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Zpusob detekce latek v biologickém vzorku - W‘

Oblast techniky

Pfedkladany vynalez se tyka obecné zpisobu a zafizen! pro
detekci a kvantitativni stanoveni analyti v biologickych vzorcich.
Konkretnéji se vynalez tykd zplsobu a zafizeni pro stanoveni hiadin
hormontd v krvi, véetné bez omezeni luteinizadnich hormond (LH),
estradiolu, hormonu stimulujiciho folikuly (FSH), thyreostimulaéniho
hormonu (TSH) a/nebo progesteronu. Navic se vynalez tyka detekce

a stanoveni endokrinnich dysfunkci u lidi a jinych savc.

Dosavadni stav techniky

Fyziologické zmény u lidi a jinych savcl jsou asto doprovazeny
zménami v koncentraci riznych krevnich slozek. Napfiklad ovulaci
uzen a jinych savcl pfedchazi zmény plazmatické koncentrace
luteinizaéniho hormonu (LH) v krvi. V sougasnosti jsou jediné
komer¢né dostupné testy pouzivané pro detekei tohoto kolisani
zaloZzeny na mo¢i. Testy provadéné v moéi maji nékolik nevyhod. Jsou
nepohodiné a &asto nepfijemné a, co je jesté dileZit&jsi, nejsou tak
pfesné jako testy provadéné v krvi. Pro nahromadéni detekovateiné
koncentrace luteinizaéniho hormenu v moé&i musi byt hormon uvolnén
podvéskem mozkovym, cirkulovat v krvi, byt odd&len v ledvinach
a nakonec vylougen. Ukon&eni téchto proces mlzZe trvat az 12 hodin
od skuteéne zmény v plazmé aZ do nahromadéni dostateéného
mnozstvi LH v moéi. ProtoZe ovulace nasleduje po zmé&né koncentrace
LH po 12 az 18 hodinach, v dobé, kdy uZivatel ,pfedpovida® jeji vyskyt
pouZitim mocového testu, by jiz mohla probihat. Toto zpozdéni
podstatné zmen$uje obdobi plodnosti, které obvykle trva pouze nékolik
dni a eliminuje moZnost pouziti téchto testl pro antikoncepéni uéely.
Navic tyto jednotky nezobrazuji kvantitativni vysledky; spiSe ukazuiji,
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Ze koncentrace LH v plazmé je vysoka nebo nizka (normalni), coZ je
vlastnost, které tyto metody vyluduji z pouziti u zen, jejichz maximalni
koncentrace LH neni tak vysoka jako u primérnych Zen, na kterych se
mocové testy kalibruji.

Nejpfesnéjsi zplsob detekce zmén koncentrace LH je krevni
test. Teoreticky mizZe byt znama koncentrace LH témé&f okamszité, coz
maximalizuje reprodukéni obdobi Zeny. V soudasnosti jsou vsak
vysledky klinickych krevnich testl k dispozici teprve po 12 az 24
hodinach a jejich pouZiti vyluéuje i vysoka cena (typicky 90 dolard). Je
proto velmi Zadouci vyvinout metodu a zafizeni, které budou detekovat
plazmatické koncentrace luteinizadniho hormonu a jinych hormonl

uCastnicich se reprodukce u Zeny, a které budou mit pFiznivéjsi cenu

a poskytovat vasnéjsi vysledky.

Bazaini hladiny estradiolu a FSH v plazmé pouzivaji lékafi
zabyvajici se plodnosti pro stanoveni moZnosti Uspéchu oplodnéni in
vitro (in vitro fertilization IVF). Bazalni koncentrace estradiolu se
stanovi treti den cyklu, kdy by jeho koncentrace mé&la byt na nejnizsi
urovni. Studie ukazaly, Ze jestlize byla koncentrace estradiolu tfeti den
vy8Si neZ 75 pg/ml, nenastavala zadnd Gsp&sna té&hotenstvi IVF.
Jestlize byla koncentrace estradiolu vy§si nez 45 pg/mi a koncentrace
hormonu stimulujiciho folikuly (FSH) vy38i nez 17 IU/I, nenastala také
zadna uspésna téhotenstvi IVF. Jestlize jsou jak zakladni koncentrace
estradiolu, tak i koncentrace FSH nizké (mén& nez 46 pg/ml,
popfipadé 18 [U/l), potom miZe byt IVF uspésné z 33,8 % doby. Bylo
pozorovano, Ze bazalni hladiny FSH a hladiny estradiolu ziskané
soucasné tfeti den menstruagniho cyklu jsou nezbytné testy pro uréeni
rezervy vajitek ve vajeéniku u neplotnych pacientl. Termin ,rezerva
vajicek ve vajeéniku” odrazi budouci schopnost vajeéniki produkovat
zivotaschopna vaji¢ka. Primarni divod zvyseni hladin FSH spociva
v tom, Ze folikuly nedozravaji jako odpovéd na hormonalni stimulaci
podvéskem mozkovym. Vysledkem je, 7e podvések vyluéuje vetsi

mnoZstvi FSH. Nedostateéna odezva potom vede k nepfitomnosti
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Zivotaschopnych vajitek ve vajeénicich, coz sebou pfinasi $patnou
prognodzu pro dal$i téhotenstvi.

Podobné mlze byt diagnostikovana monitorovanim riznych
hormont pfigina neplodnosti u konkrétnich pacientd. Zvy$ené hladiny
bazalniho FSH indikuji vyéerpani vajecnikd, coz poskytuje Spatnou
prognézu. V jinych pFipadech vSak neni neplodnost spojena
s fungovanim samotného reprodukéniho systému. Napiiklad porueni
koncentrace thyreostimulagniho hormonu (TSH) mize zpUsobit
dysfunkci jinak zdravého reproduk&niho systému. V pfipadé, Ze se
zjisti, Ze problém zpisobuje sekundarni pfitina jako je thyroidni
dysfunkce, lé¢ba mize byt vysoce Gsp&sna. Méné nakladna metoda
pro screening pacientl na funkci §titné Zlazy umozni lékafam provadeét
Castejsi sledovani vétsiho poétu neplodnych Zen.

vvvvvv

a ucinnéjsi metoda detekce a kvantifikace mnozstvi rdznych hormon(
jsou defekty luteaini faze, které postihuji 1 az 3 % neplodnych paru a
jednu tietinu Zen se spontannim potratem. Lutealni faze obdobi
v normalnim menstruagnim cyklu potom, co ovum praskne, ale pfed
menstruaci. Nedostatednd produkce estradiolu, progesteronu, a/nebo
LH b&hem této doby zabrani spravnému vyvoji endometria a ova, coz
znemozni implantaci. Jestlize lékar zjisti, ze vajeCniky dostate¢né
dobfe odpovidaji (tj. Zze jesté obsahuji Zivotaschopna vaji€ka), potom
je mozno podavanim odpovidajicich 1ék(i ovliviiovat dalgi endokrinni
problémy, jako jsou defekty lutealni faze. Levnejs§i metoda
systematickeého sledovani pacientli z hlediska endokrinnich problém
tedy umozni zachovat vét§i po&et téhotenstvi.

Pfi jakychkoliv z vy$e popisovanych hormonalnich stanoveni
vyzaduji vysoké naklady a problematicka metodologie, aby neplodné
Zeny nebo Zeny s nizsi frekvenci menstruace prodélaly mnoho
hormonalnich testl, dasto takovych testd, kdy se vzorky odebiraji po
dobu nékolika nasledujicich dnd. Proto existuje potieba ziskat (&inné




10

20

25

'] .y - L L ]
[ ] . 9 @ L] . & @
- L - L »

L]
a4e 000 *e Sse (X ] (X ]

a laciné zafizeni a zplsob, které umozni uzivateli ziskat rychlou

a spolehlivou informaci o konkrétnim hormonalnim stavu uzivatele

Podstata vynalezu

Pfedmétem pfedkladaného vynalezu je tedy poskytnuti zplsobu
rychlé analyzy htadin hormond v krvi, véetnd bez omezeni
luteinizaCniho hormonu, estradiolu, hormonu stimulujiciho folikuly,
thyreostimulaéniho hormonu a/nebo progesteronu, aby bylo mozno
pfedpovidat né&které fyziologické zmény. Pfiklady t&chto fyziologickych
zmén zahrnuji bez omezeni uréeni stavu ovarii a spravné funkce
reprodukéniho systému stejn& jako detekci endokrinni piiciny

neplodnosti u lovéka a samic jinych savcd.

Dalsim pfedmétem piedkladaného vyndlezu je poskytnuti
testovaciho zafizeni pro rychlou detekci analyti v biologickém vzorku.
Konkrétné slouzi zafizeni podle predkladaného vynalezu pro stanoveni
hladin rdznych hormond v krvi, jako je napfiklad estradiol, hormon
stimulujici  folikuly, thyreostimula&ni hormon a/nebo progesteron
upacienta a pro poskytnuti vysledkl uzivateli. Zafizeni podle
pfedkiadaného vynalezu mohou obsluhovat i nezkugeni uzivatelé a pro
ziskani spolehlivych analytickych vysledk( je nutny minimalni pocet
operaci.

Médium jako je testovaci prouzek ma &ast analytické matrice
obsahujici porézni matrici, na které je imobilizovana prvni protilatka,
ktera ma specifickou afinitu k analytu. Po aplikaci biologického vzorku
na testovaci prouzek zachyti imobilizované molekuly prvni protilatky
analyt. Po odstranéni nenavazanych materiali se na prouzek nanesou
molekuly detekovatelné druhé protilatky (tzv. indikatorova molekula,
label nebo tag) se specifickou afinitou pro analyt. Po odstranéni
nenavazanych latek se detekuje mnoZstvi indikatorové molekuly
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navazané na prouzku pomoci monitorovaciho zafizeni, kde toto

mnoZstvi ukazuje mnoZstvi analytu pfitomného ve vzorku.

V' praxi obsahuje C¢inidlo, kterym je testovaci prouzek
impregnovan, jednu nebo vice &asti testovaci matrice, na které se
nanasi vzorek, ktery se potom ponecha pronikat materialem prouzku
a postupuje do nebo skrz material prouzku a do nebo skrz detekéni
oblast v testovacim prouzku. Vynalez konkrétné obsahuje specificky
test zaloZeny na monoklonalnich protilatkach ELISA pro detekci
hormon(, jako je luteinizaéni hormon, estradiol, hormon stimulujici
filikuly, thyreostimulaéni hormon a/nebo progesteron, bud jednotlivé
nebo v kombinaci. Kapka nebo kapky (pIné krve se nanesou na aktivni
matrici bud pfes filtr, nebo pfimo. Analyt v krvi, jako je napriklad
konkrétni hormon, reaguje a vaZe se na primarni protilatku obsazenou
v porézni matrici. Analyt se potom promyje druhou protilatkou
navazanou na indikator, jako je napfiklad chromofor, znovu se
oplachne a mira vysledného vyvinuti barvy, kterd je mirou mnozstvi
hormonu ve vzorku, se potom méfi. Chromofor mize byt nahrazen
riznymi fluorescenénimi nebo luminiscen&nimi indikatory, pokud maze
byt intenzita fluorescence nebo luminiscence méfena jako indikator
mnozstvi analytu ve vzorku krve. Testy vétdiho po&tu hormond se
provadéji stejnou metodologii, ale s pouzZitim v&tdiho po&tu aktivnich
mist na prouZku, pfi¢emz zbarveni vyvinuté v uréitém misté ukazuje na
pfitomnost konkrétniého hormonu. Alternativné sloui jedina aktivni
matrice impregnovana v&t§im poétem primarnich protilatek se
specifickou afinitou viéi specifickym hormoniim jako vazebné misto
pro tyto hormony, pfi¢emZz pro detekci a kvantifikaci koncentraci
hormont ve vzorku krve se potom pouziji chromoforové, fluorescenéni
nebo luminiscenéni indikatory.

Dali provedeni predklddaného vynalezu se sklada z testu
v kapalné fazi s jednou nebo v&tsim poétem cel, pii kterém se odebere
vzorek Uplné krve a tento vzorek se aplikuje ruén& nebo automaticky

do jedné nebo vice cel a provede se specificky test ELISA zalozeny na
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monoklonalnich protilatkach pro luteiniza&ni  hormon, estradiol,
hormon  stimulujici  folikuly, thyreostimulaéni hormon a/nebo
progesteron, bud jednotlivé nebo v kombinaci. V tomto provedeni
reaguji hormony s primarni protilatkou obsaZenou v porezni matrici,
promyji se sekundarni protilatkou navazanou na chromofor,
proplachnou se a mira vysledné vyvinuté barvy, kterd je Umérn3
mnozstvi hormonu ve vzorku se potom mé&fi. | v tomto pfipadé muze
byt chromofor nahrazen fluorescenénimi nebe luminiscen&nimi
indikatory, pficemz se méfi intenzita fluorescence nebo luminiscence.
Vjediné cele nebo vétsim podtu cel mohou byt provadény testy
vétsiho poctu hormonl. Pokud se pouziva chromofor, vyvinuté
zbarveni mlze byt méfeno vizualnim srovnanim s barevnou tabulkou,
ale s vyhodou se méfi spektrofotometricky, protoze vizualni porovnani
s barevnou tabulkou je méné pfesné a poskytuje pouze hrubé (+ 15 %)
pfiblizeni ke skute¢né hladiné LH. Intenzita fluorescence

a luminiscence se s vyhodou stanovi spektrofotometricky.

Dalsi pfedméty a vyhody predkiadaného vynalezu budou
odbornikim v oboru zfejméjsi z nasledujiciho podrobného popisu, kde
je ukazano a popsano vyhodné provedeni pomoci ilustrace zplsobu,
o kterém autofi vynalezu pfedpokladaji, ze je pro provadéni vynalezu
nejvhodngj$i. Jak bude vidét, vynalez maze mit daléi rozdilna
provedeni a jeho nékteré detaily mohou podiéhat modifikacim
z nékolika zfejmych hledisek, ani? by pfitom doslo k odchyleni od
podstaty vynalezu. Vykresy a popis maiji proto byt povazovany za
v podstateé ilustraéni a nikoliv za omezujici.

Prehled obrazku na vykresech

Obr. 1A je pudorys testovaciho prouzku podle podstaty
predkladaného vynalezu.

Obr. 1B je prifez testovacim prouzkem z boku.
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Obr. 2 je pohled na testovaci prouZek testu ELISA v kapalné fazi
podie podstaty pfedkladaného vynalezu z boku.

Obr. 3A je puadorys spektrofotometrického zafizeni pro
zpracovani testovacich prouzki z obrazki 1A - 1B a obr. 2, ktery

pracuje na principu odrazivosti.

Obr. 3B je boéni pohled na spektrofotometrické zafizeni
pracujici na principu odrazivosti z obr. 3A.

Obr. 4 je blokové schéma zafizeni pro zpracovani testovaciho
prouZzku s pevnou fazi z obr. 1A - 1B.

Obr. 5 je blokové schéma zafizeni pro zpracovani testovaciho
prouzku s kapalnou fazi podle obr. 2.

Pfiklady provedeni vynalezu

Na obr. 1A je ukazan testovaci prouzek s pevnou fazi 20, ktery
obsahuje celkovou analytickou matrici 25 obsahuijici dvé oblasti: prvni
oblast 30, ktera ma funkci ,blanku” a druhou oblast 32. Rozumi se, Ze
termin ,blank ma vyznam bézné pouzivany v oblasti kolorimetrickych
a fotometrickych analytickych metod.

Druha oblast 32 je oblast matrice reakénich &inidel. Oblast 32
obsahuje prvni protilatku v porézni nereaktivni nosné matrici 486.
Takové matrice se b&zné pouzivaji v oboru pro vazani nukleovych
kyselin a proteind. Pfiklady materiald pro vhodné nosné matrice jsou
nitrocelulé6za a nylon. JestliZe je nosnou matrici 46 nitroceluldza,
protilatky mohou byt na nosnou matrici pfimo imobilizovany, aniz by
bylo nutno pouzivat chemickych &inidel. Pro Jiné matrice se véak mlze
imobilizace provadét v oboru znamymi zpusoby, jako je plsobeni
bromkyanem a karbonyldiimidazolem.

Prvni protilatka se voli ze skupiny monoklonalnich protilatek,
polyklonainich protilatek a jejich fragmentd. Ve vyhodném provedeni je
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molekulou prvni protilatky monoklonalni protilatka. Konkrétni volba
protilatky bude zavisla na detekovaném analytu. Napfiklad pro detekci
luteinizaéniho hormonu (LH) mohou byt na nosnou matrici 46

imobilizovany protilatky specifické vi&i LH.

Pro ucely odstranéni nenavazanych latek z nosné matrice 46 se
pouZiva omyvaciho prostfedku ve formé mokrého absorpéniho stiratka
(wipe). Toto stiratko je s vyhodou vyrobeno z netkaného materialu.
Stiratko se namogi vhodnym roztokem. Stiratka mohou byt namocena
pfedem nebo mohou byt namoéena v prub&hu analyzy. Naptiklad pro
uCely blokovani mohou byt stirdtka namoéena do nékterého pufru
obsahujiciho dobfe znamé blokovaci prostfedky. Mezi vhodné pufry
patfi fosfat, tris, glycin apod., obecné s molaritou 0,1 az 3,0. Vhodnymi
blokovacimi prostfedky jsou bez omezeni bovinni sérovy albumin,
zfedéné serum, odtuénéné susené miéko a kasein. Stiratka namoéena
do omyvaciho roztoku se zde oznaduji jako omyvaci stiratka a stiratka
namocena do blokovaciho roztoku se zde oznacduji jako blokovaci
stiratka.

Druha protilatka m4a také afinitu k analytu, s vyhodou k
rozdilnemu epitopu nez prvni protilatka. Druha protilatka je zvolena ze
skupiny monoklonainich protilatek, polyklonalnich protilatek a jejich
fragmentd. Ve vyhodném provedeni je druha protilatka monoklonalni
protilatka proti epitopu rozdilnému od epitopu pro prvni protilatku.

Druha protilatka je znagena detekovatelnou molekulou nebo
komplexem. Vhodné detekovatelné indikatory jsou napfiklad
chromofory a fluorescenéni molekuly a komplexy. Fluorescenéné
znacené protilatky proti specifickym analytim jsou komeréné& dostupné
nebo mohou byt pfipraveny v oboru znamymi zpUsoby. Soupravy pro
fluorescenéni znadeni protilatek jsou komeréné dostupné (napfiklad
molekularni sondy firmy Pierce).

Vyhodné je skladovat druhou protilatku v oddile chran&ném pfed
sveétlem. Roztok druhé protilatky maze byt dodan ve formé kapaliny
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nebo jako mokré stiratko podobné omyvacim a blokovacim stiratkdm.
Vhodny oddil pro skladovani roztoku znacené protilatky je aplikaéni
trubicka zabalend do félie nebo tmavé zbarvena trubicka. Mokra
stiratka se vhodné bali do folii.

Pro detekci pfitomnosti analytu v biologickém vzorku se na
testovaci prouzek 20 nanese malé mnozstvi vzorku, napfiklad kapka
krve, a ponecha se reagovat po dostateéné dlouhou dobu (pfiblizné
30 s az nékolik minut). Pro snizeni nespecifické vazby mulze byt
analyticka matrice 25 otfena pfed nanesenim vzorku blokovacim
stiratkem. Pro jemné otfeni nenavazanych latek se pouzije omyvaci
stiratko. Navic maze byt pro omezeni nespecifické vazby také pouzito
blokovaci stiratko. Po odstranéni nenavazanych latek se analyticka
materice 25 otfe stiratkem obsahujicim zna&enou druhou protilatku.
Po vhodné inkubaci se analytickd matrice znovu ote omyvacim a/nebo
blokovacim stiratkem a testovaci prouzek 20 se vlozi do analytického

zarizeni k analyze.

Jako konkrétni pfiklad obsahuje v jednom provedeni
pfedkladaného vynalezu druha oblast 32 specifickou anti-humanni
monoklonalni protiladtku (prvni protilatka) nebo sadu protilatek
havazanych na druhou oblast 32 analytické matrice 25. Specifické
vlastnosti kazdého druhu protilatek zavisi na testovaném analytu,
Vzorek upiné krve od pacienta se ziska napichnutim prstu nebo jinym
standardnim zpldsobem. Kapigka (kapi¢ky) krve se nanesou béznymi
prostiedky na analytickou matrici 25, kde se bunétny material
pfitomny v krvi odfiltruje odstranitelnym filtrem 40 prekryvajicim
druhou oblast 32. Sérum, které pronikne filtrem 40, se ponecha
reagovat s prvni protilatkou navazanou na druhou oblast 32 a ponecha
se plsobit na prvni oblast 30, ktera obsahuje blokovany substrat bez
protilatek. Filtr 40 se potom odstrani a reaktivni misto 46 se omyje pro
odstranéni nezreagovaného antigenu. Potom se nanese sekundarni
protilatka znadena detekovatelnym komplexem, jako je chromofor,

fluorescenéni nebo Iuminiscenéni komplex specificky pro pruni
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protilatku nebo pro pocateéni antigen. Prouzek 20 se potom oplachne
pro odstranéni nenavazané druhé protilatky. Intenzita zbarveni,
fluorescence nebo luminiscence je pak ukazatelem mnozstvi
chromoforu, fluorescenéniho, luminiscenéniho nebo jiného indikatoru
imobilizovaného na testovacim prouzku 20 a méfeni této intenzity je
tedy také ukazatelem mnoZstvi hormonu obsazeného v kapiéce
(kapickach) krve.

Testovaci destitka 10 pro test ELISA v kapalné fazi podle
prfedkladaného vynélezu je ukazana na obr. 2. Testovaci destitka 10
obsahuje cely na kapalinu 12, z nichf jedna je oznadena jako
referencni cela nebo blank 14 a jedna nebo vice dalSich cel je
oznaceno jako testovaci cely 16. Cely 12 jsou pokryty odstranitelnym
filtrem 41. V jednom provedeni obsahuje kazda cela 16 specifickou
anti-humanni monoklonalni protilatku, tedy prvni protilatku, navazanou
na stény cely. Vzorek upIné krve od pacienta se ziska napichnutim
prstu nebo jinym standardnim zpisobem. Kapi¢ka (kapicky) krve se do
kazdé cely nanasejl b&znymi prostfedky a bun&&na hmota v krvi se
odfiltruje odstranitelnym filtrem 41. Sérum, které pronikne filtrem 41,
se ponecha reagovat s prvni protilatkou navazanou na stény cel 16
a ponecha se také ve styku s celou blanku 14 obsahujici blokovany
substrat bez prvni protilatky. Filtr 40 se potom odstrani a cely se
promyji pro odstranéni nezreagovaného materialu. Do vsech cel se
nanese sekundarni protilatka specificka pro konjugovanou prvni
primarni protilatku nebo pro podateéni analytznaéena chromoforem,
fluorescenénim nebo luminiscen&nim komplexem. Cely se potom
oplachnou pro odstranéni nezkombinovaného sekundarniho komplexu
a méfi se intenzita zbarveni, fluorescence nebo Iluminiscence.
Intenzita zbarveni, fluorescence nebo luminiscence je ukazatelem
mnozstvi chromoforového, fluorescenéniho nebo Iluminiscenéniho
komplexu ptitomnych v testovacim prouzku, které je zase ukazatelem

mnozstvi analytu v kapitce (kapi¢kach) krve.
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Intenzita zbarveni ve kazdém z provedeni podle vynalezu mlze
byt méfena porovnanim s barevnou tabulkou pro zji§téni koncentrace
pozadovaného analytu v krvi. Vyhodnym zafizenim pro méfeni
intenzity zbarveni a tim pro stanoveni mnozstvi hormonu ve vzorky je
viak zafizeni 100 ukazané na obr. 3A a 3B. Zafizeni 100 je s vyhodou
prenosny ruéni reflektanéni spektrofotometr, ktery ma pfijmout
a “odetist* vyvolany prouzek (f. stanovit mnozstvi hormonu
reprezentovane intenzitou vyvinuté barvy), zobrazit vysledky pro

operatora a zaznamenat vysledky do pamétového zafizeni.

Ve vyhodném provedeni ukazaném na obr. 3A - 3B a 4 zahrnuje
zafizeni 100 reflektanéni spektrofotometr, ktery obsahuje diodu
emitujici svétlo (LED) 155 (znazorn&na na obr. 4), ktera vyzafuje
svetelny paprsek 170 (zobrazeny na obr. 4), pfitemZ svételny paprsek
170 obsahuje prvni paprsek 171 a druhy paprsek 173. Zafizeni 100
muzZe také obsahovat &asovad 136 a vypinac pro zapinani a vypinani
diody LED 155. Ve vyhodném provedeni vynalezu je svéteiny paprsek
170 monochromaticky paprsek. Kdyz se testovaci prouZek vioZi do
prostiedku pro pfijimani testovaciho prouzku 110 zafizeni 100,
svételné paprsky 171 a 173 dopadaji na oblasti 30 a 32 testovaciho
prouzku. Prvni oblast 30 odrazi prvni svételny paprsek 171 jako
odrazeny paprsek 172, druha oblast 32 odrazi druhy svételny paprsek
173 jako odrazeny paprsek 174. OdraZené svételné paprsky 172 a 174
jsou pfijimany fotodetektory 151, popfipadé 152, jak je ukazano na
obr. 4. ProtoZe prvni oblast 30 je oblast blanku bez navazaného
chromoforu, nedojde po dopadu prvniho svételného paprsku 171 na
prvni oblast 30 k Zadné detekovatelné zméné intenzity a intenzita
odraZzeného paprsku 172 detekovaného fotodetektorem 151 nebude
detekovatelné odliSna od intenzity prvniho paprsku 171. Chromofor
obsazeny ve druhé oblasti 32 bude absorbovat alespon uréité
mnoZstvi svétla ze svételného paprsku 173 a proto se bude intenzita
odrazeného paprsku 174 detekovaného fotodetektorem 152 Ilisit od
intenzity odrazeného paprsku 172. Napéti V, a Va2, vystupni napéti




10

18

20

25

30

[ LN ]
[
-

. bhes
[ 4 *

[ X X
LN 1
LN X NI
s el
anwd
[ EX]

L
[ ] ]
o8 4an .e dne LA d LEJ

-12.-

fotodetektor(l 151 a 152, se pfivadséji do signalového procesoru 150.
Signalovy procesor 150 vyuziva rozdilu mezi napétimi Vy a V; pro
vypoCet koncentrace analytu ve vzorku. Ve vyhodném provedeni
odecita signalovy procesor 150 napéti V4 odpovidajici oblasti blanku
od napéti V; odpovidajiciho signalu reakéni oblasti a potom porovna
rozdil se standardni napétovou kivkou pfedstavujici hladiny hormonu.
Signalovy procesor 150 miZe obsahovat prostiedky pro uchovavani
informaci a dat, jak je v oboru b&2né znamo. Koncentrace analytu se
zobrazuje v okénku displeje 135, kterym je ve vyhodném provedeni
displej z tekutych krystala (LCD).

DalSim provedenim pfedkladaného vynalezu, ve kterém
sekundarni protilatka obsahuje fluorescen&ni/luminiscendni komplex
(indikator) je provedeni ukazané na obr. 5. Svételny zdroj 255 vytvafi
svételny paprsek 270, ktery mlZe byt bud monochromaticky nebo
muzZe jit o $irokopasmové zafeni. Ve vyhodném provedeni je zafeni
Sirokopasmove, které je filtrovano filtradnim prostfedkem 257 pro
specifickou vinovou délku svétia - excitaéni vinovou délkuy pro dany
fluorescenéni indikator. Svételny paprsek 270 obsahuje prvni svéteiny
paprsek 271 dopadajici na prvni oblast 30 testovaciho prouzku
a druhy paprsek 273 dopadajici na druhou oblast 32 ruzku.
Fluorescencni indikator obsazeny ve druhé oblasti 32 fluoreskuje jako
odpoved na excitaci zplUsobenou druhym paprskem 273, pfiéemz
vyzafuje svételny paprsek 274 s rozdilnou (delsi) vinovou délkou.
Vinova délka svételného paprsku 272 odrazeného prvni oblasti 30
neni ovliviiovana pfitomnosti fiuorescenéniho indikatoru, protoze prvni
oblast 32 je oblast blanku, ve které neni fluorescenéni material
pfitomen. Fotodetektory 151 a 152 detekuji svételné paprsky 272 a
273, které jsou filtrovany na poZadovanou vinovou délku fluorescence
filtraénim prostfedkem 256. Filtry 256 a 257 jsou zvoleny tak, aby
odpovidaly konkrétnim pozadovanym vinovym délkdm. Pro kazdy
vzorek testovany zafizenim podle pfedkladaného vynalezu se zvoli

pFislusné filtry 266 a 257, které se pouziji v zafizeni.
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Filtrace vinovych délek excitaniho a fluorescenéniho emisniho
zafeni se provadi filtraénim prostfedkem dobfe znamym odbornikim
v oboru. Alternativné muze byt detekovano fotodetektory 151 a 153
nefiltrované emitované svétlo a vinova délka a Udaje o amplitudé
mohou byt uréeny procesorem 150 pomoci standardnich prostiedk(
pro zpracovani signali znamych odbornikiim v oboru.

Vicenasobne testy je mozno provadét bud pro provedeni
zobrazené na obrazcich 1A - 1B nebo provedeni zndzorn&né na obr. 2
alespof dvéma zpUsoby: (i} pouzitim testovaciho prouzku s pouze
jednou aktivni oblasti, kde na jednu aktivni oblast je moZno testovat
pouze jeden hormon, nebo (ii) pouzitim jedné nebo vice aktivnich
oblasti na prouzek, pficemz v nékteré nebo ve vSech aktivnich
oblastech se testuje v&tsi po&et hormonu. Pro nasobné prouzky, které
maji stejnou excitadni a emisni vinovou délku mohou byt nezbytné
vicenasobné zdroje 255 nebo fotodetektory 152. Pohyblivost zdroje
255, fotodetektoru 152 nebo testovaciho prouzku 20 mohou tyto
poZadavky na vicenasobnost odstranit. Pro testovani vét$iho poétu
hormond v dané aktivni matrici je mozno pouZit véts§iho poétu
excitatnich filtri 257 a/nebo vét$i poget emisnich filtrGt 156 pro
postupné testovani hormonl s rlznymi fluorescenénimi indikatory.
Alternativné maze pouZivat procesor 150 prostifedky pro zpracovani
signalu pro zjisténi frekvence a spektralniho sloZeni svétla
detekovaného fotodetektorem. Prostiedky pro zpracovani signalu

budou odbornikdm v oboru dobfe znamy.

Zafizeni 100 mdze obsahovat zapisovaé¢ na magnetické karty
(zobrazeny na obr. 4 a5 jako 160) pro uchovavani vystupu
signaloveho procesoru 150 spolu s informaci o datu a éase nebo
vyjimatelnou magnetickou kartu (zobrazeno na obr. 4 a 5 jako 161).
Vyjimatelnd magneticka karta 161 se vklada do prostiedku pro
pfijimani magnetické karty 120, aby bylo moZno provést operace éteni

a zapisu. Pro stejny Géel muzZe byt u zafizeni 100 pouzit pruzny disk.
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Zarizeni 100 muZe obsahovat vypina¢ ON/OFF 130, prostfedek
132 pro inicializaci vyvolani a zobrazeni (dajl uloZenych na
magneticke karté nebo v paméti signalového procesoru, prostiedek
133 pro vysouvani magnetické karty a prostfedek displeje 135 pro

zobrazeni analytickych vysledk( a informaci o datu a éase.

Predpokiada se, Ze vy3e uvedené informace o vyhodnych
provedenich struktury podle pfedkladaného vynélezu a o popisu jeji
¢innosti pfedstavuji pouze jedno nebo dvé nejlep$i provedeni pro
uskuteénéni vynalezu. Odbornikim v oboru budou pravdépodobné po
preCteni popisu vyhodnych provedeni a pfilozenych narok( a vykresl
zfejmé dalsi upravy a variace vynalezu. Tyto modifikace a obmény

spadaji rovnéz do rozsahu pfedkladaného vyndlezu.

Zastupuje:
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Zafizeni pro detekci pfitomnosti alespofi jednoho analytu
v biologickém vzorku, vyznadujici se tim,

Z e obsahuje:

zdroj vytvafejici svételny paprsek s jednou nebo vice pfedem
urCenymi vlastnostmi, pfitemsz svételny paprsek dopada
v urcitém 0hlu na biologicky vzorek;

detektor odpovédny za pfijimani svételného paprsku $ificiho se
v urcitém dhlu z biologického vzorku do detektoru, kde pfijaty
svételny paprsek ma jednu nebo vice intenzitnich vlastnosti
rozdiinych od jedné nebo vice predem uréenych vlastnosti
dopadajiciho svéteiného paprsku, kde rozdil mezi vlastnostmi
dopadajiciho svételného paprsku a pfijimaného svételného
paprsku je zpGsoben pfitomnosti biologického vzorku: a

procesor vyuZivajici rozdilu mezi vlastnostmi dopadajiciho
svetelného paprsku a pfijimaného svételného paprsku pro
detekci pfitomnosti alesport jednoho analytu v biologickém

vzorku,

Zatizeni podle néaroku 1, vyznacdujici se tim,
Ze dale obsahuje displej komunikujici s procesorem

a zobrazuijici pfitomnost analytu v biologickém vzorku.

Zatizeni podle naroku 1, vyzna&ujici se tim,
Ze dale obsahuje pamétové zafizeni komunikujici
§ procesorem a uchovavajici informace o pfitomnosti alespof

jednoho analytu v biologickém vzorku.

ATl oy
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Zafizeni podle naroku 3, vyznadujici se tim,
Z e pamétovym zafizenim je vyjimatelna magneticka karta
nebo disk.

Zafizeni podle ndroku 1, vyznaédujici se tim,
Ze dale obsahuje prvni filtr umistény mezi zdrojem
a biologickym vzorkem, kde prvni filtr slouzi pro poskytnuti
dopadajiciho svéteiného paprsku s jednou nebo vice piedem
uréenymi vlastnostmi, a druhy filtr umistény mezi biologickym
vzorkem a detektorem, kde druhy filtr slouzi pro poskytnuti
zmeéneného svételného paprsku pfijimaného detektorem.

Zafizeni podle naroku 5, vyznadujici se tim

Z e biologicky vzorek obsahuje fluorescenéni latku.

Zafizeni podle naroku 6, vyznaéujici se tim,
Z e piedem uréenou viaastnosti je vinova délka dopadajiciho
svételného paprsku.

Zafizeni podle naroku 6, vyznadujici se tim,
Z e piijimany svételny paprsek ma odli$nou vinovou délku od

vinové delky dopadajiciho svételného paprsku.

Zatfizeni podle naroku 1, vyznadujici se tim,
Z e biologicky vzorek obsahuje chromofor.
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Zafizeni podle naroku 9, vyznacujfci se tim,
Z e pfedem uréenymi viastnostmi jsou intenzita a vinova délka

dopadajiciho svételného paprsku.

Zafizeni podle naroku 9, vyznacdujicl se tim,

Ze pfijimany svételny paprsek ma rozdilnou intenzitu od
dopadajiciho svételného paprsku.

Zafizeni podle naroku 1, vyznacujici se tim,
Z e analyt je zvolen ze skupiny luteiniza&ni hormon, estradiol,

FSH, TSH, progesteron a jejich kombinace.

Souprava pro detekci pfitomnosti alespofi jednoho analytu
v biologickém vzorku, vyznacujici se tim,
Z e obsahuje:

médium obsahujici analytickou matrici s reakéni oblasti, na
kterou se nanasi biologicky vzorek, pfitemZ reakéni oblast
obsahuje imobilizovanou prvni protilatku se specifickou afinitou
k analytu;

detekovatelnou  druhou  protildtku s detekovatelnym
indikatorem, kde druha protilatka ma specifickou afinitu

k analytu; a

zafizeni pro detekci pfitomnosti analytu v biologickém vzorku,
kde toto zafizeni obsahuje:

zdroj vytvarejici svételny paprsek s jednou nebo vice
pfedem uréenymi vlastnostmi, pficemsz svételny paprsek
dopada v ur¢itém uhlu na biologicky vzorek:

detektor odpovédny za pfijimani svéteiného paprsku
§ificiho se v uritém whlu z biologického vzorku do
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detektoru, kde pfijaty svételny paprsek ma jednu nebo
vice vlastnosti intenzity rozdilnych od jedné nebo vice
pfedem uréenych vlastnosti dopadajiciho svételného
paprsku, kde rozdil mezi vlastnostmi dopadaijiciho
svételného paprsku a pfijimaného svételného paprsku je
zplsoben pfitomnosti biologického vzorku; a

procesor vyuzivajici rozdilu mezi vlastnostmi dopadajiciho
svételného paprsku a piijimaného svételného paprsku pro
detekci pfitomnosti alespori jednoho analytu v biologickém

vzorku.

Souprava podle naroku 13, vyznacujici se tim,
Ze prvni protildtka je zvolena ze skupiny monoklonalni
protilatka, polyklonalnf protiiatka a jejich fragmenty.

Souprava podle naroku 13, vyznacujici se tim,
Ze druhd protilatka je zvolena ze skupiny monoklonaini
pratilatka, polyklonalni protilatka a jejich fragmenty.

Souprava podle naroku 13, vyznalCujici se tim,
Ze prvni protilatka a druha protilatka jsou monoklonalni
protilatky a prvni protilatka a druha protilatka se vazou na
rizné epitopy analytu.

Souprava podle naroku 13, vyznacujici se tim,
Z e detekovatelny indikator druhé protilatky je fiuorescenéni
komplex nebo molekula.
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Souprava podle naroku 13, vyznadujici se tim,

z e detekovatelny indikator druhé protilatky je chromofor.

Souprava podle naroku 17, vyznadujici se tim,
z e fluorescenténi komplex nebo molekula je zvolena ze
skupiny fluorescein, rhodamin, barvivo texas red a jejich

kombinaci.

Souprava podle naroku 13, vyznadujici se tim,
Z e analyt je zvolen ze skupiny luteinizaéni hormon, estradiol,
FSH, TSH, progesteron a jejich kombinaci.

Souprava podle naroku 13, vyznac¢ujici se tim,

Z e médium je prouzek.

ZpUsob detekce pfitomnosti alespofi jednoho analytu
v bioclogickém vzorku, vyznacujici se tim,
Z e zahrnuje;

poskytnuti svételneho paprsku dopadajiciho v uréitém uhlu na
biologicky vzorek, pfiéemZ svételny paprsek ma alespofi jednu

pfedem uréenou viastnost;

vystaveni  biologického vzorku plsobeni  dopadajiciho
svételného paprsku takovym zpusobem, Ze se dopadajici
svételny paprsek pievadi na pfijimany svételny paprsek
postupujici mezi biologickym vzorkem a detektorem, pficemz
pfijimany svételny paprsek ma alespor jednu intenzitni
vlastnost rozdilnou od dopadajiciho svételného paprsku;

detekci pfijimaného svételného paprsku detektorem; a
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vyuziti rozdilu alespofi jedné vlastnosti dopadajiciho
svételného paprsku a pfijimaného svételného paprsku pro
poskytnuti Udaje o prfitomnosti alespoft jednoho analytu

v biologickém vzorku.

Zpusob detekce pfitomnosti alespoll jednoho analytu
v biologickém vzorku, vyznadujici se tim,

2 e zahmuje:

poskytnuti média obsahujiciho analytickou matrici s reak¢ni
oblasti, pfitemz reakéni oblast obsahuje imobilizovanou prvni

protilatku se specifickou afinitou k analytu;
naneseni biologického vzorku do reakéni oblasti;

naneseni detekovatelné druhé protilatky s detekovatelnym
indikatorem do reakéni oblasti, kde druha protilatka ma
specifickou afinitu k analytu;

osvétleni reakéni oblasti dopadajicim svételnym paprskem
v uréitém uhlu, pfiemz tento paprsek ma alespoi jednu

pfedem uréenou vlastnost;

detekci pfijimaného svételného paprsku, ktery je vysledkem
zmény alespofi jedné intenzitni vlastnosti dopadajiciho

svételného paprsku zplsobené detekovatelnym indikatorem, a

vyuZiti rozdilu mezi alespori jednou vlastnosti dopadajiciho
svételného paprsku a pfijimaného svételného paprsku pro
detekci pfitomnosti alespofi jednoho analytu v biologickém

vzorku.

ZplUsob podle naroku 23, vyznacujici se tim,
z e prvni protilatka je zvolena ze skupiny monoklonalni

protilatka, polyklonaini protilatka a jejich fragmenty.
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Zpusob podle naroku 23, vyznadcujici se tim,
Z e druha protilatka je zvolena ze skupiny monoklonalni
protilatka, polyklonalni protilatka a jejich fragmenty.

Zpasob podle naroku 23, vyznadujici se tim,
Z e prvni protilatka a druha protilatka jsou monoklonalni
protitatky a prvni protilatka a druha protilatka se vazou na
rizné epitopy analytu.

Zpusob podle naroku 23, vyznadéujici se tim,
? e detekovatelny indikator druhé protilatky je fluorescencni

komplex nebo molekula.

Zpusob podle naroku 23, vyznaéujici se tim,

z e detekovatelny indikator druhé protilatky je chromofor.

Zpusob podle naroku 27, vyznacujici se tim,
2z e fluorescenéni komplex nebo molekula je zvolena ze
skupiny fluorescein, rhodamin, barvivo texas red a jejich
kombinaci.

Zplsob podle naroku 23, vyznadujici se tim,
7 e analyt je zvolen ze skupiny luteinizaéni hormon, estradiol,

FSH, TSH, progesteron a jejich kombinaci.

Zplsob podle naroku 23, vyznadéujici se tim,

Z e médium je prouzek.

Zastupuje:
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