateriály ako GO, 2D 
nanomateriály MXénu a MoS2, hybridných magnetických častíc a magnetických častíc 
terminovaných s -COOH skupinami ako nanomateriálov. Glykány boli na povrch viazané aj 
s využitím proteínov ako nanolešenia – ľudský sérový albumín, alebo hovädzí sérový 
albumín. Rôzne povrchy a ich modifikácie sme detailne charakterizovali širokou paletou 
techník akými sú AFM, XPS, FTIR, SEM, SIMS, Ramanovou spektroskopiou, SPR, QCM, 
EIS, ampérometriou a meraním kontaktného uhla. 
V práci sme využili hybridné magnetické častice s vonkajšou zlatou škrupinou na 
štandardnú chemisorpciu tiolov na vytvorenie Au-S väzby. Týmto spôsobom je možné 
kontrolovať hustotu funkčných skupín na povrchu takýchto častíc a teda je možné následne 
kontrolovať aj hustotu ligandov na povrchu. Navyše zwiteriónové deriváty zakončené 
diazóniovou skupinou je možné elektrochemicky graftovať na elektródy, čo môže byť využité 
pri cielenej imobilizácii na preddefinované elektródy v rámci elektródového array formátu. 
Zároveň je nutné podotknúť, že diazóniové skupiny zwiteriónov je možné graftovať na 
hybridné magnetické častice bez nutnosti redox aktivácie, keďže tenká zlatá vrstva na 
povrchu týchto častíc vykazuje voľné plazmóny, využiteľné na ich spontánne graftovanie. V 
práci sme zistili, že graftovanie zwiteriónov s diazóniovými skupinami je možné s využitím 
voľných plazmónov, avšak takéto graftovanie je menej účinné v porovnaní s 
elektrochemickým graftovaním  a bolo teda použité najmä na modifikáciu elektród s využitím 
redox graftovania. Okrem toho sme použili aj klasické magnetické častice s imobilizovaným 
biokonjugátom glykán-BSA na detekciu AGA ako analytu. Tento formát analýzy je 
preferovaný, keďže je veľmi jednoduchý s možnosťou analyzovať relatívne vysoké počty 
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vzoriek. 
Meranie s využitím elektrochemických metód však nebolo jednoduché integrovať do array 
formátu. Klasická fluorescenčná microarray neposkytovala požadovanú citlivosť merania s 
nízkymi LOD, preto sme sa v práci sústredili na možnosti integrácie meracieho formátu na 
formát ELISA s využitím magnetických (nano)častíc na efektívnu separáciu analytu a 
následné zvýšenie citlivosti merania. Nižšie LOD (0,45 pM) bolo možné dosiahnuť s 
využitím polyHRP na amplifikáciu generovania optického signálu. V práci sme sa sústredili 
na možnosti využitia merania v ELISA formáte, ktorý nám umožňuje analýzu veľkého 
množstva vzoriek na jednej ELISA platničke vo formáte, ktorý je vysoko reprodukovateľný. 
Výsledky ukazujú, že ELISA formát analýzy poskytuje vysokú spoľahlivosť pri použití vzoriek 
séra, čo dokazuje recovery index 98 % – 104 % pre stanovenie AGA. Ďalšou výhodou 
metódy testu je, že platforma založená na magnetických guľôčkach je kompatibilná s 
mikrofluidnými platformami, čo vedie k vývoju diagnostických zariadení na mieste 
starostlivosti so zvýšenou selektivitou, citlivosťou a rýchlosťou analýzy. 
 
Súhrn výsledkov riešenia projektu a naplnenia cieľov projektu v anglickom jazyku 
(max. 20 riadkov) 
During the project implementation, we successfully used various nanomaterials such as GO, 
2D nanomaterials of MXene and MoS2, hybrid magnetic particles and magnetic particles 
terminated with -COOH groups as nanomaterials. Glycans were also bound to the surface 
using proteins as nanoscaffolds - human serum albumin or bovine serum albumin. We 
characterized various surfaces and their modifications in detail using a wide range of 
techniques such as AFM, XPS, FTIR, SEM, SIMS, Raman spectroscopy, SPR, QCM, EIS, 
amperometry and contact angle measurement. 
In this work, we used hybrid magnetic particles with an outer gold shell for the standard 
chemisorption of thiols to create an Au-S bond. In this way, it is possible to control the 
density of functional groups on the surface of such particles, and thus it is possible to 
subsequently control the density of ligands on the surface. In addition, zwitterionic 
derivatives terminated with a diazonium group can be electrochemically grafted onto 
electrodes, which can be used for targeted immobilization on predefined electrodes within 
the electrode array format. At the same time, it is necessary to point out that diazonium 
groups of zwitterions can be grafted onto hybrid magnetic particles without the need for 
redox activation, since the thin gold layer on the surface of these particles exhibits free 
plasmons, which can be used for their spontaneous grafting. In our work, we found that 
zwitterion grafting with diazonium groups is possible using free plasmons, but such grafting 
is less effective compared to electrochemical grafting and was therefore mainly used to 
modify electrodes using redox grafting. In addition, we also used classical magnetic particles 
with an immobilized glycan-BSA bioconjugate to detect AGA as an analyte. This analysis 
format is preferred as it is very simple with the ability to analyze relatively high numbers of 
samples. 
However, the measurement using electrochemical methods was not easy to integrate into 
the array format. The classic fluorescent microarray did not provide the required 
measurement sensitivity with low LOD, so in this work we focused on the possibilities of 
integrating the measurement format into the ELISA format using magnetic (nano)particles 
for efficient separation of the analyte and subsequent increase in measurement sensitivity. A 
lower LOD (0.45 pM) could be achieved using polyHRP to amplify optical signal generation. 
In our work, we focused on the possibility of using the measurement in the ELISA format, 
which allows us to analyze a large number of samples on one ELISA plate in a format that is 
highly reproducible. The results show that the ELISA format of the analysis provides high 
reliability when using serum samples, as evidenced by a recovery index of 98% - 104% for 
the determination of AGA. Another advantage of the assay method is that the magnetic 
bead-based platform is compatible with microfluidic platforms, leading to the development of 
point-of-care diagnostic devices with increased selectivity, sensitivity and speed of analysis. 
 


