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ABSTRAKT

Tato bakalarska prace se zabyva problematikou separace protilatek proti adhezinu A
bakterie Helicobacter pylori (HpaA) za pomoci magnetickych ¢astic. Zahrnuje informace
o riiznych zplsobech detekce a stanoveni patogend, v nasem pripadé Helicobacter pylori,
a zaroven obsahuje optimalizaci podminek pro stanoveni zminénych protilatek.
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ABSTRACT

This bachelor thesis deals with the issue of separation of antibody against adhesin A
of the bacterium Helicobacter pylori (HpaA) using magnetic particles. It includes in-
formation about various methods of detection and determination of pathogens, in our
case Helicobacter pylori and at the same time, contains optimization of conditions for
determination of the mentioned antibodies.
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Uvod

S rozvojem nanotechnologii se magnetické nanocastice (MNPs) ukazaly byt slibnym
nastrojem pro vyvoj biosenzort pro métfeni v misté péce. Tento prehled nastinuje
vyvoj elektrochemickych biosenzort, které pouzivaji magnetické ¢astice, pro detekci
biomolekul. Magnetické ¢astice v mikro- a nanoméritku, napodobujici velikost mole-
kul v prirodé, maji zajimavé vlastnosti, které usnadnuji ¢isténi a detekci biomolekul v
siroké skale vzorku. Zejména velky povrch a paramagnetické nebo superparamagne-
tické vlastnosti téchto drobnych ¢astic poskytuji atraktivni technologickou platformu
pro navrh elektrochemickych biosenzort. Tento analyticky pristup je vhodny k mini-
aturizaci a lze tak vytvorit elektroanalyticky nastroj maly jako mobilni telefon, ktery
lidem umoznuje provadét experimenty v terénu bez specidlniho skoleni. Prakticka
¢ast se zabyva optimalizaci podminek pro tvorbu elektrochemického biosenzoru pro
detekci HpaA zaloZzeného na MNPs a jsou zde popsany priklady elektrochemickych

pristupu k dosazeni separace a detekce analytu vyuzivajicich MNPs.
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1 Magnetické nanomaterialy pro “point-of-
need” testovani

1.1 “Point-of-need” testovani

Termin point-of-care (POC) byl poprvé zminén pred triceti lety v textu Labora-
tory Improvement Amendments of 1988, ktery zahrnuje federalni normy platné pro
vsechna americké zatizeni nebo mista, ktera testuji lidské vzorky pro posouzeni zdra-
votniho stavu nebo pro diagnostiku, prevenci nebo 1écbu onemocnéni. Tehdy byla
definovana budoucnost analyz v ramci zdravotnictvi, kterda ma smérovat k provedeni
nezbytnych tkont v misté péce.

Point-of-care testy (POCT) jsou lékarské testy, které se provadi kdekoli, kde se paci-
ent nachazi a umoznuji okamzitého ziskani a odeslani vysledkt 1ékati ke klinickému
rozhodnuti. Se zvysujici se potfebou pacientt ziskat co nejpresnéjsi vysledky co
nejrychleji, poptavka po POCT v dnesni dobé stale roste. Velky technologicky po-
krok, mobilni telefony, internet dostupny témeér kazdému, mimoradny vyvoj ve svété
senzortl a miniaturizace zafizeni umoznuji provést test bez vyznamnych lékarskych
znalosti a ziskat vysledky v kratkém case. [1]

Rozdil mezi POCT a point-of-need testy (PONT) jesté neni presné definovan, i
kdyz PONT ma4 sirsi vyznam a zahrnuje také analyzy v oblasti Zivotniho prostredi,
veterinarni péce a bezpecfnosti potravin. Svétova zdravotnicka organizace (WHO)
definovala POCT a PONT jako snadno dostupné, citlivé, presné, uzivatelsky pfti-
vétivé, miniaturizované a rychlé, pouzitelné bez specialniho vybaveni a dosazitelné
tém, ktefi je potirebuji. Pro aplikace mimo zdravotnicka zatizeni byly POCT a PONT
také nékdy oznacovany jako point-of-use nebo point-of-collection. Ve srovnani s vel-
kymi stolnimi zafizenimi jsou ru¢ni a pfenosné analytické nastroje integrovanéjsi,
snadno se s nimi manipuluje, nevyzaduji odbornou obsluhu a Setii ¢as, aniz by doslo
ke znac¢né ztraté presnosti a citlivosti. [2] [3] [4]

Velkou vyhodou diagnostiky POCT a PONT je identifikace patogenii pfimo na lizku
nemocného clovéka nebo v misté chovu zajmovych zvirat a samoziejmé také v krat-
kém case. Osoby odpovédné za lécbu tak mohou reagovat rychleji podle vysledku.
Tato diagnosticka zarizeni lze také snadno odeslat na misto, kde jsou potieba, a
mohou predstavovat feseni pro méné rozvinuté zemé s nedostatky v dopravni in-
frastrukture a zejména v prostiedi s omezenymi zdroji. Vysledky analyz se ukladaji
do pameéti zatrizeni nebo se bezdratove prenaseji a nahravaji na centralni servery nebo
jiné databaze pres Bluetooth, bezdratové mistni sité (WLAN) a pomoci mobilni ko-
munikace. Vznika tak moznost poskytovat dalkové efektivni péci, napr. vzdalené

sledovani stavu pacientti, personalizace 1é¢by a snizeni poc¢tu potiebnych navstév v

11



nemocnici. Tyto schopnosti délaji z POCT a PONT dtlezity nastroj prevence sifeni
nemoci. Pouziti POCT a PONT na letistich, v pristavech a karanténnich stanicich
muze zabranit celosvétovému sifeni mnoha infekénich nemoci jako napt. COVID-19.
2] [4] 5

Obecné, ruéni zatizeni jako jsou POCT a PONT systémy obsahuji integrované sen-
zory a jednotku pro prenos a vyhodnocovani signalu. Shbérem a analyzou vzork,
jako je krev, sérum, moc, sliny a dalsi jsou POCT zarizeni, zaloZzené na biosenzorech,
schopna specificky detekovat stopové hladiny analyti biologického i anorganického
puvodu. Tyto analyty zahrnuji DNA, RNA, protilatky, proteiny, toxiny, hormony,
ionty, cytokiny, bunky, viry a bakterie. [1] [4] [2]

Odbar Zpracovani Provedeni Zpracovani Analyza
vzorka vzorki testu vysledkil vysledki

Ptiprava
pacienta —_—
‘.‘j. = i
Propusténi

PI‘I_]F.‘Zdt Konvencni metoda testovani ncianti
pacwq a

=T,

Uspora ¢asu

POCT

{ \ Aplikace Analyza

vzorkt vysledki Propusténi
Odbeér pacienta
vzorkil

Obr. 1.1: V§hody POCT [8]
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1.2 Elektrochemické biosenzory

Biosenzory jsou analyticka zarizeni pro detekci analyti, zaloZena na principu kom-
binace biologické slozky (biorekognicni element) se slozkou fyzikalné-chemického de-
tektoru, ve kterych k rozpoznani analytu dochazi na zakladé biochemickych reakci
s biomolekulami, jako jsou protilatky, proteiny, enzymy, bunky atd. K tomu obecné
dochéazi pomoci miniaturizovanych analytickych systémi, kde jsou biologické slozky
imobilizovany na povrchu v pevné fazi, ktery interaguje s analytem. Tyto interakce
lze detekovat pomoci elektrochemickych, optickych a jinych metod. Timto zptso-
bem mohou zatizeni POCT a PONT integrujici specifické bioafinitni elementy a
citlivé, jednoduché a levné elektroanalytické techniky poskytnout vcasnou detekci
patogenti, umoznit rychlou lé¢bu nemoci, a tak pomoci zvysit miru preziti pacientu.
6] [1)

Vyvoj diagnostickych technologii POCT a PONT mé nejvétsi potenciadl pro mini-
aturizaci a prenositelnost, ale samotny jeji vyvoj muze trvat dlouho a byt velmi
nakladny. Velké mnozstvi studii vyvinulo prototypy zarizeni, které jsou prenosné a
presné, ale tyto technologie ¢eka dlouha doba testovani a hodnoceni analytickych
parametri.

Glukometr je dobrym ptikladem ptfenosné elektrochemické diagnostické platformy;,
kterd je v dnesni dobé jiz komeréné dostupna. Slouzi pro méreni hladiny glukézy v
krvi a nebude prekvapenim, kdyz podobné platformy v blizké budoucnosti dosdhnou
obdobnych vysledki v detekci riznych analytii. Také chytré telefony posledni dobou
ziskaly velkou pozornost jako potencidlni fidici jednotky pro riizné POCT a PONT
zafizeni. [1] [7]

Mezi rtiznymi dosud pouzivanymi detekcemi predstavuje elektrochemicka detekce
znacnou cast publikovanych praci v této oblasti. Elektrochemické biosenzory jsou
casto navrzeny pro POCT nejen diky jejich vysoké specificnosti, citlivosti, presnosti
a nizkym detekénim limittm, ale také diky jejich rychlé odezvé, moznosti miniatu-
rizace, prenositelnosti, relativné nizké cené a pohodlnému ovlddani.
Elektrochemické biosenzory lze také snadno prizpusobit jako soucast mikrofluidnich
¢ipti, prenositelnych systémii nebo je lze pripojit k systémtm c¢teni digitalnich sig-
nalt, jako jsou chytré telefony, coz umoznuje skutecnou detekci cilového analytu na
misté a okamzité sdileni vysledki testu s lékarem. [1]

Zékladni princip imunosenzortu je zaloZen na specifickém rozpoznani mezi protilat-
kami a antigeny. Cilovy antigen (napf. protein) lze zachytit na povrchu senzoru, na
ktery byly drive imobilizovany protilatky. V elektrochemickém senzoru miize ana-
lyza probihat prostrednictvim sendvicové struktury, kde potom nasleduje métreni
elektrochemického signalu. [9]

Elektrochemicky biosenzor obvykle obsahuje tii elektrody, hlavni mérici tzv. pra-
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covni elektrodu, pomocnou elektrodu a referencni elektrodu. Elektrochemické bio-
senzory v podstaté méri elektrické nebo elektrochemické zmény na povrchu elektrody
po navazani cilového analytu na biorekogni¢ni prvek uloZzeny na povrchu pracovni
elektrody. Elektrochemicka detekce vyuziva jako material hlavné uhlikové nebo ko-
vové elektrody, nezifdka povrchové modifikované pomoci nanomaterialdt. Uelem
elektrod je prevést informace biologického rozpoznani na uziteény elektricky signal,
ktery ovliviiuje méritelné elektrické vlastnosti na rozhrani elektrody a elektrolytu
(napr. elektricky proud nebo potencidl). Potencial se méri mezi pracovni elektrodou
a referencni elektrodou, zatimco proud se méii mezi pracovni elektrodou a pomocnou
elektrodou. Pravé amperometrické a potenciometrické metody se nejcastéji pouzivaji
ve spojeni s elektrochemickymi biosenzory. [1] [10] [11] [12]

V posledni dobé zaznamenal obor nanotechnologii zamérenych na nanocastice a na-
nomateridly velky rozmach. V soucasné dobé se k navrhovani ultracitlivych platfo-
rem pro biosenzory pouzivaji rizné druhy funkénich nanomateriali, jako jsou kovové
nanocastice, kvantové tecky, nanoporézni materialy, nanomaterialy na bazi uhliku a
MNPs, o kterych bude fe¢ v nésledujici kapitole. [13]
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1.3 Magnetické nanocastice

V poslednich dekadéach byly syntetizovany nanomaterialy riznych tvari, velikosti a
slozeni, jako jsou kovové nanocastice (zlato, stiibro apod.), kvantové tecky (polovo-
di¢ové nanocéstice), mezoporézni nanocéstice oxidu kremicitého, uhlikové nanoma-
teridly (grafen, fulereny, grafenové tecky) a MNPs, které se dneska Siroce pouzivaji
nejen v elektrochemickych senzorech a biosenzorech.

Diky svym jedineénym fyzikdlnim a chemickym vlastnostem se tyto nanomateridly
stale castéji pouzivaji pii testovani v misté péce a v misté potreby, aby se zlepsil
analyticky vykon a zjednodusil proces detekce. Prestoze tyto nanocastice hraji v riz-
nych elektrochemickych systémech rizné role, lze zakladni funkce MNPs klasifikovat
predevsim jako: 1) imobilizace biomolekul; 2) katalyza elektrochemickych reakci; 3)
zlepseni prenosu elektront; 4) znaceni biomolekul a 5) ptisobeni jako reaktant. [14]
12

Obecné plati, ze kovové nanocastice maji vynikajici vodivost a katalytické vlast-
nosti, diky nimz jsou vhodné pro posileni prenosu elektrontt mezi redoxnimi centry
v proteinech a povrchem elektrod. Taky slouzi jako katalyzatory pro zesileni elek-
trochemickych reakei. [14]

Mezi hlavni vyhody pouziti MNPs patti jejich velka plocha povrchu, snadna modifi-
kace povrchu, nizka toxicita pro lidsky organismus a jednoduchd manipulace pomoci
externiho magnetického pole. Fyzikalné-chemické vlastnosti MNPs, jako je velikost,
uroven magnetizace, jsou diulezité pri definovani jejich uzitecnosti v biologickych
aplikacich. Stejné dilezité je, ze povrchové vlastnosti ¢astic by mély byt optimalizo-
vany, aby se omezily nespecifické interakce a aby byly testy na bazi ¢astic vhodné pro
pouziti v komplikovanych matricich, jako jsou télni tekutiny. Obvykle predstavuji
MNPs pouzivané v biosenzorech superparamagnetické nanocastice na bazi oxidu ze-
leza, véetné maghemitu (7-Fe,O3) a magnetitu (Fe;O,4). Je zndmo, ze malé ¢astice
oxidu zeleza velikosti od 1 do 10 nm vykazuji superparamagnetismus, zatimco vétsi
(v Tadu pm) vykazuji feromagnetismus. [13] [5] [9]

Alternativni material magnetickych nanocastic, predstavuje MFe,O, a FePt. Po-
stupy syntézy téchto castic jsou vsak relativné slozité a drahé ve srovnani s nano-
¢asticemi oxidu zZeleza. Magnetické nanocastice oxidu zeleza vykazuji dostatecnou
fyzikalni a chemickou stabilitu, jakoz i biokompatibilitu a jsou bezpecné pro zivotni
prostredi. Dilezitym aspektem je vSak moznost jejich specifickych biologickych apli-
kaci, které zahrnuji magnetickou separaci, cilené dopravovani 1ékii, zobrazovani mag-
netickou rezonanci, termoablace a biosenzory.

MNPs se obecné pouzivaji k usnadnéni transportu latek na snimaci povrch senzorta
pritahovanim vnéjsim magnetickym polem. MNPs rozptylené ve vzorku, a modifi-

kované vhodnymi rozpoznavacimi molekulami (protilatky, oligonukleotidové préby
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apod.) mohou specificky zachytit cilové molekuly a poté byt pritazeny pomoci apli-
kovaného magnetického pole, jak je vidét na obrazku 1.2. Konjugat analytu a MNPs
miize byt bud izolovan ze zbytku vzorku, kdy je ptriveden na snimaci povrch biosen-

zoru za Ucelem detekce nebo muze byt odstranén (separovan) ze vzorku. [15] [16]

Elektrochemicky
signal

Obr. 1.2: Obecny princip fungovani elektrochemické analyzy na bazi MNPs [15]

Samotna detekce mize probihat na zakladé tzv. ptimé ELISY, jak je zobrazeno na
obrazku 1.3. V tomto pripadé dochazi k modifikaci ¢astic antigenem, na ktery se spe-
cificky vaze protilatka znacena enzymem, ktery ve vhodném prostiedi ze substratu

produkuje detekovatelny produkt. [17]
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Prima ELISA

Substrat
Enzym (

Protilatka

Obr. 1.3: Piima ELISA [18]
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2 Helicobacter pylori

Helicobacter pylori je druh bakterii, infikujici organismus lidi a zvirat, zejména ko-
lonizujici oblast zaludku a dvanictniku. Uzce souvisi se Zaludeénimi chorobami,
jako jsou peptické viedy ve vystelce zaludku nebo horni c¢asti stfeva a rakovinou
zaludku. Rakovina zaludku se bézné projevuje u osob, které trpi chronickymi in-
fekcemi H. pylori. Infekce miize byt prenesena primym kontaktem prostrednictvim
slin, stolice nebo zvratki infikovanych osob, avsak presna cesta prenosu neni dosud
znama. Kontaminované potraviny a voda jsou hlavnimi faktory, které se podileji na
siteni bakterialni infekce. Ackoli H. pylori mize postihnout vSechny vékové skupiny,
dospéli nad 60 let jsou zvlasté nachylni k infekci. Zaroven se predpoklada, ze poca-
tecni infekce se vyskytuje hlavné u déti do 5 rokt véku. Podle statistiky se infekce
H. pylori vyskytuje vyrazné méné u populace v rozvinutych zemich nez v zemich
rozvojovych. [20]

H. pylori je mikroaerofilni bi¢ikovita bakterie ve tvaru sroubovice o primérné ve-
likosti 3 pm a délce 0,5 pm. Bakterie vylucuje nékolik zakladnich enzymi, jako je
oxidaza, uredza a katalaza, které hraji dilezitou roli pii jejim preziti v kyselych pod-
minkéach zaludec¢niho prostiedi. H. pylori mize pouzivat rizné adheziny k navazani
na zalude¢ni epitelidlni burniky a jeden z nich je adhesin A (HpaA). Ve vSech sérech
pacientu infikovanych H. pylori je znacné mnozstvi protilatek proti HpaA. Kvuli
tomu HpaA je slibnym kandidatem pro vyvoj vakciny proti H. pylori.

Byla vyvinuta rada testi s rtiznou presnosti a citlivosti k identifikaci infekce H.
pylori. Diagnostické metody pro identifikaci H. pylori se obecné déli na invazivni a
neinvazivni testy. Invazivni metody, jako je rychly uredzovy test (RUT) a polyme-
razova Tetézova reakce (PCR) jsou zalozeny na piimé identifikaci mikroorganismu
endoskopii horni ¢asti gastrointestindlniho traktu a biopsii zaludku. Pro pocatecni
diagnostiku infekce H. pylori 1ze pouzit neinvazivni testy, které lze provést na vzor-
cich séra, slin, stolice nebo dechu. Sérologii (prukaz protilatek proti H. pylori), de-
chovy test 13C-urea (13C-UBT), test antigenu stolice (SAT) nebo test fekalniho
antigenu (FAT) a test antigenu H. pylori slin (HPS) lze provést neinvazivnimi me-
todami. Invazivni testy lze pouzit pro sledovani stupné poranéni zaludku, zatimco
neinvazivni testy lze pouzit pouze k identifikaci H. pylori ve vzorku. Test sérovych
protilatek a invazivni endoskopie nejsou vhodné pro déti a téhotné zeny kvili radi-
acni expozici a z duvodu nizké citlivosti a prijatelnosti. Soucasné testy na antigen
ve stolici vSak nékdy poskytuji falesné negativni vysledky a to zejména v pripadech
nizkého poctu bakterii a nebo v ptripadé Ze byly u pacientt® nedavno pouzity inhibi-
tory protonové pumpy nebo antibiotika. [19] [20] [21]

K prekonani téchto problémt muze byt vyvinuta rada biosenzoru jako vysoce uc¢inna

metoda pro detekci bakterii H. pylori a rakoviny zaludku v jeho raném stadiu.
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Po spojeni s nanomaterialy poskytuji biosenzory a mikrofluidni systémy vhodné ana-
lytické platformy pro diagnostiku H. pylori v misté péce. Prvni ultracitlivy senzor
pro celobunécnou detekci H. pylori z lidskych fekalnich vzorka byl vyvinut v roce
2019. Pracuje v ,sendvicovém* rezimu a vyuziva monoklonalni protilatky proti H.
pylori konjugované s magnetickymi ¢asticemi pro zachyceni bakteridlnich bunék a
polyklonalni protilatky proti H. pylori konjugované s fluorescenc¢nimi kvantovymi
teckami pro prenos signalu. [21]

Tento ,sendvicovy“ postup popisuje kovalentni spojeni aminoskupin ligandti, jako
jsou protilatky, proteiny nebo nizkomolekularni latky, na magnetické castice kar-
bodiimidovou metodou. Karbodiimidovd metoda je kovalentni vazebny systém a
zarucuje proto dobrou reprodukovatelnost imobilizace. Karbodiimidy reaguji s kon-
covymi karboxylatovymi skupinami z magnetickych c¢astic na vysoce reaktivni de-
rivaty O-acylisomocoviny a snadno reaguji s aminoskupinami ligandt. Magnetické
¢astice mohou kovalentné vazat protein prostiednictvim aktivace ethyl (dimethyla-
minopropyl) karbodimidu (EDC), ktery byl pouzit v predlozené praci. [19] [20] [22]

(EDC)
o N-CH,-CH, Aktivace
O—E -OH + - karboxylovych skupin
LN’ e karbodiimidem
(CH,)-N
CH,
0 NH-CH,-CH, \ / Tvorba reaktivni
c-0-C c " o-acylismocoviny
N- (CH), NI ° NH, -
NCH,
ANy 4 Kovalentni vazba
0 nanocastic
Otm

Obr. 2.1: Postup kovalentni vazby protilatky IgG na magnetické ¢astice karbodiimi-

dovou metodou
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3 Optimalizace metodiky pro ziskani vhod-
nych analytickych parametri

3.1 Kalibrace a priprava standardii

V analytické chemii standardni roztok obsahuje presné znamou koncentraci latky.
Znama hmotnost latky se rozpusti v pozadovaném rozpoustédle, aby se vytvoril spe-
cificky objem. Standardni roztoky se pouzivaji ke stanoveni koncentraci neznamého
analyzovaného vzorku. Jednoduchy standard se ziska zfedénim jednotlivého prvku
nebo latky v rozpoustédle (obvykle destilovand voda popt.vodny pufr). Kvalita bi-
oanalytické metody je vysoce zavisla na linearité vysledné kalibra¢ni kiivky, ktera
predstavuje vztah mezi koncentraci a odezvou dané metody. Pravé tento vztah se
pak pouzije k transformaci méreni provedenych na zkusebnich vzorcich na vypocty
mnozstvi pritomného analytu. Linearni kalibra¢ni kiivka je pozitivni indikaci ic¢in-
nosti testu ve validovaném analytickém rozsahu.

V nasem experimentu byl zvolen jako standard hovézi sérovy albumin (bovine se-
rum albumin, BSA). Bylo smichdno 2 mg BSA do 4 ml destilované vody (vysledna
koncentrace 0,5 mg/ml). Nasledné bylo provedeno pulové fedéni do 10 zkumavek 0.1
M MES pufrem, desata zustala prazdna (nulovy vzorek). Nasledné byly vzorky o
ruznych koncentracich BSA smichdny v poméru 1:8 se smési reagencii A a B (50:1)
z testovaci sady Pierce™ BCA Protein Assay Kit od firmy ThermoFisiher. Vzorky
jsme nechali inkubovat 30 minut pti 60°C na pristroji Phoenix Instrument HB-100.
V pristroji Infinite M200 Pro pfi vlnové délce 562 nm jsme pak byli schopni ziskat
absorbanci a nasledné zobrazit graficky ziskané vysledky pomoci kalibrac¢ni kiivky

na obrazku 3.1.

20



Kalibracni kifivka

12
b
1 L
v=0.004x + 0.069 e
03 1 220998 "
=
&
P 06 A ‘o"-
< -
= -
K -’
= 04 4 -~
[=] . -
2 It
=
02 - e
L&
-t
0 . . . . .
0 50 100 150 200 250 300

Koncentrace albuminu [pg/ml]

Obr. 3.1: Kalibracni kiivka zavislosti koncentrace BSA na absorbanci pii 562nm

Danou kalibrac¢ni k¥ivku budeme pouzivat v dalsich mérenich pro stanoveni kon-

centrace proteinu zachyceného na magnetické castice.
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3.2 Vliv pH pufru na vazbu proteinu na magnetické
Castice

V tomto méfeni bylo testovino pH 0,1 M MES pufru tvoreného kyselinou 2-(N-
morfolino)-ethansulfonovou a hydroxidem sodnym. Pouzili jsme hodnoty: pH 5,5,
6,0 a 6,5. Jako protein jsme pouzili BSA v koncentraci 50pg/250 ul. Postup byl
nasledujici. 5 mg ¢astic bylo promyto dvakrat v 1 ml MES pufru o prislusném pH.
Nasledné bylo k ¢asticim pridano 0,25 ml MES pufru obsahujici 10 mg EDC. Pri-
praveny vzorek jsme nechali rotovat v pristroji Multi Bio RS-24 po dobu 10 minut.
Po uplynuti doby byly ¢astice promyty dvakrat v 1 ml MES pufru o prislusném pH.
Po promyti byly c¢astice resuspendované v 0,25 ml MES pufru o rtznych pH. Do
vzorku pak bylo pridano 250 pl roztoku BSA a pak jsme vzorek nechali rotovat 2
hodiny. Po 2 hodinéch, byl z ¢astic odebran eluat a byl smichan v poméru 1:8 s
reagencemi A a B (pomér 50:1) z testovaci sady Pierce™ BCA Protein Assay Kit
od firmy ThermoFisher. Vzorek jsme nechali inkubovat 30 minut na 60°C stupnti na
pristroji Phoenix Instrument HB-100. V pristroji Infinite M200 Pro jsme pak byli
schopni ziskat absorbanci pri vinové délce 562 nm a nasledné z kalibracni kiivky do-
pocitat jaké mnozstvi proteinu se vazalo na magnetické ¢astice. Z vysledného grafu
3.2 vyplyva, ze optimalni pH pro vazbu proteinu na magnetické ¢astice bylo 5,5. Pti
této hodnoté pH doslo k nejvyssimu zachyceni proteinu, a proto byl pufr o pH 5,5

pouzivan v navazujicich experimentech.
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Zavislost uc¢innosti zachytu proteinu na pH
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Obr. 3.2: Zavislost mnozstvi zachyceného BSA na pH vazebného pufru
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3.3 Vliv mnozstvi EDC na vazbu proteinu na magne-
tické castice

Dalsim parametrem, ktery jsme sledovali, bylo mnozstvi EDC. Cilem bylo zjistit
jestli mnozstvi EDC ovliviiuje ti¢innost vazby proteinu na MNPs. Mnozstvi EDC,
které bylo pouzito je 2,5 mg, 5,0 mg, 10,0 mg a 20,0 mg. K méreni byl pouzit 0.1
M MES pufr o pH 5,5. Postup byl stejny jako v kapitole 3.2, ovSsem méli jsme 4
rizné vzorky s odlisSnym mnozstvim EDC a stejnym pH MES pufru. V pristroji
Infinite M200 Pro jsme opét byli schopni ziskat absorbanci pii vinové délce 562
nm a nasledné z kalibracni krivky dopocitat, jaké mnozstvi proteinu se vazalo na
magnetické ¢astice. Z vysledného grafu 3.3 vyplyva, ze optimélni mnozstvi EDC na
izolaci proteinu byl 10 mg. Ackoli ostatni hodnoty se nijak vyrazné nelisi, pfi hodnoté
10 mg bylo zachyceno nejvyssi mnozstvi BSA (48.5 pg) a proto toto mnozstvi EDC

bylo déle pouzivano.

Zavislost ucinnosti zachytu proteinu na EDC
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Obr. 3.3: Zavislost mnozstvi zachyceného BSA na aplikovaném mnozstvi EDC
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3.4 Vliv vstupni koncentrace proteinu na efektivitu

vazby na magnetické castice

Néasledné, byly provedeny experimenty s rtznymi koncentracemi daného proteinu.
Aplikovanad mnozstvi BSA byly 50 png, 100 pg, 250 pg, 500 pg, 1000 pg. Byl pouzit
MES pufr o pH 5,5, a mnozstvi EDC 10 mg na reakci. Opét byl proveden stejny
postup podle kapitoly 3.2. Po zméreni absorbance v pristroji Infinite M200 Pro jsme
ziskali 5 rtiznych hodnot, z kterych jsme pomoci kalibra¢ni kfivky z kapitoly 3.1 byli
schopni vypocitat mnozstvi proteinu, které se vazalo na MNPs. Z tabulky je vidét ze

nejvetsi procento zachyceného proteinu ¢asticim bylo pri mnozstvi proteinu 100ng.

Zavislost ucinnosti zachytu proteinu na mnoZstvi proteinu
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Obr. 3.4: Zavislost uc¢innosti zachytu proteinu na mnozstvi vlozeného proteinu

Tab. 3.1: Procentualni zavislost zachyceni proteinu na castice.

Mnozstvi aplikovaného BSA [pg]

Mnozstvi zachyceného BSA [ng]

Procento zachytu[%]

50
100
250
500
1000

485
98,5
212,4
306,4
549,7

97,1
98,5
84,9
61,3
54,9
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3.5 Ovéreni velikosti magnetickych castic

Si-MAG-Carboxyl nanocastice od firmy Chemicell byly méfeny v pristroji Zetasi-
zer Nano od firmy Malvern. Pristroj méri velikost c¢astic obsazenych ve vzorku a
prezentuje data podle potfeb uzivatele. Céstice byly smichdny s roztokem KCI o
koncentraci 5 mmol/l. Méfeni bylo provedeno pii teploté 25 °C. Méfeni bylo prove-
deno trikrat. Jak je vidét na obrazku 3.5 priumérna velikost MNPs vysla 640.9 nm
s polydisperznim indexem 0,210. Polydisperzni index (PI) je bezrozmérna veli¢ina,
ktera méri distribuci ¢astic podle velikosti. PI se mtize pohybovat od 0 do 1, zatimco
hodnoty blizici se 1 naznacuji, ze distribuce ¢éastic je tak polydisperzni, ze vzorek
neni vhodny pro méfeni.

Zavislost intenzity rozptylu na velikosti ¢astic
25
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Obr. 3.5: Velikostni distribuce magnetickych ¢astic stanovena metodou dynamického
rozptylu svétla (DLS).
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4 Detekce H. pylori

4.1 Optimalizace podminek pro elektrochemickou de-
tekci

Jak uz bylo zminéno v predchozich kapitolach, samotnad detekce probihd pomoci
primé ELISY (Castice znaCena antigenem - protilatka znacend enzymem - substrat -
produkt), kde produkt je detekovan elektrochemicky. To znamend, ze vysledkem je
elektrochemicky signal, ktery nadm naznacuje pritomnost méreného analytu. Prvnim
krokem je modifikace Castic antigenem HpaA, na ktery se specificky vaze primarni
protilatka znacena enzymem, ktery se substratem produkuje detekovatelny produkt.
Pro elektrochemické méteni se pouziva protilatka znacena enzymem alkalickou fos-
fatazou (ALP), kterd s 1-naftylfosfaitem (1-NP) jako enzymatickym substratem, re-
aguje za vzniku l-naftolu (1-N) (enzymatického vedlejsiho produktu). Tento pro-
dukt je nasledné elektrochemicky oxidovan pomoci diferenéni pulzni voltametrie
(DPV).[41]

HO
\__ONa

07\ OH

ALP

Obr. 4.1: Hydrolyza 1-NP alkalickou fosfatazou za vzniku 1-N [23]

K samotné detekci byl pouzit software Autolab NOVA 4.2, ve kterém nejdiiv byly
ponechany prednastavené parametry jako je amplituda, modulac¢ni ¢as a intervalovy
¢as. Abychom mohli nastavit optimalni parametry v softwaru NOVA, bylo potieba
meérit produkt elektrochemické reakce coz je 1-naphtol za rtiznych podminek. Nejdiiv
byl pfipraven roztok naphtolu s diethanolaminovym (DEA) pufrem o pH 9,8 o kon-
centraci 250 pM. Na elektrodu vyrobce MicruX Technologies 4.3 bylo naneseno 50

pl daného roztoku a byla méfena jeho odezva diferencni pulzni voltametrii.
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Obr. 4.3: Elektroda vyrobce MicruX Technologies

Prvnim parametrem, ktery byl optimalizovan je modula¢ni amplituda, kde byly
pouzity hodnoty 0,2 V; 0,1 V; 0,05 V; 0,025 V; 0,01 V; 0,005 V.

Hodnoty modula¢niho ¢asu a casového intervalu byly nastaveny na 0,01 s. Jak je
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vidét na obrazku 4.4, nejvétsi odezva byla ziskana pri amplitudé 0,2 V. Tato hodnota

byla déle pouzivana v naslednych mérenich.

Voltamogram
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Obr. 4.4: Voltametrické zadznamy 0,25 mM 1-naphtholu v DEA pufru (pH 9,8, 0,1
M) pfi nastaveni ruznych modula¢nich amplitud (0,005 — 0,2 V) a ¢asového intervalu

0,01 s a modulac¢niho ¢asu 0,01 s.

Druhym parametrem, ktery byl optimalizovan je ¢asovy interval, kde byly pouzité
hodnoty 0,01 s; 0,2 s; 0,4 s; 1 s. Hodnota amplitudy byla nastavena na 0,2 V,
zatimco hodnota modulacniho ¢asu byla 0,01 s. Na obrazku 4.5 je vidét, Ze nejvétsi
odezva byla pri hodnoté ¢asového intervalu 1 s. Proto tato hodnota byla pouzivana
v nasledujicich experimentech.

Poslednim parametrem byl modulacni cas, kde byly pouzité hodnoty 0,005 s;
0,01 s; 0,025 s; 0,05 s; 0,1 s. Hodnota amplitudy byla nastavena na 0,2 V, zatimco
hodnota ¢asového intervalu byla 1 s. Na obrazku 4.6 je vidét, Ze nejvétsi odezva byla
dosazena pri hodnoté 0,005 s. Proto tato hodnota byla nasledné pouzivana v dalsich

meérenich.
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Obr. 4.5: Voltametrické zdznamy 0,25 mM 1-naphtholu v DEA pufru (pH 9,8, 0,1
M) pfi nastaveni riznych casovych intervali (0,01 — 1 s) a modulaéni amplitudé 0,2
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Obr. 4.6: Voltametrické zaznamy 0,25 mM 1-naphtholu v DEA pufru (pH 9,8, 0,1
M) pii nastaveni ruznych modulac¢nich cast (0,005 — 0,1 s) a modulacni amplitudé

0,2 V a casovém intervalu 1 s
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4.2 Elektrochemicka detekce H. pylori

K samotné detekci musely byt nejdiive na povrch MNPs imobilizovan antigen (HpaA).
Postup byl nasledujici. 5 mg ¢astic bylo promyto dvakrat v 1 ml MES pufru o pH
5,5. Nasledné bylo k ¢asticim pridano 0,25 ml MES pufru obsahujici 10 mg EDC.
Pripraveny vzorek byl nechan rotovat v pristroji Multi Bio RS-24 po dobu 10 mi-
nut. Po uplynuti doby byly ¢astice promyty dvakrat v 1 ml MES pufru. Po promyti
byly ¢astice resuspendované v 0,25 ml MES pufru a do vzorku pak bylo pridano 100
ng/250 ul antigenu HpaA. Vzorek byl nechdn rotovat 2 hodiny. Po dvou hodinéch
¢astice byly promyty trikrat MES pufrem a byly uchovany v 1 ml PBS (phosphate
buffered saline) pufru obsahujicim 0,05% TWEEN a 1% BSA.

Timto postupem byly ziskany c¢astice modifikované antigenem. V dalsim kroku, 50
1l modifikovanych ¢astic bylo trikrat promyto 200 pl TRIS pufru. Promyti TRIS
pufrem je nezbytny krok, kvili jeho specifickym vlastnostem. Aminoskupina tris
(hydroxymethyl) aminomethan je schopna reagovat s karboxylovymi skupinami mag-
netickych ¢astic aktivovanymi pomoci EDC, na které se nenavazal antigen, a tak
zabranuje dalsim nespecifickym reakcim. Po promyti TRIS pufrem, bylo k ¢asticim
pridéano 50 pl séra (pozitivni, negativni vzorek a kontrola predstavovana destilova-
nou vodou) s 50 pl PBS. Céstice jsme nechali rotovat 60 minut. Po inkubaci, byly
castice pétkrat promyty 200 nl PBS+TWEEN. K ¢asticim bylo nasledné pridano 50
nl konjugatu (protilatka + znacend enzymem) a 50 pl PBS. Po inkubaci 1 hodinu,
byly castice pétkrat promyty 200 pl PBS+TWEEN. K casticim pak bylo pridano
200 pl substratu (1-NP) rozpusténého v DEA pufru v koncentraci 1mM. Po inkubaci
20 minut, vzorek byl pripraven k méreni. Nakonec byla provedena elektrochemicka

detekce a vyhodnoceni ziskanych dat.
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Obr. 4.7: Ukazka elektrochemické odezvy metody na pozitivni vzorek séra
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Obr. 4.8: Ukéazka elektrochemické odezvy metody na negativni vzorek séra

Z obrazku 4.7 a 4.8 je vidét, ze signal je témér shodny u obou vzorku, coz
nam naznacuje, ze pouzity postup elektrochemického stanoveni HpaA neni vhodny.
Silna odezva byla detekovana u negativniho vzorku, coz by znamenalo, Ze mame
falesné pozitivni vysledek. Jednim z dtivodu by mohl byt ten, Ze magnetické castice
SiMAG Carboxyl jsou samovolné schopny katalyzovat preménu 1-NP na 1-N. To
bylo ovéreno nasledujicim zptisobem. Do jedné mikrozkumavky bylo pridano 5 pl
antigenem nemodifikovanych ¢astic o koncentraci 50 mg/ml se 100 pl 1mM substratu
a 0.5 pl vody. Do dalsi mikrozkumavky bylo pridano k stejné koncentraci ¢astic 100

pl 1 mM substratu s 0.5 pl produktu (1-naftolu). Do tfeti mikrozkumavky bylo
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priddano pouze 100 pl 1mM substratu. Po inkubaci vzorku s ¢asticemi po dobu 10
minut byly ¢astice odebrany a eluat elektrochemicky analyzovan na elektrodé. Z
obrazku 4.9 je vidét odezvu u prvniho vzorku a ikdyz by v ném nemél byt pritomen
1-N, je zde viditelny oxida¢ni pik pfi potencidlu +0.044 V, ktery odpovida 1-N
4.10. Tento pik je navic oproti kontrolnimu vzorku vyrazné vyssi. To by mohlo
vysvétlovat odezvu u naseho negativniho vzorku resp. falesné pozitivni vysledek,
ktery pravdépodobné byl zptsoben samotnym typem castic, které mizou v sobé
obsahovat rizné modifikatory, znamé pouze vyrobci, kviili kterym metoda nebude
fungovat pro elektrochemickou detekei. ReSenim je metodu zopakovat a piftomnost

produktu enzymatického stépeni mérit spektrofotometricky.
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Obr. 4.9: Ukézka odezvy optimalizované DPV na vzorek substratu a vody
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Obr. 4.10: Ukazka odezvy optimalizované DPV na vzorek substratu a produktu
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Obr. 4.11: Ukéazka odezvy optimalizované DPV na vzorek substratu
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4.3 Optimalizace podminek pro spektrofotometrickou
detekci

Pro spektrofotometrické méreni na rozdil od elektrochemického méreni, kde jako
substrat byl pouzit 1-NP, tady jako substrat pouzijeme p-nitrofenylfosfat(p-NPP).
P-NPP po ztraté fosfatové skupiny katalyzované alkalickou fosfatazou za alkalic-
kych podminek vytvori zluty produkt p4-nitrophenol (p-NP), ktery jsme schopni
fotometricky detekovat. [42] Prvnim krokem bude stanovit vinovou délku absorp¢-
niho maxima p-NP. Obvykle se tato hodnota pohybuje od 390nm do 410nm, my
avsak chceme stanovit presnou hodnotu.

Vzorek, ktery byl méren, obsahoval 100 pl 100 mM substratu p-NPP, 90 pl DEA
pufru a 10 pl 900x naredeného konjugatu protilatkay a ALP. Byl navic pripraven
kontrolni vzorek, kde misto konjugatu byla pridana voda. Vzorky byly zméreny v
spektrofotometru Infinite 200 PRO v mikrotitracni desticce CORNING pfti vlnové
délce v rozsahu od 230 nm do 800 nm. Z vysledného obrazku 4.12 lze pozorovat, ze
nejvetsi odezva je pri vilnové délce 396 nm, a proto tuto vlnovou délku budeme po-
uzivat pro hodnoceni pritomnosti analytu ve vzorku. U kontrolniho vzorku, odezvu

mezi vinovou délkou 390 nm az 410 nm nemame.

a5 - Absorpéni spektra

2.5 4

1.5 - ———Pozorovany vzorek

Absorbance

Kontrola

0.5 4

T T T ‘ T i
200 300 400 500 600 700 800
Vinova délka [nm]

Obr. 4.12: Ukéazka odezvy vzorku pti riznych vinovych délkach

Jak uz bylo zminéno, konkrétni reakci, kterou budeme zkoumat, je odstranéni
fosfatu z molekuly p-NPP. Toto neni prirozeny substrat pro enzym, ale ma vlast-
nosti, diky kterym je pro néas obzvlasté uzitecny. Enzym odstrani fosfat a vytvari
volny fosfat a p-NP. Zatimco substrat, p-NPP, je bezbarvy, produkt p-NP je zluty,
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takze muzeme sledovat pribéh reakce méfenim tvorby zluté barvy. [43] P-NP, jak
bylo zjisténo, méa absorpéni maximum pti 396 nm, takze mizeme sledovat rychlost
reakce sledovanim zvyseni absorpce pri 396 nm pomoci spektrofotometru. Aktivitu
alkalické fosfatazy lze testovat pridanim 100 pl 100mM substratu a 10 pl konjugatu
fedéného 900x do 90 pl DEA pufru. Mérenim absorbance pti 396 nm ziskame graf
zavislosti absorbance na case, ktery bude ukazovat prubéh vytvoreni p-NP v case.

Na obrazku 4.13 je vidét, ze absorbance se zvysuje linearné, jak se tvori stale vice
p-NP. Absorbance se vSak miiZze nakonec priblizit platé fazi, protoze se reakce zpo-

maluje a tvori se méné produktu.
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0.18

0.16 - y=0.0015%+00063 e
0.14 - .-
0.12 - .
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Obr. 4.13: Zavislost absorbance na case

Pocatecni linearni rychlost tvorby produktu se nazyva pocatecni rychlost nebo
Vo. Hodnota Vo, odpovida hodnoté u x-osy rovnice trendu tj. hodnoté 0,0015. Je
Jednim z faktort, ktery ovliviiuje Vo, je koncentrace substratu. Pokud vyneseme
do grafu zavislost Vo na koncentraci substratu, dostaneme nasledujici ktivku 4.14,

nazyvanou ktivka Michaelis-Mentenové.
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Obr. 4.14: Krivka Michaelis-Mentenové

Tato kiivka popisuje vztah mezi enzymem pti konstantni koncentraci a koncen-
traci substratu [S]. Jak se koncentrace substratu zvysuje, Vo nakonec se stavd na
ni nezavislym. Rychlost, ptfi které k tomu dochazi, se nazyva Vmax a je to nej-
rychlejsi, jakou mize dané mnozstvi enzymu operovat. Koncentraci substratu, které
odpovida 1/2 Vmax, je dalsim dulezitym kinetickym parametrem zvanym Michaelis-
Mentenova konstanta, oznacend Km. Km je dtlezita v tom, Ze oznacuje koncentraci
substratu, pri které je enzym nejucinnéjsi pri zméné rychlosti reakce.

Abychom co nejjednodussim zpusobem ziskali tyto dva parametry, byl sestrojen reci-
pro¢ni graf (1/Vo a 1/[S]) grafu predchozimu, ktery nazyvame Lineweaver-Burketv
graf 4.15. Ze vzorce 4.1 a z rovnice trendu grafu 4.15, kde Km/Vmax odpovida
hodnoté 133,09 a 1/Vmax odpovida hodnoté 369,58. Z rovnice trendu jsme schopni
vypocitat hodnoty Km a Vmax. Hodnota Km vysla 0,36 mM zatim co hodnota

Vmax vysla 0,0027 mM/s coz odpovida optimalnim hodnotam.

11 L Km (4.1)
Vo Vmaz Vmax x [9] '
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Lineweaver-Burkiv graf
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Obr. 4.15: Lineweaver-Burkuv graf

Jesté jednim parametrem, ktery umoznuje porovnavat vysledky je koncentrace
c], kterda umoznuje vyjadrit rychlost ve smyslu skutetného mnozstvi p-NP vytvore-
ného za jednotku casu. Vysledek mize byt uveden v milimolech za minutu (mM/-
min) nebo mikromolech za minutu (pM/min). Ze vzorce 4.2 byla vypoctena vysledna
koncentrace ¢ = 0,000149 mM /min tj. 0,149 pM/min.

A
= 4.2
¢ exl (42)

A je absorbance mérend pri 396 nm, | je délka optické drahy (0,56 cm pro
nasi desticku pfi objemu jamky 200 pl), koeficient & pro p-NP pfi 396 nm je 18,5
mMtem™.

My ale chceme celkové mnozstvi vytvoreného produktu, ne jeho koncentraci. Naso-
benim vysledné koncentrace 0,2 ml (objem nasi smési) dostaneme mnozsvi vytvo-
feného produktu: 0,149 pM/min x 0,2 ml = 0,029 nm/min. To je mnozstvi p-NP,
které bylo zodpovédné za zlutou barvu a predstavuje, kolik p-NP bylo vytvoreno

enzymem za jednu minutu.
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4.4 Spektrofotometricka detekce H. pylori

Po optimalizaci podminek, jsme byly schopni provést detekci naseho analytu ve
vzorku za pouziti jak pozitivniho, tak negativniho séra. VSechny vzorky byly méreny
trikrat. Proces pripravy vzorku probihal nasledovné. 50 jl ¢astic modifikovanych an-
tigenem o koncentraci 5 mg/ml bylo promyto s 200 pl TRIS pufru. Po promyti, bylo
k ¢asticim pridano 100 pl séra (pozitivni a negativni vzorek) a 100 pl PBS. Céstice
jsme nechali inkubovat 30 minut. Po inkubaci, byl supernatant odstranén a k c¢asti-
cim bylo piidano 100 pl konjugatu fedéného 1:1000. Céstice byly znova inkubované
30 minut. Po inkubaci, byly ¢astice promyty ¢tyfikrat 200 pl PBS+0,05%TWEEN.
K ¢asticim pak bylo pridano 200 nl substratu rozpusténého v DEA pufru v koncen-
traci 1mg/ml. Po inkubaci 20 minut, a odstranéni magnetickych ¢astic ze vzorku
pomoci externitho magnetického pole (magnetu), byl vzorek pripraven k spektrofo-
tometrickému meéreni. Z graficky zobrazenych vysledki, je vidét ze odezva v druhém
grafu 4.17 pri 396nm je velmi mald vzhledem k odezvé v prvnim grafu 4.16, coz
odpovida skutecnosti. Odezva na pozitivni vzorek je opticky vyraznéjsi nez odezva

na negativni vzorek.
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Obr. 4.16: Odezva na pozitivni vzorek
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Obr. 4.17: Odezva na negativni vzorek
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Obr. 4.18: Sloupcovy graf porovnani priméru hodnot odezvy pozitivniho a negativ-

niho vzorku
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Zaveér

Tato prace byla zamérena na literarni analyzu v oblasti detekce a separace pomoci
magnetickych ¢astic a senzort, jejich vyvoji v poslednich letech a vyuziti v oblasti
elektrochemické detekce patogenti. Pro ziskani vhodnych analytickych parametru a
co nejlepsich vysledki byla provedena optimalizace podminek pri imobilizaci pro-
nasich vysledku je nejvhodnéjsi pH 5,5. Dale mnozstvi aplikovaného EDC, kdy vy-
sledné optimalni mnozstvi je 10 mg, a mnozstvi aplikovaného proteinu které podle
vysledkil nejvétsi procento zachytu je pii pouziti 100 mg proteinu. Velikost c¢astic
vysla 640.9 nm, nicméné vyrobce SIMAG-Carboxyl nanocastic uvadi jejich velikost
1000 nm. Dalsim cilem bylo provést imobilizaci antigenu HpaA bakterie H. pylori
povrch MNPs a pomoci elektrochemické detekce detekovat protilatky proti HpaA.
Pro elektrochemické méreni byly pouzity elektrody pripojené k softwaru NOVA, ve
kterém bylo nutné nejdiiv zoptimalizovat podminky parametrit DPV. Po elektro-
chemickém méreni bylo stanoveno, ze odezva jak na pozitivni, tak i na negativni
vzorek je podobna. Z obdrzenych vysledkii jsem usoudila, ze néktera ze slozek po-
zitych MNPs SIMAG Carboxyl interferuje s elektrochemickym stanovenim 1-N, coz
neumoznuje elektrochemické stanoveni samotného HpaA. Proto byla detekce HpaA
prevedena do fotometrického formatu. Nejdrive byly zoptimalizovany parametry pro
spektrofotometrickou detekci a byla provedena detekce na spektrofotometru, kde

odezva odpovidala o¢ekavanym vysledkiim.
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Seznam symboli a zkratek

DNA

EDC

MES

MNPs
MPs
PCR
PI
DEA
p-NP
p-NPP
1-N
PBS
ELISA
HpaA
WHO
BSA
PONT
POC

POCT

Deoxyribonukleova kyselina — Deoxyribonucleic acid

Ethyl(dimethylaminopropyl)karbodiimid —
1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide

Kyselina 2-(N-morfolino)-ethansulfonova —

2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid

Magnetické nanocastice — Magnetic nanoparticles

Magnetické castice — Magnetic particles

Polymerazova tetézova reakce — Polymerase chain reaction
Polydisperzni index — Polydispersity index

Diethanolamin — Diethanolamine

P4-nitrophenol — 4-nitrophenol

P-nitrofenylfosfat — P-nitrophenyl phosphate

1-naftol — 1-naphtol

Fosfatovy pufr — Phosphate buffered saline

Enzymaticka imunoanalyza — Enzyme-linked immuno sorbent assay
Helicobacter pylori adhesin A — Helicobacter pylori adhesin A
Svétova zdravotnicka organizace — World Health Organization
Hovézi sérovy albumin — Bovine Serum Albumin
Point-of-need testy — Point-of-need tests

Point-of-care — Point-of-care

Point-of-care testy — Point-of-care tests
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