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Predkladané feseni se tyka zptisobu stanoveni pfitomnosti
analytu, ktery je vybrany ze skupiny sestavajici z
protilatky antigenu, v kapalném vzorku, ktery obsahuje
kroky: (i) stanovi se hodnota elektrochemického
parametru, vybraného z odporu, impedance, napéti a
proudu, roztoku redoxni latky, kterd ma opacny naboj nez
stanoveny analyt; (ii) povrch pracovni elektrody
obsahujici imobilizované ¢astice pro afinitni interakci s
analytem se inkubuje se vzorkem, pti¢emz v ptipad¢, ze
vzorek obsahuje stanovovany analyt, se tento analyt
navaze na imobilizované ¢astice na povrchu elektrody za
vzniku imobilizovaného komplexu analyt-imobilizovana
Castice na povrchu elektrody; (iii) pracovni elektroda s
imobilizovanym komplexem analyt-imobilizovana
c¢astice se uvede do kontaktu s roztokem redoxni latky,
ktera ma opacny néboj nez stanovovany analyt; (iv) zméfi
se elektrochemicky parametr na rozhrani povrchu
pracovni elektrody a roztoku redoxni latky ve vztahu k
dopliikové elektrodé pritomné v kapalném vzorku; (v) z
nameéiené hodnoty elektrochemického parametru se
vyhodnoti jeho zména oproti hodnoté stanovené v kroku
(i), pticemz plati, ze pfitomnost analytu ve vzorku vede k
poklesu hodnoty odporu, impedance, napéti, a k nartstu
proudu na rozhrani povrchu elektrody a roztoku redoxni
latky; ze zmény elektrochemického parametru se
kvalitativné a/nebo semikvantitativné a/nebo
kvantitativné stanovi pfitomnost analytu v kapalném
vzorku.
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Zpusob stanoveni pritomnosti analytu v kapalném vzorku a jeho pouziti

Oblast techniky

Predkladany vynalez se tyka zpiisobu stanoveni, pfitomnosti analytu v kapalném vzorku a jeho
pouziti zejména pro stanoveni bakterialnich antigenti ¢i odpovidajicich protilatek v télnich
tekutinach testovanych jedinct s podezfenim na onemocnéni, napf. stanoveni protilatek proti
bakteriim kmene Borelia sp. v krevnim séru.

Dosavadni stav techniky

VétsSina soucasnych komer¢nich imunosenzorti vychdzi z imunochemickych testi na bazi
lateralniho toku (lateral flow imunoassay, LFIA) s vizudlni ¢i optickou detekci. Elektrochemické
metody detekce pro imunosenzory nejsou rozsirené.

Ditive byly afinitni elektrochemické imunosenzory zalozeny na znaceni jednoho z interagujicich
partneri dvojice antigen—protilatka. Jakozto znacky mohly byt pouzity enzymy ¢i jiné redoxni
latky, napt. ferrocen (Okochi, Ohta, Tanaka, Matsunaga, Biotechnol Bioeng 90 (2005) 14).
Dnesni pfistupy nejcastéji vyuzivaji sledovani zmény elektrochemické impedance senzoru v
zavislosti na prob¢hlé afinitni interakci rekognicni slozky s analytem.

Afinitni interakce sledované pomoci elektrochemické impedance vyuzivaji vznik komplexu mezi
riznymi molekulami. Mohou to byt interakce napi. mezi aptamery a adenosinem (Zayats, Huang,
Gill, Ma, Willner, ] Am Chem Soc 128 (2006) 13666) nebo protilatkami a antigeny (Susmel,
Guilbault, O'Sullivan, Bosens Bioelectron 18 (2003) 881). Susmel a spol. méfili pokles difuzniho
koeficientu redoxni proby pti zachyceni bakterii (potravinovych patogenil) na povrch elektrody.

Na povrchu biosenzori zaloZzenych na imunoafinitnich interakcich dochazi k nartstu hmoty,
proto je nejcastéjsi variantou detekce méfeni nartistu impedance (mira odporu prostupu nabitych
latek skrz tuto vrstvu biomolekul). Méfeni nardstu impedance bylo pouzito také pii detekci
bakterii kmene Salmonella sp. (Kim, Moon, Hahm, Morgan, Bhunia, Om, Food Sci Biotechnol
18 (2009) 89) ¢i Escherichia coli (Yang, Li, Erf, Anal Chem 76 (2004) 1107, Maalouf, Fournier—
Wirth, Coste, Chebib, Sailkali, Vittori, Errachid, Cloarec, Claude Martelet, Jaffrezic—Renault,
Anal Chem 79 (2007) 4879). Stanoveni Escherichia coli bylo zaloZeno na vysrazeni nevodivé
vrstvy, pficemz mnozstvi precipitatu stiniciho elektroaktivni povrch bylo ptfimo imérné mnozstvi
navazané bakterie (Ruan, Zang, Li, Anal Chem 74 (2002) 4814). Signal — narist impedance — byl
tak zesilen.

Nanomaterialy pro afinitni diagnostiku jsou velmi rozsifené (Wang, Analyst 130 (2005) 421), ale
pouzivaji se predev§im jako znacky pro zesileni signalu (Wan, Su, Zhu, Liu, Fan, Biosens
Bioelectron 47 (2013) 1; Mwilu, Aluoch, Miller, Wong, Sadik, Fatah, Arcilesi, Anal Chem 81
(2009) 7561).

Principem impedan¢niho stanoveni imunoreakci ze stavu techniky je blokace ¢i "zaizolovéani"
povrchu elektrody pii detekéni reakci mezi specificky modifikovanou elektrodou a analytem.
Prostup redoxni znacky skrz modifikaéni vrstvu na povrchu detekéni elektrody je snizen
vytvofenym afinitnim parem (napf. protilatka—antigen, receptor-ligand ¢i jinou kombinaci
komplementarnich biomolekul), ¢imz dojde k tzv. diftzni limitaci velikosti faradaického proudu
generovaného elektrochemickou reakci redoxni znacky na elektrod€ (snizi se prostup redoxni
znacky proteinovou/modifika¢ni vrstvou na elektrod€). V nekterych pripadech se tento princip
zesiluje pomoci ridznych prostfedki. Mohou to byt membrany, napf. vytvorené pomoci
aluminiové matrice (Koh, Agarwal, Cheow, Toh, Electrochim Acta 53 (2007) 803), kdy detek¢ni
princip vyuzival blokaci poru, jehoz stény byly modifikovany jednim z partnerd imunoreakce.
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Pro elektrochemickd méfeni byly pouzity litograficky ptipravené elektrody s naslednou
galvanizaci predev§im pro bézny zplsob méfeni v nastaveni: Au pracovni, resp. pomocna
elektroda a Ag referenéni elektroda (La Belle, Shah, Reed, Nandakumar, Alford, Wilson,
Nickerson, Joshi, Electroanalysis 21 (2009) 2267; La Belle, Gerlach, Svarovsky, Joshi, Anal.
Chem. 79 (2007) 6959; Bhavsar, Fairchild, Alonas, Bishop, La Belle, Sweeney, Alford, Joshi,
Biosensor. Bioelectron. 25 (2009) 506). Elektrochemické méteni pak bylo provadéno obvyklym
zpisobem, kdy se na pracovni elektrodé nastavuje potencidl proti hodnot€ potencidlu referencni
elektrody. Nejcastéji pouzité mefici elektrochemické metody jsou impedancni a voltametricka
méfeni.

Nemoc lymska borelioza je zpisobena infekci bakterii kmene Borrelia sp. V Evropé je
prevazujici infekce druhy B. afzelii a B. garinii a v Severni Americe je to B. burgdorferi. Tato
bakterialni infekce je v soucasné dob& nejéastéji diagnostikovana pomoci metody ELISA, kdy
Cas pro diagnozu je nékolik hodin. Piesné€jsimi metodami jsou Western blot ¢i PCR, kde
minimalni ¢as pro diagnézu je 14-ti hodinova analyza. V tomto Casovém useku vSak neni
zohlednéno odebrani vzorku, transport, zpracovani vzorku, dale komunikace a interpretace
vysledkd. Jelikoz se stanoveni provadi pouze ve specializovanych laboratofich, udava se doba
jedné analyzy minimalné 3 dny. I pfes existujici diagnosticky systém pro odhaleni infekce
bakteriemi kmene Borelia sp. chybi moznost rychlého a levného stanoveni v domacich
podminkach nebo u praktického lékare, ke kterému by nebylo zapotiebi analyzovat vzorek ve
specialn¢ vybavené laboratofi.

Zdlouhavost, komplikovanost a financni naroc¢nost stanoveni analytu, zejména protilatek proti
lymské borelioze, dle stavu techniky teSi ptfedklddany vynalez, ktery umoziuje udélat si
predbézny screening u Iékate nebo doma (pfi podezreni na infekci, napt. v prvotni fazi imunitni
odpoveédi organismu po piisati infikovaného klistéte ¢i postipani hmyzem), ktery doposud na trhu
chybi.

Podstata vynalezu

Predmétem predkladaného vynalezu je zplisob stanoveni ptitomnosti analytu v kapalném vzorku,
ktery obsahuje nasledujici kroky:

(i) stanovi se hodnota elektrochemického parametru, vybraného ze skupiny sestavajici z
odporu, impedance, napéti a proudu, systému, tvofeného povrchem pracovni elektrody,
obsahujici imobilizované ¢astice pro afinitni interakci s analytem, ponofené v roztoku redoxni
latky, ktera méa opacny naboj nez stanovovany analyt, pfi¢emz rozpoustédlem redoxni latky je s
vyhodou voda, vodny roztok pufru, s vihodou o pH 4 az 9, nebo fyziologicky roztok, a pficemz s
vyhodou je koncentrace redoxni latky v roztoku v rozmezi od 1 ['M do 1 M, s vyhodou od 1 do
20 mM; ptipadn€é se povrch pracovni elektrody omyje, s vyhodou destilovanou vodou nebo
fyziologickym roztokem, a nasledné se zbavi prebytecné kapaliny;

(if) povrch pracovni elektrody obsahujici imobilizované ¢astice pro afinitni interakci s analytem,
vybrané ze skupiny sestavajici z protilatky a antigenu, pfiCemz pokud je imobilizovanou castici
protilatka, je analytem antigen a vice versa, se inkubuje s kapalnym vzorkem, pficemz v ptipadé,
7ze vzorek obsahuje stanovovany analyt, se tento analyt navaze na imobilizované Castice, s
vyhodou antigen nebo protilatku, na povrchu elektrody za vzniku afinitniho komplexu analyt—
imobilizovand ¢astice na povrchu elektrody; doba inkubace je s vyhodou v rozmezi od 5 do 120
minut pii teplot¢ od 10 do 40 °C a pH 4 az 9, pfipadné se povrch pracovni elektrody s
imobilizovanym afinitnim komplexem analyt—imobilizovana ¢astice omyje, s vyhodou
destilovanou vodou nebo fyziologickym roztokem a nasledn¢ se zbavi piebytecné kapaliny;

(iii) pracovni elektroda s imobilizovanym afinitnim komplexem analyt-imobilizovana castice se
uvede do kontaktu se stejné koncentrovanym roztokem téze redoxni latky jako v kroku (i), ktera
ma opacny naboj nez stanovovany analyt, pficemz rozpoustédlem redoxni latky je s vyhodou
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voda, vodny roztok pufru, s vyhodou o pH 4 az 9, nebo fyziologicky roztok, pficemz koncentrace
redoxni latky v roztoku je v rozmezi od 1 1 'M do 1 M, s vyhodou od 1 do 20 mM,;

(iv) stanovi se hodnota elektrochemického parametru, vybraného ze stejnosmérného proudu,
stejnosmerného napéti, odporu, stiidavého proudu, stiidavého napéti, impedance, na rozhrani
povrchu pracovni elektrody a roztoku redoxni latky ve vztahu k doplikové elektrodé pfitomné v
kapalném vzorku, pfi¢emz redoxni latka ma opacny naboj nez stanovovany analyt, s vyhodou je
méfenym elektrochemickym parametrem elektricky proud nebo napéti, ze kterych se nasledné
stanovi impedance systému;

(v) z hodnoty stanoveného elektrochemického parametru v kroku iv) se uréi zména
elektrochemického parametru vici elektrochemickému parametru roztoku redoxni latky
stanovenému v kroku 1), pficemz plati, ze pfitomnost analytu ve vzorku vede k poklesu odporu,
impedance a napéti, a k nartstu proudu. Ze zmény elektrochemického parametru, s vyhodou
impedance, se kvalitativné a/nebo semikvantitativné a/nebo kvantitativné stanovi pfitomnost
analytu v kapalném vzorku.

Uvedenym zptisobem lze stanovit analyt v rozmezi koncentraci v kapalném vzorku od jednotek
ng/ml do jednotek mg/ml.

Pro stanoveni elektrochemického parametru Ize pouzit metody potenciometrie, voltametrie,
amperometrie nebo biamperometrie, s vyhodou biamperometrie, a jim piislusné elektrodové
uspoiadani. Odbornik znaly oboru by byl bez vynaloZeni vynalezecké Cinnosti schopen ur€it
vhodné elektrodové usporadani, typy a pocet elektrod.

S vyhodou se kapalny vzorek nakapne piimo na pracovni elektrodu, v piipad¢€ biamperometrie na
elektrodovy systém, a méteni probihd v nakdpnutém vzorku. Tentyz vzorek se nakdpne rovnéz na
dopliikovou/referencni elektrodu, aby byly elektrody vodiveé spojeny meéfenym vzorkem. Snizuje
se tim instrumentalni narocnost tohoto zplsobu stanoveni i chyba méfeni, kterd by mohla
vzniknout napf. pfi prevadéni vzorku do meéfici nddoby, oplachu elektrody apod. Kapalnym
vzorkem se rozumi napt. vzorek krevniho séra nebo krve subjektu.

Optimalni (nejcitlivejsi) detekéni technikou je stanoveni zmény impedance pracovni elektrody ¢i
v piipadé biamperometrie elektrodového systému v roztoku redoxni znacky pied a po inkubaci s
kapalnym vzorkem. Nejvyhodnéjsi je méfeni impedance pii nizSich hodnotach frekvence
(nejcastéji v rozmezi do 1000 Hz), kdy se uplatituje jak vliv analytu na stfidavou, tak i na
stejnosmernou slozku budiciho signalu, resp. stanovované impedance. Méfeni probiha tak, ze se
mezi dvé elektrody v roztoku vlozi stfidavé napéti a méti se prosly proud — velikost a jeho fazové
posunuti proti vlozenému napéti, z ¢ehoz se nasledné dopocita hodnota impedance. M¢&ii se
vystupni signal, resp. impedance, ¢imz se rozumi vliv reakce imobilizované ¢astice s analytem na
budici signal. Stfidava slozka budiciho signalu je ovlivnéna obousmérnym pohybem iontl
smérem k elektrodé a od elektrody; stejnosmérna slozka je ovlivnéna jednosmérnym tokem ionti
k elektrodé nebo od elektrody. Jako detekéni elektrochemickou metodu 1ze pouzit rovnéz jiné nez
impedancni techniky, jako napf. rtizné voltametrické ¢i amperometrické metody sledujici
prachodnost iontli modifikacni vrstvou nebo zmény napéti generované ne/pfitomnosti nabitych
protilatek.

Dalsi moznosti méteni je také zptisob, kdy se vzorek nanese na elektrodovy systém, kde je
pfitomna imobilizovana ¢astice (komplementarni partner imunoreakce) a sou¢asné i redoxni latka
v pevné form¢. Tento elektrodovy systém (pii pouziti biamperometrie) nebo pracovni elektroda
(pti pouziti ostatnich vySe uvedenych metod stanoveni) se pfipravi tak, Ze se pracovni elektroda,
ptipadné elektrodovy systém, obsahujici imobilizované ¢astice pro afinitni reakci s analytem,
uvede do Kontaktu s roztokem redoxni latky a stanovi se elektrochemicky parametr (krok i)).
Nasledn¢ se pracovni elektroda / elektrodovy systém ponechd na vzduchu zaschnout, ¢imz dojde
k adsorpci redoxni latky na povrch pracovni elektrody / elektrodového systému. Pfidavkem
kapalného vzorku s analytem dojde soucasné k interakci analytu s modifikovanym povrchem
(krok ii)) a k rozpusténi redoxni latky (krok iii)), v jejimz roztoku poté prob&hne méteni
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elektrochemické veli¢iny. Jelikoz dojde ke zméné elektrochemického parametru povrchu
pracovni elektrody / elektrodového systému navdzanim analytu, dojde soucasné i ke zméné
signalu redoxni latky, z ¢ehoz lze v nasledujicich krocich iv) a v) stanovit pfitomnost a ptipadné
rovnéz koncentraci analytu ve vzorku. Cela procedura stanoveni je tak uskutecnéna bez potreby
oplachu elektrody a vysledek je znam v minimalnim ¢ase po odbéru vzorku. Aby byla dodrzena
podminka stejné koncentrace redoxni latky v kroku (i) a kroku (iii), musi byt objem vzorku, ktery
se nakapne na elektrodovy systém v kroku (ii), stejny jako objem roztoku redoxni latky v kroku
(1), ktery byl po zméteni elektrochemického parametru ponechan zaschnout na elektrodovém
systému. Napiiklad pokud bylo v kroku (i) nakdpnuto na elektrodu / elektrodovy systém 5 uf
roztoku redoxni latky znamé koncentrace, byla zméfena elektrochemicka veli¢ina a kapka se
nasledné vysusila (¢imz doslo k adsorpci redoxni latky na povrch elektrody), musi se pro vlastni
meéteni nakdpnout na elektrodu rovnéz 5 [l kapalného vzorku. Tim vznikne stejnd koncentrace
redoxni latky v kapalném vzorku, potencialné obsahujicim stanovovany analyt.

Ve vyhodném provedeni je imobilizovanou castici pro afinitni interakci s analytem na povrchu
pracovni elektrody celobunéény antigen bakterie kmene Borrelia sp. a analytem je protilatka
proti bakteriim kmene Borrelia sp.

V jednom provedeni je redoxni latkou zaporn€ nabity hexakyanozeleznatan draselny a
hexakyanozelezitan draselny. Je mozné pouzit i jiné typy redoxaktivnich latek prednostné
nesouci kladny ¢i zaporny naboj. Mezi latky skladnym nabojem patfi napt.
hexaaminruthenium(I1/111) chlorid, kobaltocen, ferrocen ¢i aminoferocen, latky se zapornym
nabojem napt. /15~ ¢i ferocenkarboxylova kyselina.

V jednom provedeni méfeni elektrochemického parametru pro stanoveni impedance na rozhrani
povrchu pracovni elektrody a roztoku redoxni latky ve vztahu k doplitkové elektrodé pritomné v
kapalném vzorku v kroku (iv) je méfeni elektrického proudu a/nebo elektrického napéti pomoci

amperometrie, biamperometrie, potenciometrie a/nebo voltametrie, nejvyhodnéjsi je pouziti
biamperometrie.

S vyhodou méfeni elektrického proudu a/nebo elektrického napéti probéhne pfi hodnotach
frekvence stfidavého proudu/napéti v rozmezi od jednotek Hz do stovek kHz. Vyhodné je omezit
méfeni na jednu ¢i dvé frekvence, ¢imz se vyrazné zjednodusi, zrychli a zlevni celé stanoveni,
coz je vhodné zejména pro nizkonakladové detekce.

Ve vyhodném provedeni probéhne meétfeni elektrochemického parametru v kroku (iv)
biamperometrickou metodou za pouziti dvou stejnych pracovnich elektrod s imobilizovanymi
Casticemi pro afinitni interakci s analytem. V pfipad¢ pouziti biamperometrie jsou pracovni
elektrody modifikovany stejné (stejny povrch o stejné velikosti je i stejné modifikovany —
potencial mezi témito elektrodami je tudiz nulovy), tudiz maji stejné elektrochemické vlastnosti a
méfeni mize probihat pfi vlozeném nulovém potencialu, coz zjednoduSuje analyzu. DalSim
faktorem zvyhodfiujicim pouzité méfici uspotradani je fakt, ze bez pouZiti biamperometrie, kdy je
impedanéni méfeni (vloZeni stfidavého budiciho signalu o amplitudé 5 az 10 mV) provadéno pti
nulovém offsetu stejnosmérné slozky napé€ti, by nebylo mozné métit malé rozdily ve zméné
rozloZeni naboje na rozhrani elektroda/roztok. Pfi méteni v klasickém usporadani s pracovni a
referencni elektrodou je vlozen bud’ potencial vhodny pro métfeni redoxniho mediatoru, ¢imz se
systém vychyli z rovnovahy vzhledem k potencidlovému rozdilu systému dvou elektrod
vlozenych do roztoku (elektroda/roztok-roztok/elektroda), nebo v druhém piipadé, kdy systém
neni vychylen vzhledem k rozdilu potencidlu elektroda/roztok—roztok/elektroda, je systém
vychylen vzhledem k redoxnimu potencidlu redoxniho paru mediatoru. Tyto rozdily v
aplikovaném potencialu offsetu pii méfeni biamparometrii nenastavaji.

Pracovni elektrodou pro detekci analytu v kapalném vzorku je s vyhodou elektroda vybrana ze
skupiny zahrnujici kovovou a uhlikovou elektrodu, s vyhodou je elektroda vybrana ze skupiny
obsahujici médénou, stfibrnou, platinovou, zlatou, nerezovou a kompozitni uhlikovou elektrodu,
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a na povrchu obsahuje imobilizované ¢astice pro afinitni interakci s analytem, s vyhodou jsou
imobilizovanymi ¢ésticemi antigen nebo protilatka. S vyhodou lze pracovni elektrodu pfipravit
sitotiskem nebo fotolitograficky dle obecné znamych postupti (patent 291411 a La Belle,
Gerlach, Svarovsky, Joshi, Analytical Chemistry 79 (2007) 6959). Imobilizované ¢astice pro
interakci s analytem jsou navadzané, s vyhodou kovalentn€é, na polymerni vrstvé nesouci
aktivovatelné funkcéni skupiny. Tato polymerni vrstva je adherovana na povrchu pracovni
elektrody. Polymerni vrstvou mize byt napiiklad poly—L—lysin, polyallylamin, polyethylenimin,
chitosan, polyakrylové kyselina a jiné.

Ve vyhodném provedeni je pracovni elektrodou pro detekci analytu v kapalném vzorku kovova
nebo uhlikova elektroda, ktera na svém povrchu obsahuje adsorbovany poly—L-lysin a/nebo
polyallylamin a/nebo polyethylenimin, ke kterému jsou kovalentné navazany castice pro afinitni
interakci s analytem, s vyhodou antigen nebo protilatka. Nejvyhodnéji je pracovni elektroda zlata
nebo platinova, potazena vrstvou poly—L—lysinu o tloustce 20 az 50 nm (Colville, Tompkins,
Rutenberg, Jericho, Langmuir 2010 26 (4), 2639) s kovalentné¢ navazanym celobunéénym
antigenem bakterie kmene Borrelia sp.

Zpisob ptipravy pracovni elektrody pro detekci analytu v kapalném vzorku zpisobem podle
predkladaného vynalezu obsahuje nasledujici kroky:

(i) kovova nebo uhlikova elektroda se inkubuje s kladn€ nabitym polymernim nosi¢em nesoucim
volné/konjugovatelné aminoskupiny (tj. polymerni nosi¢ se vyznacuje takovym zastoupeni
aminoskupin ve své struktufe, Zze ma celkovy naboj kladny pti fyziologickém pH, coZ znamena,
7e hodnota pi takovéhoto nosi¢e je nad hodnotou pH 7,4), zejména s poly—L—lysinem a/nebo
polyallylaminem a/nebo polyethyleniminem, s vyhodou o molekulové hmotnosti od 30 do 70
kDa, po dobu alespoii 30 minut; nasledné se oplachne vodou ¢i pufrem, pfipadné se piebytek
oplachovaciho roztoku odfoukne v proudu stlaceného vzduchu.

(ii) vysledna elektroda potazena vrstvou kladné nabitého polymerniho nosic¢e obsahujiciho volné
aminoskupiny, s vyhodou potazena vrstvou poly—L-lysinu a/nebo polyallylaminu a/nebo
polyethyleniminu, se inkubuje s roztokem nizkomolekularni latky o molekulové hmotnosti do
1000 kDa, nesouci alespon dvé karboxylové skupiny, z nichz alespon jedna je aktivovana pro
konjugaci s aminoskupinami polymerniho nosice, s vyhodou je touto nizkomolekularni latkou
kyselina citronova s EDC/NHS aktivovanou alespon jednou COOH skupinou, po dobu alespoi
15 minut za vzniku karboxylem modifikovaného povrchu ve formé monovrstvy, karboxylové
skupiny pro vazbu k poly—L-lysinu a/nebo polyallylaminu a/nebo polyethyleniminu se aktivuji
pomoci karbodiimidu, s vyhodou EDC (1-ethyl-3—(3—dimethylaminopropyl) karbodiimid), za
vzniku kovalentni vazby mezi karboxylovou skupinou nizkomolekularni latky nesouci alespon
dvé karboxylové skupiny a aminovou skupinou poly—L-lysinu a/nebo polyallylaminu a/nebo
polyethyleniminu.

(iii) pro vazbu k &asticim pro afinitni interakci se zbyvajici volné karboxylové skupiny na
povrchu elektrody aktivuji pomoci Kkarbodiimidu, s vyhodou EDC (1-ethyl-3—(3—
dimethylaminopropyl)karbodiimid), a N-hydroxysukcinimidu po dobu alespoii 20 minut za
vzniku aktivnich esterd na povrchu polymerni (s vyhodou poly—L-lysinové) vrstvy;

(iv) castice pro afinitni interakci s analytem reaguji s N-hydroxysukcinimidem aktivovanymi
karboxylovymi skupinami na povrchu polymerniho nosice béhem alespoil 30 minut inkubace za
vzniku Kkovalentni vazby mezi polymernim nosi¢em, kterym je potazen povrch elektrody, a
¢astici pro afinitni reakci s analytem.

S vyhodou je kladné nabitym polymernim nosi¢em poly—L-lysin, nizkomolekularni latkou
nesouci alespon dvé karboxylové skupiny je kyselina citronova a ¢astici pro afinitni reakci s
analytem je celobuné¢ny antigen bakterie kmene Borrelia sp.

Elektrodu lze vyrobit s vynaloZenim jen nizkych ndkladd pouzitim metody sitotisku (vyroba
sitotiskovych elektrod) nebo fotolitografickych metod (metoda tvorby desek plosnych spoji).
Litograficky generované tvary (nejCastéji meédéné) pak mohou byt modifikovany, napf.
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galvanickym pokovenim, kdy jako materialy vyluCované na litograficky generované médéné
struktury jsou pouzity nejcastéji uslechtilé kovy jako zlato, platina, stfibro, paladium ¢i jejich
kombinace (smés ¢i rizné pokryti riznych elektrod). Pouzity mohou byt i elektrody vyrobené
jinym zptisobem (napt. pastové uhlikové). Diky nizkym ndkladim je mozné celou elektrodu
pouzit pouze pro jediné méfeni, odpada tak problém s infekEnosti vzorku.

Vystupni signal mize byt zobrazeny na obrazovce ptipojen¢ho pocitace, integrovaného displeje
nebo formou signalizace svitu svétlo emitujici diody pii nastavené urcité hrani¢ni hodnoté
signdlu. Pfi nastaveni hrani¢ni hodnoty signalu mezi pozitivni a negativni hodnotou analytu ve
vzorku lze signalizaci zjednodusit na pouhy svit LED — napf. negativni signal — sviti zelena
barva, pozitivni signal — sviti Cervend barva.

Ridici jednotkou miize byt napiiklad mobilni telefon, ktery slouzi jako napéjeci zdroj a/nebo jako
meéfici piistroj pro méfeni a zobrazovani signalu impedance, popfipadé prostiednictvim
vestavéného modulu fotoaparatu kvantitativné odecist intenzitu svitu indikacni svételné diody.

Predmétem piredkladaného vynalezu je dale pouziti zplisobu stanoveni pfitomnosti analytu v
kapalném vzorku podle ptedkladaného vynalezu pro kvalitativni a/nebo kvantitativni a/nebo
semikvantitativni detekci pfitomnosti protilatky a/nebo antigenu a/nebo bakterii v kapalném
vzorku.

Ve vyhodném provedeni je pouziti pro detekci ptitomnosti protilatek proti bakteriim kmene
Borrelia sp. v kapalném vzorku.

Predkladany vynalez umoziuje rychlé stanoveni analytu v kapalném vzorku prostiednictvim
afinitni interakce mezi specificky modifikovanym povrchem elektrody a detekovanou latkou,
analytem. Principem je detekce imunoafinitni interakce, kdy vazba naptiklad protilatky na
antigenem modifikovany povrch zplsobi pokles impedance v prostiedi negativné nabité redoxni
latky, ptfi¢emz mira poklesu impedance odpovida mnozstvi navazaného analytu (napf. protilatky)
na povrch elektrody, resp. koncentraci protilatky ve vzorku. Podminkou pro spravnou funkci je
kombinace opacné nabité redoxni znacky a analytu vazajiciho se na detekéni povrch, napf.
zaporn¢ nabitd redoxni znacky a pozitivné nabity analyt (protein) za daného pH (napf. za
fyziologického pH 7,4 nebo nizsiho pH).

Tento princip stanoveni je odlisny od stavu techniky, kde pfi detekci imunoafinitnich interakci
dochazi k nardstu impedance pfi navazani proteinu na povrch - vrstva proteinu zptisobi sniZeni
propustnosti modifikacni vrstvy elektrody prostupujicim latkam, coz ma za nasledek zvySeni
odporu pfenosu hmoty a tim i nartist odporu/impedance.

Zpisob stanoveni pfitomnosti analytu v kapalném vzorku podle predkladaného vynalezu je
proveden metodou pifimého stanoveni (neni pouzit méfici ptistup kompetice apod.) a méfeni je
provedeno bez pouziti znacky (ve smyslu znacky jakozto signalni molekuly konjugované s
jednim partnerem z detek¢ni afinitni interakce).

Objasnéni vykresa

Obr. 1: Blokové schéma impedanc¢niho analyzatoru sestavajici z pocitace 1, USB prevodniku 2,
mikrokontroléru 3, zesilovace 4, senzoru 5, I/U pievodniku 6 a uzivatelského rozhrani 7.

Vztahova znacka 8 oznacuje vlastni impedancni analyzator.

Obr. 2: Stanoveni analytu, anti-HSA protilatek (HSA, lidsky sérova albumin), v prostredi
1 mg/ml balastniho proteinu BSA (hovézi sérovy albumin) ovéfenou metodou. Znazornéni
hodnot realné slozky impedance métené pii frekvenci 2 Hz, amplituda 10 mV v prostfedi 5 mM
ferri/ferrokyanidu.
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Obr. 3: Priklad zmény realné slozky elektrochemické impedance pro negativni a pozitivni vzorek
ptitomnosti anti—Borelie protildtek v krevnim séru. Zobrazena je redlna slozka impedance pro
celé proméfované frekvenéni spektrum 6 stejnych litograficky pripravenych elektrod — elektrody
se stejnymi vychozimi vlastnostmi. Tti byly inkubovany s pozitivnim a tfi byly inkubovany s
negativnim vzorkem krevniho séra.

Priklady uskuteénéni vynalezu

Ptiklad 1: Konstrukce elektrody, zapojeni mériciho pristroje a stanoveni koncentrace modelového
analytu protilatky anti-HSA ve vzorku

Meéfeni impedance je mozné uskutecnit jakymkoli méficim pfistrojem vhodnym pro méfeni
impedance. S vyhodou Ize pouzit miniaturizovany impedanc¢ni analyzator (blokové schéma na
obr. 1).

Modifikace elektrod byla provedena kombinaci poly—L-lysinu s naslednou vazbou antigenu
(lidsky sérovy albumin, HSA) skrze citrat aktivovany EDC (karbodiimid). Takto modifikovany
povrch byl nasledné inkubovan se vzorkem analytu (anti-HSA protilatky). Nakonec byla
elektroda ponofena do roztoku redoxni latky (ferri/ferrokyanid) a byla zméfena jeji
elektrochemicka impedance v tomto roztoku. Ze zmén impedance byla stanovena koncentrace
analytu (anti-HSA) ve vzorku. S klesajici impedanci roste koncentrace protilatky ve vzorku (obr.
2).

Detailni popis metodiky:

— Elektrody byly pokryty vrstvou poly—L—lysinu po 30 min inkubaci v roztoku 50 [1g/ml poly—
L-lysin, 50 mM PBS pH 7,4 (30 az 70 kDa).

— Aktivace povrchu pomoci 50 mM kyseliny citronové s 150 mM EDC/NHS v prostiedi
500 mM MES pufru pH 5,6 po dobu 30 min. Aktivované molekuly s karboxylovymi skupinami
umozni naslednou vazbu molekul proteinu.

— Bezprostredné po predchozim kroku inkubace 60 min s 1 mg/ml HSA/100 mM MES pH 5,6,
ttepano 150 rpm. Timto dojde k navazani proteinu na povrch elektrod.

— 30 az 45 min inkubace s protilatkou anti-HSA v prostiedi 1 mg/ml BSA, 50 mM PBS pH 7.4,
tiepano 150 rpm, 4 (11

— Kazdy krok je nasledovan oplachem destilovanou vodou a osuseni v proudu stlaceného
vzduchu.

— Méfeni impedance elektrod v prostiedi 2,5 mM ferrikyanidu a 2,5 mM ferrokyanidu v 50 mM
PBS pufru, pH 7,4.

Na obr. 2 je znazornéno stanoveni tfech koncentraci anti-HSA (0, 50, 200 "Ig/ml) v roztoku
proteinu BSA (hovézi sérovy albumin) o koncentraci 1 mg/ml, ktery pfedstavuje velké mnozstvi
balastnich specificky neinteragujicich proteinti pfitomnych v realnych vzorcich, tzn. signal
pozadi vzorku. Kazda hodnota koncentrace byla stanovena ve ctyfech opakovéanich — kazda
hodnota pfedstavuje jeden separatni elektrodovy systém modifikovany a méteny dle popisu
metodiky.

Priklad 2: Stanoveni koncentrace protilatky anti-Borrelie ve vzorku

Stejnym zpisobem jako v Piikladu 1 bylo stanoveno mnozstvi (pfitomnost) anti—Borelie
protilatek ve vzorku krevniho séra. V tomto piipad¢€ se postupovalo stejné jako v Ptikladu 1, jen
misto proteinu HSA se navazal celobunécny antigen Borrelie (koncentrace 0,1 mg/ml v 100 mM
MES pufru o pH 5,6). Po modifikaci antigenem je elektroda inkubovana se ziedénym vzorkem
séra, které potencionalné¢ obsahuje anti—Borrelia protilatky. Ze zmén impedance métenych v
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roztoku ferri/ferrokyanidu lze stanovit pfitomnost té€chto protilatek v séru (obr. 3). Dva vzorky
lidskych sér (jeden pozitivni, druhy negativni z pohledu pfitomnosti anti—-Borelie protilatek) byly
méfeny Sesti riznymi elektrodovymi systémy pfipravenymi dle popisu. Kfivky v obr. 3 jsou
zaznamy meéteni impedance jednotlivych elektrod pfi riznych frekvencich (rozpéti od 2 Hz do
100 000 Hz). Data jsou ve formé Nyquistova grafu. Pozitivni vzorek obsahuje 3,04 IP protilatek,
coz je mnozstvi protilatek vyjadienych v indexu pozitivity stanovené metodou ELISA (index
pozitivity je pomér optické denzity vzorku k optické denzité hrani¢ni kontroly). Negativni sérum
neobsahuje zadné protilatky anti—Borelie.

Prumyslova vyuzitelnost

Vynélez je zejména vhodny k rychlému a levnému stanoveni bakteridlnich antigenti ¢i
odpovidajicich protilatek v télnich tekutinach testovanych jedincti s podezienim na onemocnéni,
napf. stanoveni protilatek proti bakteriim kmene Borelia sp. v krevnim séru. Vynalez lze pouzit
pro jakékoli serologicka stanoveni — stanovuji se protilatky vytvarené proti patogenu, toxinu ¢i
jiné cizorodé latce.

PATENTOVE NAROKY

1. Zpusob stanoveni piitomnosti analytu v kapalném vzorku, vyznaceny tim, Ze obsahuje
nasledujici kroky:

(i) stanovi se hodnota elektrochemického parametru, vybraného ze skupiny sestavajici z odporu,
impedance, napéti a proudu, roztoku redoxni latky, kterda ma opacny ndboj nez stanovovany
analyt, pficemz analytem je protilatka nebo antigen;

(i) povrch pracovni elektrody obsahujici imobilizované ¢astice pro afinitni interakci s analytem,
vybrané ze skupiny sestavajici z protilatky a antigenu, pficemz pokud je imobilizovanou ¢astici
protilatka, je analytem antigen a vice versa, se inkubuje s kapalnym vzorkem, pfi¢emz v ptipadg,
ze vzorek obsahuje stanovovany analyt, se tento analyt navdze na imobilizované Castice na
povrchu elektrody za vzniku imobilizovaného komplexu analyt-imobilizovana ¢astice na povrchu
elektrody;

(iii) pracovni elektroda s imobilizovanym komplexem analyt-imobilizovana ¢astice se uvede do
kontaktu s roztokem redoxni latky, ktera ma opa¢ny naboj nez stanovovany analyt;

(iv) stanovi se hodnota elektrochemického parametru na rozhrani povrchu pracovni elektrody a
roztoku redoxni latky ve vztahu k doplitkové elektrode ptitomné v kapalném vzorku;

(v) z hodnoty stanoveného elektrochemického parametru se uréi zména elektrochemického
parametru vuci elektrochemickému parametru roztoku redoxni latky stanovenému v kroku i),
pricemz plati, ze pfitomnost analytu ve vzorku vede k poklesu odporu, impedance a napéti, a k
nardstu proudu; ze zmény elektrochemického parametru se kvalitativné a/nebo semikvantitativné
a/nebo kvantitativné stanovi pfitomnost analytu v kapalném vzorku.

2. Zpusob podle naroku 1, vyznafeny tim, Ze se kroky ii) a iii) provedou soucasné ve vzorku
nakapnutém na pracovni elektrodu, ktera obsahuje imobilizované ¢astice pro interakci
s analytem a soucasn¢ rovnéz adsorbovanou redoxni latku.

3. Zpisob podle naroku 1 nebo 2, vyznaceny tim, ze imobilizovanou ¢astici pro afinitni
interakci s analytem na povrchu pracovni elektrody je celobunécény antigen bakterie kmene
Borrelia sp. a analytem je protilatka proti bakteriim kmene Borrelia sp.

4. Zpusob podle kteréhokoliv z ptedchozich narokti, vyznaceny tim, Ze redoxni latka je
vybrana ze skupiny obsahujici hexakyanozeleznatan draselny, hexakyanozelezitan draselny,
hexaaminruthenium(lI/111) chlorid, kobaltocen, ferrocen, aminoferocen, 17/15,
ferocenkarboxylova kyselina.
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5. Zpusob podle kteréhokoliv z pfedchozich narokii, vyznaceny tim, Ze méfeni
elektrochemického parametru pro stanoveni impedance na rozhrani povrchu pracovni elektrody a
roztoku redoxni latky ve vztahu k referenc¢ni elektrodé piitomné v kapalném vzorku v kroku (iv)
je méfeni elektrického proudu a/nebo elektrického napéti pomoci amperometrie, biamperometrie,
potenciometrie, a/nebo voltametrie, nejvyhodnéji pomoci biamperometrie za pouziti dvou
stejnych pracovnich elektrod s imobilizovanymi ¢asticemi pro afinitni interakci s analytem.

6. Zpusob podle kteréhokoliv z ptedchozich naroki, vyznaceny tim, Ze pracovni elektroda pro
detekci analytu v kapalném vzorku je vybrana ze skupiny zahrnujici kovovou a uhlikovou
elektrodu, s vyhodou je elektroda vybrana ze skupiny obsahujici médénou, stfibrnou, platinovou,
zlatou, nerezovou a kompozitni uhlikovou elektrodu, obsahujici na povrchu imobilizované
Castice pro afinitni interakci s analytem.

7. Pouziti zplsobu stanoveni pfitomnosti analytu v kapalném vzorku podle kteréhokoliv z
narokil 1 az 6 pro kvalitativni a/nebo kvantitativni a/nebo semikvantitativni detekci pfitomnosti

protilatky a/nebo antigenu a/nebo bakterii v kapalném vzorku.

8. Pouziti podle naroku 7 pro detekci ptitomnosti protilatek bakterii kmene Borrelia sp. v
kapalném vzorku.

2 vykresy
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