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Úvod 

S rozvojem nanotechnologi í se magnet ické nanočás t ice (MNPs) ukáza ly být s l ibným 

nás t ro jem pro vývoj biosenzorů pro měření v mís tě péče. Tento přehled nast iňuje 

vývoj e lektrochemických biosenzorů, k teré používají magnet ické částice, pro detekci 

biomolekul. Magnet ické částice v mikro- a nanoměř í tku , napodobuj íc í velikost mole

kul v př í rodě, maj í zajímavé vlastnosti, k teré usnadňuj í čištění a detekci biomolekul v 

široké škále vzorků. Zejména velký povrch a paramagne t ické nebo superparamagne-

tické vlastnosti t ěch to drobných částic poskytuj í a t r ak t ivn í technologickou platformu 

pro náv rh elektrochemických biosenzorů. Tento analyt ický p ř í s tup je vhodný k mini

aturizaci a lze tak vytvoř i t e lektroanalyt ický nás t ro j malý jako mobilní telefon, k terý 

lidem umožňuje provádět experimenty v te rénu bez speciálního školení. P rak t i cká 

část se zabývá opt imalizací p o d m í n e k pro tvorbu elektrochemického biosenzorů pro 

detekci H p a A založeného na M N P s a jsou zde popsány př ík lady elektrochemických 

p ř í s tupů k dosažení separace a detekce analytu využívajících M N P s . 
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1 Magnetické nanomateriály pro "point-of-

need" testování 

1.1 "Point-of-need" testování 

Termín point-of-care ( P O C ) byl poprvé zmíněn před tř icet i lety v textu Labora

tory Improvement Amendments of 1988, k te rý zahrnuje federální normy p la tné pro 

všechna amer ická zařízení nebo mís ta , k t e r á testuj í lidské vzorky pro posouzení zdra

votn ího stavu nebo pro diagnostiku, prevenci nebo léčbu onemocnění . Tehdy byla 

definována budoucnost analýz v rámci zdravotnic tví , k t e rá m á směřovat k provedení 

nezbytných úkonů v mís tě péče. 

Point-of-care testy ( P O C T ) jsou lékařské testy, k teré se provádí kdekoli, kde se paci

ent nachází a umožňují okamži tého získání a odeslání výsledků lékaři ke klinickému 

rozhodnut í . Se zvyšující se p o t ř e b o u pac ien tů získat co nejpřesnější výsledky co 

nejrychleji, p o p t á v k a po P O C T v dnešní době stále roste. Velký technologický po

krok, mobilní telefony, internet dos tupný t éměř každému, m i m o ř á d n ý vývoj ve světě 

senzorů a miniaturizace zařízení umožňuj í provést test bez významných lékařských 

znalost í a získat výsledky v k r á t k é m čase. [1] 

Rozdíl mezi P O C T a point-of-need testy ( P O N T ) ješ tě není přesně definován, i 

když P O N T m á širší v ý z n a m a zahrnuje také ana lýzy v oblasti životního prostředí , 

ve ter inární péče a bezpečnos t i potravin. Světová zdravotn ická organizace ( W H O ) 

definovala P O C T a P O N T jako snadno dos tupné , citlivé, přesné, uživatelsky pří

větivé, minia tur izované a rychlé, použi te lné bez speciálního vybavení a dosažitelné 

t ěm, kteř í je potřebuj í . Pro aplikace mimo zdravotnická zařízení byly P O C T a P O N T 

také někdy označovány jako point-of-use nebo point-of-collection. Ve srovnání s vel

kými s tolními zařízeními jsou ruční a přenosné analyt ické nás t ro je integrovanější, 

snadno se s n imi manipuluje, nevyžaduj í odbornou obsluhu a šetří čas, aniž by došlo 

ke značné z t r á t ě přesnost i a citlivosti. [2] [3] [4] 

Velkou výhodou diagnostiky P O C T a P O N T je identifikace pa togenů př ímo na lůžku 

nemocného člověka nebo v mís tě chovu zájmových zvířat a samozřejmě také v krá t 

kém čase. Osoby odpovědné za léčbu tak mohou reagovat rychleji podle výsledku. 

Tato diagnost ická zařízení lze také snadno odeslat na mís to , kde jsou po t řeba , a 

mohou předs tavovat řešení pro méně rozvinuté země s nedostatky v dopravní in

f ras t ruktuře a zejména v pros t řed í s omezenými zdroji. Výsledky analýz se ukládaj í 

do p a m ě t i zařízení nebo se bezdrá tově přenášejí a nahrávaj í na centrální servery nebo 

j iné da t abáze přes Bluetooth, bezdrá tové mís tn í sítě ( W L A N ) a pomocí mobilní ko

munikace. Vzniká tak možnost poskytovat dálkově efektivní péči, např . vzdálené 

sledování stavu pacientů , personalizace léčby a snížení p o č t u po t řebných návš těv v 
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nemocnici. Tyto schopnosti dělají z P O C T a P O N T důleži tý nás t ro j prevence šíření 

nemocí. Použi t í P O C T a P O N T na letištích, v přís tavech a ka ran ténn ích stanicích 

může zabrán i t celosvětovému šíření mnoha infekčních nemocí jako např . C O V I D - 1 9 . 

[2] [4] [5] 

Obecně , ruční zařízení jako jsou P O C T a P O N T systémy obsahují integrované sen

zory a jednotku pro přenos a vyhodnocování signálu. Sběrem a analýzou vzorků, 

jako je krev, sérum, moč , sliny a další jsou P O C T zařízení, založená na biosenzorech, 

schopna specificky detekovat stopové hladiny ana ly tů biologického i anorganického 

původu . Tyto analyty zahrnuj í D N A , R N A , prot i lá tky, proteiny, toxiny, hormony, 

ionty, cytokiny, buňky, viry a bakterie. [1] [4] [2] 

Príprava 
pacienta 

Odběr Zpracování Provedeni Zpracování Analýza 
vzorků vzorků t e B t u výsledků výsledků 

N ť~ 

Příjezd 
pacienta 

0 
t * 
Propuštění 
pacienta 

Konvenční metoda testování 

>— POCT 
Ú s p o r a č a s u 

Odběr 
vzorků 

Aplikace Analýza 
-—' vzorků výsledků Propuštění 

pacienta 

Obr. 1.1: Výhody P O C T [8] 
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1.2 Elektrochemické biosenzory 

Biosenzory jsou analy t ická zařízení pro detekci ana ly tů , založena na principu kom

binace biologické složky (biorekogniční element) se složkou fyzikálně-chemického de

tektoru, ve k terých k rozpoznání analytu dochází na základě biochemických reakcí 

s biomolekulami, jako jsou prot i lá tky, proteiny, enzymy, b u ň k y atd. K tomu obecně 

dochází pomocí minia tur izovaných analyt ických systémů, kde jsou biologické složky 

imobilizovány na povrchu v pevné fázi, k t e rý interaguje s analytem. Tyto interakce 

lze detekovat pomocí elektrochemických, opt ických a j iných metod. T í m t o způso

bem mohou zařízení P O C T a P O N T integrující specifické bioafinitní elementy a 

citlivé, j ednoduché a levné elektroanalyt ické techniky poskytnout včasnou detekci 

pa togenů, umožni t rychlou léčbu nemocí , a tak pomoci zvýšit mí ru přežit í pacientů . 

[6] [1] 

Vývoj diagnost ických technologií P O C T a P O N T m á největší potenciá l pro mini

aturizaci a přenosi te lnost , ale samotný její vývoj může trvat dlouho a být velmi 

nákladný. Velké množs tv í s tudi í vyvinulo prototypy zařízení, k teré jsou přenosné a 

přesné, ale tyto technologie čeká d louhá doba tes tování a hodnocení analyt ických 

p a r a m e t r ů . 

Glukometr je d o b r ý m př ík ladem přenosné elektrochemické diagnostické platformy, 

k te rá je v dnešní době již komerčně dos tupná . Slouží pro měření hladiny glukózy v 

krv i a nebude překvapením, když p o d o b n é platformy v blízké budoucnosti dosáhnou 

obdobných výsledků v detekci různých ana ly tů . Také chytré telefony poslední dobou 

získaly velkou pozornost jako potenciá lní řídící jednotky pro různé P O C T a P O N T 

zařízení. [1] [7] 

Mezi různými dosud používanými detekcemi předs tavuje e lektrochemická detekce 

značnou část publikovaných prací v t é to oblasti. Elektrochemické biosenzory jsou 

často navrženy pro P O C T nejen díky jejich vysoké specifičnosti, citlivosti, přesnost i 

a n ízkým de tekčním l imi tům, ale t aké díky jejich rychlé odezvě, možnost í miniatu

rizace, přenosi telnost i , re la t ivně nízké ceně a pohod lnému ovládání . 

Elektrochemické biosenzory lze také snadno př izpůsobi t jako součást mikrofluidních 

čipů, přenosi te lných sys témů nebo je lze př ipoj i t k sys t émům čtení digitálních sig

nálů, jako jsou chytré telefony, což umožňuje skutečnou detekci cílového analytu na 

mís tě a okamži té sdílení výsledků t e s tů s lékařem. [1] 

Základní princip imunosenzorů je založen na specifickém rozpoznání mezi prot i lá t 

kami a an t igény Cílový ant igén (např. protein) lze zachytit na povrchu senzoru, na 

k te rý byly dříve imobilizovány prot i lá tky. V elektrochemickém senzoru může ana

lýza p rob íha t p ros t ředn ic tv ím sendvičové struktury, kde potom následuje měření 

elektrochemického signálu. [9] 

Elektrochemický biosenzor obvykle obsahuje t ř i elektrody, hlavní měřící tzv. pra-
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covní elektrodu, pomocnou elektrodu a referenční elektrodu. Elektrochemické bio-

senzory v p o d s t a t ě měř í elektrické nebo elektrochemické změny na povrchu elektrody 

po navázání cílového analytu na biorekogniční prvek uložený na povrchu pracovní 

elektrody. Elekt rochemická detekce využívá jako mate r iá l hlavně uhlíkové nebo ko

vové elektrody, nezř ídka povrchově modifikované pomocí nanomate r i á lů . Účelem 

elektrod je převést informace biologického rozpoznání na uži tečný elektrický signál, 

k te rý ovlivňuje měři te lné elektrické vlastnosti na rozhraní elektrody a elektrolytu 

(např . elektrický proud nebo potenciá l ) . Potenciá l se měř í mezi pracovní elektrodou 

a referenční elektrodou, za t ímco proud se měř í mezi pracovní elektrodou a pomocnou 

elektrodou. Právě amperomet r ické a potenciometr ické metody se nejčastěji používají 

ve spojení s e lektrochemickými biosenzory. [1] [10] [11] [12] 

V poslední době zaznamenal obor nanotechnologi í zaměřených na nanočás t ice a na-

nomate r iá ly velký rozmach. V současné době se k navrhování ul t raci t l ivých platfo

rem pro biosenzory používají různé druhy funkčních nanomate r i á lů , jako jsou kovové 

nanočás t ice , kvantové tečky, nanoporézn í mater iá ly , nanomate r i á ly na bázi uhl íku a 

M N P s , o k te rých bude řeč v následující kapitole. [13] 
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1.3 Magnetické nanočástice 

V posledních dekádách byly syntet izovány nanomate r i á ly různých tvarů , velikostí a 

složení, jako jsou kovové nanočás t ice (zlato, s t ř íbro apod.), kvantové tečky (polovo

dičové nanočás t ice) , mezoporézní nanočás t ice oxidu křemiči tého, uhlíkové nanoma

ter iály (grafen, fulereny, grafenové tečky) a M N P s , k teré se dneska široce používají 

nejen v elektrochemických senzorech a biosenzorech. 

Díky svým jed inečným fyzikálním a chemickým vlastnostem se tyto nanomate r i á ly 

stále častěji používají při tes tování v mís tě péče a v mís tě potřeby, aby se zlepšil 

analyt ický výkon a zjednodušil proces detekce. Přes tože tyto nanočás t ice hrají v růz

ných elektrochemických systémech různé role, lze základní funkce M N P s klasifikovat 

především jako: 1) imobilizace biomolekul; 2) ka ta lýza elektrochemických reakcí; 3) 

zlepšení přenosu elektronů; 4) značení biomolekul a 5) působení jako reaktant. [14] 

[12] 

Obecně pla t í , že kovové nanočás t ice mají vynikající vodivost a kata lyt ické vlast

nosti, díky nimž jsou vhodné pro posílení přenosu e lektronů mezi redoxními centry 

v proteinech a povrchem elektrod. Taky slouží jako ka ta lyzá to ry pro zesílení elek

t rochemických reakcí. [14] 

Mezi hlavní výhody použi t í M N P s pa t ř í jejich velká plocha povrchu, s n a d n á modifi

kace povrchu, nízká toxicita pro lidský organismus a j ednoduchá manipulace pomocí 

externího magnet ického pole. Fyzikálně-chemické vlastnosti M N P s , jako je velikost, 

úroveň magnetizace, jsou důležité při definování jejich uži tečnost i v biologických 

aplikacích. Stejně důležité je, že povrchové vlastnosti částic by měly být optimalizo

vány, aby se omezily nespecifické interakce a aby byly testy na bázi částic vhodné pro 

použi t í v komplikovaných matr ic ích, jako jsou tělní tekutiny. Obvykle představuj í 

M N P s používané v biosenzorech superparamagne t ické nanočás t ice na bázi oxidu že

leza, včetně maghemitu (7-Fe 2 0 3 ) a magnetitu ( F e 3 0 4 ) . Je známo, že malé částice 

oxidů železa velikosti od 1 do 10 n m vykazují superparamagnetismus, za t ímco větší 

(v ř á d u um) vykazují feromagnetismus. [13] [5] [9] 

Al te rna t ivn í mate r iá l magnet ických nanočás t ic , představuje M F e 2 0 4 a FePt. Po

stupy syntézy těch to částic jsou však re la t ivně složité a d rahé ve srovnání s nano-

část icemi oxidu železa. Magnet ické nanočás t ice oxidu železa vykazují dos ta tečnou 

fyzikální a chemickou stabilitu, jakož i biokompatibil i tu a jsou bezpečné pro životní 

prost ředí . Důlež i tým aspektem je však možnos t jejich specifických biologických apli

kací, k te ré zahrnuj í magnetickou separaci, cílené dopravování léků, zobrazování mag

netickou rezonancí , termoablace a biosenzory. 

M N P s se obecně používají k usnadněn í transportu látek na snímací povrch senzorů 

p ř i t ahován ím vnějším magne t i ckým polem. M N P s rozptýlené ve vzorku, a modifi

kované vhodnými rozpoznávacími molekulami (proti látky, oligonukleotidové próby 
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apod.) mohou specificky zachytit cílové molekuly a po t é být př i taženy pomocí apli

kovaného magnet ického pole, jak je vidět na obrázku 1.2. Konjugát analytu a M N P s 

může být bud izolován ze zbytku vzorku, kdy je př iveden na snímací povrch biosen-

zoru za účelem detekce nebo může být ods t r aněn (separován) ze vzorku. [15] [16] 

Obr. 1.2: Obecný princip fungování elektrochemické analýzy na bázi M N P s [15] 

S a m o t n á detekce může p rob íha t na základě tzv. p ř ímé E L I S Y , jak je zobrazeno na 

obrázku 1.3. V tomto př ípadě dochází k modifikaci částic antigenem, na k te rý se spe

cifický váže p ro t i l á tka značená enzymem, k te rý ve v h o d n é m pros t ředí ze s u b s t r á t u 

produkuje detekovatelný produkt. [17] 
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Obr. 1.3: P ř í m á E L I S A [18] 
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2 H e l i c o b a c t e r p y l o r i 

Helicobacter pylori je druh bakter i í , infikující organismus lidí a zvířa t , ze jména ko

lonizuj ící oblast ža ludku a dvanác tn íku . Úzce souvisí se žaludečními chorobami, 

jako jsou pept ické vředy ve výstelce ža ludku nebo horn í části s t řeva a rakovinou 

žaludku. Rakovina ža ludku se běžně projevuje u osob, k teré t rp í chronickými in

fekcemi H. pylori. Infekce může být přenesena p ř í m ý m kontaktem pros t ředn ic tv ím 

slin, stolice nebo zv ra tků infikovaných osob, avšak přesná cesta přenosu není dosud 

známa. Kontaminované potraviny a voda jsou hlavními faktory, k te ré se podílejí na 

šíření bakter iá ln í infekce. Ačkoli H. pylori může postihnout všechny věkové skupiny, 

dospělí nad 60 let jsou zvláště náchylní k infekci. Zároveň se p ředpokládá , že počá

teční infekce se vyskytuje hlavně u dět í do 5 roků věku. Podle statistiky se infekce 

H. pylori vyskytuje výrazně méně u populace v rozvinutých zemích než v zemích 

rozvojových. [20] 

H. pylori je mikroaerofilní bičíkovitá bakterie ve tvaru šroubovice o p r ů m ě r n é ve

likosti 3 um a délce 0,5 um. Bakterie vylučuje několik základních enzymů, jako je 

oxidáza. VLľGclZcl cl ka ta láza , k teré hrají důleži tou roli při jej ím přeži t í v kyselých pod

mínkách žaludečního prostředí . H. pylori může používat různé adheziny k navázání 

na žaludeční epiteliální b u ň k y a jeden z nich je adhesin A (HpaA). Ve všech sérech 

pacientů infikovaných H. pylori je značné množs tv í p ro t i lá tek proti H p a A . Kvůli 

tomu H p a A je s l ibným k a n d i d á t e m pro vývoj vakcíny proti H. pylori. 

B y l a vyvinuta ř a d a t e s tů s různou přesnost í a citlivostí k identifikaci infekce H. 

pylori. Diagnostické metody pro identifikaci H. pylori se obecně dělí na invazivní a 

neinvazivní testy. Invazivní metody, jako je rychlý ureázový test ( R U T ) a polyme-

rázová řetězová reakce ( P C R ) jsou založeny na př ímé identifikaci mikroorganismu 

endoskopií horní část i gas t ro in tes t iná ln ího traktu a biopsií ža ludku. Pro počá teční 

diagnostiku infekce H. pylori lze použí t neinvazivní testy, k teré lze provést na vzor

cích séra, slin, stolice nebo dechu. Sérologii (průkaz pro t i lá tek proti H. pylori), de

chový test 13C-urea (13C-UBT) , test ant igénu stolice (SAT) nebo test fekálního 

ant igénu (FAT) a test ant igénu H. pylori slin (HPS) lze provést neinvazivními me

todami. Invazivní testy lze použí t pro sledování s tupně poraněn í ža ludku, za t ímco 

neinvazivní testy lze použí t pouze k identifikaci H. pylori ve vzorku. Test sérových 

pro t i lá tek a invazivní endoskopie nejsou vhodné pro dět i a t ěho tné ženy kvůli radi

ační expozici a z důvodu nízké citlivosti a při jatelnost i . Současné testy na ant igén 

ve stolici však někdy poskytuj í falešně negat ivní výsledky a to zejména v př ípadech 

nízkého p o č t u bakter i í a nebo v př ípadě že byly u pac ien tů nedávno použi ty inhibi

tory protonové pumpy nebo antibiotika. [19] [20] [21] 

K překonání těch to problémů může být vyvinuta ř a d a biosenzorů jako vysoce úč inná 

metoda pro detekci bakter i í H. pylori a rakoviny ža ludku v jeho r a n é m s tádiu . 
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Po spojení s nanomate r i á ly poskytuj í biosenzory a mikrofluidní sys témy vhodné ana

lytické platformy pro diagnostiku H. pylori v mís tě péče. P r v n í u l t raci t l ivý senzor 

pro celobuněčnou detekci H. pylori z lidských fekálních vzorků byl vyvinut v roce 

2019. Pracuje v „sendvičovém" režimu a využívá monoklonáln í p ro t i l á tky proti H. 

pylori konjugované s magne t ickými část icemi pro zachycení bakter iá ln ích buněk a 

polyklonální p ro t i l á tky proti H. pylori konjugované s fluorescenčními kvantovými 

tečkami pro přenos signálu. [21] 

Tento „sendvičový" postup popisuje kovalentní spojení aminoskupin l igandů, jako 

jsou prot i lá tky, proteiny nebo nízkomolekulární látky, na magnet ické částice kar-

bodiimidovou metodou. Karbodi imidová metoda je kovalentní vazebný sys tém a 

zaručuje proto dobrou reprodukovatelnost imobilizace. Karbodi imidy reagují s kon

covými karboxylá tovými skupinami z magnet ických částic na vysoce reakt ivní de

r iváty O-acylisomočoviny a snadno reagují s aminoskupinami l igandů. Magnet ické 

částice mohou kovalentně vázat protein p ros t ředn ic tv ím aktivace ethyl (dimethyla-

minopropyl) karbodimidu ( E D C ) , k te rý byl použi t v předložené prácí . [19] [20] [22] 

{ E D C ) 

o ? O H + 

N - C H , - C H , 

ii 
C 

ll , C H 3 

Aktivace 
karboxylových skupin 
karbodiimidem 

O l 
N H - C H j - C H j 

II X C H 3 
M- ( C H 3 > 3 - N ( 

N C H 3 

Y 
+ 

N H , -

Tvorba reaktivní 
o-acylismocoviny 

Y 
N H -

Kovalentní vazba 
nanočástic 

Obr. 2.1: Postup kovalentní vazby pro t i l á tky IgG na magnet ické částice karbodiimi-

dovou metodou 
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3 Optimalizace metodiky pro získání vhod

ných analytických parametrů 

3.1 Kalibrace a příprava standardů 

V analyt ické chemii s t a n d a r d n í roztok obsahuje přesně známou koncentraci látky. 

Z n á m á hmotnost lá tky se rozpust í v požadovaném rozpouštědle , aby se vytvoři l spe

cifický objem. S t a n d a r d n í roztoky se používají ke s tanovení koncentrací neznámého 

analyzovaného vzorku. J ednoduchý standard se získá zředěním jednot l ivého prvku 

nebo lá tky v rozpouštědle (obvykle dest i lovaná voda popř .vodný pufr). Kval i ta bi-

oanalyt ické metody je vysoce závislá na l inearitě výsledné kal ibrační křivky, k te rá 

představuje vztah mezi koncentrací a odezvou dané metody. P rávě tento vztah se 

pak použije k transformaci měření provedených na zkušebních vzorcích na výpoč ty 

množs tv í p ř í t omného analytu. Lineární kal ibrační kř ivka je pozi t ivní indikací účin

nosti testu ve val idovaném analyt ickém rozsahu. 

V našem experimentu byl zvolen jako standard hovězí sérový albumin (bovine sé

rum albumin, B S A ) . By lo smícháno 2 mg B S A do 4 ml desti lované vody (výsledná 

koncentrace 0,5 mg/ml) . Následně bylo provedeno půlové ředění do 10 zkumavek 0.1 

M M E S pufrem, desá t á zůs ta la p r á z d n á (nulový vzorek). Následně byly vzorky o 

různých koncentracích B S A smíchány v p o m ě r u 1:8 se směsí reagencií A a B (50:1) 

z testovací sady Pierce™ B C A Protein Assay K i t od firmy ThermoFisiher. Vzorky 

jsme nechali inkubovat 30 minut při 60°C na přístroj i Phoenix Instrument HB-100. 

V přístroj i Infinite M200 Pro při vlnové délce 562 nm jsme pak byl i schopni získat 

absorbanci a nás ledně zobrazit graficky získané výsledky pomocí kal ibrační kř ivky 

na obrázku 3.1. 
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Obr. 3 .1 : Kal ibrační kř ivka závislosti koncentrace B S A na absorbanci při 562nm 

Danou kal ibrační kř ivku budeme používat v dalších měřeních pro s tanovení kon

centrace proteinu zachyceného na magnet ické částice. 

21 



3.2 Vliv pH pufru na vazbu proteinu na magnetické 

částice 

V tomto měření bylo tes továno p H 0,1 M M E S pufru tvořeného kyselinou 2-(N-

morfolino)-ethansulfonovou a hydroxidem sodným. Použili jsme hodnoty: p H 5,5, 

6,0 a 6,5. Jako protein jsme použili B S A v koncentraci 50ug/250 ul . Postup byl 

následující. 5 mg částic bylo promyto dvakrá t v 1 m l M E S pufru o př ís lušném p H . 

Následně bylo k část ic ím př idáno 0,25 ml M E S pufru obsahující 10 mg E D C Př i 

pravený vzorek jsme nechali rotovat v přístroj i M u l t i B io RS-24 po dobu 10 minut. 

Po up lynu t í doby byly částice promyty dvakrá t v 1 ml M E S pufru o př ís lušném p H . 

Po p romyt í byly částice resuspendované v 0,25 ml M E S pufru o různých p H . Do 

vzorku pak bylo p ř idáno 250 ul roztoku B S A a pak jsme vzorek nechali rotovat 2 

hodiny. Po 2 hodinách , byl z částic odeb rán eluát a byl smíchán v p o m ě r u 1:8 s 

reagencemi A a B (poměr 50:1) z testovací sady Pierce™ B C A Protein Assay K i t 

od firmy ThermoFisher. Vzorek jsme nechali inkubovat 30 minut na 60°C s tupňů na 

přístroj i Phoenix Instrument HB-100. V přístroj i Infinite M200 Pro jsme pak byl i 

schopni získat absorbanci při vlnové délce 562 nm a následně z kal ibrační kř ivky do

poč í ta t jaké množs tv í proteinu se vázalo na magnet ické částice. Z výsledného grafu 

3.2 vyplývá, že op t imáln í p H pro vazbu proteinu na magnet ické částice bylo 5,5. P ř i 

t é t o hodno tě p H došlo k nejvyššímu zachycení proteinu, a proto byl pufr o p H 5,5 

používán v navazujících experimentech. 
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Obr. 3.2: Závislost množs tv í zachyceného B S A na p H vazebného pufru 
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3.3 Vliv množství EDC na vazbu proteinu na magne

tické částice 

Dalš ím parametrem, k te rý jsme sledovali, bylo množs tv í E D C . Cílem bylo zjistit 

jestli množs tv í E D C ovlivňuje účinnost vazby proteinu na M N P s . Množs tv í E D C , 

k teré bylo použ i to je 2,5 mg, 5,0 mg, 10,0 mg a 20,0 mg. K měření byl použi t 0.1 

M M E S pufr o p H 5,5. Postup byl stejný jako v kapitole 3.2, ovšem měli jsme 4 

různé vzorky s odl išným množs tv ím E D C a s te jným p H M E S pufru. V přístroj i 

Infinite M200 Pro jsme opět byl i schopni získat absorbanci při vlnové délce 562 

nm a následně z kal ibrační kř ivky dopoč í ta t , j aké množs tv í proteinu se vázalo na 

magnet ické částice. Z výsledného grafu 3.3 vyplývá, že op t imáln í množs tv í E D C na 

izolaci proteinu byl 10 mg. Ačkoli o s t a tn í hodnoty se nijak výrazně neliší, při hodno tě 

10 mg bylo zachyceno nejvyšší množs tv í B S A (48.5 ug) a proto toto množs tv í E D C 

bylo dále používáno. 

Závislost účinnosti záchytu proteinu na E D C 
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Obr. 3.3: Závislost množs tv í zachyceného B S A na apl ikovaném množs tv í E D C 
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3.4 Vliv vstupní koncentrace proteinu na efektivitu 

vazby na magnetické částice 

Následně, byly provedeny experimenty s různými koncentracemi daného proteinu. 

Aplikovaná množs tv í B S A byly 50 ug, 100 ug, 250 ug, 500 ug, 1000 ug. B y l použi t 

M E S pufr o p H 5,5, a množs tv í E D C 10 mg na reakci. Opě t byl proveden stejný 

postup podle kapitoly 3.2. Po změření absorbance v přístroj i Infinite M200 Pro jsme 

získali 5 různých hodnot, z k te rých jsme pomocí kal ibrační kř ivky z kapitoly 3.1 byl i 

schopní vypoč í t a t množs tv í proteinu, k te ré se vázalo na M N P s . Z tabulky je vidět že 

největší procento zachyceného proteinu část icím bylo při množs tv í proteinu lOOug. 

Závislost účinnosti záchytu proteinu na množství proteinu 

400 600 SOU 

Muožství vloženého proteinu [|ig] 

Obr. 3.4: Závislost účinnost i záchytu proteinu na množs tv í vloženého proteinu 

Tab. 3.1: P rocen tuá ln í závislost zachycení proteinu na částice. 

Množství aplikovaného BSA [ug] Množství zachyceného BSA [ug] Procento záchytu [%] 
50 48,5 97,1 
100 98,5 98,5 
250 212,4 84,9 
500 306,4 61,3 
1000 549,7 54,9 
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3.5 Ověření velikostí magnetických částic 

S i - M A G - C a r b o x y l nanočás t ice od firmy Chemicell byly měřeny v přístroj i Zetasi-

zer Nano od firmy Malvern. Př í s t ro j měř í velikost částic obsažených ve vzorku a 

prezentuje data podle po t ř eb uživatele. Část ice byly smíchány s roztokem KC1 o 

koncentraci 5 mmol/1. Měření bylo provedeno při teplotě 25 °C. Měření bylo prove

deno t ř ik rá t . Jak je vidět na obrázku 3.5 p r ů m ě r n á velikost M N P s vyšla 640.9 nm 

s polydisperzním indexem 0,210. Polydisperzní index (PI) je bez rozměrná veličina, 

k t e rá měř í distribuci částic podle velikostí. P I se může pohybovat od 0 do 1, za t ímco 

hodnoty blížící se 1 naznačují , že distribuce částic je tak polydisperzní , že vzorek 

není vhodný pro měření . 
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Obr. 3.5: Velikostní distribuce magnet ických částic s tanovená metodou dynamického 

rozptylu světla (DLS) . 
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4 Detekce H. pylori 

4.1 Optimalizace podmínek pro elektrochemickou de

tekci 

Jak už bylo zmíněno v předchozích kapi tolách, s a m o t n á detekce p rob íhá pomocí 

př ímé E L I S Y (částice značena antigenem - p ro t i l á tka značená enzymem - subs t rá t -

produkt), kde produkt je detekován elektrochemicky. To znamená , že výsledkem je 

elektrochemický signál, k te rý n á m naznačuje p ř í tomnos t měřeného analytu. P r v n í m 

krokem je modifikace částic antigenem H p a A , na k te rý se specifický váže p r imárn í 

p ro t i l á tka značená enzymem, k te rý se s u b s t r á t e m produkuje detekovatelný produkt. 

Pro elektrochemické měření se používá p ro t i l á tka značená enzymem alkalickou fos-

fatázou ( A L P ) , k t e r á s 1-naftylfosfátem (1-NP) jako enzymat ickým subs t r á t em, re

aguje za vzniku 1-naftolu (1-N) (enzymatického vedlejšího produktu). Tento pro

dukt je nás ledně elektrochemicky oxidován pomocí diferenční pulzní voltametrie 

(DPV).[41] 

Obr. 4.1: Hydrolýza 1-NP alkalickou fosfatázou za vzniku 1-N [23] 

K samotné detekci byl použi t software Autolab N O V A 4.2, ve k t e r ém nejdřív byly 

ponechány přednas tavené parametry jako je amplituda, modulačn í čas a intervalový 

čas. Abychom mohli nastavit op t imáln í parametry v softwaru N O V A , bylo po t ř eba 

měři t produkt elektrochemické reakce což je 1-naphtol za různých podmínek . Nejdřív 

byl př ipraven roztok naphtolu s d ie thano laminovým ( D E A ) pufrem o p H 9,8 o kon

centraci 250 u M . N a elektrodu výrobce M i c r u X Technologies 4.3 bylo naneseno 50 

ul daného roztoku a byla měřena jeho odezva diferenční pulzní vol tametr i í . 
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Obr. 4.2: Uživatelské pros t ředí Autolab N O V A 
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Obr. 4.3: Elektroda výrobce M i c r u X Technologies 

P r v n í m parametrem, k te rý byl opt imal izován je modulačn í amplituda, kde byly 

použi ty hodnoty 0,2 V ; 0,1 V ; 0,05 V ; 0,025 V ; 0,01 V ; 0,005 V . 

Hodnoty modulačn ího času a časového intervalu byly nastaveny na 0,01 s. Jak je 
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vidět na obrázku 4.4, největší odezva byla z ískána při ampl i tudě 0,2 V . Tato hodnota 

byla dále používána v následných měřeních. 

Voltám o gram 

-0.6 -0.4 -0,2 0 0.2 0.4 0.6 

-5 -

Potenciá l [V] 

Obr. 4.4: Voltametr ické záznamy 0,25 m M 1-naphtholu v D E A pufru (pH 9,8, 0,1 

M ) př i nas tavení různých modulačních amplitud (0,005 - 0,2 V ) a časového intervalu 

0,01 s a modulačn ího času 0,01 s. 

D r u h ý m parametrem, k te rý byl opt imal izován je časový interval, kde byly použi té 

hodnoty 0,01 s; 0,2 s; 0,4 s; 1 s. Hodnota amplitudy byla nastavena na 0,2 V , 

za t ímco hodnota modulačn ího času byla 0,01 s. N a obrázku 4.5 je vidět , že největší 

odezva byla při hodno tě časového intervalu 1 s. Proto tato hodnota byla používána 

v následujících experimentech. 

Pos ledním parametrem byl modulačn í čas, kde byly použi té hodnoty 0,005 s; 

0,01 s; 0,025 s; 0,05 s; 0,1 s. Hodnota amplitudy byla nastavena na 0,2 V , za t ímco 

hodnota časového intervalu byla 1 s. N a obrázku 4.6 je vidět , že největší odezva byla 

dosažena při hodno tě 0,005 s. Proto tato hodnota byla nás ledně použ ívána v dalších 

měřeních. 
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Obr. 4.5: Voltametr ické záznamy 0,25 m M 1-naphtholu v D E A pufru (pH 9,8, 0,1 

M ) při nas tavení různých časových intervalů (0,01 - 1 s) a modulačn í ampl i tudě 0,2 

V a modu lačn ím času 0,01 s 

Obr. 4.6: Voltametr ické záznamy 0,25 m M 1-naphtholu v D E A pufru (pH 9,8, 0,1 

M ) při nas tavení různých modulačních časů (0,005 - 0,1 s) a modulačn í ampl i tudě 

0,2 V a časovém intervalu 1 s 

30 



4.2 Elektrochemická detekce H. pylori 

K samotné detekci musely být nejdříve na povrch M N P s imobilizován ant igén (HpaA) 

Postup byl následující. 5 mg částic bylo promyto dvakrá t v 1 m l M E S pufru o p H 

5,5. Následně bylo k část icím př idáno 0,25 m l M E S pufru obsahující 10 mg E D C . 

Př ip ravený vzorek byl nechán rotovat v přístroj i M u l t i B io RS-24 po dobu 10 mi

nut. Po up lynu t í doby byly částice promyty dvakrá t v 1 m l M E S pufru. Po p romyt í 

byly částice resuspendované v 0,25 ml M E S pufru a do vzorku pak bylo p ř idáno 100 

ug/250 úl ant igénu HpaA. Vzorek byl nechán rotovat 2 hodiny. Po dvou hodinách 

částice byly promyty t ř ik rá t M E S pufrem a byly uchovány v 1 m l P B S (phosphate 

buffered saline) pufru obsahujícím 0,05% T W E E N a 1% B S A . 

T í m t o postupem byly získány částice modifikované antigenem. V dalš ím kroku, 50 

ul modifikovaných částic bylo t ř ik rá t promyto 200 u l T R I S pufru. P r o m y t í T R I S 

pufrem je nezbytný krok, kvůli jeho specifickým vlastnostem. Aminoskupina tris 

(hydroxymethyl) aminomethan je schopna reagovat s karboxylovými skupinami mag

netických částic akt ivovanými pomocí E D C , na k teré se nenavázal ant igén, a tak 

zabraňuje dalš ím nespecifickým reakcím. Po p romyt í T R I S pufrem, bylo k část icím 

př idáno 50 ul séra (pozit ivní, negat ivní vzorek a kontrola předs tavovaná destilova

nou vodou) s 50 ul P B S . Část ice jsme nechali rotovat 60 minut. Po inkubaci, byly 

částice p ě t k r á t promyty 200 u l P B S + T W E E N . K část icím bylo následně p ř idáno 50 

ul konjugátu (pro t i lá tka + značená enzymem) a 50 ul P B S . Po inkubaci 1 hodinu, 

byly částice p ě t k r á t promyty 200 u l P B S + T W E E N . K část icím pak bylo p ř idáno 

200 ul s u b s t r á t u (1-NP) rozpuš těného v D E A pufru v koncentraci l m M . Po inkubaci 

20 minut, vzorek byl př ipraven k měření . Nakonec byla provedena elektrochemická 

detekce a vyhodnocen í získaných dat. 
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Obr. 4.7: Ukázka elektrochemické odezvy metody na pozi t ivní vzorek séra 
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Obr. 4.8: Ukázka elektrochemické odezvy metody na negat ivní vzorek séra 

Z obrázků 4.7 a 4.8 je vidět , že signál je t éměř shodný u obou vzorků, což 

n á m naznačuje , že použi tý postup elektrochemického s tanovení H p a A není vhodný. 

Silná odezva byla detekována u negat ivního vzorku, což by znamenalo, že m á m e 

falešně pozi t ivní výsledek. J e d n í m z důvodu by mohl být ten, že magnet ické částice 

S i M A G Carboxyl jsou samovolně schopny katalyzovat p řeměnu 1-NP na 1-N. To 

bylo ověřeno následujícím způsobem. Do jedné mikrozkumavky bylo p ř idáno 5 ul 

antigenem nemodifikovaných částic o koncentraci 50 m g / m l se 100 ul l m M s u b s t r á t u 

a 0.5 ul vody. Do další mikrozkumavky bylo p ř idáno k stejné koncentraci částic 100 

ul 1 m M s u b s t r á t u s 0.5 ul produktu (1-naftolu). Do t ř e t í mikrozkumavky bylo 
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př idáno pouze 100 ul l m M subs t r á tu . Po inkubaci vzorku s část icemi po dobu 10 

minut byly částice odebraný a e luát e lektrochemický analyzován na elektrodě. Z 

obrázku 4.9 je vidět odezvu u p rvn ího vzorku a ikdyž by v n ě m neměl být p ř í tomen 

1-N, je zde viditelný oxidační pík při potenc iá lu +0.044 V , k te rý odpov ídá 1-N 

4.10. Tento pík je navíc oproti kont ro ln ímu vzorku výrazně vyšší. To by mohlo 

vysvětlovat odezvu u našeho nega t ivn ího vzorku resp. falešně pozi t ivní výsledek, 

k te rý p r avděpodobně byl způsoben s a m o t n ý m typem částic, k teré můžou v sobě 

obsahovat různé modifikátory, známé pouze výrobci , kvůli k t e r ý m metoda nebude 

fungovat pro elektrochemickou detekci. Řešením je metodu zopakovat a p ř í tomnos t 

produktu enzymat ického š těpení měři t spektrofotometricky. 

Voltamogram 

, O—1 1 1 1 1 1 1 

-0.6 -0.4 -0.2 0 0.2 0.4 0.6 

Potenciál [V] 

Obr. 4.9: Ukázka odezvy opt imalizované D P V na vzorek subs t r á tu a vody 
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Obr. 4.10: Ukázka odezvy opt imalizované D P V na vzorek s u b s t r á t u a produktu 

Voltamogiam 
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Obr. 4 .11: Ukázka odezvy opt imalizované D P V na vzorek subs t r á tu 
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4.3 Optimalizace podmínek pro spektrofotometrickou 

detekci 

Pro spektrofotometr ické měření na rozdíl od elektrochemického měření , kde jako 

subs t rá t byl použi t 1-NP, tady jako subs t r á t použi jeme p-ni t rofenylfosfát (p-NPP). 

P - N P P po z t r á t ě fosfátové skupiny kata lyzované alkalickou fosfatázou za alkalic

kých p o d m í n e k vytvoř í žlutý produkt p4-nitrophenol (p-NP), k te rý jsme schopni 

fotometrický detekovat. [42] P r v n í m krokem bude stanovit vlnovou délku absorpč

ního maxima p-NP. Obvykle se tato hodnota pohybuje od 390nm do 410nm, my 

avšak chceme stanovit přesnou hodnotu. 

Vzorek, k te rý byl měřen , obsahoval 100 ul 100 m M subs t r á tu p - N P P , 90 ul D E A 

pufru a 10 ul 900x naředeného konjugátu p ro t i l á tkay a A L P . B y l navíc př ipraven 

kontrolní vzorek, kde mís to konjugátu byla p ř i dána voda. Vzorky byly změřeny v 

spektrofotometru Infinite 200 P R O v mikro t i t r ačn í destičce C O R N I N G při vlnové 

délce v rozsahu od 230 nm do 800 nm. Z výsledného obrázku 4.12 lze pozorovat, že 

největší odezva je při vlnové délce 396 nm, a proto tuto vlnovou délku budeme po

užívat pro hodnocení p ř í tomnos t i analytu ve vzorku. U kontrolního vzorku, odezvu 

mezi vlnovou délkou 390 nm až 410 nm n e m á m e . 

< 

Absorpční spektra 

- Pozorovaný vzorek 

- Kontrola 

400 5D0 600 

V l n o v á délka [nm] 

Obr. 4.12: Ukázka odezvy vzorku při různých vlnových délkách 

Jak už bylo zmíněno, konkré tn í reakcí, kterou budeme zkoumat, je ods t raněn í 

fosfátu z molekuly p - N P P . Toto není př irozený subs t rá t pro enzym, ale m á vlast

nosti, díky k t e r ý m je pro nás obzvláště užitečný. E n z y m ods t r an í fosfát a vytvář í 

volný fosfát a p -NP. Zat ímco subs t rá t , p - N P P , je bezbarvý, produkt p - N P je žlutý, 

35 



t akže můžeme sledovat p r ů b ě h reakce měřen ím tvorby žluté barvy. [43] P - N P , jak 

bylo zjištěno, m á absorpční maximum při 396 nm, takže můžeme sledovat rychlost 

reakce sledováním zvýšení absorpce při 396 nm pomocí spektrofotometru. A k t i v i t u 

alkalické fosfatázy lze testovat p ř idán ím 100 ul lOOmM s u b s t r á t u a 10 u l konjugátu 

ředěného 900x do 90 ul D E A pufru. Měřen ím absorbance při 396 nm získáme graf 

závislosti absorbance na čase, k te rý bude ukazovat p r ů b ě h vytvoření p - N P v čase. 

N a obrázku 4.13 je vidět , že absorbance se zvyšuje l ineárně, jak se tvoř í s tále více 

p-NP. Absorbance se však může nakonec přiblížit plato fázi, protože se reakce zpo

maluje a tvoř í se méně produktu. 

Závislost absorbance ua čase 

= 

-
a 
— 
< 

Cas [s] 

Obr. 4.13: Závislost absorbance na čase 

Počá tečn í l ineární rychlost tvorby produktu se nazývá počá tečn í rychlost nebo 

Vo. Hodnota Vo, odpov ídá hodno tě u x-osy rovnice trendu tj. h o d n o t ě 0,0015. Je 

to jedna z nej důležitějších charakteristik jakékoli enzymaticky kata lyzované reakce. 

J e d n í m z faktorů, k te rý ovlivňuje Vo, je koncentrace subs t r á tu . Pokud vyneseme 

do grafu závislost Vo na koncentraci subs t r á tu , dostaneme následující kř ivku 4.14, 

nazývanou kř ivka Michaelis-Mentenové. 
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Obr. 4.14: Kř ivka Michaelis-Mentenové 

Tato kř ivka popisuje vztah mezi enzymem při kons t an tn í koncentraci a koncen

t rac í subs t r á tu [S]. Jak se koncentrace s u b s t r á t u zvyšuje, Vo nakonec se s tává na 

ní nezávislým. Rychlost, při k teré k tomu dochází , se nazývá Vmax a je to nej-

rychlejší, jakou může dané množs tv í enzymu operovat. Koncentraci subs t r á tu , k teré 

odpovídá 1/2 Vmax, je dalším důleži tým kinet ickým parametrem zvaným Michaelis-

Mentenova konstanta, označená K m . K m je důleži tá v tom, že označuje koncentraci 

subs t r á tu , při k teré je enzym nejúčinnější př i změně rychlosti reakce. 

Abychom co nej jednodušš ím způsobem získali tyto dva parametry, byl sestrojen reci

proční graf ( l / V o a 1/[S]) grafu předchozímu, k te rý nazývame Lineweaver-Burkeův 

graf 4.15. Ze vzorce 4.1 a z rovnice trendu grafu 4.15, kde K m / V m a x odpovídá 

hodno tě 133,09 a 1/Vmax odpovídá hodno tě 369,58. Z rovnice trendu jsme schopní 

vypoč í t a t hodnoty K m a Vmax. Hodnota K m vyšla 0,36 m M za t ím co hodnota 

Vmax vyšla 0,0027 m M / s což odpov ídá op t imá ln ím h o d n o t á m . 

— - 1 + K m (4 i ) 
V o Vmax Vmax x [S] 
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Obr. 4.15: Lineweaver-Burkův graf 

Ješ tě j edn ím parametrem, k te rý umožňuje porovnávat výsledky je koncentrace 

[c], k t e rá umožňuje vyjádři t rychlost ve smyslu skutečného množs tv í p - N P vytvoře

ného za jednotku času. Výsledek může být uveden v milimolech za minutu ( m M / -

min) nebo mikromolech za minutu (uM/min ) . Ze vzorce 4.2 byla vypoč t ena výsledná 

koncentrace c = 0,000149 m M / m i n tj. 0,149 u M / m i n . 

A (4-2) 
e x l 

A je absorbance měřená při 396 nm, 1 je délka optické d ráhy (0,56 cm pro 

naši destičku při objemu jamky 200 ul), koeficient e pro p - N P při 396 nm je 18,5 

m M ^ c m " 1 . 

M y ale chceme celkové množs tv í vy tvořeného produktu, ne jeho koncentraci. Náso

ben ím výsledné koncentrace 0,2 ml (objem naší směsi) dostaneme množsví vytvo

řeného produktu: 0,149 u M / m i n x 0,2 m l = 0,029 n m / m i n . To je množs tv í p-NP, 

k teré bylo zodpovědné za žlutou barvu a představuje , kolik p - N P bylo vytvořeno 

enzymem za jednu minutu. 

38 



4.4 Spektrofotometr ická detekce H. pylori 

Po optimalizaci podmínek , jsme byly schopni provést detekci našeho analytu ve 

vzorku za použi t í jak pozi t ivního, tak negat ivního séra. Všechny vzorky byly měřeny 

t ř ik rá t . Proces př ípravy vzorku probíhal následovně. 50 ul částic modifikovaných an-

tigenem o koncentraci 5 m g / m l bylo promyto s 200 ul T R I S pufru. Po promyt í , bylo 

k část icím př idáno 100 ul séra (pozit ivní a negat ivní vzorek) a 100 ul P B S . Část ice 

jsme nechali inkubovat 30 minut. Po inkubaci, by l supernatant ods t r aněn a k části

cím bylo p ř idáno 100 ul konjugá tu ředěného 1:1000. Část ice byly znova inkubované 

30 minut. Po inkubaci, byly částice promyty č tyř ikrá t 200 ul P B S + 0 , 0 5 % T W E E N . 

K část icím pak bylo p ř idáno 200 ul s u b s t r á t u rozpuš těného v D E A pufru v koncen

traci l m g / m l . Po inkubaci 20 minut, a ods t r aněn í magnet ických částic ze vzorku 

pomocí externího magnet ického pole (magnetu), byl vzorek př ipraven k spektrofo-

tomet r ickému měření . Z graficky zobrazených výsledků, je vidět že odezva v d r u h é m 

grafu 4.17 při 396nm je velmi ma lá vzhledem k odezvě v p rvn ím grafu 4.16, což 

odpovídá skutečnost i . Odezva na pozi t ivní vzorek je opticky výraznější než odezva 

na negat ivní vzorek. 

Absorpční spektrum 
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Obr. 4.16: Odezva na pozi t ivní vzorek 
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Absorpční spektrum 

Obr. 4.17: Odezva na negat ivní vzorek 

Obr. 4.18: Sloupcový graf porovnán í p r ů m ě r u hodnot odezvy pozi t ivního a negativ

ního vzorku 
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Závěr 

Tato práce byla zaměřena na l i terární ana lýzu v oblasti detekce a separace pomocí 

magnet ických částic a senzorů, jejich vývoji v posledních letech a využi t í v oblasti 

elektrochemické detekce pa togenů . Pro získání vhodných analyt ických p a r a m e t r ů a 

co nej lepších výsledků byla provedena optimalizace podmínek při imobilizaci pro

te inů na povrch magnet ických částic. Mez i nej důležitější parametry pa t ř í p H . Podle 

našich výsledků je nejvhodnější p H 5,5. Dále množs tv í aplikovaného E D C , kdy vý

sledné op t imáln í množs tv í je 10 mg, a množs tv í aplikovaného proteinu které podle 

výsledků největší procento záchytu je při použi t í 100 mg proteinu. Velikost částic 

vyšla 640.9 nm, nicméně výrobce S i M A G - C a r b o x y l nanočás t ic uvádí jejich velikost 

1000 nm. Dalš ím cílem bylo provést imobilizaci ant igénu H p a A bakterie H. pylori 

povrch M N P s a pomocí elektrochemické detekce detekovat p ro t i l á tky proti HpaA. 

Pro elektrochemické měření byly použi tý elektrody př ipojené k softwaru N O V A , ve 

k te rém bylo nu tné nejdřív zoptimalizovat p o d m í n k y p a r a m e t r ů D P V . Po elektro

chemickém měření bylo stanoveno, že odezva jak na pozi t ivní , tak i na negat ivní 

vzorek je podobná . Z obdržených výsledků jsem usoudila, že něk te rá ze složek po

žitých M N P s S i M A G Carboxyl interferuje s e lekt rochemickým s tanovením 1-N, což 

neumožňuje elektrochemické s tanovení s amotného H p a A . Proto byla detekce H p a A 

převedena do fotometrického formátu. Nejdříve byly zopt imalizovaný parametry pro 

spektrofotometrickou detekci a byla provedena detekce na spektrofotometru, kde 

odezva odpovída la očekávaným výsledkům. 
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Seznam symbolů a zkratek 

D N A Deoxyribonukleová kyselina - Deoxyribonucleic acid 

E D C Ethyl(dimethylaminopropyl)karbodiimid -

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

M E S Kysel ina 2-(N-morfolino)-ethansulfonová -

2- (N-morpholino)ethanesulfonic acid 

M N P s Magnet ické nanočás t ice - Magnetic nanoparticles 

M P s Magnet ické částice - Magnetic particles 

P C R Polymerázová řetězová reakce - Polymerase chain reaction 

PI Polydisperzní index - Polydispersity index 

D E A Diethanolamin - Diethanolamine 

p - N P P4-nitrophenol - 4-nitrophenol 

p - N P P P-nitrofenylfosfát - P-nitrophenyl phosphate 

1-N 1-naftol - 1-naphtol 

P B S Fosfátový pufr - Phosphate buffered saline 

E L I S A Enzyma t i cká imunoana lýza - Enzyme-linked immuno sorbent assay 

H p a A Helicobacter pylori adhesin A - Helicobacter pylori adhesin A 

W H O Světová zdravotnická organizace - Wor ld Health Organization 

B S A Hovězí sérový albumin - Bovine Serum A l b u m i n 

P O N T Point-of-need testy - Point-of-need tests 

P O C Point-of-care - Point-of-care 

P O C T Point-of-care testy - Point-of-care tests 
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