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Vicemistné multispecifické elektrochemi-
luminescenéni testy :

Strukturované vicemistné multispecifické po-
vrchy, které jsou elektrochemiluminescenéné
s e ... nabuzeny .a.urceny._pro..testy,. zaloZzené _.na
elektrochemiluminescenci, a zpusoby vyroby
téchto povrchl. Zptisoby chemicky a/nebo fy-
izikalné fizeného ukladani vodivych domén a
reakéniho ¢inidla, které jsou pouZitelné pii
vyrobé plochych zobrazovacich panelt a pii
provadéni celé fady multispecifickych postu-
pta, a materidly, pouZitelné pro tyto tcely. Za-
fizeni pro detekci analytu elektrochemilumi-
niscenci obsahuje dvé elektrody, které maji
na svém povrchu imobilizovano reakéni ¢inid-
lo schopné vazat elektrochemiluminiscen¢né
znatené druhy nebo jejich partnery.




Vicemistné multispecifické elektrochemiluminescen&ni testy

Oblast techniky

Vynélez poskytuije strukturované vicemistné
multispecifické povrchy (dadle jen PMAMS) urcdené pro testy,
rzaloiené na elektrophemiluminescenénim jevu, a rovnéz

zplsoby vyroby a pouZziti té&chto PMAMS.

Dosavadni stav techniky

Tato prihlaska je pokraCovanim souvisejici pr¥ihléasky
¢islo 08/402,076, podané 10. kvétna 1995 a souvisejici
prihlasky Cislo 08/402,277, podané 10. kvétna 1995.

V soucasné dobé existuje ekonomickd potreba, silné
volajici po rychlych a citlivych diaghostick?ch
technologiich. Diagnostické technologie Jjsou dileZité pro
celou rYadu odvétvi trZniho hospodérstvi, zahrnujicich pédi
o zdravi, vyzkum, zemédélstvi, zvérolékafstvi a prﬁmyslovy
trh. ZvySeni citlivosti, zkréaceni doby potfebné pro test,

snadné&jsi pouzZziti, zvySeni vykonu nebo sniZeni nékladl

—-==-oteviraji—zcela» nové-diagnostické moZnosti- na -mistech, kde: =====-.-

_nebyly doposud zndmé diagnostické metody schopny splnit
.poiadavky trhu. Urc¢ité diagnostické technologie mohou sice
vykazovat vysokou citlivost, ale‘jsou prilis drahé na to,
aby splnily potfeby trhu. Dal$i technologie mohou byt sice
ekonomicky prijatelné, ale nemusi byt pro urcéitd primyslova
odvétvi dostateind vykonné. Nova diagnostickd technologie,
kterd Jje schopna kombinovat tyto kvality, je | pro

diagnostiku velkym prinosem a prileZitosti.




Pro diagnostické ucely byla vyvinuta celé fada'rﬁzhych
analytickych technologii. Tyto technologie zahrnuji zna&eni
pomoci radioaktivnich izotopfi, imunotesty, =zaloZ¥ené na
navadzani enzyma, chemické kolorimetrické testy,
fluorescencni znaceni, chemiluminescend&ni znaceni a
elektrochemiluminescenéni zna&eni. Ka?dd z t&chto technik v
sobé spojuje unikatni kombinaci stupné citlivosti,
snadnosti pouZiti, vykonnosti, rychlosti a ceny, které
definuji a vymezuji Jjejich pouZitelnost v raznych

diagnostickych oblastech. Tyto diference jsou z &asti dany

fyzikdlnimi omezenimi, které jsou vlastni kazdé
technologii.
Radiocaktivnimu znaceni neni napriklad vlastni

robustnost, protoZe ozna&eni samotnd se rozkladaji a
odstrafiovani kone¢ného radioaktivniho odpadu Je tedy

ekonomické.

TrZni vyuZitelnost celé rady dnes pouZivanych
diagnostickych technik Jje omezena zejména proto, Ze
provadéni testd vyZaduje dostate&n& vyskolené techniky. V
soucasnosti pouZivané elektrochemiluminescenéni postupy
napriklad nejen, Ze vyZaduji odborn& vyZkolené techniky,

ale rovné€Z zahrnuji opakované promyvani a pripravné kroky,

které zvySuji jak finanéni néklady, tak néklady spojené s _

odstranovanim odpadu. Nové diagnostiqké ‘metody, které

zjednoduduji testovaci postupy a sniZuji mnoZstvi néakladt
na test, Jsou velmi dileZité a prfedstavuji moZnosti pro
dalsi primyslova odvétvi, a stejnd tak pro zvySeni

vykonnosti v existujicich oblastech.



Elektrochemiluminescenéni testy

Jako ,elektrochemiluminescence“ (,ECL“) se oznaduje
jev, pfi kterém elektricky exitované druhy emituji foton
(viz napt¥iklad Leland a Powel, 1990 J. Electrochem. Soc.
137(10):3127-3131). Tyto druhy se oznaluji jako ECL znadeni
a zde rovneéZ jako TAG. B&Zné pouzZivané ECL znaleni zahrnuji
organokovové sloucCeniny, ve kterych se kov zvoli napf¥iklad

z drahych kovad VIII skupiny, napfiklad organokovové

sloucCeniny obsahujici ruthenium a osmium, jako Ru(2,2’-

bipyridin)* skupina (rovné&Z oznalovana jako ~Rubpy™),
popsand napriklad Bardem a kol. (patent US>5,238,808).
Svétlo, generované ECL znadenimi, lze pouZit jako
reporterovy signdl pri diagnostickych postupech (Bard a
kol., patent US 5,221,605). ECL znaceni miZe byt napfiklad
kovalentné navazadno na vazebné éinidld, naptriklad na
protilatku nebo nukleokyselinovou sondu. Komplex ECL
znaceni a vazebného ¢&inidla lze pouZit pro testovani celé
rady 1latek (Bard a kol., patent US 5,238,808). zaklad
detekCnich systémd, fungujicich na bézi ECL, spodivd v
detekovani miry elektrického potencidlu, potfebného pro
excitaci ECL znacCeni za Ulelem emitace fotoﬁu. Elektricky
vlnovy potencidl se aplikuje do ECL testovaciho roztoku
pfes povrch elektrody, zpravidla kovovy povrch a

- protielektrodu ~—(viz- - ~nap#iklad---patenty - -US 5,068, 0885 ~—
5,093,268, 75,061(445,w 5,238,808, 5;147,806; - 5,247,243, - -
5,296,191, 5,310,687, 5,221,605).

Pro provadéni a detekovédni ECL reakci jsou v
soucasnosti dostupné, v daném oboru znémd, zarizeni.
Napfiklad Zhang a kol. (patent US 5,324,457) popisuje
pfikladné elektrody, pouZzitelné v elektrochemickych

¢lancich pro vodivé ECL. Levantis a kol. (patent




. Us 5,310,687)

US 5,093,268) popisuje - elektrochemické <¢clanky pouZitelné

pro provadéni ECL reakci. Kamin a kol. (patent
US 5,147,806) popisuje zarizeni pro provaddéni a detekovani
ECL reakci vcCetné zarizeni pro regulaci napéti. Zoski a
kol. (patent US 5,061,445) popisuje zafizeﬁi pro provadéni
ECL reakci vcCetné diagrami elektrického vlnového potencidlu
pro vyvolani ECL reakci, prevadécl digitédlniho signédlu na
analogovy, kontrolniho zarizeni, detekéniho =zafizeni a

zpusoby détekée proudu, géneroﬁaného. ECL reakci, _nar

pracovni elektrode a poskytujici zpétnou informaci

elektronickému kontrolnimu zarizeni.

Prehled ECL technik podrobné uvaddi napriklad patent
Us 5,093,268. ECL technika, struc¢né <freCeno, je zplasob
detekce objemu vzorku zjisStované latky, ktery se nachézi

ve vzorku v relativné malych koncentracich.

ECL zbytek, ve vySe zminénych, jiZz udélenych
patentech, oznaceny jako TAG, miZe nebo nemusi byt navazéan
na zjistovanou l&tku, ale v obou pripadech Jje vybuzen v
disledku celé frady chemickych reakci, které byly spudtény
prijmutim elektrické energie od pracovni elektrody do
excitovaného stavu. Molekulou, kterd vybuzuje ECL TAG, je

napriklad oxaldt nebo vyhodnéji tripropylamin (viz patent

Komeréni ECL testy

Do sou&asné doby se vedkeré komer&ni ECL reakce
provadeély na centimetrovych elektrodovych povrsich.
Centimetrové elektrody predstavuji kompromis mezi zvySenou

hodnotou ECL signédlu, ktery je vysledkem vétsSi elektrody a



poZadavkem na sniZeni celkového objemu vzorku, nezbytného
pro Jjednotlivé testy. Nicméné ani centimetrové elektrody
nespliiuji poZadavky kladené na citlivost, kterou vyZaduje
mnoho testh. P¥i pokusech vyre3it tento problém se u viech
komercnich ECL systéml déle =zvy3ila citlivost pouiitim
potaZenych magnetickych patek, urenych pro zachycené ECL
zjistované 1latky nebo reak&éni 1latky. Patky se néasledné&

umistily vedle pracovni elektrody, &imZ se zvy3$i citlivost.

PouZiti magnetickych patek mé& celou fadu omezeni.
Samotné patky Jsou potaZeny proteiny, které se <&asem
svléknou a rozloZi, coZ zplsobi zménu signdlu. Vzhledem k
tomu, Ze manipulace a formdtovani té&chto testl jé sldiité,
vyZaduji komer&ni ECL diagnostické metody, aby se pfi
kazdém testovani provddéném na daném vzorku provedl
komplexni sled po sobé jdoucich procedur, coZ prodluZuje
dobu, potrebnou k provedeni kaZdého testu a zvySuje naklady
na tento test. Pé&timikrometrové patky bréni vét$iné ECL
TAG, navazanych na patkdch, v dosaZeni tenké félie,

sousedici s pracovnimi elektrodami, coZ mé& za nésledek

neu¢innost pri excitaci ECL TAG.

Leventis a kol. (patent US 5,093,268) navrhuje zplisob
soubéZného analyzovéni vice ne? jednoho analytu pouZitim

riznych ECL znacdeni pro Jednotlivé analyty, pricemZ kazdé

rwam m s i mm—mmamE . oz roeiE

znaCeni emituje fotony pri jinych vlnovych délkéChL a tov

jediném testu. Nicmén& tato technologie je omezena
napfiklad nedostupnosti dostate&ného pod&tu uc¢innych ECL
znaceni, vyzarujicich p?¥i raznych vlnovych délkach, a
potrfebou optimalizovat chemické podminky pro ka?dé ECL
znaCeni. Tato praktickd omezeni bréni komercionalizaci ECL
detek&nich sYstémﬁ pro detekci vice analytl, pracujicich s

vice vlnovymi délkami.




DalSim pristupem, pouZitym pro zvySeni citlivosti, Jje
zlep3eni technologie elektrody. Zhang a kol. (patent
US 5,324,457) popisuje primé uklddané félie ECL druh®l na

rizné kovové a polovodi&ové povrchy. 2Zhangova a Bardova

technologie vyuziva Uplného nasyceni povrchu elektrody, coZ
vede (jak popisuji autofi) k nerovnomérnému oblastnimu

ukladéani, které je pro vysoce citlivé testy nevhodné.

. Dfivéjsi metody, pouzivané k provadéni ECL testu,
rovndZ vyZadovaly &i3té&ni zku3ebniho &lénku v&etné elektrod
libovolnou metodou vietné pouZiti redénych kyselin,
rYedénych bézi, detergencnich roztokd atd., které jsou

popsany napriklad v patentu US 5,147,806.

Cilem vynadlezu 3je tedy poskytnuti nového a co do
ndkladd ekonomického testu pro postupné nebo soucdasné
provaddéni mnoZiny ECL reakci .a, ve - vyhodném pfovedeni,
poskytnuti zabudovanych kontrolnich standardd pro zlepSeni

presnosti.

Dalsim cilem vyndlezu je poskytnuti kazety, obsahujici
jednu nebo vice jednordzové pouZitelnych podloZek vhodnych

pro souCasné nebo postupné provaddéni mnoZiny ECL reakci.

DalSim cilem vyndlezu je poskytnuti zplsobd a zarizeni

_pro_soulasné provadéni mnoZiny testd, analyzujicich mnoZinu

analytd v jediném biologickém vzorku.

Podstata vynalezu

Vyndlez se tyka kazety pro provaddéni ECL reakci a
testll, kteréd zahrnuje mnoZinu diskrétnich vazebnych, domén

mobilizovanych na podloZce, pricemZ tyto diskrétni vazebné




domény Jjsou prostorové =zarovndny s Jjednim nebo vice
elektrodovymi a protielektrodovymi péary. Tato kazeta
vyhodné zahrnuje prvni podloZku, majici na svém povrchu
mnozZzinu imobilizovanych diskrétnich vazebnych domén. MiZe
obsahovat jeden nebo vice elektrodovych a
protielektrodovych part. Elektrodové a protielektrodové
padry Jsou samostatné adresovatelné zdrojem elektrické
energie ve formé napétovych‘ vln, Ucéinnych pro spudténi
elektrochemiluminescence. Kazeta maZe ro?néé obsahovat
druhou podlozku, kterd mlZe byt umisténa vedle prvni
podloZky, a poskytnout tak prostfedek pro umisténi vzorku
mezi témito podloZkami a/nebo miZe slouZit jako elektroda.
Vazebné domény Jjsou na povrchu podloZky uspofddany v
urcitém vzoru a Jsou pfipraveny tak, aby navazaly

stanovované sloZky nebo sledovand reakéni &inidla.

Vynélez se dale tyké zarizeni pro méreni .

elektrochemiluminescence vzorku, ktery poskytuje podloZku
nebo prostfedek pro manipulaci s kazetou, prostfedek pro
regulaci napéti, prizplsobeny pro nastaveni vlnového
napéti, potrebného pro spusténi elektrochemiluminescence,
fotonovy detekéni prostredek pro detekovani
elektrochemilumineséence 'ze vzorku a prostredek pro

manipulaci se vzorkem.

Vynalez se déle tykéd zplsobll pouZiti kazet pro méreni

B elektrochemiluminescence ve vzorku kontaktovdnim mnoZiny
vazebnych domén kazety se vzorkem, ktery obsahuje mnoZinu
stanovovanych sloZek za ECL zkuSebnich podminek a néslednym
aplikovédnim vlnového napéti, potfebného pro spudténi
elektrochemiluminescence, na kaZdém z mnoZiny elektrodovych
a protielektrodovych pérh a detekovadnim nébo mé¥enim

spusténé elektrochemiluminescence. V 3ir8im slova smyslu se
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da4 tici, Ze vynédlez poskytuje ECL.testovaci metody, pri
kterych se vzorek nekontaktuje s elektrodou. Kromé& toho,
jako alternativu k pouziti elektrodovych a
protielektrodovych péart, vyndlez pocita se scanovanim

elektrody a protielektrody nad vazebnymi doménami .

Vynédlez rovn&Z poskytuje sady, obsahujici sloZky
zahrnujici kazety, vhodné pro souCasné meéreni mnozZiny
elektrochemiluminescen&nich reakci, nosné povrchy, = nad.
kterymi se nachédzi mnoZina imobilizovanych domén a média
pro provad&ni chemickych reakci, které se pouziji v ramci

ECL testu.

Vyndlez rovn&% poskytuje elektrody, pripravené z

grafitovych mikroskopickych trubicek.

Struény popis obrazkd

Obr. 1 znazortiuje dvé podlozky, tvorici kazetu podle
vyndlezu, ve které se na podloZce 10 nachazi mnoZina
vazebnych domén 14 a na podloZce 12 se nachédzi mnoZina
odpovidajicich elektrod 16, pricemZ desky. jsdu umistény

tak, Ze se vedle ka?dé vazebné domény nachézi elektrodovy

obr...1A znazorhuje. dvé podloZky, tvorici kazetu podle

vynédlezu, ve které se na podloZce 10 nachdzi mnoZina
vazebnych domén 14 a na podlozce 12 se nachédzi mnoZina
odpovidajicich elektrod 16, pricemz desky Jjsou umistény
tak, Ze se vedle ka?dé vazebné domény nachdzi elektrodovy

pPar;




obr..2 znazorfiuje dvé podlozZky, tvorici kazetu podle
vyndlezu, ve které se na podloZce 26 nachdzi mnoZina
vazebnych domén 30 v sousedstvi jednotlivych elektrod 32
tak, Ze pf¥i pribliZeni podloZek 26 a 28 se dostanou
jednotlivé protielektrody 38 do sousedstvi vazebnych domén

30;

obr. 3 zndzornuje dvé podlozky, tvorici kazetu podle
Vynélézu, ve které. mé& mnoZina vazebnych domén 48 na
podloZce 44 vedle sebe pary elektrody a protielektrody.
Podlozka 44 miZe byt pripadné umisténa vedle podloZky 46 a
poskytnout tak prostredek, obsahujici vzorek, vedle

vazebnych domén 48 a elektrod 50;

obr. 4 znazorfiuje dvé podlozky, tvorici kazetu podle
vyndlezu, ve které Jje mnoZina vazebnych domén 64 na
podloZce 60 wuvadéna do styku s vzorkem, u néhoZ se
prfedpokléadd, Ze obsahuje urcovanou latku. PodloZka 62 ma
oblasti 66, kontaktujici reakéni prostredi =za ucelem
detekce nebo m&feni urdované 1latky nebo provadéni
poZadované reakce, takZe pribliZeni podloZky 60 a 62

zpusobi, Ze se vazebné domény 64 a oblasti 66 dostanou do

.vzadjemného kontaktu;

_obr. 5A znazoriiuje pldorysny pohled na vazebné domény,

usporddané  podle urcitého vzoru, pro vicemistny

multispecificky vazebny povrch. Geometrické tvary,
trojuhelniky, &tverce a kruhy reprezentuji vazebné domény,
specifické pro rtizné uréované latky. Tyto vazebné domény
mohou byt hydrofobni nebo hydrofilni. Povrch, obklopujici
tyto domény, miZe mit opacné vlastnosti (hydrofilni nebo

hydrofobni) neZ vazebné domény, <cimZ se minimalizuje
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roz8ifeni vazebnych reakénich latek nebo urcované latky z

vazebnych domén do okoli;

obr. 5B zndzoriiuje puadorysny pohled na mnikroskopicky
vodi& tekutin pro dopravu vazebnych reakénich latek a/nebo
ur&ovanych létek k diskrétnim vazebnym doméném. Jednotlivé
krouzky predstavuji prichody mikroskopického vodiéevtekutin

(napfiklad kapiléary):

obr. SC znéiorﬁuje bokdrysnu pohled na ‘mikro-
krystalicky vodic tekutin, ukazujici pribliZeni
mikroskopického vodi&e tekutin pro dopravu vazebnych
reakénich latek a/nebo ur&ovanych 1létek k seskupeni
vazebnych domén, uspofadanych podle ur&itého vzoru, pri
kterém Jsou jednotlivé prichody vodice zarovnany s
diskrétnimi vazebnymi doménami, takZe mikroskopicky vodic
tekutin mtZe dopravovat k jednotlivym diskrétnim vazebnym

doméndm rtiznd vazebni reakéni dinidla;

obr. 6A znazorfuje pribliZeni seskupeni elektrod v
zdkrytu s povrchem, zahrnujicim seskupeni multispecifickych
vazebnych domén, rozmisténych podle predem stanoveného
vzoru. Mezi skupinou elektrod a povrchem, zahrnujicim
seskupeni vazebnych domén, je vloZena odstranitelné

ochrannd bariérovd deska, tvofici ochranu elektrod. Celé

“séstavaTtvori kazetu pro provadéni mnoZiny-ECLrreakci; - = e

obr. 6B znazortiuje pfibliZeni seskupeni zarovnanych
pracovnich elektrod a protielektrod. Tyto elektrody mohou
mit tvar komplementarni s vazebnou doménou nebo jakykoliv

jiny tvar (napriklad vzajemné se prolinajici);

obr. 7 znézorifiuje bo&ni pohled na pfibliZené seskupeni

zarovnanych pracovnich elektrod a protielektrod a
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komplementdrni vazebny povrch, u kterého vodivé polymery
rostou 2z povrchu elektrod pfes mezeru mezi seskupenim
elektrod a vazebnymi doménami tak, Ze dosahuji
potencidlniho pole okolo ECL znacCeni vzorku, c¢imZz zvySuji

éinnost ECL reakce;

obr. 8 zndzorfiuje bolni pohled na pribliZené seskupeni
zarovnanych pracovnich  elektrod a protielektrod a
komplementdrni vazebny povrch, u kterého Jsou vodivé
tastice vloZeny mezi ob& slozky tak, Ze dosahuji
potencidlniho pole okolo ECL znaceni vzorku, <¢imZ =zvysuji
Ucéinnost ECL reakce. Vodivé c¢&éastice mohou byt magnetické,

aby umoZnily snadnou manipulaci;

obr. 9 znazorfuje bo&ni pohled na pribliZené seskupeni
zarovnanych pracovnich elektrod a protielektrod a
komplementdrni vazebny povrch, ve kterém maji elektrody
drobné vyb&Zky, vybihajici do mezery mezli povrchem
elektrody a vazebnymi doménami tak, Ze dosahuji
potencidlniho pole okolo ECL znaceni vzorku, ¢&im zvy3uji

u¢innost ECL reakce;

obr. 10 zndzornuje bo&ni pohled na pribliZené
seskupeni zarovnanych pracovnich elektrod a protielektrod a

komplementarni vazebny povrch, ve kterém povrchy nejsou

~parale Iniy~ —~ale == pfl Zp‘:l S'O'ij == —ge= =~ "j eden— = ~druhému="- -

komplementdrnim zpdésobem; -

obr. 11 znazorniuje bokorysny pohled na podlozku,
majici na sob& nanesenu kovovou vrstvu, <&imZ poskytuje
sestavu jediné elektrody vazebného povrchu ve formé kazety.
Na kovové vrstvé Jsou pddle ur¢itého vzoru naneseny

samo¢inné sestavené monovrstvy (SAM);
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obr. 12 =znazortiuje bokorysny pohled na podlozku,
majici na sob& nanesenu kovovou vrstvu, <&imZz poskytuje
sestavu jediné elektrody vazebného povrchu ve formé kazety.
Na kovové vrstvéd Jsou podle uréitého vzoru naneseny
samodinné sestavené monovrstvy (SAM) a mezi SAM, nanesenymi
podle ur&itého vzoru, Jjsou vloZeny vodivé mikroskopické
Zastice, které dosahuji potencidlniho pole okolo ECL

znadeni vzorku za G&elem zvySeni ucinnosti ECL reakce;

obr. 13 znazorfiuje bokorysny pohled na podloZku, majici na
sob& nanesenu kovovou vrstvu, &imZ poskytuje sestavu jediné
elektrody vazebného povrchu ve formé kazety. Na kovove
vrstvé Jjsou podle urditého vzoru naneseny samolinné
sestavené monovrstvy (SAM) a z ECL znaceni roste vodivy
polymer a/nebo vlékno, takZe dosahuje potenciélniho pole
okolo ECL znad&eni vzorku za ucelem zvy3eni uGcinnosti ECL

reakce;

obr. 14 zndzornuje schéma podlozZky, obsahujici

seskupeni elektrodovych part, frizenych pocitacem;

obr. 15 zndzornuje schéma podloZky, obsahujici

seskupeni elektrodovych pard;

obr. 16 zndzornuje schéma podloZky, obsahujici

F=§§§kgggn}y_q}ek§;gdqy§ch mpérﬁ a pocitaCového systému pro

rizeni dodavky energie k jednotlivym elektrodovym parim;

obr. 17 znézoriuje schéma podloZky, obsahujici

seskupeni elektrodovych pari a pocitadového systému s

)

mnoZinou napétovych zdrojd a multiplexord pro Tizen

dodavky napéti jednotlivym Fizenym elektrodovym parim;

obr. 18 zndzornuje schéma  podloZky, obsahujici

seskupeni elektrodovych péara a poc¢itacového systému s
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mnoZinou zapnutych napé&tovych zdroju pro rizeni dodavky

napdti jednotlivym fizenym elektrodovym param;

Obr. 19a a? 19e zndzorfiuji rovinné pohledy na n&kolik
alternativnich kombinaci elektrodovych a protielektrodovych

para;

obr. 20 znéazorifiuje podloZku s Uplnym sendvicCovym

usporfadénim;

obr. 21 znéazorfluje dva protilehlé PMAMS povrchy na
podlozkéach;

obr. 22A znézorifiuje usporiddani mikroskopickych vodict

tekutin 2201 a fibrilové matrice 2200;
obr. 22B zndzorfuje vazebné domény 2202;

obr. 23A znazoriuje zarizeni pro pfipraveni fibrilové

matrice vakuovou filtraci;

obr. 23B znazoriuje fibrilovou matrici 2304 na

filtradni membrané 2303;

obr. 24 znazoriiuje pouZiti valcld k vyrobé& fibrilovych

matric;

obr. 25 schematicky zndzornuje vicevrstvovou

fibrilovou matrici, Jjeji% horni vrstva obsahuje vazebné

domény pouZitelné pro testy;

obr. 26 schematicky znazorfiuje fibrilu, modifikovanou
zbytky, které zvy3uji nespecifickou vazebnost a nékolik
zbytkd, Jjak biologickych tak nebiologickych, ktereé jsou

navazany na jejim povrchu;
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obr. 27 schematicky znézorhuje fibrilu, modifikovanou
zbytky, které =zvySuji nespecifickou vazebnost a nékolik
zbytkl, které jsou navazadny na Jjejim povrchu, pricemz

nékteré druhy se dale vazi na ligandy;

obr. 28 znazorhuje nékolik druhd kovalentné navézanych
na fibrile, pfri&emZ n&které druhy jsou dale navazany na

dalsi entity;

obr. 29 =znazorhuje pouZiti vicevrstvové fibrilové
matrice jako optického filtru, ktery v zavislosti na poloze
sv&tla na matrici nebo uvnit?¥ matrice umoZiiuje prichod

svétla a/nebo absorbci svétla, a/nebo rozptyl svétla;

obr. 30A zndzornuje cyklické voltamogramy pro
elektrochemicka mé&feni, provadd&nd na elektrodéach, tvofenych

matrici uhlikovych fibril;

obr. 30B zndzoriuje cyklické voltamogramy pro
elektrochemickd mé&reni, provadénad na elektrodéch, tvorenych

zlatou f£61ii;

obr. 31 znazoriiuje graf, porovnavajici elektrochemické
vlastnosti fibrilovych matric v zavislosti na tloustce

matrice a rychlosti scanovéani;

i eiime—.ObTF..-32...—zndzoriuje.. .graf,_.__ktery _ . _ukazuje,. . Ze_. .. ..

nespecificka . vaznost na. fibrily se .zpravidla.  zvySuje s.

rostouci koncentraci fibril v proteinovém roztoku;

cbr. 33 ie; Ye pouziti povrchové aktivnich
“¢inidel mizZe redukovat nespecifickou  waznost mezi
proteinem, oznalenym pomoci  ECL-TAGIL, a uhlikovymi

fibrilami;

[l
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obr. 34 schematicky zndzornuje pohled na

experimentdlni &lének, pouZity pro méreni elektrochemickych

vlastnosti a ECL, na elektrod&, tvorené fibrilovou matrici;

obr. 35 znazoritiuje ECL signél, =ziskany pri pouziti
fibrilové matrice jako elektrody a 1000 pM TAGl (plna cara)
v roztoku, a signél, ziskany z testovaného pufru (bez TAGl)

(pferuSovanad cara);

obr. 36 schematicky znazorfiuje zarizeni, obsahujici
dva PMAMS povrchy, ve kterém Jjsou dvé skupiny elektrod

oddéleny strukturovanou dielektrickou vrstvou;

obr. 37 znazorfiuje zarfizeni s mnoZinou vazebnych domén
3702 na jedné podloZce a elektrodou a protielektrodou na

podloZce druhé;

obr. 38 znazorfiuje kazetu, ve které Jjsou vazebné
domény umist&ny na povr3ich samostatnych objektll, nesenych

na protielektrodé;

obr. 39 zndzorfiuje gel v  kontaktu s pracovni

elektrodou a protielektrodou;

obr. 40 znazoriiuje graf ECL intenzity a cyklicky
voltamogram, ziskany z ECL znacleného gelu, ktery se nachéazi

e __._ _v.kontaktu.s pracovni_elektrodou a protielektrodou;

obr. 41 znazoriuje graf ECL intenzity a cyklicky
voltamogram, =ziskany z ECL neznafeného gelu, ktery se
h

nachazi v kontaktu s pracovni elektrodou a protielektrodou;

obr. 42 schematicky znézorfiuje dvoupovrchovou kazetu,

pouzitou pro ECL;
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obr. 43 ukazuje, Ze fibrilové matrice lze pouZit jako
elektrody pro ECL komplexu protilatky-TAGl adsorbovaného na

té&chto matricich;

obr. 44A znazorfhuje ECL intenzitu proteinu, znaceného

pomoci TAGl, a imobilizovaného na- elektrodé;

obr. 44B znazorhuje cyklicky voltamogram potaZené

elektrody:;

obr. 45A znazortfiuje kvazi-reverzibilni, opakujici se,
generovani ECL signédlu z imobilizovaného proteinu,

oznacdeného pomoci ECL TAGl;

obr. 45B znézorifiuje cyklicky voltamogram potaZené
elektrody, naznacujici Zastednou ochranu  potahového

povlaku;

obr. 46A znazorfiuje nevratné generovani ECL signdlu z

imobilizovaného proteinu, oznaceného pomoci ECL TAGL;

obr. 46B znazorfluje cyklicky voltamogram _potaZené

elektrody, naznadujici podstatnou ztratu povlaku;

obr. 47 znazorifiuje viceskupinové ECL zarizeni a

mikroprocesor, obsahujici regulacni prostredek pro

generovani a analyzovani ECL signélu.

V Sirsim slova smyslu vynadlez zahrnuje kazety urcené

pro provadéni mnozZin

<!

Tyto kazety sestdvaji z podloZek, majicich na sobé mnoZinu
vazebnych domén, které jsou schopny specificky vazat jednu
nebo vice urdovanych latek. Vazebné domény se pripravi jako

strukturované vicemistné multispecifické povrchy (déle jen
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PMAMS) na podloZce. PMAMS nabizi podstatné zlepSeni pro jiZ
znamé ECL testovaci metody. 2ZvySuje napfiklad &etnost

testl, které lze provadét a umoZiiuje mnoZin& rblznych testd

rychlé nebo souCasné provedeni. Kazety mohou zahrnovat

mnoZinu elektrod, které jsou schopny selektivnd spousteét

ECL emisi svétla ECL oznacenych reakénich l&tek, navazanych

na vazebnych doménédch. Obr. 47 wukazuje viceradé ECL

za¥izeni, majici elektrody 4700, 4704 a matrici 4702 s

vazebnymi doménami 4706 a mikroprocesorem, obsahujicim
regulacni prostredek 4720 pro generovdni a analyzovani

signalu, vedeného pfes privodni kabely 4710 aZ 4716.

U provedeni vyndlezu, znazornéného na obrazku 1,
kazeta obsahuje dvé podloZky 10, 12, pfiemZ na povrchu
prvni podloZky 10 se hachézi mnozina vazebnych domén 14 a
na povrchu druhé podloZky 12 se nachdzi mnoZina
elektrodovych a protielektrodovych pard 16. Vazebné domény
a elektrodové a protielektrodové pary jsou v pfipadé&, Ze se
prvni podloZka 10 a druhé podloZka 12 daji k sobé zaroVnény
tak, zZe kazdy par z mnozZziny elektrodovych a
protielektrodovych pard 16 bude uspofadédn vedle jedné z
mnoziny vazebnych domén 14. Prvni podloZka 10, leiici pod
vazebnymi doménami 14, tvofi vyhodné PMAMS se.zlatou £61ii

na povrchu a transparentnimi vazebnymi doménami. Druhéd

umélohmotnou deskou, majici na sobé transparentni
elektrodové a protielektrodové péry 16. Vazebné domény 14
jsou vyhodné pripraveny mikroskopickym nanesenim organické
samostatné sestavené monovrstvy (vrstva tvorena
jednotlivymi monomery) v uritém vzoru pomoci razitka na
povrch podloZky, pricemZ uvedeny monomer m& biotinovy nebo

vazebny zbytek. Na odkryty biotin se nésledné navaZe avidin



nebo steptavidin (viz napriklad patent US 5,093,268). Potom
se nanesenim diskrétniho mnozZstvi, vhodného biotinem,
znaeného vazebného reakdéniho ¢inidla, napfiklad biotinem
znadené protilatky, ktera je schopna se selektivné vazat na
stanovovanou l&atku, aplikuiji vazebnad reakcéni <¢inidla do
oblasti na povrchu podloZky, na kterd byla pomoci razitka
nanesena monovrstva. Obr. 1A znazornuje systém, tvoreny

kazetou (obr. 1) umisténou v krytu 11.

U urditych provedeni vynalezu je Zadouci reprodukované
imobilizovat specifikované, nebo-11 predem stanovené
mnozstvi jedné nebo vice reakénich 1latek na povrchu.
Imobilizace, obecné aplikovanad na libovolnou metodu, pri
které se reakéni 1latka navadZe na povrch, zahrnuje
neomezujicim zplsobem vytvoreni kovalentni chemické vazby;
nespecifickou adsorpci; sudeni reakéni 1latky na povrchu;
elektrostatické interakce; hydrofobni a/nebo hydrofilni
interakce; uvéznéni nebo zachyceni v kapalindch nebo
gelech; biospecifické vazby (napr. interakce mezi ligandem
a receptorem nebo hybridizace oligonukleotidd); vytvoreni
vazeb mezi kovem a ligandem; chelatace a/nebo zapleteni v

polymerech.

MnoZstvi reakéni latky, imobilizované na povrchu, mizZe

_ﬁb?@__pfgge@ ng?gnom_pékqlika zplsoby. Napriklad mnontvi

reakéniho ¢&inidla na povrchu lze specifikovat jednim néb§
vice objemovymi a/nebo plos3nymi prvky, ve kterych je
reakéni ¢inidlo pritomno. To lze rovnéilspecifikovat pocCtem
jednotlivych molekul reakéni 1latky, ktery lze specifikovat
ve smyslu hustoty reakd&ni latky v dané oblasti. MnoZstvi
reakéni ‘latky 1l1lze specifikovat Jjako procento povrchu,
nesouci prisluSnou reakcni latku, a to bud ve wvztahu k

celkové ploSe povrchu nebo k relativnimu mnoZstvi dalSich
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reak&nich latek pritomnych na povrchu. MnoZstvi reakcni
latky 1lze rovnéil definovat jako mnoZstvi reakéni léatky,
které musi byt pfitomno na pfislus$ném povrchu, aby poskytlo
dostatednou ECL intenzitu tak, aby test poskytoval
pofadovanou specifi&nost. V konkrétnim ptikladu mdZe byt
1 cn? plochy zlatého povrchu potaZen monovrstvou

alkanthiolu.

Reak&ni 1latky mohou byt rovnéZz reprodukovatelné
imobilizovany na potaZenych povrdich. Povlak miZe slouZit
ke zlep3eni imobilizace ur&itych reakénich latek a/nebo ke
snifeni neZadouci imobilizace dalsich reak&nich latek.
Povrch miZe byt zcela potaZen nebo CésteCné potaZen
(potaZeni podle ur&itého vzoru). Povlak miZe mnit jedineé
sloZeni, nebo miZe obsahovat prvky, majici razné sloZeni. V
konkrétnim pripadé miZe byt povlak tvofen Jjednovrstvou
f61ii, nanesenou podle ur&itého vzoru, kterd v né&kterych
oblastech imobilizuje imunoglobulin G pomoci kovalentnich

chemickych vazeb a bréni jeho imobilizaci v ostatnich

oblastech.

Povlak miaZe rovnéZ slouZit k pfedbéZnému stanoveni
mnoZstvi jedné nebo vice reakénich létek imobilizovanych na
povrchu v néaslednych krocich nebo procesech. Alternativné

= Jrermno¥stvicprisludné—reakdni- -lTatky- kontrolovat—omezenim- - —- - -

mnoZstvi reakdéni latky, kterd je uloZena.

V pripad& povrchu, ktery mi& reakini latky (nebo
povlak) imobilizovany kvantitativnim, reprodukovatelnym
zplsobem, a ktery Jje tedy schopen kvantitativnim a
reprodukovatelnym zplsobem méfit ECL signdl vzorku, je

moZné provést kalibraci.




Vyhodné maji elektrodové a protielektrodové péary 16
velikosti mens$i neZ Jjeden centimetr a Jsou vyrobeny
spole¢né s elektrodovymi privody 20 (napZ. transparentni
kovovad fdlie) zplsoby, které jsou zndmy jako zpusoby v?roby
displejua, tvorenych tekutymi krystaly a elektrochromovych
displejt. Elektrodové privody 20 Jjsou pomoci elektrickych
spoju 19 spojeny s generdtorem 18 vlinového napéti. Vyhodné&
jsou Jjednotlivé elektrodové a protielektrodové pary
zdsobovéany samostatné za kontroly procesoru, takZe lze na
jednotlivé domény selektivné aplikovat elektricky
potencidl. Ukolem sv&telného detektoru 22 a digitédlniho
poCitace 24 Jje zaznamenat a analyzoval vysledky v pripadé
stimulace ECL emisi 2z vhodné 1latky, pouZité ke znacdeni,

navazané na vazebné doméné.

Obr. 1A zndzornuje systém, obsahujici kazetu,
elektricky pfivod, vlnovy generdtor, prostredek pro detekci
svétla a digitdlni po&ita&, =znézorndny na obrazku 1,

umistény v krytu 11. Kazeta se vkladad do krytu otvorem 15.

U dalsiho provedeni se pouZivd Jjedna pracovni
elektroda pro soucasné generovani ECL signdlu na mnoZiné
vazebnych domén. U tohoto provedeni se ECL signdl z kaZdé
vazebné domény identifikuje pomoci svételného zobrazovaciho

zarizeni.

Obecné& freleno, testy, provaddéné za pouziti kazet podle
vyndlezu Jsou testy, které téZi z pouZiti mnoiiny'
diskrétnich vazebnych domén. PouZiti téchto kazet napriklad
umoZni rychlou a/nebo soudasnou detekci nebo mé&rfeni celé
fady uréovanych 1latek. U vyhodného provedeni predstavuji
testy podle vyndlezu ty testy, jejichZ prinos vyplyvd =z

pouziti reagenéni 1léatky, oznaené pomoci ECL, urcované
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latky a vazebného povrchu. ECL test podle vyndlezu zahrnuje
kontaktovadni mnoZiny vazebnych domén se vzorkem, o némZ se
pfedpokléddéd, Ze obsahuje urdovanou latku, a spusténi ECL
emise z vazebné ECL znacici 1latky, pridemZ ECL znaclici
ladtka se nachézi na urcované latce nebo na konkuren&ni
latce, na reakéni léatce, kterd se vaZe na urdovanou latku

nebo na mnozZziné vazebnych domén.

Vynadlez rovnéZ poskytuje ECL testovaci metody pro

detekci nebo méfeni urcované 1latky, Ktery zahrnuje (a)’

kontaktovdni jedné nebo vice domén z mnoZiny diskrétnich
vazebnych domén, kterd je imobilizovéna na povrchu jedné
nebo nékolika podloZek, se vzorkem obsahujicim molekuly
navazané na elektrochemiluminescendni znacici latce,
pricemZz uvedeny vzorek neprijde v prubéhu kontaktujiciho
kroku do styku ani s elektrodou, ani s protielektrodou; (b)
vneseni elektrody do blizkosti uvedené jedné nebo vice
domén 2z mnoZiny vazebnych domén; (c) aplikovadni napétové
vlny, potfebné pro spusténi ECL na jedné nebo vice doménéach

mnoziny vazebnych domén; a detekovidni nebo méreni ECL.

U dalsiho provedeni vynadlez poskytuje ECL testovaci
metody, pri jejichZ pouZiti se (a) jedna nebo vice domén z
mnoziny diskrétnich vazebnych domén, které (i) je

imobilizovéana na povrchu jedné nebo vice podloZek a (ii) je

prostorové  zarovndna s  mnoZinou  elektrodovych  a
protielektrodovych p&r a nachazi se v Jjejich blizkosti,
uvede do kontaktu se vzorkem, obsahujicim molekuly navézaﬁé
na elektrochemiluminescencni znaceni; (b) pfibliZeni
elektrody a protielektrody k uvedené jedné nebo vice
doméndm 2z mnoziny diskrétnich vazebnych domén; (c)

aplikovani napétové vliny, dostatecné pro spusténi

elektroluminescence na Jjedné nebo vice doméndch z mnoZiny
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vazebnych domén; a (d) detekovani nebo méreni

elektroluminescence.

MnoZina vazebnych domén na povrchu miZe vzijemnd
reagovat se vzorky, které maji byt testovadny. PMAMS miZe
byt dale ve styku s roztoky, obsahujicimi nezbytné reakéni
latky pro ukonéehi testu. Vazebny povrch se néasledné uvede
do kontaktu (napr. pfitlacenim) s povrchem komplementdrni
elektrody (vyhodné &isté nebo Cerstvé elektrody), kterd se
nadsledn& pouZije pro aplikovani elektrického potencidlu,

ktery bude stimulovat ECL.

U vyhodného zpusobu provédéni testu, =za pouZiti
zarizeni z obrazku 1, se vzorek, u kterého se predpoklada,
Ze bude obsahovat urovanou 1latku, aplikuje na vazebné
domény 14 spolecné s reakénimi létkami, znadenymi pomoci
ECL, které jsou vhodné pro detekci urdované latky. PodloZka
1l a podlozka 12 se né&sledné sestavi tak, aby se kaZdad z
mnoziny vazebnych domén 14 nachdzela mezi elektrodou a
protielektrodou jednoho z mnozZiny elektrodovych a
protielektrodovych parti 16 a vzorek se nachézél mezi nimi.
Mélo by byt zrfejmé, Ze elektrodovy a protielektrodovy par
nepotrfebuje mechanicky ' kontaktovat vazebnou doménu, aby
do3lo ke stimulaci ECL v pripad&, Ze se pfes elektrodovy a

Elektrlcka

potenc1alova vlna, vhodna pro spustenl ECL emise, se vede

pres elektricky spoj 19 z vlnového generdtoru 18 do mnoZiny
elektrodovych a protielektrodovych péart 16. Libovolny
signal, emitovany ECL znacenim, nachéazejicim se na
vazebnych doménach 14, je detekovéan svétéln?m. detekcnim
prostfedkem 22 a zaznamendn a analyzovan digitédlnim

poCitacem 24.
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Vynélez poskytuje zpusob detekce \4 objemu
vicesloZkového kapalného vzorku mnoZiny urdovanych léatek,

které mohou byt ve vzorku pritomny v rtznych koncentracich.

Obecné feleno, mnoZinu urdovanych latek lze detekovat
z multisloZkového vzorku pri moladrnich koncentracich
niZ%ich neZ 107°. MnoZinu urdovacich latek lze vyhodné
detekovat z multisloZkového vzorku pri molérnich

koncentracich niZ3ich neZ 1072,

Vyndlez poskytuje zplsob detekovani multisloZkového
vzorku, ktery 1lze provadét Jjako heterogenni testy, tj.
testy, ve kterych Jje mnoZina nenavadzanych, oznacenych
reakcénich latek separovana od mnoziny navazanych,
oznaCenych reakénich 1létek pred tim, neZ se navéazané,
oznacCené reakcni latky exponovaly elektrochemickou energii,
a homogennimi testy, tj. testy, ve kterych se mnoZina
nenavazanych, oznacenych vazebnych latek a naVézanych,
oznacenych reakénich latek spolecné exponovala

elektrochemickou energii.

U testll podle vynédlezu je elektromagnetické =zareni,
pouzité pro detekovéani prislusné urc¢ované latky,
odlisitelné od =zé&reni, odpovidajiciho dalsim urdovanym

latkém, identifikovénim jeho pozice a/nebo mista jednoho

-nebo -vice--znakl—-vzoru,--pt¥iemZ--tento- -vzor--odpovida- vzoru - -

vazebnych domén v PMAMS.

U homogenniho testu podle vyndlezu se detekuje
elektromagnetické =zareni, emitované navadzanymi oznaclenymi
reakénimi latkami bud jako zvySeni nebo jako sniZeni miry
elektromagnetického zé&reni v porovnéni s elektromagnetickym
zad¥enim, emitovanym nenavazanymi reakcénimi latkami nebo se

detekuje elektromagnetické za&reni, emitované ze zdrojg,
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odpovidajicich v prostoru Jjednomu nebo vice znaklm,

odpovidajicim vzoru vazebnych domén v PMAMS.

U specifického prikladu zplsobu ©podle vynalezu
zndzornéného na obr. 20, se sendvicovy test provadi na
podloZku 5 s mnoZinou vazebnych domén BD na povrchu
podlozky, které Jjsou specifické pro navazani prisludné
ur¢ované latky An. Jakmile se vzorek, u kterého se
predpokléada, Ze obsahuje wurcovanou 1latku, aplikuje na
vazebné domény, dojde k navazani urcované latky na vazebné
domény. Protildtky Ab, které jsou vhodné pro selektivni
navazani urdované latky An, oznaCené pomoci ECL zbytku
(TAG) za vzniku Ab-TAG, se nésledné aplikuji na urcovanou
latku na vazebnych doménadch. Potom, co se prebytek
nenavazané Ab-TAG vymyl z vazebnych domén, se na TAG pomoci
elektrod (nejsou znazornény) aplikovala potencidlovd vlna
za Ulelem spudténi ECL emise z libovolného TAG na vazebnych
doménédch. ECL signadl se detekuje svételnym detektorem a
zaznamend digitdlnim pocitacem (napf. 22 a 24 na

obrazku 1).

Dal3i provedeni, znaky a variace vynédlezu ukdZe niZe

uvedeny popis.

Priprava vazebného povrchu

Pro lep3i pochopeni vyndlezu nésleduje podrobnéjsi
popis pripravy vazebnych domén na podloZce. MnoZina
vazebnych domén, usporadana podle urcé¢itého vzoru na
povrchu, ktery je specificky pro mnoZinu urcovanych latek,
je zde oznadend jako strukturovany vicemistny specificky

povrch (multi-array multi-specific surface) neboli PMAMS.
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PMAMS jsou ptfipraveny na podloZce, napfiklad navzorovanim
samo&inné sestavitelnych monovrstev (SAM) (Ferguson a
kol., 1993, Macromolecules 26(22):5870 aZ 5875; Prime a
kol., 1991, Science 252:1164 aZ 1167; Laibinis a kol.,
1989, Science 245:845-847; Kumar a kol., 1984, Languir
10(5):1498 az 1511; Bain a kol., 1989, Angew. Chem. 101:522
a¥ 528). Mezi metody po&rchového vzorovani 1lze rovnéi
zatradit pouziti fyzikélniho leptéani (napfriklad
mikroobrédbénim) (Abbott a kol;, 1992, Science 257:1380 az
1382; Abbott, 1994, Chem. Mater. 6(5):596 az 602),
mikrolitografii (Laibinis a kol., 1989, Science 245:845 aZ
847), navazani chemickych skupin na povrch chemikalii,
aktivovatelnych svételnym za¥enim (Sundberg a kol., 1995,
J. Am. Chem. Soc. 117(49):12050 aZ 12057) a mikrorazici
techniky (Kumar a kol., 1994, Langmuir 10(5):1498 aZz 1511;
Kumar a kol., 1993, Appl. Phys. Lett. 63(14):2002 aZz 2004).
Dal3i metody povrchového vzorovani  zahrnuji postupy
prostorové rizeného davkovani tekutin nebo ¢éstic (napf.
ukladéni pomoci mikropera (napf. pouziti mikrokapalinového
vodiée pro dopravu na povrch za pouziti X-Y prenosu)),
mikrokapildrni plné&ni (Kim a kol., 1995, Nature 376:581),
technologie - Ink-Jet nebo injek&éniho  davkovace. Pro
vytvoreni sloZitych povrchovych vzorl lze pouZit kombinace

t&chto technik. Na obr. 5A Jje znazornéna podlozika 600 s

vazebnymi doménami, které  jsou
prezentovany, &isté& jen pro ilustracni Gcely, geometrickymi
tvary 602, coZ naznaluje, Ze na jediné podloZce mohou byt
pr¥itomny vazebné domény, specifické pro ruazné latky. Povrch
604 mezi vazebnymi doménami mliZe byt st¥idavé hydrofobni
nebo hydrofilni, aby se vaezilo ukladani vazebného ¢inidla
za vzniku vazebnych domén.‘Vazebné domény a/nebo povrch(y)

mezi vazebnymi doménami mohou mit sklon k nespecifickému
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navédzani nebo mohou byt proti nému rezistentni a/nebo mohou
mit tendenci k prichyceni vazebnych reakénich &inidel pres
kovalentni nebo nekovalentni interakce, nebo miZe byt proti
tomuto zptisobu  navazani rezistentni. V pf¥ipad&, kdy
nespecifické navadzani pomoci hydrofobnich interakci neni
>4douci metodou pro prichyceni vazebnych chemikalii k
povrchu, lze pridat detergent, ktery =zabrédni pripadnému

vzniku nespecifickych vazeb.

§irka, nebo-li pram&r, nebo-li nej3irdi rozmér
vazebnych domén ¢&ini 0,1 pum aZz 1 mm, Vv zavislosti na
geometrii domény. Povrchy jsou selektivné& odvozeny tak, aby
mély specifické vazebné sloZky exponovany, napfiklad ECL

_ testovacim roztokem. Nesbecifické interakce na vazebnych
doménéch Jjsou redukovany za soucasného zachovani
specifickych vazebnych zbytkd =zabudovanim zbytkl, jakymi
jsou napfiklad polyethylenglykoly, na exponovany povrch
diskrétnich vazebnych domén (Prime a kol., 1993, J. Chem.
Soc. 115:10714 a? 10721; Prime a kol., 1991, Science
252:1164 a? 1167; Pale-Grosdemange a kol., 1991, J. Am.
Chem. Soc. 113:12 az 20).

PMAMS mohou obsahovat 2 aZ 10° vazebnych domén. Pocet
vazebnych domén se vyhodn& pohybuje od 50 do 500. U jedté
daldich provedeni se po&et vazebnych domén pohybuje od 25

do 100.

Podlo¥ka mt¥e byt vyrobena z celé fady materidld
v&etnd skla, umdlé hmoty, keramické hmoty, polymernich
materidli, elastomernich materiali, kovi, slitin,
kompozitnich vrstev, polovodi&l, izolantd, silikonu a/nebo
vrstvenych materialt atd.. Modifikované (funkcionalizované)

elastomerni podloZky 1lze pfipravit napfiklad zplsobem
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popsanym Fergusonem a kol., 1993, Macromolecules 26:5870 az
5875; Fergusonem a kol., 1991, Science 253:776 az 778;
Chaudhury a kol., 1992, Science 255:1230 az 1232.

Povrch podloZky, na kterém lze PMAMS . p¥ipravit, mlZe
obsahovat razné materidly, napriklad sita, plsti, vlaknité
materidly, gely, pevné latky (vyrobené napriklad z kovu)
elastomery atd.. Nosny povrch, nebo-1i povrch podloZky,
miZe mit celou ¥adu rtznych strukturnich, chemickych a/nebo
optickych vlastnosti. Povrch miZe byt napriklad tuhy nebo
pruzny, rovny nebo deformovany, transparentni, prasvitny,
Zastednd nebo zcela reflexni nebo neprihledny, a miZe mit
kompozitni vlastnosti, oblasti s rlznymi vlastnostmi, a
miZe byt kompozitem vice neZ jednoho materidlu. Povrch mtZe
mit vazebné oblasti uspofddané podle urc¢itého povrchového
vzoru a/nebo oblasti, usporiddané podle urcitého vzoru, ve
kterych mhife probihat katalyza podle vyndlezu na Jednom
nebo vice povrd$ich a/nebo adresovatelny svazek elektrod na
jednom nebo vice povr3ich. Povrchy podloZek mohou mit
konfiguraci libovolnych vhodnych tvarh vCetné& rovinného,
kulovitého, kuZelovitého a valcovitého. U specifického
provedeni je podloZkou, nesouci PMAMS, tycka. U dalSiho
provedeni obsahuje podloZka, nesouci PMAMS uhlik, napriklad

grafit, sklovity uhlik nebo saze.

jedno nebo vice uhlikovych vlaken. Tato vlédkna mohou byt
tvofena amorfnim nebo grafitovym uhlikem. MaZe se rovneéz
jednat o uhlikové mikrotrubicky, ,buckeytube® nebo ¢&leny

,fullerenové™ rodiny.

U vyhodného provedeni podloZka, nesouci PMAMS,

obsahuje Jjednu nebo vice uhlikovych fibril (Hyperion

'U Jednoho provedeni obsahuje podloZka, nesouci BMAMS,




BN) nebo jejich smési (viz niZe).
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Fibrils) (patent US 4,663,230). Jednotlivé uhlikové fibrily
(jak uvadi patenty US 4,663,230, 5,165,909 a 5,171,560)
mohou mit pramdr pfibliZn& 3,5 nm aZ 70 nm a délku veétsi
ne? 10% nasobek primé&ru, vn&jsi oblast mnoZiny v podstaté
kontinudlnich vrstev serazenych uhlikovych atomd
adistinktni oblast vnit¥niho jadra. Pro ilustraci, typicky
primd&r uhlikovych fibril se mlZe pohybovat pribliZné v
rozmezi od 7 do 25 nm a typickd délka v rozmezi od 1 pm do

10 um.

Uhlikové materialy mohou byt pouZity ve forme
agregatl. Jak popisuje patent US 5,110,693 a odkazy,
zmin&né v tomto patentu, mohou dvé nebo vice jednotlivych
uhlikovych fibril tvofit mikroskopické agregaty zapleten?ch
fibril. Tyto agregaty mohou mit rozméry, pohybujici se v
rozmezi od 5 nm do nékolika cm. Pouze pro ilustraci, Jjeden
typ mikroskopického agregédtu (,cukrova vata“, nebo-1i ,CC%)
je tvoren vi¥etenem nebo ty&i zapletenych vléken o praméru
5 nm aZz 20 um a délce 0,1 um aZ 1000 um. Opét pro ilustraci
lze uvést, Ze daldi typ mikroskopického agregdtu fibril
(,pta&i hnizdo“, nebo-1i ,BN“) miZe byt zhruba sféricky s
prim&rem, ktery se miZe pohybovat v rozmezi od 0,1 um do

1000 pm. Lze vyrobit i vét3i agregadty obou typu (CC a/nebo

Fibrily, které 1lze pouzit v podlozce, zahrnuji
neomezujicim zpGsobem jednotlivé fibrily, agregaty jedné
nebo vice fibril, suspenze jedné nebo vice fibril, disperze
fibril, sm&si fibril s dal3$imi materidly (napr. s oleji,
parafiny, vosky, polymery, gely, um&lymi hmotami, adhezivy,
epoxidy, teflonem, ~ kovy, organickymi kapalinami,

organickymi pevnymi latkami, anorganickymi pevnymi'létkami,
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kyselinami, bézemi, keramickymi materidly, skly, pryZemi,
elastoméry, biologickymi molekulami a médii, atd.) a rovnéz

jejich kombinace.

Fibrily mohou byt v nékterych pripadech magnetické a v
jinych pfipadech nemagnetické. Mira, jakou jsou vyrobené
fibrily magnetické nebo nemagnetické, je rizena mnoZstvim
katalyzatoru, ktery Je obsaZen ve fibrile v dasledku
vyrobniho procesu fibrily. Takovy vyrobni zplsob je
napriklad popsdn v patentech US 4,663,230, 5,165,309 a
5,171,560. PMAMS jsou umistény na, Vv nebo v blizkosti

podloZek, popsanych vySe.

PMAMS lze generovat z rlznych typd povrchovych
vazebnych skupin. Samo¢inné se sestavujici monovrstvy,
které 1lze pouZit =za vzniku monovrstvy na povrchu, ke
kterému Jjsou vazéany, zahrnuji neomezujicim zpusobem
alkanthioly (které vazi zlaté a dalsi povrchy),
alkyltrichlorosilan (napf¥. ktery vaZe kremik a oxid
k¥emi&ity), alkankarboxylové kyseliny (napf¥. které vazi
oxidy hliniku) a rovn&Z Jjejich kombinace. Nejprve lze
vytvofit monovrstvu a posléze pouZit vazebné chemie k
pfichyceni vazebnych zreakénich léatek. Modifikacé, ikterou

lze provést potom, co se vrstva samovolné sestavi, poskytne

-ﬂdbkonalejéirwdvourozmérnyu=krystaiicky>%potahwrmonovrstvy;wna

povrchu podloZky, ktery bude mit méné dér a defektd.
Monomerni vrstva miZe byt modifikovdna vazebnymi reakénimi
¢inidly pfed nebo po samolinném sestaveni. Pravidelné
defekty v monovrstv& mohou byt Zédouci a lze je =ziskat
modifikaci provadénou pfed tim, neZ se vrstva nebo nosny
povrch samovoln& sestavi. Pokud Jje modifikovand skupina

(napfiklad exponovanad vazebna skupina) na vazebné reakeni
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ldtce stericky velkd, miZe tvorit tésné obaleny povrch na
exponovaném konci, ale s pravidelnymi mezerami na kovovém
povrchu. Timto se dosdhne zmény proudéni, takZe je dosaZeno
proudéni skrze tyto pravidelné mezery ke zbytkim, oznacenym
pomoci ECL, navazanym Kk gasti, kontaktujici vzorkovy

roztok.

Pf¥iprava nekompletnich monovrstev Jje v daném oboru
zndmd. Dal3i zpUsoby pfipravy nekompletnich monovrstev
zahrnuji neomezujicim zplisobem generovdni monovrstev z
Yedé&nych roztokli vazebné reakéni 1latky, ukonCeni reakce
tvorici monovrstvu dokon&enim, posSkozeni kompletnéjsich
monovrstev radiaci (napf. iontovymi cCéasticemi), svételna
nebo chemickd reakdni &inidla. U jednoho provedeni miZe
opakované raZeni bez nam&leni razidla poskytnou mnozinu
defektnich monovrstev (Wilbur a kol., 1995, Langmuir,
11:825).

PMAMS m@ife byt generovdn na povrchu matric. Matrice
mohou byt znaéné vodivé, napf¥. kovové elektrody nebo vodivé
polymerni félie; nebo mohou byt izolanty; nebo polovodici
a/nebo stredné vodivé. Materidlem matrice miZe byt iontovy
vodi& nebo porézni materidl. Tyto porézni materialy mohou
byt pouZity jako materidl podloZky a/nebo material vodice,

a/nebo materidl filtru, a/nebo materidl kandlkd (napt.

Porézni materidl lze kombinovat s dal$imi materialy.
Kompozitni struktury 1lze vyrdb&t =z poréznich materialt
spolu s dal3imi poréznimi materidly, vodivymi materidly,
polovodidovymi materidly, kandlkovymi strukturami a/nebo
roztoky (naprfiklad iontové tekutiny). Témito kompozity

mohou byt lamindrni struktury, sendvicové struktury a/nebo
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vzajemn& do sebe zasahujici kompozity. Jako pevnou matrici
lze pouZit porézni materidl, naneseny na kovové elektrode.
Alternativné Je porézni materidl vloZen mezi vodivé
materidly, polovodivé materidly nebo kombinaci polovodivych
a vbdivych materidlt. Jedna nebo vice vazebnych domén miZe
byt usporddadno na Jjedné kontinudlni desce, vyrobené z
porézniho materidlu a/nebo mohou byt umistény na mnoZiné
diskrétnich objektd na podloZce, na kaZdém jedna nebo vice
vazebnych domén. Povrch porézniho materidlu (napr. gel)
miZe byt plochy, hemisféricky nebo miZe mit libovolny
pravidelny nebo nepravidelny tvar, a/nebo mohou mit celou
fadu fyzikalnich vlastnosti (mbZe byt napr. elastomerni,

tuhy, nizkohustotni, vysokohustotni, s gradientem hustot,

suchy, mokry atd.) a/nebo optickych vlastnosti (mAZe byt
nap¥. transparentni, prasvitny, neprahledny, reflexni,
refrakéni atd.) a elektrickych vlastnosti (mlZe byt napt.

vodivy, polovodivy, izoladni, proménlivé vodivy, napfiklad

za vlhka vs. za mokra, atd.).

V matrici lze vytvorit kandlkovou strukturu. Vrstvy,
vyrobené =z porézniho materidlu, mohou byt silné 5 aZ
2000 mikrometrd. Tyto vrstvy 2z poréznich materidld mohou
byt rovnéZ silnéjs$i neZ 2 mm.

P6ry mohou prochédzet materidlem céstené& a/nebo

zcela, nebo mohou byt soudasti sité pért. Rozméry té&chto

pérd mohou dosahovat 5 nm aZz 10000 um. U vyhodného
provedeni m& materidl nékteré pdéry s rozméry 20 nm aZ 50 nm

a nékteré pdéry s rozméry od 0,5 um do 100 um.

Poréznost materidlu miZe byt v celém materidlu
konstantni nebo miZe rfGst, pripadné klesat, v zavislosti na

poloze v uvedeném materidlu. Materidl miZe mit celou fadu
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pbért s riznou velikosti, distribuovanych neorganizovanym

a/nebo nahodilym zplsobem.

Poréznim materidlem miZe byt kompozit vice neZ jednoho

materialu.

Materidl m@Ze mit napf¥iklad né&které pdéry dostatecné
veliké na to, aby jimi pro3ly tak velké objekty, Jjakymi
jsou napriklad biologické builkky, nékteré pory, kterymi
mohou prochazet biologickd média tak velkd, Jjako proteiny
nebo protilédtky, nékteré pbry, kterymi mohou prochazet
pouze malé organické molekuly (molekulovd hmotnost mensSi

neZ 1000) a/nebo jejich kombinace.

Poréznost materidlu mtiZe byt takovd, Ze do tohoto
materidlu, uvnit¥ tohoto materidlu a/nebo skrze tento
materiél, miiZze difundovat jedna nebo nékolik molekul,
kapalin, pevnych 1léatek, -emulzi, suspenzi, plynt, gelld
a/nebo disperzi. Poréznost materidlu Je takova, Ze
biologickd média mohou difundovat (aktivné nebo pasivné)
nebo mohou byt hnana n&kterymi prostfedky do materialu,
uvnit¥ materidlu a/nebo skrze materidl. Mezi biologicka
média 1lze =zatfadit neomezujicim zplsobem krev Jjako celek,

frakce krve, plazmuy, sérum, mo&, roztoky proteing,

protilatek nebo jejich fragment®, bunék, Castic menSich nez

. - eew--bufika, - vira, -nukleovych. kyselin,...antigent,. lipoproteint, .. .. _ ..

liposacharidd, lipidd, glykoproteinu, uhlohydratt, peptidd,
hormonti nebo farmaceutickych &inidel. Porézni materidl mbZe
mit jednu nebo vice vrstev o rtzné poréznosti, takze
biologicka média mohou prochézet napriklad skrze jednu nebo

vice vrstev, ale nikoliv skrze dalsi vrstvy.

Tyto porézni materidly mohou byt schopny nést proud,

zplisobeny proudé&nim iontovych druhti. U dalSiho provedeni je
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poréznim materidlen porézni, vodou zbobtnany, gel,
napf¥iklad polyakrylamid nebo agar. Dostupnd je rovneéZ cela
fada dal8ich gelovych kompozic (viz napriklad Soane, D.S.
Polymer Applications for Biotechnology; Soane, D.S., Ed.,
Simon & Schuster: Englewood Cliffs, NJ, 1992 nebo Hydrogels
in Medicine and Pharmacy, sv. I-III; Peppas, N.A. Ed.; CRC
Press: Boca Raton, FL, 1987). Vazebné domény mohou byt
navazany na matrice kovalentnimi a nekovalentnimi vazbami.
(Na toto téma bylo napsédno mnoho publikaci, referatd a
knih; né&kterymi z nich jsou napfiklad Tampion J. a Tampion
M.D. Immobilized Cells: Principles and Applications
Cambridge University  Press: NY, 1987; Solid  Phase
Biochemistry: Analytical and Synthetic Aspects Scouten,
W.H. Ed., John Wiley and Sonds: NY, 1983; Methods in
Enzymology, Immobilized Enzymes and Cells, Pt. B Mosbach,
K. Ed., Elsevier BApplied Science: London, 1988; Methods in
Enzymology, Immobilized Enzymes and Cells, Pt. C Mosbach,
K. Ed., Elsevier Applied Science: London, 1987; Methods in
Enzymology, Immobilized Enzymes and Cells, Pt. C Mosbach,
K. Ed., Elsevier Applied Science: London, 1987; viz také
Hydrogels in Medicine and Pharmacy, vySe). Protein lze
napriklad navazat na zesitovany kopolymer polyakrylamidu a
N-akryloylsukcinimidu o3etfenim roztokem proteinu. Vazebné
domény mohou byt rovn&Z integrovadny do porézni matrice v
i’kaEﬁ[”mEfé??““ﬁ%édbﬁﬁiiﬁ”§61?ﬁéf56f"Tﬁébb’*zgelbvéténif’”U“
jednoho provedeni mohou byt vazebné domény navazény na
nezesitované polymery pomoci celé rady vazebnych chemickych
postupti. Polymery mohou byt nésledné zesitovény (napriklad
pomoci chemickych metod, které zahrnuji amidové vazby,
disulfidy, nukleofilni Utok na epoxidy, atd.) (viz
napfiklad: Pollack a kol., 1980, J. Am. Chem. Soc.
102(20):6324 aZ 36). Vazebné domény mohou byt navazany na
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monomerni druhy, které se nasledné zabuduji do polymerniho
fet&zce béhem polymerace (viz Adalsteinsson, 0., 1979, J.
Mol. Catal. 6(3): 199 aZ 225). U jes3té dal3iho provedeni
mohou byt vazebné domény zabudovany do gelt zachycenim
vazebnych domén v pdrech v prabéhu poiymerace a gelovaténim
nebo prostupovanim vazebnych domén do porézni matrice
a/nebo fbélie. Kromé& toho mohou Dbyt vazebné domény
adsorbovdny na povrchu poréznich matric (napX. polymerni
gely a félie) nespecifickou adsorpci, zplsobenou napriklad
hydrofilnimi a/nebo iontovymi interakcemi. Biotin mlZe byt
vyhodné& pouzit jako sit'ovaci nebo vazebné c¢inidlo. Avidin,
streptavidin nebo dal$i biotinové vazebnd ¢inidla mohou byt

zabudovéana do vazebnych domén.

PMAMS lze generovat na poréznich materiadlech
(napriklad gelech) s rlGznou velikosti pdérid a obsahen
rbzpouétédla. Polyakrylamidové gely s rlznou velikosti péra
lze napriklad pfipravit pouZitim rGznych koncentraci

akrylamidu a rlznych stupn@ zesitovani.

Na PMAMS s velikosti pdérd men$i, neZ Jjsou rozméry
urdované latky, budou vazebné reakce probihat v podstaté& na
povrch gelu. V tomto pfipadéilze pouzit filtraci a/nebo
elektroforézu skrze gel, pro koncentrovani uc&innych latek

na povrchu gelu, a modulovani kinetiky (napfiklad zvySeni

rychlosti) vazebné reakce. Rychlejdi kinetika je vyhodné&jsi
a znamend, Ze v krat38im cdase 1lze dosahnout zvy3ené

citlivosti. V pripadé PMAMS s velikosti pérd vétsi, neZ

~jsou rozméry urdované latky, mohou vazebné reakce probihat

na povrchu gelu a stejné tak uvnitz gelu. V tomto pripadé
lze pro zvyS8eni kinetiky vazebnych reakci a odstranéni
nenavazanych druht 2z povrchu pouZzit filtraci a/nebo

elektroforézu.
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PMAMS, vytvofené na gelech, lze skladovat v mokrém
stavu a/nebo suchém stavu a pfed pouZitim patr¥iéné zvlhcit.
Reak&ni ¢inidla, potrfebnd pro ECL testy, mohou byt
zabudovéna do gelu prfed uloZenim (pronikanim do gelu nebo
zabudovanim b&hem tvorby gelu) a/nebo mohou byt pridény

b&hem testovani.

Vazebné domény, usporddané na PMAMS podle urc¢itého
vzoru, lze pFripravit aplikovanim kapek a/nebo mikrokapek,
obsahujicich jednotlivé vazebné domény, do matrice v
kapalné form& za vzniku substratu. Pfevodu do pevného stavu
a/nebo zgelovaténi kapaliny lze nésledné dosédhnout pouZitim
celé frady dobfe zndmych technik (polymerace, =zesitovéni,
ochlazeni pod teplotu zgelovaténi, ohrati). Cinidla, ktera
zpisobuji solidifikaci a/nebo zgelovaténi, mohou byt
obsaZena ve Jjmenovanych kapkach, takZe v urcitém okamzZiku
po dispergovani fyto kapky ztuhnou a/nebo zgelovati. Pro
dosa?eni solidifikace a/nebo zgelovaténi 1lze pouZit
naslednou Upravu (napfiklad vystaveni své&tlu, radiaci
a/nebo redoxnimu potencidlu). U dalSich provedeni mohou byt
t&mito kapkami nebo mikrokapkami suspenze, predpolymeracni
sm&si, ¢&asticové skupiny a/nebo v podstaté pevné kapky.

Dadle lze pouzit ukléddéni parni féaze.

Vzorovani lze rovnéZ dosdhnout vytvofenim vrstvené

struktury matric, z nichZ kaZdd obsahuje jednu nebo vice

vazebnych domén. Agardza, navazanéa na protilatku
(standardnimi chemickymi postupy), mlZe byt napriklad
nalita do zasobniku a ochlazena, &imZ se dosdhne Jjejiho
zgelovat&ni. Potom lze na tuto prvni vrstvu nalit dalsi
vrstvy, obsahujici dalsi protildtky a tyto vrstvy nechat
opét zgelovatét. Rez touto vrstvenou strukturou poskytne

kontinualni  povrch, ve kterém Jje obsaZena mnoZina
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distingtnich vazebnych domén. Tyto rezy lze nasklddat na
sebe a jejich rozriznutim vytvorit dal3i PMAMS povrch s
vy381 hustotou vazebnych domén. Alternativné 1lze <radu
matric, obsahujicich dany vazebny prvek, poloZit vedle sebe
a/nebo na sebe. Tyto struktury mohou byt rovnéZ narezadny a

pouzity jako PMAMS povrch.

Vzorovani 1lze rovnéZ dosdhnout, pokud se vyuZije
vyhodné schopnosti nékterych matric separovat se. Napriklad
smés nukleokyselinovych sond by vbylé mozné separovat
elektroforézou Vv polyakrylamidovém plétku generujicim

povrch, obsahujici mnoZinu samostatnych vazebnych domén.

Pro pripravu PMAMS vazebnych domén na podloZce 1lze
rovné&? pouZit mikroskopické vodi&e tekutin. Casteény vylet
mikroskopickych vodidd tekutin zahrnuje duté kapilary,
kapiléry. plnéné matrici (napriklad poréznim nebo
rozpouStédlovym zbobtnanym médiem), pevné podloZky, které
mohou nést tenkou £f6l1ii nebo kapicku kapaliny. Kapilary
mohou byt tvofeny pevnou latkou a reakéni ¢&inidla mohou
proudit po vnéjs8im povrchu kapildry. Zésobnik reakéni
tekutiny mlZe byt vystaven poréznimu matricovému hrotu,
ktery se uvede do kontaktu s PMAMS povrchem. Zésobhik
reak&ni kapaliny miZe byt kontinudlné nebo periodicky

plnén, takZe dany porézni matricovd hrot miZe opakované

ukladat  reakéni  &inidla

‘alkanthioly =za vzniku monovrstev a/nebo vazebnd reakéni

&inidla, atd.). Pro regulaci toku reakéniho <&inidla na
povrch lze pouZit hrot s rtznou poréznosti. V mnoZind
kapildr mohou byt pritomna riznd nebo identicka vazebnéa
reakéni ¢&inidla a/nebo miZe byt mnoZina distinktnich
vazebnych ¢&inidel prfitomna v Jjedné kapilédre. Kapildry se

uvedou do styku s PMAMS povrchem tak, Ze se urcité povrchy

(napfiklad
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vystavi vazebnym reakénim &inidlém a vytvori se diskrétni
vazebné domény. Rlznad vazebnd reakéni <inidla, z nichzZ
ka?dé je obsaZeno v jiném mikroskopickém vodic&i kapalin, se
podle potfeby dopravi souclasné ze seskupeni kapalinovych
vodi&?l na kovovy povrch, napriklad SAM povrch, atd..
Mikroskopické vodife kapalin mohou byt rovné&Z pouZity pro
napousténi mikrorazitka poZadovanou molekulou pred aplikaci
této nwlekuly'na povrch. Jednotlivé mikroskopické vodice
tekutin mohou byt napfiklad pouZity pro aplikaci ruaznych
vazebnych <¢inidel, navéazanych né zbytek, ktery podporuje
adsorpci na povrch podloZky (napfiklad volny thiol na
uhlovodikovém vazebném &inidle, které podporuje adsorpci na
zlato) za vzniku @ PMAMS. TakZe napriklad mikrorazitko
napusténé pomoci pquiitych'ndkroskopickych vodicl tekutin
protilatkami s rhznymi specificnostmi, ve kterych Je
zabudovano vazebné ¢&inidlo s volnym thiolem, lze pouZit pro
aplikaci té&chto protildtek na pozadovand mista na zlatém

povrchu za vzniku diskrétnich vazebnych domén PMAMS.

Dal3i zpusob dopravy tekutiny podle urcitého vzoru
zahrnuje pouZziti mikroskopickych tiskaf¥skych zarizeni,
kterd dopravuji mikroskopické kapky tekutiny vytlacenim
kapky skrze maly otvor (naprfiklad tiskaf¥ské zarizeni

Ink-Jet). Vytladovani kapek u téchto zarizeni miZe byt

. zplsobeno . rhznymi . mechanizmy, . které  =zahrnuji _ohfati,

elektrostaticky naboj a/nebo tlak, vyvolany
piezoelektrickym zafizenim. Vzorovédni vice neZ Jjedné
kapaliny lze provad&t za pouziti vice otvorl a/nebo jednoho

otvoru a pfisludného ventilového systému.

U jednoho zptisobu pfipravy PMAMS se pro diskrétni
dopravu kapek, obsahujicich poZadovand vazebnd reakeni

¢inidla, do diskrétnich oblasti na povrchu pouZiji
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mikroskopické vodice tekutin za vzniku diskrétnich
vazebnych domén. Vazebnd reak¢éni <¢inidla mohou obsahovat

funkéni wvazebnou skupinu, kterd tvori vazbu s chemickou

“skupinou na povrchu, na ktery se aplikuje. U dal3iho feSeni

se vazebnad reakéni &inidla, obsaZend v kapce, nespecificky
adsorbuji nebo navdZi na povrch (naprfiklad suSeni na

povrchu) .

Alternativné obsahuji kapky, uloZené na povrchu,
reakéni ¢inidla, kﬁeré mohou tvorit matrice. Touto matrici
miZe byt pevnd léatka, polymer nebo gel. Matrici je moZné
vytvorit odpafenim rozpousStédla, zpolymerovanim monomernich
druhti, zesitovénim predem pripravenych polymerd, modulaci
teploty (napriklad chlazenim nebo ohratim) a/nebo pomoci
dalsich zptsobli. Polymerni druhy mohou byt napriklad
ochlazeny sniZenim teploty nebo pridédnim reakcéniho ¢inidla,
které zplsobi gelovaténi. Tvorba pevné matrice mlZe byt
vyvolana generovanim reakénich druhl na elektrodé (vcetné
substritu), svétlem (nebo dal$im druhem =zafeni), pfidanim
reakénich ¢inidel, kterd indukuji solidifikaci nebo
gelovaténi, ochlazenim nebo ohfadtim. Povrch mbZe déale
obsahovat katalyzdtory, schopné iniciovat tvorbu matrice

(napriklad pri gelovaténi nebo polymeraci).

U vyhodneho zpusobu hydrofllnl a hydrofobni oblasti,

které jsou usporadany podle uréitého Vzoru, brani rozsifeni

aplikovanych tekutin nebo gell. Tato tekutina nebo gel mGZe
obsahovat vazebnd reakdéni d&inidla, kteréd maji byt navézéna
na povrch na podloZce za vzniku vazebnych domén PMAMS. V
tomto pfipadé& pouZiti téchto hydrofilnich a hydrofobnich
ohranidenych oblasti pom&dhad umistit vznikajici vazebnou
doménu do diskrétni oblasti. Alternativné tekutina obsahuje

reak&ni ¢inidla, kterd mohou tvorit matrici na povrchu.
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Vazebnd reakéni <&inidla se budou v pripadé uloZeni na
povrch nachézet uvnit¥ definované oblasti. Hydrofilni a
hydrofobni vymezeni lze pouZit pro pfesné umisténi kapky do
definované oblasti. Dale hydrofilni nebo hydrofobni oblasti
mohou obsahovat skupiny, které mohou byt zabudovany,
napfiklad pomoci kovalentni nebo nekovalentni vazby, do
matrice, ¢&imZ se dosdhne stabilnéjsi adheze matrice k
podkladu (Itaya a Bard, 1978, Anal. Chem. 50(11):1487 aZ
1489). U dal3iho =zpUsobu je aplikovanou tekutinou nebo
gelem vzorek, obsahujici ur&ovanou latku, a tento vzorek se
aplikuje na pripraveny PMAMS. U vyhodného provedeni lze pro
uloZeni roztoku do diskrétnich oblasti pouzit kapilary,
obsahujici hydrofilni roztoky, pficemZ roztok, uloZeny do
diskrétnich oblasti vytvori diskrétni domény, obklopené
hydrofobnimi oblastmi. Alternativn& lze pouZit hydrofobni
vazebné domény, obklopené hydrofilnimi oblastmi, pricemZ
hydrofobni tekutina obsahuje vazebnd reakéni ¢&inidla nebo
uréovanou lé&tku, pfipadné léatky. Vyrazy ,hydrofobni™ a
,hydrofilni“ je tfeba povaZovat za relativni ve vzajemném
vztahu a/nebo ve vztahu ke vzorku, ktery mé& byt aplikovan.
Pro rizené ukladani roitoku, za pouziti sestavy
mikroskopickych  vodi¢t  kapaliny, lze rovn&? vyuzit

ndkterych fyzikdlnich povrchovych znakl (napriklad jamek

nebo. kanalkd. na.povrchu).. Mikroskopicky vodi¢ kapaliny maZe _ _

byt soudasti kazety nebo mhZe byt vyhodné&ji pouZit pro
aplikaci specifickych reakénich ¢&inidel na povrchu pred

pouzitim kazety.

Pomoci mnoZiny razitek lze na tentyZ nosny povrch
aplikovat vice neZ jednu vazebnou chemii a/nebo 1lze
vytvorit povrch jak s hydrofilnimi, tak s hydrofobnimi

vazebnymi doménami. Oblast, ve které je Zadouci, aby se
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hydrofilni vazebni doména nachézela v poloze 1 a hydrofobni
vazebnid doména v poloze 2, 1lze pfipravit néasledujicim
zplisobem. Nejprve se vytvori hydrofilni otisk, ktery ma
kruh v poloze 1 a vét3i kruh v poloze 2. Potom se vytvori
hydrofobni otisk s kruhem v poloze 2, ktery prilne zevnitr
ke kruhu monovrstvy hydrofilniho otisku 1. Nakonec se

povrch umyje hydrofobnim roztokem sloZek monovrstvy.

PMAMS se generuje zejména mikroskopickym kontaktnim
tiskem, tj. razitkovadnim. Takto aplikovand monovrstva Jje
tvofena skupinou, vazZici se k povrchu (napfiklad zlatému
povrchu), prfiéemZ vyhodnou je thiolovd skupina s alkanovym
(nap¥iklad (CHz)n) mezernikem. Mezernikova skupina se
navadZe (vyhodné& kovalentni vazbou) na vazebnou skupinu A.
Vazebnou skupinou A miZe byt napfiklad avidin, streptavidin
nebo biotin, nebo libovolné dal3i vhodné vazebné éinidlov s
dostupnym kompleméntérnim vazebnym partnerem B. Vazba A-B
miZe byt kovalentni nebo nekovalentni a nékteré vazebné
chemické mechanizmy, které jsou v daném oboru znémy, a
které mohou byt pouZity, popisuje napfiklad Bard a kol.
(patent US 5,221,605 a 5,310,687). Vazebny partner B se
diale navad®e na vazebné <&inidlo, napfiklad protiléatku,
antigen, nukleovou kyselinu, farmaceutickou nebo dalsi

vhodnou latku pro vytvofeni vazebné domény, ktera miZe byt

_navéazana._na_jednu nebo vice urcovanych latek ve vzorku, =

ktery mad byt testovén. Vazebny partner B miZe byt rovnéz
navazadn na ECL TAG nebo znalici latku. Vazebnad skupina B
miZe byt dopravena na SAM pomoci kapiladry nebo sestavy
mikroskopickych vodi&d tekutiny (obr. 5A aZ 5C), které jsou
schopny navézat mnoZinu reak&nich ¢inidel B s ruznymi
vazebnymi povrchovymi specifiky na monovrstvu A. Vazbu mezi

A a B lze vytvofrit pred tim, neZ se navaZi na monovrstvu.
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Jak jiZ bylo uvedeno, tvarové nezavislé vazebné domény jsou
na obr. 5A znizorn&ny pouze pro ilustrativni ucel, jako
geometrické tvary 602. Tento obrazek naznacuje, Ze na jedné
podloZce 600 se mohou nachézet rlznd vazebnd specifika.
Obr. 5B znézorfiuje plGdorysny pohled na sestavu 606
mikroskopickych vodi&l  tekutiny (nap¥iklad kapilér).
KoleCka 610 znézorifiuji vodice v rezu. Obr. 5C znézoriuje
bo&ni pohled na seskupeni 608 mikroskopickych vodich
tekutiny. Cary, vybihajici seshora a zespoda, Jsou
jednotlivé mikroskopické vodice 610 -tekutin. Geometrické
tvary 612 reprezentuji specifické vazebné domény, vytvorené
po dopraveni vazebného reakéniho ¢inidla z kaZdé jednotlivé

kapilary.

Po prvnim orazitkovani, popsaném vySe, se holé
povrchové (napfiklad zlaté) oblasti nechaji =zreagovat s
druhym alkanthiolem, ktery nema vazebny chemicky
mechanizmus A, a v ptripadd, Ze prvni vy3e popsanéa
monovrstva Jje hydrofobni, je tento druhy alkanthiol

hydrofilni a naopak.

Vazebné reakéni &inidlo, které je specifické pro jednu
urdovanou - latku, mnlZe byt pouZito pro vSechny vazebné

domény nebo 1lze pouzit vazebné reakéni <inidlo, které

U dal3i varianty mbZe byt nosny povrch orazitkovén
vicekrat materialy (napfiklad vazebnymi reakénimi cinidly,
ECL znalkovacimi 1latkami, SAM), které maji rGzné vazebné
chemické vlastnosti a/nebo vazebné =zbytky, jak ukazuje

obr. bBA.

Vazebnd reakéni ¢&inidla, kterd jsou usporddédna do

uréitého vzoru, mohou byt tvofena stabilnimi a/nebo
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rozmdrnymi chemickymi skupinami (pfeZivaji za podminek,
kterym jsou vystaveny), které jsou pozdé&ji navazany na méneé
stabilni nebo rozmé&rné vazebné skupiny. Pro optimalizaci
podminek kaZdého kroku pri pfipravé PMAMS povrchu a/nebo
pro zjednoduleni pripravy PMAMS roztokl lze pouzit celou
fadu vazeb. Prvni PMAMS povrch mbZe byt pfipraven
generickym zplsobem a ndsledné modifikovén tak, zZe vytvori
rtizné PMAMS povrchy. U dal3iho provedeni mZe byt genericky
PMAMS povrch uveden do reakce s roztokem smési reakénich
ginidel, ktera obsahuji vazebné domény, smérujici je pfimo
do pfisludnych oblasti (napfiklad vazebné domény) na PMAMS
povrch. Vazebné domény, =z nich? kaZdd obsahuje Jjinou
oligonukleotidovou sekvénci, se navaZzi podle urc¢itého vzoru
na povrch. Tento povrch se nésledné& oSetri roztokem,
obsahujicim smé&s sekundarnich reakénich vazebnych ¢inidel,
z nichZ kaZdé Jje navazano na Qligonukleotidovou sekvenci,
komplementarni k sekvenci na povrchu. Timto zplisobem lze
vytvo¥it vzorovani t&chto druhotnych vazebnych prvka.
Oligonukleotidovymi sekvencemi jsou vyhodné& 6- aZ 30-mery
DNA. Urdité sady 6- aZ 30-mernich sekvenci mohou obsahovat
v podstat& podobnou sekvenéni komplementaritu, takze dané
sada ma pribliZné stejné vazebné konstanty pro hybridizaci
a zna&né odlidné od méné komplementdrnich sekvenci. U

daldiho provedeni jsou sekunddrnimi vazebnymi = prvky

" proteiny (napriklad protilatky)- CoTTEem e e

Zplsoby, popsané  pro inhibici, rozsirovani se
aplikovanych reak&nich- ¢inidel nebo vzorku na povrchu,
které budou popsany niZe, lze rovné&Zz pouzit pri pripravé
PMAMS (a/nebo pfi aplikaci vzorku) . Aplikované napéti
(napfiklad z elektrodového a protielektrodového péaru, 1lze

pouzit pro dal3i fizeni ukléadani a/nebo  roz3irfovani
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reak&nich &inidel a/nebo vzorkd (viz napriklad Abbott a

kol., 1994, Langmuir 10(5):1493 aZ 1497).

PMAMS vazebnd reakdéni <&inidla mohou byt umisténa na

~ materidly, které obsahuji uhlik. RovnéZ mohou byt umisténa

na jednotlivych uhlikovych fibrildch nebo na agregatech
jedné nebo vice fibril. U celé fady provedeni se mohou
PMAMS vazebna &inidla nachizet na suspenzich jedné nebo
vice fibril, disperzich fibril, smésich fibril s dalSimi

materialy a rovnéZ na jejich kombinacich.

PMAMS vazebnad c¢inidla mohou byt umisténa na mnoziné
jednotlivych fibril a/nebo agregdtt fibril, umisténych na
podloZce, v podloZce nebo v jeji blizkosti. U Jjednoho
provedeni jsou vazebnd& reakéni <¢inidla umisténa na
dispergovanych jednotlivych fibriladch nebo fibrilovych
agregadtech. Tyto fibrily nebo fibrilové agregdty mohou byt
prostorové rozmist&ny v samostatnych doménach na povrchu a
mohou tvofit vazebné domény, definované v této prihlésce

vynalezu.

U dal3iho provedeni Jsou tyto' jednotlivé vazebné
domény nebo mnoZina téchto vazebnych domén prostorove
usporadany v diskrétnich oblastech podloZky. Tyto

jednotlivé vazebné domény nebo mnoZiny vazebnych domén

“mohou byt umist&ny-v-prohiubnich,-ddlcich a/nebo--otvorech-v.-

podlofce. U jedté& daldiho provedeni jsou jednotlivé vazebné

domény nebo mnoZina domén obsaZeny Vv kapkach vody, gelech,

elastomerech, plastickych hmotéch, olejich atd., které se

nachdzeji na povrchu podloZky. U jedté& dalS3iho provedeni
mohou byt Jjednotlivé vazebné domény umistény na podlozZku

pomoci povlaku (ktery mtiZe byt vzorovany), a ktery mad razné
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vazebné afinity pro rfliznd vazebnd reakéni <&inidla a/nebo

komplexy vazebného reakéniho ¢inidla a fibril.

Po¥adovaného umisténi vazebnych domén na mnoZiné
jednotlivych fibril a/nebo agregatech fibril na podloZce,
lze dosdhnout pomoci jednoho nebo vice mikroskopickych
vodi¢h tekutin (napriklad kapildr). V mnoZiné nebo na
mno?ind& mikroskopickych vodié&lh tekutin mohou byt pfitomna
rozdilnd nebo identick& vazebna reakéni ¢inidla a/nebo miZe
byt mnoZina distinktnich vazebnych ¢inidel pfitomna na
daném mikroskopickém vodi&i tekutiny nebo v daném Vodiéi.
Kapilary mohou byt uvedeny do kontaktu s podloZkou (tvoreni
skvrn) a/nebo mohou dopravit reakéni ¢&inidla, zatimco jsou
bud mikroskopicky vodi& tekutiny a/nebo povrch vzadjemne
scanovany nebo pfeneseny (tj. metodou vyuZivajici psaci
pero). Mikroskopicky vodi& tekutin miZe dopravit vazebna
reak&ni &inidla, nachézejici se na fibrilach, na podloZku
tak, Ze se urdité oblasti podlozZky vystavi komplexu nebo
komplexlim vazebného reakéniho <¢inidla a fibrily tak, Ze
vytvori diskrétni vazebnou doménu (domény). U vyhodného
provedeni se rliznd vazebnd reakéni &inidla, z nichz kaZdé
je pfitomno v jiném mikroskopickém vodili tekutin, dopravi
soubéiné ze sestaVy vodidl na podloZku. V jednom pripadé se
vazebna reakéni &inidla a/nebo fibrily, na kterych se tato
eeveo . -.-.. &inidla-.nachézeji, . modifikuji_ chemickou _funk&ni vazbou,
kterd tvori vazbu (napf. kovalentni nebo nekovalentni
interakci) s povrchem podloZky. U nékterych provedeni se
vazebna reak&ni &inidla a fibrily nespecificky navazZi nebo
adsorbuji na povrch. U jeit& dal3iho provedeni mohou byt
vazebna reakdni &inidla, nachédzejici se na fibriléach,
dopravena do jamek, dilkl a/nebo otvord v povrchu podloZky.

U dal8iho provedeni se vazebnd reakéni ¢inidla dopravi na
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povrch, ktery je potaZen materidlem, ktery mid siln&j3i nebo
slab3i vazebnou afinitu pro ur&itd vazebnd reak&ni &inidla
nebo komplexy vazebného reakéniho ¢inidla a fibril, a tak
se vytvori domény reakénich ¢inidel, které jsou
lokalizovadny prostorové@ a odd&lend od daldich vazebnych

reakénich &inidel.

Vazebna reakéni <&inidla jsou lokalizovdna na jedné
nebo vice jednotlivych fibrilach, nebo agregadtech fibril,
které jsou magnetické. V takovém pripadé miZe magnetickéa
podloZka pritahovat vazebnd reak&ni ¢&inidla, lokalizovana

na magnetickych fibrildch k podloZce.

PodloZzka miZe obsahovat né&kolik odd&lenych oblasti,
které jsou magnetické a jsou obklopeny oblastmi, které
nejsou magnetické. Vazebni reakéni &inidla, lokalizovana na
magnetickych fibriléch, mohou byt lokalizovéna \%
magnetickych oblastech podloZky. U jednoho provedeni mtZe
podloZka obsahovat jednu nebo vice oddélenych oblasti,
které Jjsou magnetické a jsou obklopeny oblastmi, které
nejsou magnetické, a sila magnetického pole v magnetickych
oblastech miZe byt modulovana. U druhého provedeni poméha
pouziti takto modulovaného nebo sepnutelného magnetického

pole fixovat nebo uvolnit vazebnd reak&ni &inidla, umisténa

- e —Na-fibriléch, .-z- povrchu—podloZky,--a--tak  mohou--slouZit- ke -—--

smiseni uvedenych domén.

PoCet vazebnych domén se pohybuje v rozmezi od 2 do

10° a vyhodn& od 25 do 500.

Vazebné domény se mohou nachézet na pracovni elektrodd

a/nebo protielektrodé&. RGzna, 2zde popsand, provedeni pro
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razné typy PMAMS, podloZka elektrody a jejich konfigurace

mohou byt pouZity v kombinaci s ostatnimi.

PMAMS podlozky mohou byt chrdnény (napf¥. ochrannymi
povrchovymi povlaky, suSenim povrchu, balenim za vakua nebo
v inertni atmosfére, mraZenim a odvozenymi metodami) pro

pozdé&jsi pouziti.

Vazebnéd reakdni &inidla

Vazebné domény podle vyndlezu se pripravi tak, aby
obsahovaly vazebnad reakéni <¢inidla, kterd se specificky
vazi na alespoil jednu urdovanou latku (ligand). Vazebna
reak¢ni cinidla v diskrétnich vazebnych doménich se zvoli
tak, aby vazebné domény vykazovaly poZadovanid vazebnéa
specifika. Jako vazebnd reakéni ¢inidla 1lze pouZit
libovolné, v daném oboru znamé, molekuly, které jsou
schopné nebo pravdépodobné& schopné specificky vazat
uréovanou latku. Urdovanou latku lze zvolit z niZe uvedené
Casti popisu, nazvané ,ECL Assays That May Be Conducted.
Vazebna reakéni ¢inidla tedy zahrnuji neomezujicim zptisobem
receptory, ligandy pro receptory, protildtky nebo jejich
vazebné casti (napf. Fab, (Fab)’,), proteiny nebo'jejich
fragmenty,

nukleové
"glykoproteiny, polysacharidy, antigeny, epitopy, builky a

kyseliny,

bunécné sloZky, subceluldrni &astice, uhlohydratové zbytky,
enzymy, enzymové substraty, lektiny, protein A, protein G,
organické slougeniny, organokovové slouceniny, viry,
priony, viroidy, lipody, mastné kyseliny,
lipopolysacharidy, peptidy, celulédrni metabolity, hormony,
farmakologickd ¢&inidla, sedativa, barbituraty, alkaloidy,

steroidy, vitaminy, aminokyseliny, cukry, nebiologické

oligonukleotidy,
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polymery, biotin, avidin, streptavidin, organické vazebné
slouCeniny, napfiklad polymerni pryskyfice, lipoproteiny,
cytokiny, lymfokiny, hormony, syntetické polymery,
organické a anorganické molekuly atd.. Nukleovymi
kyselinami a nukleotidy se miZe rozum&t DNA, RNA a/nebo
nukleotidové analogy, zahrnujici neomezujicim zplsobem
oligonukleotidy, - obsahujici modifikované baze nebo
modifikované cukry, oligonukleotidy, obsahujici chemicky
modifikovany hlavni fetézec, modifikovany jinymi neZ
fosfodiesterovymi vazbami (viz napf¥iklad Nielsen, P.E.
(1995) Annu Rev. Biophys. Biomcl. Street. 24 167 a% 183)
a/nebo oligonukleotidy, které Jsou syntetizovany nebo
modifikovény tak, Ze obsahuji chemické skupiny, které lze
pouZit pro navézani (kovalentni nebo nekovalentni) na dal3i
molekuly (kde definujeme nukleovou kyselinu nebo
oligonukleotid, ktery obsahuje dv& nebo vice bazi nukleové

kyseliny a/nebo derivat® bazi nukleové kyseliny).

PMAMS podle vynélezu mohou obsahovat mnoZinu
diskrétnich vazebnych domén, jejichZ sou&dsti je alespoii
jedna doména, obsahujici vazebnd reakéni &inidla, ktera
jsou vzadjemné identickd a 1i3i se specifickou vazebnosti od
vazebnych reak&nich &inidel, obsaZenych v dalZich vazebnych

doménach, takZe tento povrch umoZfiuje navazani raznych

_urCovanych létek na rGzné vazebné domény . tohoto. povrchu.. ... ... ...

PMAMS obsahuje napriklad vazebnou doménu, jejiZ soudasti je

protilatka thyroidového stimuladéniho hormonu (TSH),
vazebnou doménu, obsahujici oligonukleotid, ktery
hybridizuje na vir hepatitidy C, vazebnou doménu,

obsahujici oligonukleotid, ktery hybridizuje na HIV
vazebnou doménu, obsahujici protiladtku HIV proteinu nebo

glykoproteinu, vazebnou doménu, kterd obsahuje protilatku
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antigenu, specifického pro prostatu (PSA) a vazebnou
doménu, kterd obsahuje protilatku viru hepatitidy B (HBV)

nebo podsoubor té&chto domén.

PMAMS miZe obsahovat mnoZinu diskrétnich ‘vazebnych
domén, které obsahuji alespofi jednu vazebnou doménu, ve
které se nachdzi vazebnd reakéni ¢&inidla, 1idici se
vzajemné svou specifickou vazebnosti, takZe jedina vazebna
doména mife navazat mnoZinu urcovanych 1léatek. PMAMS
napriklad obsahuje vazebnou doménu, jejiZ soudasti je jak
protiléatka T bunécéného antigenového receptoruy, tak
protilatka T buné&&ného povrchového antigenu, kterym Je

napriklad CD4.

PMAMS mGZe obsahovat mnoZinu diskrétnich vazebnych
domén, JjejichZz souldsti Jje (i) alespoii jedna vazebnéd
doména, kterd obsahuje vazebnd reakéni &inidla, ktera jsou
vzajemné identickd, a kterd se svou specifickou vazebnosti
1i8i od specifické vazebnosti alespofi jednoho daliiho
vazebného reakéniho &inidla, obsaZeného uvnit¥ dal8ich
vazebnych domén; a (ii) alespofi jedna vazebna doména, ktera
v sobé& obsahuje vazebnad reak&ni &inidla, kterd se 1i%i svou
specifickou vazebnosti. Napf¥iklad 1lze pripravit PMAMS,
ktery mé& (a) alespofl jednu vazebnou doménu, obsahujici

vazebna reakéni ¢inidla stejné identity (napriklad

o,B T bun&fny antigenovy receptor nebo %,0 T bunélny
~antigenovy receptor), coZ umoZnuje alespoli jedné této
vazebné doméné véazat vSechny buifiky exprimujici tento
T bunélny antigenovy receptor; a (b) alespoil jednu vazebnou

doménu, jejiZ soucédsti jsou dvé rozdilnid vazebnad &inidla,

napriklad protildtka T bun&&ného anigenového réceptoru a

protilatka CD4, takZe umoZni alespoii jedné této vazebné
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domén& vézat CD4" T 1lymfocyty, exprimujici T bunécny

antigenovy receptor (tj. subpopulaci T lymfocyt).

U dalsiho provedeni alespoli jedna vazebnd doména
obsahuje vazebnd reaké&ni ¢&inidla, kterd se 1i&i typen
molekul, ale kterd maji stejnou specifickou vaznost
(napriklad vazebnd reakéni &inidla, jakymi jsou epidermalni
rastovy faktor a protildtka receptoru epidermilniho

ristového faktoru).

MnoZinu vazebnych reak&nich &inidel lze zvolit tak, Ze
ackoliv jsou tato vazebnd reakéni ¢&inidla r@zna a maji
rizné specifické vaznosti, mohou uré&ovat stejny analyt (u
alternativniho provedeni jsou ur&ovany rtizné analyty).
Naprfiklad pokud je analytem analyt, ktery m& celou fadu
vazebnych zbytkld (napriklad buifika, kterd ma rdzné povrchové
bunécné antigeny), potom mohou rznd vazebnid reakdni
¢inidla, kterd se va&Zi na r0zné vazebné zbytky, urdovat
stejny analyt. U dal8iho provedeni budou protilatky riznych
antigentl bunécného povrchu na jediné bufice urd&ovat stejnou
buriku. U je8té dalsiho provedeni mohou byt pouZity
protilatky rhznych epitopll jediného antigenu jako vazebna

reakéni ¢&inidla, urcujici tento antigen.

U Je3té dalsiho provedeni jsou v Jjedné nebo vice

se specificky vaZi na jedinou ur&ovanou latku. Alternativng&
se v jedné nebo vice vazebnych doméndch nachizi vazebna
reakéni cinidla, kterd specificky vazi vice, neZ jednu
urCovanou latku (napf¥iklad k#iZov& reagujici protilatka). V
konkrétnim pripadé 1lze 3jako konkrétni vazebna <&inidla

pouZit ta vazebnad <¢inidla, kterd vaZi tfidu urdovanych

latek, napriklad ¢inidla s podobnymi vlastnostmi.
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Vazebné domény lze rovn&Z zabudovat do PMAMS, jehoZ
soucasti Jjsou reak&ni vazebna ¢&inidla, specifickd pro
poZadovany standardni analyt, kterad se pouZiji jako vnitfni
standard (napfiklad vazebnad doména, kterd male byt v

kontaktu se vzorkem, obsahujicim definované mnoZstvi

analytu, na ktery se vazebnd reak&ni <&inidla vaZi). Do

PMAMS miZe byt rovnéZ zabudovidna mnoZina vazebnych domén,
obsahujici reakéni‘vazebné Cinidla, specifickd pro stejny
analyt (analyty),_ coZ umoZni statisticky zprimérovat
ziskané analytické vysledky. Vazebni reakdni &inidla nemusi
byt specifickd pouze pro stejny analyt, ale mohou byt
rovnéz 1identickd, takZe budou oznadovat stejny vaiebny
zbytek na analytu. MaZe byt tedy pfipravena mnoZina
vazebnych domén, obsahujici napriklad 2 aZ 10° domén, ktera
se bude specificky vazat na stejny vazebny zbytek, &im¥ se
statisticky zpriméruji odecty ECL hodnot a zvydi se
presnost mé&feni. MnoZina vazebnych domén na PMAMS miZe byt

specificka pro kontrolni analyt nebo pro urdovany analyt,

pripadné pro oba analyty na jediné podloZce.

U dal$Siho provedeni lze pro pfipravu jedné nebo vice
vazebnych domén pouZit zndmou po&atedni koncentraci ECL
znaceni. Vestavénd ECL vrstva slouZi Jjako kontrola

monitoru, napriklad degradace znaleni a vliv( teploty.

T PouZitym vazebnym reakénim &inidlem miZe byt enzym,
specificky pro substrat (uvedenym substratem je ur&ovana
latka), ve kterém Jje produktem enzymatické reakce na
substratu reporterové ¢inidlo (Cinidlo, které je
detekovatelné), napriklad produkt, ktery spousti ECL
reakci, fluorescenéni molekula, 1latka, kterid méni po
uvedeni do styku s vhodnym enzymem barvu (napriklad

chromogenovy substridt pro peroxidizu kfenu polniho). U
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takového provedeni je enzymem, pouZitym jako vazebné
reakéni ¢inidlo, glukézodehydrogendza (GDH), kterd miZe byt
pouZita pro detekovadni glukédzy nebo mé&Feni koncentrace
glukdézy ve vzorku. ECL =znadeni se nachdzi ve vazebné
doméng, obéahujici GDH nebo v jeji blizkosti. NADH, které
je schopno reagovat s ECL =znaenimi a podporovat ECL
(Martin a kol., 1993, Anal. Chim. Acta 281:475), se

pfipravuje ptsobenim enzymu na glukdzu.

Vazebné domény, obsahujici vazebn& reakéni <&inidla,
ktera zvy3uji vaznost pozadi (tj. kterd vaZi vazebny
zbytek, obsaZeny v urcované latce a stejné tak v ostatnich
analytech ve vzorku), lze pouZit pro zesileni signdlu bé&hem
detekce nebo méreni ECL. Pokud je napriklad urdovanou
latkou specifickd bunéénd subpopulace (napfiklad builky
CD4%) a vzorkem je kapalny vzorekb(napfiklad krev), ktery.
obsahuje buniky pacienta, lze jéko reakc¢ni vazebné cinidlo,
pro zvy3eni vaznosti pozadi v podstaté& ke vSem buiikdm ve
vzorku, pouZzit protildtku kyseliny sialové (protoZe
kyselina sialova je soulasti v podstaté vdech glykoproteina
bunééného povrchu) a jako vazebné reak&ni ¢inidlo 1lze
pouzit protiléatku bunécného povrchového antigenu,
specifického pro bunéénou subpopulaci (naprfiklad protilatku

CD4) (v doméné&, ktera obsahuje protildtku kyseliny sialové

Napét'ovid vlna

Napétovd vlna (zména  elektrického potencidlu v
zdvislosti na Zase), aplikovand na mnoZinu elektrodovych a
protielektrodovych pdrt ECL &lénku, musi byt dostatedna pro

spudténi ECL reakce. Tato nap&tovd vlna md zpravidla formu
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rovnomérného prebéhu, ktery m& poldtek na prvnim napéti a
pohybuje se ustédlené k druhému napéti, nésledné zpét pres
prvni napéti ke trfetimu napéti a konelné zpét proti prvnimu
napéti. Vlna miZe napfiklad vychdzet 2z hodnoty napé&ti,
pbhybujici se v rozmezi od -0,5 pf¥es 0,5 voltd, a pohybovat
se ke druhé hodnoté napéti, kterad se pohybuje v rozmezi od
1 do 2,5 voltli, a zpét pres prvni hodnotu napdti ke trfeti
hodnoté napéti, kterd se pohybuje v rozmezi od 0,0 do
-1 V. U dalsiho provedeni lze napéti ve.formé jednodussich
vln modifikovat od 0,0 do +3,5 a zpdt k 0,0. Soudasti
napétovych vln mohou byt linedrni spady, krokové funkce
a/nebo dal&i funkce. Napétové vlny mohou rovn&Z zabudovavat
Casové periody, ve kterych napéti =ziastane fixovadno na
jednom potencidlu. Aplikovany potencidl lze ridit ve vztahu
k jedné nebo vice referenc¢nim elektroddm, nebo nemusi byt
pouZita Z&dn& referenéni elektroda. Krom& toho lze pouZit
zédporny potencidl. Bude tedy snadné zvolit napéti pro
indukci ECL emisi z kazety podle vynadlezu, s ohledem na
optimdlni intenzitu ECL signalu, specificky pro ECL znaCeni

a testovaci médium.

U nékterych aplikaci se napéti vyhodné méni spolecné s
nam&renym sv&tlem, emitovanym 2z vazebné domény. To Je
dlileZité zejména pro stanoveni prahové hodnoty elektrického .
 pole, potfebné pro vyvolani emitace svétla na vazebné
doméné. V tomto pfipadé elektricky potencidl, aplikovany na
vazebnou doménu, zacind na hodnoté, o které se predpokladi,
Ze Jje niz3i neZ prahovd hodnota, potrfebnd pro vysilani
svétla, a provede se prvni méreni emitovaného svétla. Pokud
se Zadné svétlo nenaméri, pokud je namérend hodnota svétla
nizsi neZ predem stanovend prahova hodnota,,;potom se

elektricky potencidl, aplikovany pres elektronovy pér, pod
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kontrolou pocitace, napriklad pomoci pocitacem rizeného
napétového zdroje, zvysSi a provede se dal3i méreni svétla.
Tento postup lze opakovat, dokud se neziskd predem urcéena
hodnota svétla. U tohoto zplsobu 1lze aplikované napéti

pouzit jako detekcni signal.

ECL signdl lze generovat z AC napéti, aplikovaného na

elektrodové pary.

Pro odbornika v daném oboru, ktery‘ je seznadmen s
napétovym a proudovym nastavenim, které popisuji patenty
US 5,324,457 a 5,068,088, nebude obtiZné zvolit optimalni

provozni napéti a napétovy prebéh pro spusténi ECL emise.

Potencidl, pot¥ebny pro generovdni ECL, miZe byt
generovan osvétlenim povrchu pracovni elektrody, pokud je
pracovni elektroda polovodicem nebo pokud obsahuje dalsi

zbytek, ktery generuje elektricky proud v odezvé na svétlo.

Adresovatelné elektrody a zpusoby jejich pouZiti

Pro adresovani mnoziny elektrodovych a proti-
elektrodovych parti lze pouZit celou fadu metod. Né&kolik

ilustrativnich zptsobll je znadzornéno na obrazcich 14 aZ 18.

Na téchto obrdzcich jsou zndzornény Ctyri elektrodové a

protielektrodové pary 101, 102, 103, 104 a vlnovy

generator, kterym je zpravidla digitdlni pocitac, ktery
rovnéZ slouZi ke zpracovadni ECL, detekované detekénimi

prostrXedky.

Na obrazku 14 je kaZdy par 101l aZ 104 elektrody a
protielektrody samostatné adresovan paru spojnic,

pfipojenych k vlnovému generdtoru. Spojnice 105, 106
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vstupuji do paru 101 elektrody a protielektrody. Prislusnou
vlinovou délku lze aplikovat pomoci generdtoru vlnové délky
v libovolném daném okamZiku na libovolny pdr nebo vice péara
spojnic, pfipojenych k raznym partm elektrody a

protielektrody.

Obrédzek 15 znazornuje alternativni feSeni, které se
snazi redukovat polet spojua, potfebnych pro adresovéani
elektrodovych  péara, Znézorﬁuje radkové a sloupcové
pristupové schéma‘pro dodévani napeti vSem elektrodadm nebo
nékterym 2z téchto elektrod. V tomto schématu se Jjedna z
elektrod 201, 202 v kaZdém sloupci mnoZiny part elektrody a
protielektrody pfipoji ke spolecnému elektrickému vodidi
205 na podloZce 200, a kazdd z protielektrod v kazdé radé
mnoziny para elektrod a protielektrod se spoji s vodicem
207, 208 na podloZce 200. Vodice 205, 206 se pfipoji ke
spojim Cl1, resp. C2, na strané podloZky 200 a vodice 207,
208 se pfipoji ke spojim R1l, resp. R2. KaZdé =z téchto
spojeni se nésledné pripoji samostatnou linkou na vlnovy
generdtor. U usporadéni znédzornéného na obrédzku 15 se pocet
potrfebnych spojl a signdlovych linek z vlnového generéitoru
zredukoval, v porovnani S reSenim zndzornénym na

obrazku 14, z 8 na 4.

e Pro..._rychlé__ .a.. postupné _._.zdsobovani_ . _.jednotlivych ... ___.

elektrodovych part enexrgii je prospésSné spinaci zarizeni,
rizené pocitaCem. Obréazek 16 ukazuje mnoZinu elektrod,
pfipojenych k prvnimu multiplexoru 310. MnoZina
protielektrod je prfipojena ke druhému multiplexoru 320.
Prvni multiplexor Jje rovnéZ pripojen k prvnimu pdlu
napétového zdroje 330, ktery zpravidla dodava niZe popsany,

Casové se ménici, elektricky potencidl. Druhy multiplexor
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je rovnéZ pripojen k druhému pdélu napétového zdroje.
PouZitim adresovacich linek AO0-A3, elektricky pripojenych
ke vSem multiplexorim a ke straddac¢i 340, mhZe pocitacovy
procesor 350 smérovat multiplexory tak, aby selektivné
napojily v3echny prvni elektrody, nebo nékteré z nich, na
prvni pdél napétového zdroje, a v3echny druhé elektrody ke

druhému pdlu zdroje napéti.

Jak ukazuje obrazek 17, mnoZina napétovych zdroja je
pripojena pres samostatné sady multiplexord k jednotlivym
elektroddm. V pt¥ipadée, Ze je Zadouci generovat na
prislusném elektrodovém paru prvniv elektricky potenciéal
nebo rozmezi elektrickych potencidl®i, potom se multiplexory
410 a 420, spojené s napétovym zdrojem 430, poskytujici
tento potencidl, adresuji pomoci pocitacového procesoru 350
zpravidla pfes stréddac 340, <&imZ se spoji zdroj tohoto
prisludného napéti s uvedenym elektrodovym pérem. Pokud Jje
zaddouci vytvorit pro dals8i elektrodovy par jinou hodnotu
elektrického potencidlu nebo rozmezi elektrickych
potencidlli, potom se pocditacovym procesorem adresuji
multiplexory 440, 450, spojené s jinym zdroje 460 napéti,
¢imZ se pripoji tento zdroj napéti pres mﬁltiplexory 440,
450 ke zminénému elektrodovému paru. Pokud mé& seskupeni

elektrod v tomto provedeni Cast elektrodovych parti, které

_mohou byt nezavisle buzeny, miZe byt, jak ukazuje obrézek

14 nebo 15, jeden elektrodovy pdr buzen jednim napétiovym
zdrojem, zatimco druhy elektrodovy péar mlZe byt souclasné
buzen dalSim napétovym zdrojem. Alternativné 1lze dva
napétové zdroje =z obradzku 17 nahradit jedinym napétovym
zdrojem, paralelné pripojenym k obéma sadédm multiplexort,
coZ umoZni, aby byly oba napétové pary buzeny z jednoho

napétového zdroje.
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Namisto dvou sad multiplexorﬁ pro oba napétové zdroje,
které zndzornuje obrazek 17, lze pouzZit mnoZinu napétovych
zdrojua 520, 530, jak ukazuje provedeni na obrazku 18. Tyto
napétové zdroje lze pripojit pfes pocitadem <Fizeny
elektricky spinac 510 nebo spinae k Jjediné sadé
multiplexord 310, 320. Jak ukazuje obrazek 18, pocital by
mohl ridit spina¢ 510 tak, aby pTripojil pfisluSny napétovy
zdroj k multiplexorlim a multiplexory (signalizovanim jejich
adresovych spoja AO0-A3) tak, aby spojily zvoleny zdroj

napéti s poZadovanym elektrodovym parem.

Alternativné lze ménit elektricky potenciél,
aplikovany na kazdy elektrodovy padr v libovolném provedeni.
To je uzZitelné zejména v pripadé, kdy sé pouzZzije kazeta,
obsahujici mnoZinu raznych vazebnych domén. Tato kazeta
miZe vyZadovat vytvoreni rlznych rozmezi elektrickych
potencidld na rlGznych vazebnych doménach. Soucasti vynédlezu
je né€kolik rGznych provedeni, schopnych ménit elektricky

potencidl, aplikovany na jednotlivé elektrody.

Vyhodné lze pouzit napétovy zdroj, <rizeny pocitacem.
Po&ita&em rizeny napétovy zdroj je zdroj, ktery mlZe byt
adresovan pocitacem, s cilem =zvolit prislusny elektricky
potencial, ktery ma byt aplikovéan na elektrody.

Alternativné mlZe byt naprogramovédn tak, aby postupné

rozmezi elektrickych potencidld. U tohoto systému jsou
adresové linky elektricky spojeny s pocitaCem a napétovy
zdroj umozZni pocitaci programovat napétovy zdroj tak, aby
produkoval prisludny elektricky potencidl, ktery mé& byt

aplikovan na prislusny elektrodovy par.

T aplikoval, v predem stanoveném casové intervalu, prisluiné” T T
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Lze pouZit 1 dal3i zplsoby adresovani mnoZiny
elektrodovych pdrt. V blizkosti kaZdého paru elektrody a
protielektrody lze napriklad umistit mnoZinu referencnich
elektrod, kterd bude snimat napéti, aplikované na tento
padr. Timto =zplsobem se mlZe zajistit dodatednd kontrola

napétiové vlny.

Obrazek 36 zndzornuje dal3i provedeni vyndlezu, ve

kterém kaZdy ze dvou povrcha (3602, 3603) nese seskupeni

elektrod (3600, 3601), které Jjsou oddéleny mezerami v

izoléatoru 3604, usporadanych  podle urcitého vzoru
(naprfiklad umé&lohmotnou f£é6lii s vyraZenymi otvory 3605).
Kazdad elektroda miZe sahat pres mnoZinu mezer. Pokud se
elektricky potencidl aplikuje vidy na jednu elektrodu na
kaZzdém povrchu, potom miZe proud prochidzet pouze prTfes
mezeru, kontaktujici obé elektrody, ¢imZ se omezuje oblast,
ve které mohou probihat elektrochemické reakce. U vyhodného
provedeni, znédzornéného na obrézku, mohou byt elektrody
(3600, 3601) uspofadény na podloZce v radach. Tyto dvé sady
elektrod, na zminénych dvou povr3ich, Jjsou orientovany
kolmo na sebe. Mezery v izolujici vrstvé se nachézeji pouze

v pruaseciku elektrod téchto povrchi.

Vyhodou tohoto provedeni oproti jednotlivé adresovanym

elektrodovym partm je potfeba menSiho mnoZstvi elektrickych

U alternativniho provedeni lze izolant 3604 vynechat a
povrchy umistit do tésné blizkosti tak, aby mezi nimi
existovala pouze uUzkd mezera. U tohoto provedeni potencidl,
aplikovany mezi elektrody na jednotlivych povrSich, vyhodné

zpuasobi, Ze proud  bude prochazet pres prisecik elektrod
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(tj. minimdlni vzd&lenost mezi elektrodami), &im? se omezi

oblast, ve které mohou probihat elektrochemické reakce.

Svételnd detekce

Svétlo, generované spuSténou ECL emisi, se detekuje
vhodnym svételnym detektorem nebo detektory, umisténymi
vedle zarizeni podle vyndlezu. Sv&telnym detektorem miZe
byt naprfiklad film, fotonka s nésbbiéem, fotodioda,
lavinovad prlletovd dioda, integrovany obvod s vazbou
nabojem (,CCD“) nebo dalsi svételny detektor, pripadnd
kamera. Svételny detektor mlZe byt Jjediny detektor pro
detekovani postupnych emisi nebo mnoZina detektorl pro
detekovani prostorové rozptylenych soub&Znych emisi, p#i
jedné nebo vice vlnovych délkdch emitovaného sv&tla.
Emitovanym a detekovanym sv&tlem miZe byt viditelné sv&tlo
nebo neviditelné z&reni, napriklad infradervené nebo
ultrafialové z&¥eni. Detektor nebo detektory mohou byt
stacionarni nebo pohyblivé. Emitované sv&tlo nebo dal3i
typy zé&Teni mohou byt vedeny do detektoru nebo detektort
pomoci Colek, zrcadel a svételnych vodi&h na bazi optickych
vlaken (jednoduchych, vicecetnych, fixovanych nebo

pohyblivych), umisténych na vazebném povrchu kazety nebo

pfijimat pfimo. Samotné podloZky PMAMS a elektrodové
povrchy 1lze rovnéZ vyuZit Jjako vodide nebo prenadele

svétla.

PMAMS lze vytvofit na povrchu seskupeni sv&telnych
detektorlt tak, aby kaZdy svételny detektor pfFijimal svétlo
pouze z Jjediné vazebné domény. Seskupenim své&telnych

detektord miZe byt CCD ¢&ip a vazebné domény mohou byt

_vedle __tohoto . povrchu.  Detektory. mohou. _pF¥ipadn&. .svétlo . ... ..
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navazany (za pouziti standardnich chemickych vazeb) k

povrchu polovodi&ového zarizeni.

Kapky, uloZené na vazebnych doméndch nebo na druhém
povrchu, pripadné& v Jjeho Dblizkosti, 1lze pouZit jako
mikroCoCky pro smérovédni nebo rizeni emitovaného svétla.
Svételny detektor se mlZe nachizet primo pred kazetou a
namisto svételného vodile lze pro vedeni svétla z libovolné
domény mnoZiny vazebnych domén k detektoru pouZit rtzn4a,
svétlo zaostrovaci zafizeni, naptriklad parabolické
reflektory nebo cocky. Svétlo, emitované alespoil ze dvou

vazebnych domén, lze mérit soucdasné& nebo postupné.

Chyba, zpusobend zménou teploty, starnutim zaf¥izeni
nebo elektrickym Sumem samotnych svételnych detektord, mtZe
byt kontrolovéna ,st¥idadovym™ za¥izenim mezi zafizenim pro
méfeni svétla a méfenou vazebnou doménou. Stridadem miZe
byt libovolny, bé&Zné pouZivany mechanicky st¥ida&, ktery je
odbornikim v daném oboru dobfe zndm, napfiklad rotadni

kotou¢ se Stérbinami nebo vyfezy, které umoZiiuji prichod

svétla. Alternativné lze svétlo stfidat pomoci LCD klapky,

seskupeni LCD klapek, svételného ventilu nebo ventild z
pevného materidlu. Toto rovinné seskupeni LCD klapek nebo
svételnych ventild z pevného materidlu lze Fidit pomoci
pocitacCe. Tato =zafizeni Jjsou vyhodn& usporddidna mezi
rovinou kazety a svételnym vodiem nebo vodi&i
zafizenimi, =zaost¥ovacimi sv&tlo, kterd smé&fuji svétlo z
vazebnych domén do svételného detektoru. U jednoho
provedeni se klapka nachédzi nad kaZdou z vazebnych domén.
Pokud se pouZije LCD klapka nebo svételny ventil, potom
mohou byt " tyto klapky modulovany tak, aby prfi raznych
frekvencich soucdasné poskytovaly pro razné, svétlo

z z

emitujici, vazebné domény rGzné rychlosti preruSovani. P¥i

i, nebo
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pouziti této techniky lze soufasné& mé&fit mnoZinu rblznych
svételnych sign&ld. Pro rozdé&leni jednoho elektrického
signdlu na nékolik elektrickych sloZek, =z nich? kaZda
odpovidd jedné =z mnozZiny Jjednotlivych své&telnych sloZek,
lze pouZit elektronickou pésmovou propust, elektricky
pripojenou ke svételnému detektoru. Vyse popsanym
preruSovanim svétla nebo pouZitim daldich, v daném oboru
znamych mechanizmll, lze vytvofit svételnou vlnu stfidavého
proudu, kterd umoZni elektronicky odfiltrovat Sumovou

slozku stridavého proudu.

ECL signdl mdZe byt kalibrovadn porovnédnim jiZ
ziskanych vysledkt s vysledky pro standardni reakéni
cinidla a provedenim korekce signdlni modulace odedtenim

vysledku pro reakéni c&inidlo.

Analyza ECL signéalu

Signdly, které poskytuje dand vazebnd doména, mohou
predstavovat rozmezi hodnot a tyto hodnoty se v zavislosti
na kvantitativnim méreni prevedou na ,analogovy“ sign&l.
Dalim m&¥enim se ziska z kazdé domény ,digitalni™ signél,
ktery oznamuje, Ze uvedend urcovand l&tka Jje ve vzorku

pritomna nebo nepfitomna.

Pro obé techniky se pouZije statisticka analyza, kterd
je zvlasté uZitednd pro translaci mnoZeni digitélnich
signdld a pro ziskédni kvantitativnich vysledki. Nicméné
nékteré urcované 1latky vyZaduji digitdlni signdl, ktery
oznaCuje pritomnost, pIripadné nepritomnost této urdované
latky, a ktery oznacuje mezni koncentraci této latky.

+~Analogové" a/nebo ,digitdlni™ formaty lze pouZit
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samostatné nebo v kombinaci. Dal$i statistické metody mohou
vyuZzivat PMAMS, napriklad je moZné na povrchu vytvofit
koncentrac¢ni gradienty PMAMS (Chaudhury a kol., 1992,
Science 256:1539 aZz 1541). Tato technika se pouZivad pro
stanoveni koncentraci a vyuZivd statistickou analyzu
vazebnosti na koncentracdnim gradientu. MnoZina linedrnich
seskupeni PMAMS s koncentracnimi gradienty miZe byt tvoFena
nadsobenim raznych specifickych vazebnych Cinidel.
Koncentraé¢ni gradienty mohou byt tvofeny diskrétnimi
vazebnymi doménami, obsahujicimi rizné konéentrace

reakénich vazebnych ¢inidel.

Pritomnost kontrolnich testovacich systéml na vazebném
povrchu kazety je rovnéZz daleZitd pro objektivnost vdech
provedenych analyz, které by mohly byt naruSeny promé&nou
signédlu, zpusobenou napfiklad po8kozenim nebo stérnutim
kazet a dalsich sloZek, kolis&nim jejich provozu, zménami
teploty, Sumem elektrického obvodu, 3umem fotodetek&niho
zarizeni atd.. Pro stejny analyt 1lze napfiklad pouZit
mnoZinu redundantnich vazebnych domén (obsahujicich stejné
vazebnd reakc¢ni ¢inidla nebo riznd vazebnd reakdéni &inidla,
kterd Jjsou specifickd pro stejnou ur&ovanou latku). U
daldiho provedeni lze pouZit analyty o znamé koncentraci

nebo kontrolni domény PMAMS, které jsou kovalentné navazany

znaceni v roztoku.

Testy, provadéné zplsobem podle vyndlezu, budou rychle
a uc¢inné shromaZdovat velkd mnoZstvi dat, které 1lze ukléadat
napr¥iklad ve formé databdze, tvorené kolekci klinickych
informaci nebo informaci, tykajicich se vyzkumu.
Shromé&Zzdénad data lze rovnéZ pouzit pro rychlou soudni nebo

personalni identifikaci. Napriklad pouziti mnoziny

na znamé mnozstvi _ECL znaCeni nebo zndmé mnoZstvi ECL  _
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nukleokyselinovych sond, pokud se vystavi vzorku lidské
DNA, mohou byt pouZity pro oznaleni DNA otisku prstu, ktery
lze snadno pouzit pro identifikaci klinickych nebo

zkoumanych vzorkul.

Priprava seskupeni mnoZiny elektrod

Sirka nebo prim&r elektrod se miZe pohybovat od 0,001
do 10 mm. U vyhodného provedeni se fozmér ($ifka nebo
primé&r nebo nejsir$i rozm&r v =zAavislosti na geometrii
elektrodovych pérd) elektrodovych part pohybuje od 0,01 do

1 mmnm.

Vyhodné se ' elektrody vyrédbi =z vhodnych vodivych
materidlti, napfiklad transparentnich kovovych f£fé6lii nebo
polovodidl (napfiklad zlato, resp. indium-oxid titaniéit?),
které jsou dobfe znamy v daném oboru, napfiklad pro vyrobu
displejti, tvoTrenych tekutymi krystaly apod.. V sestavené
form& kazety z@stavé mezi prvni a druhou podloZkou prostor
pro vloZeni analytického vzorkﬁ, napriklad tenké félie nebo

zvlh¢eného povrchu.

Elektrody mohou byt vyrobeny 2z materidld, které
obsahuji uhlik, uhlikovd vlékna, uhlikové mikrotrubice

e s =g /neboTagregdt yTvySe T jmenovanych ™ forem~uhlikuT™ =

Elektrody mohou byt vyrobeny 2z uhlikovych fibril.
Jedna nebo vice jednotlivych fibril a/nebo jeden nebo
nékolik agregdtt fibril mGZe byt zpracovéno tak, Ze vytvori

vétSi agregat (patent US 5,124,075).

Tento vét3i agregat tvori matrici nebo-1i sito (dale

oznaCovany Jjako ,fibrilové matrice“), ve kterém mohou byt




63

fibrily vzdjemné zapleteny nebo protkény. Povrchovad plocha

fibrilovych matric se zpravidla pohybuje od 50 do 400 m%/g.

Fibrilovou matrici 1lze pouzit jako matricovou
elektrodu, protielektrodu nebo referenéni elektrodu v
analytické nebo preparativni elektrochemii. U Jjednoho
provedeni fibrilova matrice tvori elektrodu pro

elektrochemiluminescenci (ECL).

Vazebné domény PMAMS mohou byt —neseny fibrilovou
matrici. PMAMS podle vyndlezu mé& mnoZinu diskrétnich
~vazebnych domén, z nichZ dvé nebo vice mohou byt vzajemneé
identické nebo odli3né. Fibrilovd matrice nese jednu nebo

vice vazebnych domén.

Pro pripravua mnoZiny vazebnych domén na fibrilové
matice lze pouzit jeden nebo vice mikroskopickych vodica
tekutin. V mnoZiné mikroskopickych vodicl tekutin mohou byt
pfitomna rGznd nebo identickd vazebnd <¢inidla a/nebo

mnozina samostatnych vazebnych &inidel.

Jak ukazuji obrazky 22A a 22B, mbAZe se pro dopravu
kapek, obsahujicich poZadovand vazebnd reakéni <¢&inidla,
vyhodné soubé&Znou, do oblasti fibrilové matrice 2200 pouZit
mnoZzina mikroskopickych vodicd 2201 kapaliny, které umoZni

vytvorenl dlskretnlch vazebnych domén 2202. Tato vazebné

reakcnl c1n1dla vytvorl vazba' sé.-zbytky, prltomnyml na
fibrilové matrici. Vazebnd reakéni ¢&inidla mohou byt -

nespecificky adsorbovéna na matrici nebo suSena na povrchu.

PoZadovanad vazebnéd reakéni ¢inidla jsou dopravovana na
fibrilovou matrici za souclasné vakuové filtrace, kterd se
aplikuje na matrici. V tomto pripadé vakuovd filtrace

pf¥ipadn& vtdhne &&st nebo v3echna vazebnéd reakéni ¢inidla
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do matrice nebo protédhne c¢ast nebo v3echna vazebnd c¢inidla
touto matrici a sniZuje mnoZstvi vazebnych reakénich
¢inidel, rozS$irujicich se v prabé&hu vzorovadni na povrchu

matrice do strany.

Fibrilové matrice lze pf¥ipravit nalisovanim suspenzi
saznych fibril na podklad, kterym mtZe prochidzet kapalina
susupenze (napfiklad na filtr). Jako filtry, vhodné pro
vytvoreni fibrilovych matric, lze . pouzit napriklad
filtra&ni papir, filtry, vyrobené z polymernich (napriklad
neonovych) membran, kovovad mikrosita, keramické filtry,
sklenéné filtry, elastomerni filtry, filtry, tvorfené
skelnymi vlakny a/nebo kombinace nékolika vySe uvedenych
filtra&nich materidlt. Odbornik v oblasti filtrace by mél
vzit v Gvahu, Ze tyto materidly jsou pouhymi priklady celé
fady moZnych materidld, vhodnych pro filtraci suspenzi

pevnych latek.

Obrazky 23A a 23B ukazuji provedeni, u kterého mohou
byt fibrilové matrice vyrobeny vakuovou filtraci. Disperze
a/nebo susupenze uhlikovych fibril 2301 se filtruje za
pouziti filtru 2300, pripadné opatZXeného filtraéni
membrénou 2303 a/nebo filtracni podloZkou 2302. K filtraci

suspenze se vyuZivd odsavani, vytvorené vakuovym zdrojem

2305 pres filtra&ni bafiku 2306. Fibrilovd matrice 2304 se
hromadi na filtraédni membréné 2303 a/nebo filtracdni
podloZce 2302. Fibrilova matrice 2304, pripadné s filtracdni

membranou 2303 miZe byt sejmuta z filtru.

U dal3iho provedeni jsou suspenze fibril hnany skrz
filtr za pouZiti tlaku. U jednoho provedeni se na vymezenou

suspenzi fibril aplikuje tlak stlacenim omezené vrstvy
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vzduchu a/nebo kapaliny nad suspenzi pomoci pistu. U
specifického provedeni je suspenze fibril uzavfena uvnitr
injekéni strikacky, pistem je injekéni plunZr a jako filtr
se pouzZije Jjednorédzové pouzitelny injekéni filtr (v daném

oboru je znédma celd Fada takovych filtrd).

Suspenze fibril Jjsou tlaceny pfes filtr kapilédrnim
plsobenim nebo filtrovany vzlindnim do filtru nebo pfes

filtr.

U dalsiho provedeni jsou Jjednotlivé fibrily nebo
agregaty fibril kovalentné nasitovany do matric. Fibrily,
které jsou modifikovany pomoci senzitivnich zbytkd, jakmile

se exponuji svétlem, jsou ozarovany svétlem.

Filtry lze pouZit pro zachyceni fibril ve svych pdbrech
a pro vytvoreni kompozitni matrice, ve které filtr puasobi
jako nosi&. Jak ukazuje obrazek 24, fibrilovad matrice 2400
miZe byt p¥ipravena vedenim suspenze fibril 2401, dodavané
zdrojem 2402 mezi dva velké valce 2403. U tohoto zpusobu,
ktery 1lze povaZovat za analog zplisobll pouzZivanych pro
vyrobu papiru nebo polymernich £61ii, valce thlaéuji
kapaiinu ze suspenze a tvori se velkd kontinudlni matrice
fibril, kterou lze rozfezat na men3i matrice. |

Fibrilové matrice mohou byt samonosné nebo nesené.

Zmé&nou rychlosti filtrace lze ménit poZadované
vlastnosti matrice. Jednou z vlastnosti, kterou lze timto
zplisobem ovlivnit, je napriklad rovnomérnost nebo
nerovnomérnost struktury. DalSimi vlastnostmi Jjsou potom
stupefl zapleteni fibril nebo agregatd fibril, tloustka
matrice, poréznost' matrice a/nebo kombinace téchto

vlastnosti.
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Suspenze uhlikovych fibril Jsou uréitym =zplsobem
omezeny a kapalina, ve které jsou fibrily suspendovény, se
pohybuje. U jednoho provedeni se miZe kapalina, ve které
jsou suspendovany fibrily odpafovat. U dal$iho provedeni se
kapalina odstrafiuje oh¥ivénim, u je3t& daldiho provedeni se
suspenze podrobuje odstfedovani a vyslednd kapalina
(napfiklad supernatant) se odstrani. U dalSiho provedeni se

kapalina odstranuje vakuaci.

Suspenze miiZe byt umist&na na jeden nebo vice filtra,
zvolenych 2z vySe popsanych filtr, a miZe byt vysuSena
odpafovanim. Suspenze muZe byt suSena ohrivanim nebo
pedenim v peci, nebo lze kapalinu odstranit vymrazovanim a
extrahovanim. U dal$iho provedeni se kapalina odstraniuje
vakuovanim pomoci &erpadla. Pro odstrafiovani kapalin ze
suspenze existuje celd fada zrhznych zphsobli, které jsou

dobfe znamy odbornikim v daném oboru.

Suspenze fibril, které budou vhodné pro vytvoreni
fibrilovych matric filtraci, lze pfipravit dispergaci jedné
nebo vice uhlikovych fibril ve vhodné kapaliné&, kvazi-pevné
latce nebo gelu. Pfikladem vhodnych kapalin je napriklad
voda, ethanol, methanol, hexan, methylenchlorid, pufrované
roztoky, povrchové aktivni ¢inidla, organickd rozpoudteédla,

roztoky, obsahujici biologickéd média (napriklad proteiny,

‘protilatky nebo jejich fragmenty, buiky, subceluldrni = =~

Gastice, viry, nukleové kyseliny, antigeny, lipoproteiny,
liposacharidy, lipidy, glykoproteiny, cukry, peptidy,
hormony nebo farmakologickd ¢&¢inidla, roztoky kyselin nebo

bédzi, oleje a/nebo jejich kombinace) .

Susupenze podle vyndlezu 1lze pripravit dispergaci

uhlikovych fibril ve vodném roztoku pomoci sonifikace. U
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dalsiho provedeni 1lze pridat povrchové aktivni ¢&inidlo

a/nebo detergent.

TlouStka fibrilové matrice se mlZe pohybovat od

0,01 pm do 10 000 pm.

U vyhodnych provedeni mé& fibrilovd matrice tloustku
1 pym aZ 100 pm. U zvlasté vyhodnych provedeni se Sifka nebo

pramér fibrilovych matric pohybuje od 10 mm do 200 mm.

Fibrilovou matrici 1lze opakované promyvat a
refiltrovat, ¢&imZ se odstrani zbytkové materidly =ze

suspenze.

Fibrilové matrice, pripravené filtraci nebo
odpafovanim, se ohfeji (napfiklad v peci) s cilem odstranit
zbyvajici kapalinu =ze suspenze, kterou se nepodarilo

odstranit filtraci.

Pro vytvofeni matric fibril, které se skladaji z jedné
nebo vice distinktnich vrstev, které Jjsou bud ve vzadjemném
kontaktu nebo se nachdzeji ve své tésné blizkosti, 1lze
pouZit postupnou filtraci. Vrstvy se mohou 1iSit neékolika
vlastnostmi, zahrnujicimi bneomezujicim. zpﬁsobenl‘rozdilnoﬁ

poréznost, hustotu, tloustku, distribuci velikosti

-Jednotlivych £ibril-a/nebo-mikroskopickych-agregath-fibril, .. -

typem, poctem a/nebo velikosti fibrilovych agregatd,
chemickou modifikaci fibril (viz niZe) a/nebo pritomnosti

dalsi latky, navédzané na fibrily.

Obr. 25 ukazuje vicevrstvovou fibrilovou matrici 2500,
pfipravenou postupnymi filtraénimi kroky. Prvni vrstvu
tvori 0,5 um aZ 100 um silnd vrstva 2501 nemodifikovanych

fibril; druhou vrstvu tvori 0,5 aZ 10 um silnd vrstva
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fibril 2502, v niZ jsou zabudovadny zbytky, napfiklad
poly(ethylenglykoly), které Jjsou odolné proti adsorpci
proteinlt a dald3ich molekul; a treti vrstvu tvori 0,5 ai
5 um silnd vrstva 2503, ve které je zabudovand jedna nebo
vice vazebnych domén (viz vySe). Vazebné domény obsahuji
jednu nebo vice protilatek 2504, které se vaZi na analyt
2505. Tento komplex protildtka/analyt miZe véazat oznaCenou

protilatku 2506. Znacenim mbZe byt ECL znaceni. U dalSich

" provedeni, miZe byt znacenim Jjedna nebo vice znaceni

spadajicich do mnoZiny, popsané na Jjiném misté této
prihlasky vynédlezu. Takova vicevrstvovd matrice miZe byt
samonosnéd nebo nesend jednou z vy3e popsané mnoziny mozZnych

nosicdu.

Lze vytvorit vicevrstvové matrice, JjejichZ nékteré,

nebo pfipadné v3echny, vrstvy mohou byt odlisné.

Filtr, pouZity pro vytvoreni fibrilové matrice,
fibrily a/nebo fibrilovou matrici lze potédhnout. Povlaky u
uré¢itych provedeni Jjsou kovové. Tyto povlaky mohou byt
vzorovany tak, Ze urdité casti jsou potaZeny a ostatni
nikoliv. U jednoho provedeni se povlak nandsi za pouZiti
elektrolytického zpusobu nanédSeni. V dalSim pfipadé se

povlak nanéasi zpusoben, ktery nevyuziva elektrického

Filtr se pokovoval a fibrila se modifikovala pomoci
funkéni skupiny, kterd tvori vazbu s uvedenym kovem.

Filtrem je kovové sito nebo kovovd félie.

Fibrilovd matrice miZe byt plochd nebo deformovani,
pravidelné nebo nepravidelna, zaoblend nebo ovéalna,
obdélnikovd nebo miiZe mit libovolny tvar, tuhé& nebo ohebné,

transparentni, présvitna, d&éstelné nebo zcela neprithledni,
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a miZe mit kompozitni vlastnosti nebo oblasti s riznymi

individudlnimi nebo kompozitnimi vlastnostmi.
Matrici miZe byt kotou& nebo kus fdélie.

MnoZina fibrilovych matric midZ%e byt vyrobena vyhodné
soucasné a vyhodné ve skupin&. U jednoho provedeni vytvori
skupina mikroskopickych vodidd tekutin mnoZinu fibrilovych
matric na vySe popsané podloZce. U dal8iho provedeni se
pouZije pro pFfipravu skupiny fibrilovych matric skupina
filtrd nebo vzorovany filtr (napfiklad s oblastmi s rfiznou

poréznosti).

Pro prekryti urcitych &&sti filtru nebo podlofky lze
pouzit masku s mnoZinou otvord (nap¥. sito) a mnoZina
diskrétnich fibrilovych matric se vyrobi soudasné bud

filtraci a/nebo odparovanim.

Fibrilové matrice mohou mit hustotu od 0,1 do
3,0 g/cm®. Matrice miZe mit rdznou hustotu. Na matrici lze
napriklad v r@znych &asovych okamZicich p@sobit mechanickou

silou nebo-1li tlakem, &im se hustota zvysi nebo sniZi.

Fibrilové matrice mohou mit v sobé& provedeny pbry.
Tyto péry mohou probihat matrici ¢&&ste&né& a/nebo zcela,

nebo mohou tvorit souldst sité& pérli. Tyto pdéry mohou mit

“rozm&ry,” “pohybujici “se™v' “rozmézi "6d”'5 hi” do T100 Am. G T

vyhodného provedeni mé& fibrilovad matrice péry s rozméry,
pohybujicimi se od 20 nm do 50 nm. Poréznost matrice miZe,

kromé dals$ich faktor®i, z&viset na hustoté& matrice.

Poréznost matrice miZe byt konstantni v celé matrici,
nebo se miZe zvySovat, pfipadn& sniZovat jako funkce polohy

v matrici. Fibrilovd matrice miZe mit celou fFadu rizné
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velikych pérhi, distribuovanych neorganizovanym a tedy

nahodilym zpGsobem.

Fibrilov4 matrice mlZe obsahovat distinktni oblasti s
riiznou poréznosti. Fibrilovd matrice mZ¥e mit napf¥iklad
jednu nebo vice vrstev, z nichZ ka?dd mad jinou poréznost.
Fibrilové matrice mohou mit sloupce s rfiznou poréznosti,

které prochédzeji uvedenou matrici.

Poréznost matrice se mlZe m&nit. pouZitim riznych
mnozstvi agregdt® uhlikovych fibril, pFidemZ tyto agregaty
maji rtznou velikost, rlzny tvar, rtzné slofeni nebo
kombinaci téchto vlastnosti. U pfisludSného provedeni se
matrice pripravi z jednotlivych fibril, CC fibril (popsano
vySe) a BN fibril (popséno vy3e), nebo jejich kombinaci.
Fibrilovd matrice miZe mit napriklad nékteré péry dost
velké na to, aby jimi mohly prochézet objekty, velikosti
odpovidajici biologickym buiikdm; n&které péry matrice jsou
tak velké, Ze Jjimi mohu prochizet biologicka média, ktera
svou velikosti odpovidaji proteinlim nebo protilatkém; a
nékteré péry jsou tak veliké, Ze jimi mohou prochézet pouze

malé (molekulov& hmotnost < 1000) organické molekuly.

Poréznost matrice mblZe byt takovad, Ze do ni a/nebo

skrze ni mbiZe difundovat Jjedna nebo né&kolik molekul,

: mﬁwTkapaIiny"_pevnych““iétekffremulzirf“suspenzif”*plynﬁ?“Tgelﬁ"”““

a/nebo disperzi. Poréznost fibrilové matrice je takova, Ze
miZe byt do matrice, uvnit¥ matrice nebo skrze matrici
difundovédno (aktivné nebo pasivn&) nebo hnéno, pomoci
urc¢itého prostredku, biologické médium. Prikladem
biologickych médii jsou napfiklad krev Jjako takova,
frakcionalizovand krev, plasma, » sérum, mocg, roztoky

| proteinﬁ; protilatky nebo jejich fragmenty, buriky,
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subcelularni <&&stice, viry, nukleové kyseliny, antigeny,

lipoproteiny, liposacharidy, 1lipidy, glykoproteiny, cukry,

peptidy, hormony nebo farmaceutickd ¢&inidla. Fibrilova

matrice miZe mit Jjednu nebo vice vrstev s rznou
poréznosti, takZe materidl miZe prochizet skrze jednu nebo

neékolik vrstev, ale nikoliv skrze dal3i vrstvy.

Fibrilovd matrice je nesena dal$im materidlem. Timto
nosnym materialem maZe byt kov, um&ld hmota, polymer,
elastomer, gel, papir, keramika, sklo, kapalina, vosk,
olej, parafin, organicka pevnad latka, uhlik, nebo sm&s dvou
nebo vice materidlli. Pokud je podloZkou pevna latka, potom
miZe obsahovat otvor nebo pér nebo mnoéiﬁu otvor nebo
péra. U specifického provedeni miZe byt podloZkou kovové
sito, nylonovd filtra¢ni membrana nebo filtra&ni papir.

PodloZkou mlZe byt vodi&, polovodi& a/nebo izolant.

U provedeni, popsaného v patentu US 5,304,326 a
US 5,098,711, mohou byt fibrily dispergovdny v dal3im
materidalu. Fibrily mohou byt dispergovidny napriklad v
olejich, voscich, parafinu, um&lych hmotach (napr¥iklad ABS,
polyétyrenu, polyethylenu, akrylonitrilu atd.),.keramickych
materialech, teflonu, polymerech, elastomerech gelu a/nebo

v jejich kombinacich. Disperze fibril v dal$ich materidlech

-Jsou=vodivé+—Disperze -fibril v dal$ich—materiialech "mohou —

byt tvareny, lisovéany, tvifeny ve formé, odlévéany,
odstredovany, protkavany, a/nebo spréddéany tak, Ze
vytvofi objekty poZadovaného tvaru a/nebo formy. Tato
fibrilovd matrice mliZe mit v sobé& zabudovadn dal3i materiil,
napriklad tenk& vlékna, ulomky, kulidky kovu, ktery bude
zvySovat vodivost matrice. U dal8iho provedeni ml¥e mit v

sobé fibrilové matrice zabudovéna dalsi uhlikova, sklené&né
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a/nebo kovova vldkna s rliznou velikosti, tvarem a hustotou,
¢imZ se vytvori poréznost, odli3nid od poréznosti dosaZené
pomoci samotnych fibril. U dal3iho provedeni miZe mnit v
sob& fibrilova matrice zabudovidny magnetické kulicky
(napriklad kulicky DYNAL). U posledniho | jmenovaného
provedeni mohou kuli¢ky slouZit bud ke zmé&né& vlastnosti
matrice nebo mohou byt samotné pouZity jako podloZka pod

imobilizované vazebné domény.

Namisto uhlikovych fibril 1lze pouZit dal3i uhlikova
vldkna (napriklad uhlikové mikrostruktury, uhlikové
mikrotrubidky, vléakna typu spbuckminsterfullerenes",

~buckytubes", ,fullerenes™ nebo jejich kombinace).

Uhlikové  fibrily mohou ’bYt modifikovany pomoci
chemickych funkénich skupin, kovalentn& navazanych na
jejich povrch. Jak popisuje mezinadrodni prihlaska
WO 90/14221, tyto chemické funkéni  skupiny zahrnuji
neomezujicim zptsobem karboxylovou skupinu, hydroxylovou
skupinu, aminoskupinu, N-hydroxysukcinimid (NHS)-ester®,
poly(ethylenglykoly), thioly, alkyl, ((CHZLJskupiny a/nebo
jejich kombinace. Tyto a dal3i chemické funkéni skupiny lze

pouZit pro navazani dalSich materiiltl na povrch fibril.

Urc¢ité chemické funkéni skupiny (napfiklad karboxylové
- - =skupina,=~aminoskupina; ~thioly =a =NHS=estery)* lze pouZit™ k™~
navdzani dal3ich malych molekul na fibrily. Existuje celé
fada moZnych kombinaci téchto chemickych funk&nich skupin a

malych molekul.

U celé fady provedeni se NHS-esterové skupiny
pouzivaji k navadzédni dal3ich molekul nebo materidld,
~nesoucich nukleofilni chemickou funkéni skupinu (napfiklad

amin). U vyhodného provedeni se nukleofilni chemické
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funkéni skupina nach&zi na a/nebo v biomolekule, ktera je

bud prirozend a/nebo chemicky modifikovand. Mezi vhodné
biomolekuly lze zahrnout neomezujicim | zplisobem
aminokyseliny, proteiny a jejich funk&ni fragmenty,
protilatky, vazebné fragmenty protildtek, enzymy, nukleové
kyseliny, a jejich kombinace. Toto je jeden z mnoha mozZnych
zplisobl, a je obecn& aplikovatelny na zde uvedené priklady
a celou <fadu dalSich analogickych materidl a/nebo
biomolekul. U vyhodného provedeni mohou byt reakéni
¢inidla, kterd lze pouZit pro ECL, navazéna na fibrilu pfes

NHS-esterové skupiny.

Protilatky, které lze pouZit v ECL testu, lze navazat
na jednu nebo vice fibril nebo fibrilovou matrici pomoci
kovalentnich vazeb (napfiklad reakci s NHS-estery), reakci
S vhodnymi vazebnymi ¢inidly (viz vyse), pomoci
nespecifickych vazeb a/nebo pomoci kombinace t&chto metod.
Nukleové kyseliny a/nebo buiiky lze navidzat na fibrily nebo
fibrilové matrice pomoci kovalentnich vazeb s NHS-estery,

navazanymi na fibrily.

MGZe byt Z&douci ridit stupefn nespecifického navéazani
materidlt na fibrily a/nebo fibrilové matrice. Napriklad
miZe byt Zadouci redukovat nespecifickou adsorpci proteint,

protilatek, fragmentl protildtek, bundk, subceluldrnich

" Castic, virQi,, séra a/nebo jedné nebo nékolika jeho sloZek

" (bpy)s derivata),

ECL znaceni (napfiklad Ru**(bpy): a Ru
oxaldtd, trialkylamin, antigend, analytd a/nebo jejich
kombinaci, nebo nespecifickou adsorpci proteinti zcela
eliminovat. U dal3iho provedeni miZe byt Z&adouci zvysit

stupen navizani biomolekul.
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Jeden nebo vice chemickych zbytkd, které redukuji nebo
eliminuji nespecifickou vaznost, se mohou nachizet v jedné
nebo vice fibrildch, v jednom nebo vice fibrilovych
agregédtech a/nebo fibrilové matrici, na jedné nebo vice
fibrilach, jednom nebo vice fibrilovych agregatech a/nebo
fibrilové matrici, nebo v jejich blizkosti. Nespecificka
vazebnost je regulovéna kovalentnim navidzanim PEG zbytkd na
jednu nebo vice fibril a/nebo fibrilovou matrici. Na jednu
nebo vice fibril a/nebo fibrilovou mat;ici lze kovalentné

navazat zbytky s ndbojem (napfiklad fosfaty, amonné ionty).

Materidly, ©pouZité v podloZce, elektrod& a/nebo
vazebné doméné, lze o8etfit povrchové aktivnimi ¢inidly,
¢imZ se sniZi nespecifickd vaznost. Fibrily nebo fibrilové
matrice mohou byt napfiklad oSetfeny povrchové aktivnimi
¢inidly a/nebo detergenty, které Jjsou dobfe znamy
odbornikim v daném oboru (napfiklad radou Tween, Triton,
Span, Brij). Fibrily, nebo fibrilové matrice se promyvaji
roztoky povrchové aktivnich ¢&inidel a/nebo detergentt,
inkubuji se témito roztoky, sonifikuji se témito roztoky,
namédceji se do t&chto roztokd a podrobuji se kombinaci
uvedenych metod. Roztoky PEG a/nebo molekul, které maji
‘podobné chovani jako PEG (napfiklad oligosacharidy nebo

polysacharidy a dal$i hydrofilni oligomery nebo polymery)

biomedical applications, Harris, J.M. Editor, 1992, Plenum
Press), mohou byt pouZity namisto povrchové aktivnich
¢inidel nebo detergentll a/nebo spole&né& s témito &inidly

a/nebo detergenty.

NeZadouci nespecifickou adsorpci ur&itych entit,
napriklad vySe jmenovanych entit, lze blokovat konkuren&ni

nespecifickou adsorpci. Témito konkuren&nimi vazebnymi

(,Polyethylene  _glycol,  chemistry: _ _Biotechnical. ._and_.. ..



75

druhy by mohl byt imunoglobulin G (IgG) albuminu bovinniho
séra (BSA).

Nespecifickou vazebnost ECL-TAG 1lze redukovat
chemickou modifikaci TAG. TAG lze modifikovat napfiklad
zplisobem, ktery zvy3i jeho hydrofilni charakter (napfiklad
pridanim hydrofilnich poldrnich vodikovych vazeb a/nebo
funkénich skupin s nébojem na bipyridylové 1ligandy v
Ru(bpys)), a tedy sniZi jeho nespecifickou vaznost TAG k

dal3im povrchlm.

MiZe byt Zadouci imobilizovat biomolekuly nebo dalii
média na fibrildch nebo fibrilovych matricich. Jednim
zplisobem mizZe byt navazani protiléatek, fragmentt
protilatek, proteind, enzymi, enzymovych substratu,
inhibitortl, kofaktord, antigend, hapteni, lipoproteint,
liposacharidti, bunék, subceluldrnich sloZek, buné&&nych
receptorti, vird, nukleovych kyselin, lipida, glykoproteinﬁ,
uhlohydratt, peptida, aminokyselin, hormonti, liganda
vazicich protein,» farmakologickych <&inidel a/nebo jejich

kombinaci.
RovnéZ miZe byt Zadouci navéazani nebiologickych entit,
napriklad polymer®, elastomerll, gelll, povlakl, ECL znaleni,

redoxnich u&innych druht (napf¥iklad tripropylaminu,

wo=ei oo e -OXalétl),—anoerganickych -materidld;~chelatadnich- Sinidel;~-a—~ - - - -

vazebnych ¢inidel na fibrily.

Jeden nebo vice druhd, nebo mnoZina druhl, miZe byt
navdzano na povrch fibril nebo fibrilovou matrici

nespecifickym zplsobem (napriklad adsorbovéno).

Biologické molekuly nebo dal3i média lze navazat na

fibrily nebo fibrilové matrice nespecifickou adsorpci.
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Stupen nespecifické adsorpce pro danou fibrilu, fibrilovou
matrici a/nebo biomolekulu se stanovi na =z&klad& Jjejich
konkrétnich vlastnosti. Uréité chemické funk&ni skupiny
nebo biologické =zbytky, které se nachdzeji na fibriléach,
mohou sniZovat nebo naopak zvy3ovat nespecifickou vaznost.
Pritomnost hydrofobnich -a/nebo hydrofilnich oblasti na
povrdhu proteinu miZe zvySovat nebo sniZovat nespecifickou
vazbu proteinu na fibrily nebo fibrilové matrice.
Hydrofilni a/nebo hydrofobni oblasti se~pouéiji pro rizeni

nespecifické vaznosti v kontrolovanych oblastech.

Fibrily je moZné modifikovat pomoci alkyl(CH,) Fet&zct
a/nebo  skupin karboxylovych kyselin, a tim zvysit
nespecifickou vazebnost biologickych molekul nebo médii,

nebo dalsich materidlti.

Obrazek 26 schematicky znazornuje vySe popsané
provedeni na pripadu jediné fibrily. Fibrila 2600 je
modifikovéna alkylovymi fetézci 2601. Biomolekuly 2602,
2603 a 2604 se nespecificky v&Zi na alkylové Zfetézce.

RovnéZ je navazéan polymer/elastomer 2605.

Nemodifikované fibrily, fibrilové agregdty a/nebo
fibrilové matrice se pouZiji pro imobilizaci biomolekul

biologického média a dal3ich materidlti pomoci nespecifické

2= ) 1

ECL TAG obsahuje zbytky s ndbojem. ECL TAG se pfipravi
tak, aby byl selektivné pritahovdn k podloZce a/nebo
elektrodé. Modifikovany ECL TAG mad zbytkovy negativni naboj
a miZe mit napfiklad relativn& nizkou afinitu k elektrodsd
pri vyS$3im redukénim potenciondlu, a mi& vy33i afinitu k
elektrodeé, jejiZ elektrodovy potencidl bude spife oxidadni.

Afinita ECL TAG a/nebo vazebnych reak&nich ¢&inidel k
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elektrodé se miZe mé&nit (napfiklad sniZovat v prubé&hu
navazani a/nebo promyvdni a zvySovat spolu s rostoucim
u¢innym potencidlem, kterému je tak ECL vystaven v prab&hu

odec¢itani ECL).

Jak ukazuje obrazek 28, mohou byt molekuly (jak
biologické, tak nebiologické) navézany na fibrily pomoci
kovalentni vazby. Fibrily 2800, nesouci NHS-esterové
chemické funk&éni skupiny, mohou tvofit kovalentni vazby

2801 s biomolekulami nebo biologickym médiem 2802, 2803.

Tato biologickéd média mohou pouZit aminoskupinu k uvedeni
do ieakce S NHS-esterovou skupinou, pro vytvoreni
kovalentni vazby. Polymer 2808 je imobilizovan. Odbornik v
daném oboru by m&l vzit v wvahu, Ze NHS-esterové skupiny
jako vazebnéd c¢inidla pro molekuly byla zvolena jako obecny
priklad a mé&l by byt schopen zvolit jak vhodné biomolekuly,

tak vhodné reakéni podminky pro dosaZeni imobilizace.

Par zbytkd a/nebo molekul ,M1“ a ,S1%, 2z nichZ jedna
nebo vice, Je navazdno na fibrilu, vykazuje spole&nou
afinitu nebo vazebnou kapacitu. M1/S1 mohou predstavovat
protildtku/antigen, protildtku/hapten, enzym/substréat,
enzym/kofaktor, enzym/inhibitor, lektin/uhlohydrét,
receptor/hormon, receptor/efektor, nukleovou kyseli-

nu/nukleovou kyselinu, protein/nukleovou kyselinu,

vir/ligand, bufiku/bun&ény receptor atd.. Je znima celd rada
kombinaci ,vazebnych para“ M1/S1 a po dosaZeni poZadované
vaznosti Jje moZné 2zvolit vhodné kombinace. M1 a/nebo S1

mohou byt navazany na jedné fibrile nebo na vice fibriléch.

Obrazky 27 a 28 znédzorfiuji ndkteré moZné konfigurace.
Jak ukazuje obrazek 27, fibrila 2700, modifikovana

alkylovymi <retézci 2701, nespecificky vaZicimi molekulu
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2702, kterd m& vzajemnou afinitu, nebo-1li vazebnou

kapacitu, pro dalsi molekulu 2703. Molekula 2703 je déle

navédzana na dal3i molekulu 2704. Na fibrilu mi3e byt

nespecificky adsorbovédna blokaéni molekula 2705. Bloka&ni
polymer 2706 a/nebo polymer 2707, ktery m& ligand 2708 s
afinitou pro molekulu 2709, jsou adsorbovény nespecifickym

zplsobemn.

Obrazek 28 zndzorfiuje fibrilu 2800, kovalentné&

navazanou pres vazbu 2801 k biomolekulam 2802, 2803 a k

molekule 2804. Molekula 2804 vazebného ¢inidla mad vzajemnou
afinitu, nebo-li vazebnou kapacitu, pro dalsi biomolekulu
2805. Biomolekula 2803 ma& vzdjemnou afinitu, nebo-1i
vazebnou kapacitu, pro daldi vazebnou molekulu 2806, ktera
je kovalentné€ navézdna na molekulu 2807. Polymer 2808 s
ligandem 2812, ktery je specificky pro vazebného partnera
2809, je kovalentné& navazadn na fibrilu. Blokacni molekuly
(napriklad BSA) 2811 a blokaéni polymery 2810 jsou

kovalentné navézany.

Fibrila mlZe byt modifikovédna biotinem a/nebo
biotinem, derivovanym vazebnym &inidlem, a avidin a/nebo
streptavidin maZe véazat toto vazebné ¢inidlo. Avidin a/nebo
streptavidin mbZe byt navdzédn na fibrilu a/nebo mi¥e vazat

biotinem substituovanou protllatku a/nebo proteln Avidin

" "a/nébo  streptavidin muze byt imobilizovan na fibrilach

nespecifickym navazéanim, kovalentni vazbou pomoci dal3iho
nebo stejného = vazebného paru, nebb kombinaci t&chto
technik. PouZiti streptavidinu a biotinu jako ~vVazebnych
pard™ je b&Zné& pouZivanou metodou pro navézani molekul nebo
biologického média na daldi materidly a je dobfe znamo
odbornikim v daném oboru (Spinke a kol., 1993, Langmuir
9:1821).
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Vazebnym parem miZe byt monoklonova protilatka a

antigen, ktery vaZe tuto protilatku.

Lze vytvorit mnoZinu vazebnych para (napf¥iklad
M1/81/M2). M1 znamend monoklonalni protildtku, S1 znamené
antigen k M1 a M2 znamend protilatku, kterad se va¥e na S1.
Tento komplex miZe tvoZXit ~sendvicovy™ komplex
protilatka/antigen/protilatka (tyto protilatky mohou, ale
nemusi byt monoklonové). M2 mlZe byt protiléatkou,
zakonCenou ECL aktivnim znadenim (viz vySe), fluorescendnim

znacenim, radioaktivnim znadenim, enzymovym koncem a/nebo

jejich kombinacemi.

M1 mhZe znamenat zbytek, ktery Jje schopen tvofit
komplex s kovemn, kovovym iontem nebo organokovovou
slouCeninou (,chelatadnim &inidlem™) a S1 znamena kov,
kovovy iont nebo organokovovou slou&eninu (,cheldt™), které
tvori komplex s Ml a M2 znamend& zbytek na biologické
molekule, ktery se vaZe na komplex M1/S1 (Gershon a Khilko,

1995, Journal of Immunological Methods, 7371).

Vyroba vzort kovovych elektrod a vodivych prvkd pro
distribuci elektrického proudu do t&chto elektrod na
povrchu se provadi raznymi, v daném oboru znamymi, zplsoby

(viz napriklad Leventis a kol., patent US 5,189,549) .

_Nanééeniwkovoyychwféliijnantransparentniwpovrchypwkteréwse

pouziva pro vyrobu displejd na bazi tekutych krystald, je
snadno aplikovatelné pri vyrobé& elektrod podle vynélezu
(Haneko, 1987, Liquid Crystal TV Displays, Principles and
Applications of Liquid Crystal Displays, KTK Scientific
Publishers, Tokyo, D. Reidel Publishing). Rovnéé‘ lze
pfipravit transparentni elektrodové povrchy, napf¥iklad

zplsobem, ktery popsal DiMilla a kol., 1994, J. Am. Chem.
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Soc. 116(5):2225 aZ 2226. Na transparentni povrchy
(sklenéné nebo plastikové) se nanese 0,5 nm titanu a 5 nm
zlata. Tenké vrstva zlata, kterd se pripravi zptsobem,
ktery, jak jiZ bylo uvedeno vy%e, popsal DiMilla, mtiZe byt
pouZita pro pripravu transparentni elektrické struktury
vySe popsanym zplsobem podle Kumara. Odbornikim v daném
oboru jsou zndmy modifikace tohoto postupu, které vedou ke
zvySeni tloustky vodivych vrstev, které je spojeno se
zvySenim kapacity vodivosti proudu, za soucasného vyhodného
zachovani transparentnosti. Tyto techniky lze pouZit pro
pfipravu elektrodovych povrchd na diskrétnich vazebnych

doménach PMAMS nebo v jejich blizkosti.

F6lie a/nebo monovrstvy mohou byt dale tvoreny spise
neZ izolac¢nimi zbytky (napfiklad alkylovymi fet&zci)
zbytky, které usnadiiuji pfenos elektrického potencialu z
elektrodového povrchu k ECL znaCeni, Jjak uvadi Zhang a
Bard. Pro elektronovy pfesun 1lze napfiklad pouZit
pi orbitdlovy prekryv v extenzivn& konjugovanych systémech.
Tento pi orbitdlovy elektronovy pfesun poskytuje polypyrrol
nebo dalsi struktury s konjugovanymi kruhy nebo dvojnymi

vazbami.

Oligonukleotidy lze pouZit pro modulaci elektrbnového
pfenosu. Prekryvajici se pi vazby v dvojitém retezc1 DNA
lze napfiklad pouZit pro zvySeni rychlosti pFenosu
elektroni. Oligonukleotidy, navizané na elektrodovy povrch,
lze pouZit jako vazebné ¢&inidlo ve vazebné domén&. Po
navazadni komplementdrni oligonukleotidové sekvence se
vytvori dvojity <retézec s organizovanymi, vzdjemnd se
prekryvajicimi pi vazbami. U urc¢itého provedeni je prvni
imobilizovany oligonukleotid (napfiklad kovalentné navazany

na podloZku) oznaden pomoci ECL znaceni. U dalsiho
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provedeni je ECL znacenim oznacen sekunddrni komplementarni

oligonukleotid nebo oligonukleotid s <&é&stedné& komple-

mentarni sekvenci k primdrnimu oligonukleotidu. Tercidlni

‘komplementéarni oligonukleotid nebo oligonukleotid S

castelné komplementédrni sekvenci k sekundérnimu
oligonukleotidu je oznacen napriklad v pfipad@ sendvidového

testu. Lze pouZit vétvené oligonukleotidové reté&zce. MiZe

byt pouZita cela rada oligonukleotida a/nebo
oligonukleotidd, podobnych molekule (napriklad
oligonukleotidy S modifikovanymi bazemi a/nebo

modifikovanymi hlavnimi feté&zci, obsahujicimi napfiklad
siru a/nebo dusik). Mohou byt provedeny rtizné studie.
Proménnad stabilita pi prekryvid u oligonukleotidd a/nebo
oligonukleotidovych komplexd mlZe byt monitorovédna jako
modulace elektronového pfenosu. Signal (napriklad
generovéné ECL svétlo a/nebo namérené impedance),
generovany z pi vazbou stabilizovaného pomoci ECL
oznaceného dvojitého retézce oligonukleotidového pdru, maZe
byt korelovan proti signdlu a/nebo oclekdvanému signidlu s
men3i mérou uspor¥adaného Yetézcového oligonukleotidu.
Rozdil v ECL signadlu mezi zcela komplementdrnim oznacenim
dvouretézcovym oligonukleotidem a cCéastecné komplementirnim

oznacenim dvouretézcovym oligonukleotidem 1lze Kkorelovat.

oligonukleotidl. Napr¥iklad lze pouZit trojsroubovice.

Modulaci rychlosti pfenosu elektronl lze mér¥it pomoci
ECL detekce, a stejné tak pomoci elektronovych prostredka.
ECL znaceni mohou byt kovalentné navazana na
oligonukleotidové <ret&zce a/nebo nekovalentné prfipojena,
napriklad vmezefena; DNA miZe byt navdzdna na elektrodu bez

pouZiti wvazebného éinidia (naprfiklad adsorpci DNA s thiolem

.oligonukleotidové  komplexy  mnoZiny
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na 5’-konci na zlato) nebo pomoci kratkého (mén& ne?
10 atomi) vazebného ¢inidla, které zajisti nizkou

rezistenci. Pokud Jjde o pFfenos elektron® =z DNA na

elektrodu, 1lze pouZit vazebny ZFfetézec, ktery miZe wcinné& -

transportovat elektrony 2z elektrody na DNA <Ffetdzec

(napriklad polyacetylenovy reté&zec).

Lze pouzZit smésovou monovrstvu a/nebo félii, ve které
bude alespon jedna sloZka monovrstvy nebo fdélie usnadiovat
pfenos elektrického potencidlu. Alternativné& se mlZe na
monovrstvu nebo félii adsorbovat molekula nebo ¢&éastice,
kterd usnadni prenos elektrického potencidlu, takZe lze
pouZit napfiklad 1 konjugované monovrstvy a/nebo vodivé
mikrocastice, které Jjsou adsorbovidny na elektrodovém
povrchu a/nebo v jeho blizkosti. V monovrstvé a/nebo fé6lii
jsou vytvoreny podle ur&itého vzoru pravidelné mezery.
PouZziti fizené vytvorenych vzorl mezer v uspofddanych, v
podstaté kolmych SAM, tvofenych alkanthioly s dlouhymi
fetézci (tj. izolanty), ke kterym se nédsledn& navaZi ECL
znaceni, 1lze regulovat U¢inny potencidl, odebrany ECL
znacenimi. Obrédzek 11 napfiklad ukazuje kazetu 1200,
tvor¥enou jedinou pddloikou 1202, kovovou vrstvou 1204,

vzorovanymi SAM 1206 a mezerami 1208 mezi SAM vzory.

Proteiny, znacené ECL, mohou byt nekovalentné& navazany

' "Ta povrch monovrstvy. Protein, zna&ény pomoci ECL, mize byt

adsorbovan na zlatém povrchu, modifikovaném methylem
zakonCenym alkanthiolem. Zlaty povrch miZe plsobit jako
pracovni elektroda nebo protielektroda. Mnoiina vazebnych
domén mbZe byt inkorporovédna na Jediné podloZce, Jjak
ukazuji obréazky 11 aZz 13. U vvhodnych provedeni vazebné
domény obsahuji znadené a/nebo neznalené proteiny a/nebo

nukleové kyseliny a/nebo builky a/nebo chemické druhy.
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Alternativné mohou mit Jjednotlivé sloZky monovrstvy
rizné délky (napriklad délky alkanového fetdzce v
alkanthiolovych monovrstvach), ¢&imZ se dosdhne regulace

Gc¢inného potencidlu na odkrytém povrchu monovrstvy.

Alkanthioly mohou mit obecné& délku uhlikovych Feté&zch
1 aZ 100 uhliki. U vyhodného provedeni se délka uhlikového
Tetézce alkanthiolu pohybuje od 2 >do 24 uyhlika. U
vyhodnéjsiho provedeni se tato délka pohybuje v rozmezi od
2v do 18 uhlikllt a u nejvyhodnéjéiho provedeni se délka
uhlikového retézce pohybuje v rozmezi od 7 do 11 uhlika.
Tyto alkanthioly mohou mit rGzné koncové skupiny vystavené
testovanému médiu, pridem? tyto skupiny zahrnuji methylové
skupiny, hydroxyskupiny, aminy, karboxylové kyseliny
oligo(ethylenglykoly), @ fosfatové skupiny, fosforylové
skupiny, biotin, kyselinu nitrilotrioctovou, glutathion,
epoxidy, dinitrofenyl a/nebo NHS estery. Mezi dal$i koncové
skupiny lze zaradit ligandy, béZné pouZivané pro &isténi a
imobilizaci rekombinantnich faznich proteintt (naptiklad
Sassenfeld, 1990, TIBTECH 8:88 aZ 93). Vazebné domény mohou
byt do urcitého stupné modifikovény. Touto modifikaci se
dosdhne rlznych hustot reakénich &inidel. Napfiklad 1lze
pouzit rGzné hustoty aktivovatelnych chemii a/nebo 1lze
modifikaci provadét do raznych stupia. .Pro vytvoreni

smisenych chemii.

Smisené monovrstvy lze pouZit pro regulaci hustoty

aktivovatelnych skupin a/nebo vazebnych reakénich &inidel.

Regulaci hustoty vazebnych skupin se optimalizuje pomé&r ECL

signdld a Sumu. Celkovy polet vazebnych mist uvnit? vazebné
domény (domén) se reguluje za ucelem optimalizace intenzity

ECL svételného signdlu s ohledem na dal8i ECL vazebné

»signély z dalsi vazebné domény (domén), pokud jsou tyto ECL
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vazebné signédly detekovany sekvenéné nebo soulasné a/nebo s

ohledem na svételny detekéni prostredek.

Napétovou vlnu 1lze aplikovat tak, aby Jjednou nebo
nékolikrat aktivovala ECL znaceni pr¥isluSejici k vazebné
doméné (doménam) v PMAMS. Na tentyZ povrch modifikovany
alkanthiolem s navédzanym ECL znacenim lze elektronicky
potencidl, dostatecny pro aktivaci ECL své&tla, aplikovat

opakované a generovat tak mnoZinu ECL svételnych signald.

Aplikovany elektronicky potencidl = Je takovy, Ze
reverzibiln& generuje ECL. Alternativné& se aplikuje
potenciél, ktery generuje ECL kvazireverzibilné&. U

kvazireverzibilni fady napétovych vln miZe byt vazebna
doména, ke které 3je pfipojeno ECL =znaleni (napriklad
navézano), chemicky a/nebo fyzikélné& zmé&néna. Aplikovana
rada napétovych vln miZe vyvolat nevratné generovadni ECL

sveétla.

D&dle 1lze aplikovat elektricky potencidl, dostateény
pro uvolnéni sloZek monovrstvy. Uvolnéni téchto sloZek
monovrstvy je Zadouci v mistech, kde je objem nad povrchem
elektrody maly (napriklad dal3i podloZka nebo deska,
spoCivajici na povrchu elektrody). V tomto prfipadé&, jakmile
dojde k poruSeni monovrstvy, mohou byt povrchem elektrody

excitovdna 1 urc¢itéd ECL znaceni, kterd nejsou dostatedné

Lo, v =

““excitovana,
chemiluminescen¢iho signdlu a ECL znacleni jsou omezena na
maly objem, omezujici diftzi elektrody. Pro f¥izeni stupné
poruSeni monovrstvy pro dany potencidl 1lze pouZit rtzné
- sloZeni monovrstvy. Monovrstva se slo¥kami se silnou
mezisloZkovou afinitou bude odolnéjsi, pokud jde o porudeni
monovrstvy. Rezistence proti poruSeni monovrstvy Jje u

thiold s delSimi alkanovymi feté&zci vy$8i, neZ u thiold s

“&imZ  dojde = ke =~ generovani = elektro-
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krat3imi alkanovymi fet&zci. Zménou délky rfetdzce lze

doséhnout poZadované stability.

Pro modulaci ECL signdlu 1lze pouZit modifikaci
Vazebnych domén v PMAMS. Rada napé&tovych vln se aplikuje
tak, aby generoval mnoZinu ECL signdlu. Tuto mnoZinu ECL
signdlu lze pouzit pro ziskdni mimofaddnych a/nebo lepdich
vysledkl. Statistickd analyza Cetnosti modulace ECL signélu
miZe byt korelovadna celkové kvalit& jedné nebo nékolika
vazebnych domén. MnoZinu ECL signdlu lze déle pouzit pro
zesileni signadlu oproti Sumu, napfiklad filtraci uré&itych
ECL signdltt této fady. Navic lze pro sniZeni neZadouci
modulace signélu, zpUsobené nespecifickymi vazbami, pouZit
nasobné vlnové pulzy elektronického potencidlu. Aplikaci
elektronického potencidlu 1lze zabrdnit  nespecifickému
navadzani urcitych chemickych druht, opatfenych nébojem.
Kromé& toho lze elektronicky potencidl aplikovat tak, aby
podporil lokalizaci urc¢itych analyti nebo sledovanych
chemickych druhtd v blizkosti vazebnych domén. Aplikovana
napétova vlna dodéa nadbytec¢ny potencial (napriklad
potencidl vy33i, neZ Jje ©potfeba pro generaci ECL).
Nadbyteéné potencidly lze pouZit pro modulaci ECL signélﬁiv
Yadé napétovych vln nebo v jediném pulzu napétové vlny.

Dadle 1lze nadbyte&né potencidly pouZit pro modulaci ECL

chemickym a/nebo fyzikdlnim zplsobem. Déle Jjedna nebo
nékolik napétovych vln a/nebo dalsi eiektronické sondy,
znamé odbornikim v daném oboru, mohou byt pouZity pro
stanoveni a/nebo korelovadni a/nebo extrapolovéni informace

na kvalitu a/nebo elektronické vlastnosti elektrody.

U&innost ECL reakce 1lze vyhodné zvy3it roziifenim

povrchové plochy pracovni elektrody uvedenim dalsiho
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vodivého prostfedku do kontaktu s elektrodami. Vy&n&lky
nebo vybéZky, vybihajici z elektrody, napriklad draty nebo
hrotové elektrody, vyrobené 2z vodivych materidl® nebo
vodivé cCéastice, 1lze pouZit pro zvySeni povrchové plochy
elektrody a pro pribliZeni elektrického pole ECL =znaceni.

Stejnému Gelu mohou slouZit dalky nebo jamky.

U Jjednoho provedeni mohou vodivé castice vypliiovat
mezery na povrchu elektrody a/nebo pokryvat podloZku nebo
monovrstvu, takZe 2zvy3i maximdlni mérou elektrické pole
okolo ECL znaceni (viz obréazek 12). Tyto vodivé &&astice
roz3ifuji povrchovou ploChu elektrody a tim zvysuji
G¢innost ECL reakce. Obrazek 12 ukazuje kazetu 1300, kterd
ma podloZku 1302, nesouci na kovové vrstvé 1304
strukturovany SAM 1306 a naznacuje vodivé mikrocéstice,
vypliujici mezery (napfiklad 1208 na obrazku 11) a
vybihajici nad kovovy povrch mezi vzory SAM. V pripadé&
magneticky vodivych &é&stic 1lze ©pouZit magnet nebo
magnetické pole k pritaZeni téchto ¢astic k povrchu. Vodivé
Castice 1lze rovnéZ pouZit, jak jiZz bylo popséno, pro
roz3ireni elektrického potencidlu mezi povrchy elektrody a
vazebnou doménou PMAMS s dvémi pribliZenymi podloZkami.

- Obrézek 8 znédzornuje kazetu 900, tvorenou prvni podloZkou
902, opatrfenou mnoZinou usporadanych elektrod a druhou

~ _podlozkou 904, opatfenou PMAMS. Vodivé mikroCdstice 906,

které se nachdzeji mezi prilehlymi povrchy roz8ifuji
elektricky poténciél smérem k ECL =znaCeni na vazebnych

doménach (neni zndzornéno).

Alternativné mohou z otevrenych mezer na elektrodovém
povrchu vyrustat vodivé polymery, které usnadni rozgireni
elektrického potencidlu okolo ECL znacdeni vzorku, jak

ukazuje obréazek 13. Obrézek 13 =zndzoriuje kazetu 1400,
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kterd obsahuje podloZku 1402 nesouci na vzorovaném SAM
povrchu 1406 kovovou vrstvu 1404. Vodivé polymery 1408
prerGstaji pres SAM povrch a roz3ifuji elektrické pole,
vytvorené mnoZinou usporfddanych elektrod (neni znézornéno)
k vazebnym doméndm (nejsou zndzornény) na SAM povrchu. Pro
rozSireni elektrického potencidlu mezi elektrodovymi
povrchy a vazebnymi doménami PMAMS dvou prfibliZenych
poloZek lze rovnéZ pouZit vodivé polymery (viz obrazek 7).
Obrazek 7 znazorniuje kazetu 800, tvqfenou pribliZenymi
podloZkami 802 a 804. Vodivé polymery §9§ rostou mezi
prilehlymi povrchy, takZe roz8iruji elektricky potenciil

smérem k ECL znaceni na vazebné doméné (neni znézornéna).

Obrazek 9 zndzornuje kazetu 1000, tvofenou >prvni
podloZkou 1002 opatfenou multielektrodovym seskupenim a
druhou podloZkou 1004 majici PMAMS vazebny povrch, pficemZ
vodivé vybéZky 1006 (napriklad jemné draty) pracovni
elektrody roz$iruji elektrické pole okolo ECL znacdeni v

PMAMS vazebnych doménach.

Elektrodové péary mohou mit celou <fadu konfiguraci.
Nejjednodussi  konfigurace, znazornéné na doprovodnych
obrédzcich, 3jsou vyrobeny 2z kovovych £é61lii a/nebo £félii
kovovych oxidd a/nebo polovodicovych f61ii aplikovanych na

nevodivy rovny povrch. Elektrody téchto elektrodovych péru

mezi sebou vyhodn& definuji oblast s relativn& konstantni

§ifkou a poskytuji tak relativné konstantni elektrické

Je mozZzné pouzit i dalsdi konfigurace elektrod. N&kolik
téchto konfiguraci ukazuji rovinné pohledy na obrazcich
19(a) aZz 19(e). Obrazek 19(a) ukazuje vzadjemnd do sebe

zapadajici hrebenovy elektrodovy par. U této struktury méa
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kazdd elektroda mnoZinu zubl vybihajici 2z vodige a
vytvarejici hrebenovy tvar. Par elektrody a protielektrody
se miZe nachdzet vedle vazebné domény nebo miZe tuto
vazebnou doménu obklopovat. Obrdzek 19(b) wukazuje par
soustrednych elektrod, z nichZ jedna je kruhovd a druha
pllkruhova. Obrazek 19(c) zndzornuje dvé pllkruhové
elektrody, které jsou k sobé privradceny rovnymi hranami.
Obrazek 19(d) ukazuje par obdélnikovych elektrod. Obrazek
19(e) ukazuje pdr do sebe vzidjemné zasahujicich elektrod,
které maji komplementarné privradcené zakfivené povrchy,

které mezi sebou vymezuji mezeru ve tvaru sinusoidy.

Elektrodovym a protielektrodovym pédrlm lze rovnéZ
udélit specificky tvar, ktery bude komplementé&rné
prizptsoben tvaru PMAMS vazebného povrchu. Pf¥ikladné tvary
jsou zn&zornény na obrazku 6B. Tento obrazek znazoriuje
podloZku 712, nesouci - elektrodové pary 714 aZ 720.
Elektrodové péary mohou byt napfiklad kruhové 714, vzajemné
do sebe zapadajici 716, trojuhelnikové vzadjemné do sebe
zapadajici 718 nebo multielektrodové vzadjemn& do sebe

zapadajici 720.

U provedeni znédzornénych na obrazku 14 aZ 19,
diskutovanych vySe, Jjsou elektrody umistény k jediné

podloZce. Alternativné jsou elektrodové pary umist&ny na

prvni’ " a7 druhé  ~protilehlé podloice, = jak ~ zndzorhiuje =

obrazek 2.
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Kazety

Kazety obsahuji Jjednu nebo vice podloZek podle
vyndlezu. Kazety mohou zahrnovat mnoZinu vazebnych domén a

jednu nebo nékolik pracovniéh elektrod.

Obréazek 2 zndzorfuje kazetu, ve které ka?di z mnoziny
vazebnych domén 30 na podloZce 26 sousedi s Jjinou
elektrodou z mnoZiny elektrod 32. Protielektrody 38 Jsou
provedeny na druhé podloZice 28. Test se provadi jiZ
popsanym zplsobem tak, Ze se na vazebné domény 30 umisti
vzorek a nasledn& se podloZky 26 a 28 posunou tak, Ze se
protielektrody 38 ocitnou vedle Jjednotlivych vazebnych
domén 30 a ECL reakce mhZe byt spu3téna pomoci vlnového
generatoru 39 a vodic¢e 34 a ECL signdl detekovadn a
zaznamenan svételnym detekénim prostredkemn 40 a
prostrednictvim dratu 41 preveden do digitédlniho

~pocitacového proétfedku 42.

Obrazek 3 znézornuje kazetu, ve které kaZdid z mnoZiny
vazebnych domén 48 sousedi s jinym pérem =z mnoZiny
elektrodovych a protielektrodovych part 50 na podloZce 44.
PodloZka 46 mbZe byt pfipadné umistdna vedle podloZky 44
tak, <Ze Dbude tvofit prostfedek obsahujici vzorek a
sousedici s mnoZinou vazebnych domén 48 a mnoZinou elektrod
52 vlnovym generdtorem 54 a ECL signdl miZe byt detekovan
svételnym detekénim prostfedkem 56 a zaznamenidn a

analyzovan digitdlnim po¢itacovym prostredkem 58.

Predmétem vyndlezu je rovnéZ kazeta, kterd obsahuje
jeden nebo nékolik part podloZek, jak  znézorfiuje

obrazek 21, pricemZ kaZdy par podloZek je situovan tak, 3Ze
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povrch prvni podloZky 1501, ktery obsahuje vazebné domény,
je orientovan smérem k povrchu obsahujicimu vazebné domény
na druhé podloZce 1502, pficemZ soucCdsti obou povrchl jsou
elektrody 1504 a vazebné domény 1506, takZe kaZdd vazebna
doména na prvni podloZce je orientovadna smérem k elektrodé&
na druhé podloZce a je s touto elektrodou =zarovnéna, a
kazZdéd vazebnd doména na druhém povrchu Jje orientovéana
smérem k elektrodé na prvni podloZce a Jje s touto

elektrodou zarovnana.

Obrazek 4 =zndzornuje kazetu, ve které 3jsou ECL
elektrody volitelné. Vazebné domény 64 na podloZce 60 se
kontaktuji se vzorkem, u néhoZ se ocCekava, Ze obsahuje
analyt. Oblasti 66 na podloZce 62 obsahuji reakéni médium
pro detekovani nebo mé&reni sledovaného analytu nebo pro
provadéni poZadované reakce. PodloZka 60 a podloZka 62 se
zkompletuji tak, Ze se vazebné domény 64 a oblasti 66
dostanou do kontaktu s analytem nebo s reakc¢nim produktem,
ktery se stanovi zaznamovym systémem, napriklad pomoci
kolorimetrického chemiluminescenéniho nebo fluorescenéniho
signdlu, ktery je detekovatelny fotodetekénim prostfedkem
68 a miZe byt zaznamendn a analyzovdn pomoci digit&lniho

pocitacového prostredku. 70.

U vyhodného provedeni obsahuje kazeta nebo zarfizeni

Tpodle” ¥yndlezu "prostredek pro “dodavku T ¥zorku ~do TmnoZiny

diskrétnich vazebnych domén (viz napfiklad prvek 1 na
obrazku 1 patentu US 5,147,806; a prvek 1 na obrazku 1
patentu US 5,068,088). Prostredek pro doddvku vzorku miZe
byt staciondrni nebo pohyblivy a mlZe ho tvorit libovolny,
v daném oboru znédmy, prostfedek, zahrnujici neomezujicim

zplsobem Jjeden nebo vice vstupl, otvorl(, pérd, kandlkl,
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trubic, mikroskopickych vodidd kapalin (kapildr), hadicdek a
kolikovych zatek. Kapaliny lze systémem dopravovat pomoci
celé fady dobf¥e zndmych metod, napfiklad pomoci cerpadel,
pipet, injekénich  strikacdek, gravitadéniho proudéni,
kapilédrniho  w0&inku, vzlinéni, elektroforézy, tlaku,
podtlaku atd.. Prostrfedek pro dopravovéani kapaliny miZe byt
umistén v kazeté nebo v samostatné jednotce. Vzorek mlZe
byt umistén na vSechny vazebné domény najednou.
Alternativné lze vzorek umistit na pfislusSné vazebné domény
kapiladrnim kapalinovym transportnim prostfedkem. Vzorky lze
rovnéZ umistit na podloZku pomoci automatickych pipet,
urcenych pro dopravu kapalinovych vzorkl, pr¥imo na PMAMS na
podloZce nebo do zésobniku v kazeté nebo kazetovém drZaku,

odkud jsou pozdéji dopravovany primo na vazebny povrch.

PodloZky mohou byt vyrobeny z materidlu, zahrnujicich
neomezujicim zplsobem sklo, umélou  hmotu, keramiku,
polymerni materidly, elastomerni materidly, kovy, uhlik
‘nebo materidly obsahujici uhlik, slitiny, kompozitni félie,
silikon a vrstvené materidly. PodloZky mohou mit Siroké
spektrum  strukturnich chemick?ch a/nebo optickych
vlastnosti. Mohou byt tuhé nebo ohebné, ploché nebo
deformované, prthledné, prasvitné, cCé&steCné nebo zcela

reflexni nebo neprtthledné a mohou mit kompozitni

 vlastnosti, oblasti s r@znymi vlastnostmi a mohou

predstavovat kompozit vice neZ jednoho materidlu.

Reakéni ¢inidla pro provadéni testl mohou byt uloZena
v kazeté a/nebo v samostatném zasobniku. Reakdéni <&inidla
mohou byt uloZena v suchém a/nebo mokrém stavu. U jednoho
provedeni podle vynédlezu se suchd reakéni c¢inidla v kazeté

opét hydratuji pfiddnim testovaného vzorku. U jiného
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provedeni Jjsou reakdni . ¢inidla skladovdna v roztoku v
,blistrovych balenich", kterd se otevfou v dasledku
plsobeni tlaku, vyvolaného pohyblivym valcem nebo pistem.
Kazety mohou obsahovat oddéleni pro odpad nebo houbu pro
ukliddani kapalného odpédu po ukonceni testu. U jednoho
provedeni kazeta zahrnuje zatizeni pro pfipravu
biologického vzorku, urdeného pro test. SouCdsti kazety
miZe byt rovnéZ filtr pro izolovani bunék z krve. V dal8im
pfipadé mbZe Kkazeta zahrnovat =zafizeni napriklad pro

odmé&reni vzorku.

MnoZina vazebnych domén a mnoZina elektrod a
protielektrod je na podloZce zpravidla rozmisténa v urcitém
usporadani, pficemzZ pro '~ nastaveni  vzdAlenosti mezi
jednotlivymi doménami, elektrodami a protielektrodami 1lze
pouzit rtzné mechanické prostredky, napriklad vodici tycle,
stavéci koliky, 2zavésy (mezi jednotlivymi podloZkami) nebo
vodici hrany. Pro umisténi obou podloZek lze pouZit optické
vodici prostredky a elektronické prostredky, pouZivajici
optické vodici =znacky definované na podloZkdch. Rovnéz
prijatelné jsou systémy, které pouzZivaji elektrické nebo

magnetické nastaveni.

PodloZky kazety mohou byt usporddany tak, aby chrénily

elektrodové pary pred kontaktem se vzorkem aZ do okamZiku,

kdy bude Zadouci spustit ECL reakci. Elektrody 1ze udrzovat

oddélené a separovat od povrchu s vazebnymi doménami do
okamZiku, kdy bude Zadouci elektricky kontakt se vzorkem,
pouzZitim riznych  mechanickych  prostredki, napriklad

odstranitelnych elektrodovych ochrannych prostredkua. -




Kazeta nebo zarizeni podle vynadlezu obsahuje
referencni elektrody, napfiklad Ag/AgCl nebo nasycenou

kalomelovou elektrodu (SCE).

Podlozky mohou byt drZeny pohromadé& pomoci svorek,
adheziva, nytl, kolikll nebo kteréhokoliv daldiho vhodného
mechanického uchyceni. Mohou byt drZeny pohromadé& rovné:
pomoci povrchového napéti kapalného vzorku nebo pomoci
kompresnich prostredkq, odstranitelné umisténych na

odvracenych strandch té&chto dvou podloZek.

Kazety mohou rovnéz obsahovat vice neZ dvé podloZky,
napriklad se st¥idajicimi se vrstvami vazebnych domén a
elektrod nebo mnoZinu podloZek obsahujicich jak vazebny
povrch tak elektrodovy povrch na jediné podloZce. Toto
provedeni bude pfedstavovat trojrozm&rné seskupeni ECL
analytickych bunék. V3echny jmenované sloZky kazety jsou
transparentni, pfipadné s vyjimkou urditych ploch mezi
vazebnymi doménami. Napf¥iklad lze na sebe navrstvit mnoZinu
transparentnich vazebnych povrchi, elektrodovych povrchd a

podlozZek.

Prvni a druhd podloZka mohou byt ploché a orientovaneé
tak, Ze mezi sebou definuji objem zadrZujici vzorek.

Alternativné miZe mit prvni a druhd nosnad vrstva jakykoliv

~dalsi- - vhodny-~-tvar --vétené- -sférického;- - krychlového --a =" ==

vidlcového za predpokladu, Ze se tyto dv& podloZky a jejich
libovolné dalsi sloZzky pfizplsobi tomuto tvaru. Obrédzek 10
napriklad ukazuje kazetu 1100, tvofenou dvémi sousedicimi

nerovnymi podloZkami 1102 a 1104. Tyto podloZky maji

vzajemné komplementdrni povrchy. KaZdd podloZka maZe mit
PMAMS povrch nebo seskupeni mnoZiny elektrod, nebo oboji.

Jedna z podloZek, nebo obé&, miZe byt elastomerni a



prizpusobit se tvaru druhé podloZky. PodloZky nebo kazety

mohou mit predem narezany formét nebo mohou byt uvolnovéany
ve vhodné délce z rolového zasobniku. Kazeta miZe dale
zahrnovat prostfedek pro pfijem vzorku a distribuéni

prostfedek, napriklad Zlabky, kandlky, vruby apod..

~Obrazek 37 znazorifiuje kazetu, ve které jsou vazebné
domény 3702 v a/nebo na matrici 3703, kterd se nachézi na
povrchu 3701. Druhy povrch 3700, ktery nese pracovni
elektrodu 3704 a protielektrodu 3705 je usporaddan tak, aby
se vazebné domény dostaly do té&sné blizkozti pracovni
elektrody. Za podminek, které vedou ke generovéni svétla na
ECL znacCeni navazanych na vazebnych doménadch lze sv&tlo
detekovat na Jjednom .povrchu nebo na obou povrdich.
Seskupeni svételnych detektort 3706, napriklad CCD
seskupeni, zesilené CCD seskupeni nebo lavinové fotodiodové
seskupeni, se pouZije pro soucasné mé&feni mnoZiny
svételnych signdlt na vazebnych doménédch. Svételné detekéni
seskupeni  zobrazuje svétlo, generované na vazebnych
doménach. Ke zkvalitnéni zobrazeni lze pouzit cocky,
reflektory a/nebo optické vodide. U dald3ich provedeni se
svétlo, detekované v zéndch nebo oblastech svételnych
detektora (napriklad svételnych detek&nich pixelﬁ)}

koreluje na vazebné domény. Korelaci detekovaného svétla s

Vazebnymi, _doménami. lze. pomoci..pouZitim obrazové._analyzy.- U.

jednoho vyhodného provedeni je povrch elastomerni nebo

ﬂ prizplsobivy a je tedy schopen vytvorit dokonaly kontakt s

elektrodovymi povrchy. Vazebné domény jsou navazany na
polymery, které jsou schopny prend3et iontové proudy z
protielektrody na pracovni elektrodu. U vyhodn&jsiho

provedeni jsou objekty vodou zbobtnané polymery, které jsou
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schopny prendsSet iontovy proud z protielektrody na pracovni

elektrodu.

Obrazek 38 znézornuje kazetu, ve které se vazebné

domény 3805, 3806, 3807 nachézeji na povrdich distinktnich

objektd 3808, 3809, 3810, nesenych protielektrodou 3800.

Pracovni elektroda 3801 se nachdzi v blizkosti povrchu

objektt. Za podminek, které vedou ke generovani
elektrochemiluminiscence na TAG skupinach, navazanych na
vazebnych doménédch, lze sv&tlo detekovat skrze jednu nebo
obé& elektrody (pokud je jedna z elektrod nebo obé& elektrody
transparentni nebo polotransparentni) a/nebo ze strany.
Seskupeni svételnych detektorli 3802 se pouZije pro soudasné
méfeni mnoZiny svételnych signdll na jednotlivych vazebnych
doménach. Predméty mohou byt elastomerni a/nebo
prizplsobivé a jsou tedy schopny vytvorit dokonaly kontakt
s pracovni elektrodou. Objekty mohou byt polymery, které
jsou schopny pfrendSet iontové proudy z protielektrody na
pracovni elektrodu. U vyhodné&jsiho provedeni jsou objekty
vodou zbobtnané polymery, které jsou schopny prenadet

iontovy proud z protielektrody na pracovni elektrodu.

Transparentni podloZka, obsahujici jednu nebo vice
vazebnych domén, je uvedena do kontaktu s elektrodou na

badzi fibrilové matrice. Reakdni c1n1dla mohou proudlt bud

mezi podlozkou/vazebnyml ‘doménami a flbrllovou matr1c1 nebo
skrze matrici k vazebnym doméndm. Svétlo miZe prochézet z

vazebnych domén skrze transparentni podloZku k detektoru.

U dalsiho vyhodného provedeni je elektroda potaZena
opticky prlGsvitnou nebo prﬁhlednou vrstvou uhlikovych

fibril, které zvySuji ucinnou povrchovou plochu elektrody.
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Vyhodné jsou PMAMS podloZky a/nebo kazety podle
vynédlezu baleny jako sady. Tato sada obsahuje jednu nebo
vice PMAMS podloZek, pfipravenych podle vynalezu, pro
provaddéni ECL reakci zahrnujicich testy, kontroly atd..
Sada miZe pripadné =zahrnovat reak&ni &inidla vd&etnd
reakcénich kontrolnich ¢inidel, ECL testovacich a
kalibrac¢nich reakénich ¢&inidel apod.. Sada mhZe dale
zahrnovat reak&ni smé&s, kterd obsahuje mnoZinu vazebnych

reakénich ¢inidel, specifickou pro mnoZinu r@iznych analytt.

Zarizeni pro provaddé&ni ECL reakci

U jednoho provedeni jsou PMAMS na podloZkach a kazety
obsahujici tyto podloZky navrZeny tak, Ze mohou byt vloZeny
do =zarizeni, jehoZ soucdsti je prost¥edek pro aplikaci
jednoho nebo nékolika testovacich vzork® na PMAMS vazebné
domény a iniciovani mnoZiny ECL reakci. Takova zarizeni lze
odvodit =z béZnych =zafizeni a vhodnou modifikaci podle
vyndlezu ho prizplsobit provaddé&ni ECL test®, k nimZ 1lze
vyuzit specifickd provedeni PMAMS. Zarizeni pro provadéni
ECL reakci popsal Zoski a kol. (patent US.5,061;445).
Potfebné‘ modifikace =zahrnuji poskytnuti podloZky a/nebo

manipulac¢ni  kazety, dodavky mnozZiny vzorkh, mnoziny

-elektrod- zdsobovanych -zdrojem mnapétovych- vlin-a prostredky -

pro ziskédni a zpracovadni mnoZiny ECL signalu.

Prvky pfikladného zarizeni podle vyndlezu jsou

znazornény na obrdzku 6A. Toto zafizeni 700 zahrnuje horni

a spodni podloZku 702, 704 a elektrodovou ochranu 710.
Horni podloZka nese mnoZinu part elektrod a protielektrod
(neni znazornéna). Spodni podloZka nese vazebné domény 706.

Zarizeni je schopno odstranit elektrodovou ochranu z kazety
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a umistit elektrodovy a protielektrodovy par do kontaktu s

analytem, navazanym na vazebnych doménéch. Prostor 708,

kterym proudi reaklni ¢&inidlo nebo tekutina, sousedi s
podloZkou nesouci vazebné domény. Zafizeni Jje rovndZ
schbpno soub&Zné nebo postupné zasilat identické napétové
vlny nebo individu&lné stanovenou napétovou vlnu kaZdému z-
mnoziny elektrodo—protielektrodov?ch pard a spustit tak ECL
reakce v kazeté a nédsledné zmérit emitované ECL z&reni
pomoci fotonového detektoru, napfiklad svételného
detek¢niho prostfedku. Zarizeni mlZe rovnéZ obsahovat
tepelné regulacni prostfedky pro udrzZeni poZadované teploty
podlozky a/nebo kazety, nebo prostfedi na podloZice a pro
nastaveni teploty, optimdlni pro prabéh ECL reakci.

Teplotnimi regulac¢nimi prostfedky Jjsou topné a chladici
prostfedky, napfiklad elektrické odporové topné prvky,

chladici ventildtory a chladici prostfedky a libovolné
dal3i zdroje pro ohfev nebo chlazeni. Teplotné regulaéni
prostfedky rovnéZ =zahrnuji teplotni senzory, napfiklad
termostat nebo zar¥izeni na bazi termod¢lankll a prostrfedky
pro spudténi a zastaveni topnych nebo chladicich prostfedkt

v z&vislosti na detekovanych teplotnich zménéach.

Zarizeni rovnéZ poskytuje prostfedky pro drZeni, pohyb

a manipulaci s Jjednou nebo nékolika podloZkami, nebo

_kazetami, v .souvislosti s _provadénim ECL reakci. Zarizeni .. .. _ _

miZe dale obsahovat staciondrni nebo pohyblivy prostrfedek
pro dodavku vzorku, jehoZ uUkolem je umistit vzorek na PMAMS
vazebné domény zplsoby, popsanymi vysSe v souvislosti s

popisem kazet.

Zarizeni rovnéz obsahuje elektrodovy kontaktni
prostrfedek, schopny elektricky propojit seskupeni

samostatné adresovatelnych elektrodovych spojl kazety s




: [ . : E '. » ..o§;-.=
98
elektronickym generatorem napétiovych vlin, napriklad
potenciostatem (viz napriklad obrazek 5, patent

US 5,068,088). Vinovy generdtor dopravuje signdly postupné
nebo soucasné a tak nezdvisle spoudti mnoZinu ECL reakci v

kazete.

V pribéhu ECL testu mlZe iontovy proud, proudici mezi
pracovni elektrodou a protielektrodou, proudit skrze
iontové vodivou kapalinu (napriklad vodu obsahuijici iontové
soli), skrze tenkou vrstvu takové kapaliny a/nebo skrze

iontové vodivou pevnou matrici.

Zarizeni pro méreni elektrochemiluminiscence ve vzorku
miZe tedy obsahovat mnoZinu <&lankl pro pridrZeni alespoil
jednoho vzorku, pricemZ kaZdy ¢lének mlZe byt tvofen jednou
nebo vice elektrodami a jednou nebo vice protielektrodami a
prvni podloZkou, kterd obsahuje mnoZinu diskrétnich
vazebnych domén. Elektrody a protielektrody se mohou
nachdzet na povrchu prvni podloZky nebo na povrchu druhé
podloiky, pricemZ druhd podloZka se nachdzi v té&sné
blizkosti vazebnych domén na prvni podloZce. Elektrody a
protielektrody se mohou vyskytovat v parech. Clanek miZe
dédle obsahovat mnoZinu snimacich elektrod pro snimani
napéti v sousedstvi pracovni elektrody. Kazeta mlZe rovnéZz

obsahovat ¢lének, jehoZ soucCésti je referenéni elektroda.

Zarizeni dale obsahuje svételny detekdni prostfedek,
schopny detekovat ECL reakce provadéné v kazeté&, napfiklad
pomoci jediného detektoru nebo mnoZiny detektord. Tyto
detekéni prostredky zahrnuji napfiklad seskupeni optickych
vldken, usporédanych v zékrytu se seskupenim elektrod a
usporadanych vedle tohoto seskupeni, kterd jsou pfipojena k

radé fotodetekénich prostrfedkll nebo k jedinému sv&telnému
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detekCnimu prostf¥edku, schopnému scanovat fadu emitovanych

ECL sign&la.

Zarizeni pripadné obsahuje digitdlni po&ita& nebo

mikroprocesor pro regulaci funkci rtznych sloZek zaf¥izeni.

za¥izeni ddle obsahuje prost¥edek pro zpracovani
signdlu. V jednom provedeni tento prostfedek pro zpracovani
signélu zahrnuje digitéalni pocitac pro  ptfevedeni,
zaznamendni, analyzovani a/nebo zobrazeni vysledkd

jednotlivych ECL testt.

~ 2 z

Zarizeni mlZe alternativné obsahovat elektrodovy
translacni prost¥edek pro scanovdni jednoho nebo vice
elektrodo-protielektrodového paru na vazebném povrchu pri

postupném spousténi ECL.

V paralelnim testu PMAMS mohou byt rovnéZ pouZity

velikostné exkluzni filtry.

ECL testy, které mohou byt provadény

ECL znaceni, kterd lze pouZit v ramci vyndlezu, lze
zvolit z v daném oboru zndmych ECL znadeni (viz jiZ uvédené
_ Cast,.. .oznalend __,Elektroluminescenéni . testy™ ._a.. patent..
UsS 5,310,687). ECL znacCeni napriklad mliZe obsahovat
organickou sloucdeninu obsahujici kov, ve které se kov zvoli
ze skupiny zahrnujici ruthenium, osmium, rhenium, iridium,
rhodium, platinu, palladium, molybden, technicium a
wolfram. Vhodn& vazebnd chemie pro prfipravu ECL TAG
reakénich ¢inidel je dobfe znédma a popséna napfiklad Bardem

a kol. (patent US 5,310,687 a 5,221,605). Navadzani ECL
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znaCenl na vazebné reakéni <¢inidlo miZe byt kovalentni
a/nebo nekovalentni. ECL =znaeni mlZe byt na vazebné
reakéni <¢inidlo navazdno nekovalentné (naprfiklad pomoci

hydrofobnich uc¢inkd nebo iontovych interakci). V daldich

[

prikladech nekovalentniho navéazani se ECL znadeni vé&Zz
(kovalentné nebo nekovalentné&) ke komplexu, ktery Jje zase
nekovalentné navazan na vazebné reakéni ¢&inidlo. Napfiklad
lze pouZit kovalentni navazéni Ru(bpy)s pfes vazebné
¢inidlo na komplex Ni(II) a kyseliny trinitrilotrioctové.
Tato molekula se navadZe na vazebnd reakcni c¢inidla, jejichZ
soucéasti je peptidova sekvence .obsahujici mnozinu
histidint. Podobnym zplsobem lze pouZit i dal3i, v daném
oboru znadmé, receptorové ligandové pary (Sassenfeld, 1990,
TIBTECH, 8:88 aZ 93). Dale lze pouZit ECL znacdeni, které
obsahuje mnoZinu organokovovych sloucenin (napriklad
obsahujicich ruthenium), usporfédanych ve formé& vétvené sité
(napriklad pomoci sité uhlovodikovych vazebnych ¢&inidel).
Tyto vétvené sité, které obsahuji mnoZinu organokovovych
zbytkl, mohou byt navdzény do jednoho mista molekuly, kterd
md byt oznaCena pomoci ECL nebo mohou byt navazany do
mnoziny poloh. U dal$iho provedeni je ECL znacenim, které
obsahuje mnoZinu organokovovych sloucenin, linéérni polymer
s organokovovymi skupinami, navazanymi na retézec polymeru
v. mnozZiné pozic podél délky tohoto fFetézce (napriklad

‘"1iﬁéérﬁiﬁVétV§ﬁy?hé5676?EliEkywﬁbI?ﬁéf)C”w”?

MnozZinu vazebnych domén lze pouZit v ruaznych dalsSich,
v daném oboru znamych, formatech ECL testu. U
kvantitativnich test® se pouZije zndmé mnoZstvi reakéniho
¢inidla, znaceného pomoci ECL, a naméfené mnoZstvi ECL se
koreluje se znédmymi standardy za Ucelem vypoCitdni mnoZstvi

pritomného analytu. Pro odborniky v daném oboru lze znamymi
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metodami provadét p¥imé reverzni konkurendni a sendvidové
testy. Konkurenc¢ni testy, napriklad navrzené pro
kvantitativni stanoveni mnoZstvi sledovaného analytu v
objemu vicesloZkového kapalného vzorku, se provadi
nadsledujicim zptsobemn. VaZebny povrch se uvede souclasné do
“kontaktu se (a) zné&mym mnoZstvim ligandu, znadeného pomoci
ECL, ktery je schopen souperit se sledovanym analytem v
navazéni na vazebné reak&ni &inidlo, které se nachazi na
vazebnych doménach, a (b) vzorkem, u kterého se oCekava, Ze
bude obsahovat sledovanyvanalyt; pfiéeﬁi zkontaktovani se
provede za podminek, vhodnych pro konkurendni navazani
sledovaného analytu a ligandu na vazebné reakéni &inidlo.
Prfitomnost analytu ve vzorku» bude redukovat mnoZstvi
konkurujiciho ligandu zna&eného pomoci ECL, které se vaZe
na vazebnou doménu a redukovat tak (v porovnani s pfipadem,
kdy neni ve vzorku pf¥itomen Z&dny analyt) vysledné mnoZstvi
ECL. ECL ve vysledné vazebné domén& se spusti a
kvantitativné se stanovi mnoZstvi emitovaného svétla, &imz
se kvantitativné stanovi mnoZstvi sledovaného analytu,
pritomného ve vzorku. Alternativné lze vzorek uvést do
kontaktu s vazebnym povrchem pfed uvedenim vazebného
povrchu do kontaktu s ligandem, oznadenym pomoci ECIL,
prifemZ ligand, oznaleny ECL, bude nésledn& soupefit s jiz

navadzanym analytem ze vzorku na PMAMS povrchu a nahradi

urcéitou Cast jiZ "navdzaného ~analytu. U dal$iho provedeni = -

lze vzorek zpracovat tak, Ze bude obsahovat 1latky a
molekuly, které 3jsou oznaleny pomoci ECL a standardni
mnoZzstvi neoznadeného sledovaného analytu lze uvést do
kontaktu s vazebnym povrchem pred kontaktovanim vazebného
povrchu se vzorkem, nebo soulasn& s uvedenim vazebného
povrchu se vzorkem, 2za udelem provedeni konkuren&niho

testu.
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U sendvicového testu je ligand, ozna&eny ECL, vazebnym
partnerem, ktery se specificky vaZe na druhy vazebny zbytek
na sledovaném analytu. TakZe pokud je ve vzorku pfitomen
analyt, ktery se specificky véZe na vazebné reak&ni &inidlo
ve vazebné doméné& PMAMS, potom se vytvofri ,sendvié&", ktery
je tvoren vazebnym reakénim &inidlem na vazebné doméne,
navdzany na analyt ze vzorku, ktery se védZe na vazebného
partnera, oznaceného pomoci ECL. U dalsiho typu
konkurenéniho sendvicového testu se samotné kopie analytu
navdZzi na vazebné domény PMAMS pfed tim, neZ se tento
povrch exponuje vzorkem. Vzorek se naslednd uvede do
kontéktu s Vvazebnym povrchem. Vazebny partner, znaleny
pomoci ECL (ktery mlZe byt specificky navézén na analyt),
se navadZe na analyt v nepfitomnosti volného analytu (ze
vzorku) v testovaném roztoku, ale pokud Jje tento volny
analyt (ze vzorku) v testovaném roztoku pIitomen, potom

dojde ke konkuren&ni inhibici.

U alternativnich provedeni se pouZivd sekvenéni
znac¢eni. U pf¥isludného provedeni sendvidového testu se
napriklad analyt, navdzany na vazebnou doménu, uvede
postupné do kontaktu s mnoZinou vazebnych‘partnerﬁ analytu,
znaCenych pomoci ECL. Pri kontaktovani s jednotliﬁymi

odlisnymi vazebnymi partnery se provddi ECL mn&¥eni a

_ bfipadné promyvani.. Timto zplsobem lze provadét ECL.m&Feni_. . .

riznych  vazebnych  zbytkli  analytu (napriklad  cD8*,
receptorové pozitivni T buiiky a, b T bun&&ného antigenu).
Dale lze pouZit mnoZinu ECL znaCeni, z nichZ ka?dé emituje
svétlo pr¥i odliSitelné vlnové délce pro navazadni na razna
vazebna reak&ni ¢inidla, specifickd pro r@zné zbytky
analytu. Déale 1lze napfiklad pro rozliSeni CD4%, a, b T

bunéfné antigenové receptorové pozitivni buitky od CD8*, a,
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b T bunélné antigenové receptorové pozitivni bunky pouzZit
mnozinu rozliSitelnych reporterovych prostredkl (napriklad
ECL znacCeni, fluorescendni znadeni a zna&eni s navazanym
enzymem), kdy kaZdy z téchto prostfedkd se navaie na jiné
vazebné reakéni &inidlo, specifické pro jiny vazebny zbytek

analytu.

U vyhodnych provedeni vazebné domény obsahuji znacené
proteiny a/nebo nukleové kyseliny a/nebo burniky a/nebo
chemické druhy. Takto zna&ené sloZky (napfiklad pomoci ECL
znaceni) 1lze pfidat k vazebné domén& béhem jeji pripravy
pfed zahdjenim test®, v prib&hu testl a/nebo pred ukon&enim
testl. Béhem doby 1lze napfiklad v raznych ¢&asovych
okamZicich pfidat mnoZinu ozna&enych sloZek a néasledné&
provést odelty. Tyto ode&ty mohou poskytnout souhrnnou
informaci. U dal3iho provedeni mohou byt vazebné domény
PMAMS pouZity vicekrdt. Po provedeni daného testu se povrch
miZe omyt za podminek, které obnovi aktivitu jedné nebo
vice vazebnych domén PMAMS povrchu. N&které vazebné reakce
lze vratit zménou iontové sily reak&niho roztoku.
Alternativn€ lze pro roz3tépeni vazebnych komplexii pouzZit
teplo. N&které vazebné domény se mohou obnovit samy.
Vazebné domény, které obsahuji katalytické (napiklad

enzymatické) funkéni skupiny, mohou byt pouZzity vice neZ

jednou. Vazebné domény se pouZivaji kontinudln& a.mohou.byt . .

tedy pouZity pr¥i biosenzorovych aplikacich.

Dédle lze test formatovat tak, Ze Jje vazebné reakéni
¢inidlo, navazané na PMAMS elektrochemiluminiscendéné
znaceno. Po navazani ur&itych chemickych analytd ve vzorku
se bude kvantitativné modulovat ECL signdl. ECL znadené
vazebné c¢inidlo, navazané na povrchu, m@Z¥e byt specifické

pro analyt na bun&fném povrchu, napfiklad antigeny, jakymi




<
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jsou alfa a beta T bun&&né anigenové receptorové antigeny
nebo CD4 nebo CD8 antigeny. Po exponoVéni smési bufikami
budou  buliky, navézané na povrch, stericky bréanit
elektrodovému povrchu, ktery je uveden do blizkosti PMAMS,
v exitaci ECL znaleného vazebného &inidla a budou tak

sniZovat ECL signél.

Provadéné testy mohou byt homogenni nebo heterogenni.
U heterogennich testl se pred vystavenim navazaného nebo
nenavazaného znaceného reakéniho ¢&inidla elektrickému
potencidlu nenavazané znaCené reakéni ¢&inidlo odstrani z
navazaného znaCeného reakcéniho ¢inidla (naptiklad
promyvanim). U homogennich test® se nenavdzané znadené
reakéni ¢inidlo a navazané znadené reak&ni &inidlo exponuji
elektrickym potencidlem souasné&. U homogennich testa je
intenzita nebo spektrilni charakteristiky signdlu,
emitovaného naVézanYm znalenym reakénim &inidlem, bud v&tsi
neZz intenzita signdlu, emitovaného nenavézanym znacenym
reakénim ¢inidlem, nebo men3i neZ tato intenzita.
Pritomnost nebo nepritomnost navazanych, resp.

nenavazanych, sloZek lze stanovit na zédklad& mé&feni rozdilu

intenzity.

Po ukonCeni kontaktovani vazebnych reakénich &inidel s

analytem nebo jeho konkurentem a jeho libovolnymi vazebnymi

prostfedi, zpUsobujicimu elektrochemiluminescenci. Vhodna
ECL testovaci média jsou v daném oboru zndma. Tato
testovaci média vyhodné& obsahuji molekulu, ktera podporuje
elektrochemiluminescenci ECL znacCeni. Tyto molekuly
zahrnuji neomezujicim zphsobem oxaldt, NADH, pri&em¥
nejvyhodnéjsi je tripropylamin. Tuto ~promotorovou"

molekulu lze poskytnout voln& v roztoku a nebo Jji lze

aby " ECL™ znadeni bylo vysfaveno
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predem navazat nebo jinak pf¥ipravit (napfiklad jako produkt
chemické reakce) na PMAMS povrchu 3jako monovrstvu na
povrchu, vazebnou doménu, elektrodovy povrch, vazebné
reakéni <&inidlo a/nebo ECL =znaceni atd.. Pokud médium,
obklopujici ECL znaleni navdzané na vazebnych doménach pfi
kontaktnich krocich, vede k ECL, potom neni zapot¥ebi toto
médium ménit. Alternativné lze médium upravit nebo nahradit
tak, aby poskytovalo médium vedouci k ECL. Jakmile Jje
elektroda a protielektroda prfibliZena k vazebné doméné& nebo
se uvede do kontaktu s wvazebnou doménoﬁ, dojde k aplikaci

napétové vlny a detekovani nebo mé&reni ECL.

U vyhodného provedeni vyndlezu se vySe popsané kroky,
zahrnujici kontaktovédni vazebnych reakénich &inidel s
analytem nebo jeho konkurentem a libovolnymi vazebnymi
partnery, provadi v nepritomnosti elektrod a protielektrod,
tzn. Ze vzorek neni v kontaktu s elektrodou nebo
protielektrodou. Po ukon&eni téchto kontaktnich krokl se
elektrody a protielektrody umisti dostate&n& blizko ECL
znaCeni, navazaného na vazebné domén&, pro spudténi ECL

reakce.

PodloZka s PMAMS miZe byt pouZita pro sekvencovani
Tetézcl nukleovych kyselin. Pro pfipravu PMAMS s mnoZinou

vazebnych domén 1lze pouZit rhzné oligonukleotidové sondy

[

" Zndmych ~nukléotidovych ~sekvenci ~jako - vazebnd reakéni

Cinidla v raznych vazebnych doméndch. To znamend, Ze rQzné
vazebné domény budou obsahovat vazebnd reak&éni &inidla

riznych znamych nukleotidovych sekvenci. Oligonukleotidovy

fetézec, nebo fragmenty oligonukleotidového reté&zce, ktery

se ma sekvencovat, se nasledné& nechaji navazat
(hybridizovat) na PMAMS vazebné domén&. Vazebné testy se

provaddi na  PMAMS a distribuce ECL signdl® z diskrétnich
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vazebnych domén na PMAMS se pouZije pro sekvencovani

oligonukleotidové sekvence.

VyS8e popsand metoda se zaklddd na schopnosti kréatkych
oligonukleotidl hybridizovat se na komplementarni, nebo v
podstaté komplementédrni, sekvenci v jiné molekule nukleové
kyseliny (viz napfiklad Strezoska a kol., 1991, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 88: 1089 az 1093; Bains, 1992,
Bio/Technology 10: 757 aZ 58). Podminky mohou byt zvoleny
tak, aby se dosédhlo poZadovaného ° stupné sekvendéni
komplementarity, nezbytného pro UspéSnou hybridizaci.
Hybridizace DNA molekuly nezndmé sekvence na sondu predem
stanovené sekvence detekuje pritomnost komplementdrni
sekvence v DNA molekule. Tato metoda se vyhodné praktikuje
tak, Ze se provadi hybridizacéni reakce S
oligonukleotidovymi sondami, navdzanymi na vazebnych

doméndch, a vzorkem DNA v roztoku.

PMAMS lze rovnézZz pouzit pro izolaci screenovani a/nebo
vybér nové molekuly nebo komplexu s poZadovanou funkci
(napfiklad vaznosti nebo katalyzou). PMAMS lze pouZit pro
izolaci sloucenin a/nebo olovénych sloucenin pro
terapeutické wW&ely. PMAMS, obsahujici mnoZinu peptidyd,
nukleovych kyselin, virovych vektorl nebo polymeru,

syntetizovanych pomoci rtznych kombinatorickych chemii, 1lze

Tpripravit za pouZiti zplsobu podle vyndlezu. Pro rychlé

- screenovani vazebnosti, napriklad k ECL znaéenému
celuldrnimu receptoru, lze pouzit Siroké spektrum podloZek
s takto oSetfenym PMAMS. U Jjednoho zplsobu se nejprve
pouZije PMAMS s velkou diverzitou nepfibuznych peptidovych
sekvenci pro izolaci peptidovych sekvenci vaZicich olovo.
Nédsledné se pouZije PMAMS s peptidy sekvenci pribuznych se

sekvencemi, které vykazuji vaznost ke sledované molekule
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(napriklad celuldrnimu receptoru) na prvnim PMAMS. Tento
postup se opakuje, dokud se nenalezne peptid s pozZadovanymi

vazebnymi vlastnostmi.

Sledovanym analytem mtGZe byt naprfiklad celad bunka,
subcelulédrni Céastice, vir, prion, viroid, nukleova
kyselina, protein, antigen, lipoprotein, lipopolysacharid,
lipid, glykoprotein, karbohydratovy zbytek, derivat
celuldzy, protildtka nebo Jjeji fragmént, peptid, hormon,
farmakologické éinidlo,. burika nebo- bunécné slozky,
organické slouceniny, nebiologicky polymer, syntetickéa
organické molekula,. organokovové slouceniny nebo

anorganickd molekula pritomnad ve vzorku.

Vzorek lze nap¥iklad odvodit z pevné latky, emulze,
suspenze, kapaliny nebo plynu. Dale 1lze vzorek odvodit
napriklad =z télnich tekutin nebo tkani, vody, potravy,
krve, séra, plazmy, moci, vykald, tké&né, slin, olejq,
organickych rozpoustédel nebo vzduchu. Vzorky mohou

obsahovat redukd&ni nebo oxidadni ¢inidla.

Testy provadéné pomoci vyndlezu zabudovédnim vazebného
reakéniho <¢inidla, specifického pro uvedené 1latky, do
vazebnych domén vazebnych povrchd podle vynadlezu, lze

pouzit pro detekci nebo m&feni nédsledujicich 1latek a

okolnosti: . albuminu, .alkalické _ fosfatazy, . alt/SGPT, . . .. _

amoniaku, amildzy, AST/SGOT, bilirubinu-celkem, dusiku v
krvi, vépniku, oxidu uhlic¢itého, chloridu, cholesterolu-
celkem, kreatininu, GGT, glukdézy, HDL cholesterolu, Zeleza,
LDH, ho¥&iku, fosforu, drasliku, proteinu-celkem, sodiku,
triglyceridd, kyseliny molové, drogové zavislosti, hormont,
moduldtorl kardiovaskuldrniho systému, nadorovych markerq,

antigen infek&nich onemocnéni, antigent vyvolavajicich
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-alergii, imunoproteini, cytokinl anemie a metabolickych

markeru, carbamazepinu, digoxinu, gentamicinu, lithia,
fenobarbitald, fenytoint, prokainamidi, chinidinu,
theofyllinu, tobramycinu, kyseliny valproové, vankomycinu, -
amfetaminu, antidepresiv, barbituratt, benzodiazepint,
kannabinoidt, kokaiﬁu, LSD, nmethadonu, methaqualonu,
opiatt, }fenylindihu, propoxyfenu, ethanolu, salicylétu,
acetaminofenu, estradiolu, progesteronu, testosteronu,
hCG/bhCG, hormonu stimulujiciho folikpl, luteinizaéniho
hormonu, prolaktinu, thyroidovych hormont jako napriklad
hormonu stimulujiciho thyorid, T4, TUP, kompletniho~T3,
volného-T4, volného-T3, kortisolu, kreatininkindzy-MB,
kompletni-kreatininkinazy, PT, APTT/PTT, LD ISOs,
kreatininkindzy ISOs, myoglobinu, myo lehky  Tetézec,
troponinu 1, troponinu T, chlamydii, gonorei, oparového
viru, Limského onemocnéni, Epstein-Barrova viru, IgE,
Rubelly-G, Rubbely-M, CMV-G, CMV-M, toxo-G, toxo-M, HBsAg
(virovy povrchovy antigen hepatitidy B), HIV 1, HIV 2,
anti-HBc, anti-HBs, HCV, anti-HAV IgM, anti-HBc IgM, anti-
HAV, HBeAg, anti-HBeAg, TB, antigenu specifického pro
prostatu, CEA, AFP, PAP, CAl125, CAl15-3, CA19-9, b2-
mikroglobulinu, hemoglobinu, ¢ervenych krvinek, HBcAb,
HTLV, ALT, STS-syfilisu, antigenu ABO krevniho typu a

antigent dal8ich typa krve, cytomegaloviru, feritinu, B-12,

*foTétu,*’””“glykalétdvaného;"“””hemdglobinu;”*””“amfetaminuT"““'”“f"

antidepresiv a dalSich psychotropnich farmaceutik.

Mé&reni ECL na rtznych vazebnych doméndch lze provadét

sekvencné nebo soucdasné.

PMAMS, specificky pro sledovany analyt, tj. bunéény
povrchovy protein, se nejprve exponuje vzorkem obsahujicim

bunky, u kterého se m& stanovit pocet bunék ve vzorku.




109

U vyhodného provedeni se zndmy objem vzorku a/nebo narfed&ny
vzorek exponuje PMAMS, ktery md mnozZinu vazebnych domén,
specifickych pro alespoii jeden antigen buné&ného povrchu.
Navidzané bufiky lze nésledné kvantifikovat pfichycenim
sekunddrni vazebné skupiny, navazané na ECL zakonceni.
Touto sekundérni vazebnou skupinou Jje skupina, schopné
vzdjemné reagovat se Sirokou Skadlou bunéénych typi,
napriklad ECL zakonceni, navazané na hydrofobni skupinu,
kterou lze =zavést do bunécné membriny, nebo na lektin,
orientovany proti cukrlm bunéfného povrchu. ECL zakonceni
je navazédno na sekunddrni protildtce, orientované proti
protildtce buné&&ného povrchu. U konkrétné&jsiho provedeni
miZe byt nékolik bunéénych typld navazanych na stejnou
doménu rozliSeno pouZitim mnoZiny sekundadrnich protilatek,
oznacenych pomoci ECL zakoncCeni. To prednostné zajisti, Ze
polet diskrétnich vazebnych domén, specifickych pro dany
analyt na povrchu bunky, pfekro¢i prumérny polet bunék ve
vzorku, které se navadZi. Pro stanoveni podtu bunék na objem
vzorku se nésledné& pouZily statistické metody. Tuto
techniku 1lze rovnéiz .pouiit pro stanoveni poctu dalsich
C&stic, napfiklad vir, pokud se pouzije vazebné reakéni
¢inidlo, specifické pro antigen na viru. Domény mohou byt v

porovndni s velikosti bunék malé. V tomto pripadé se na

~doménu navadZe pouze jedna buitka a to vede k vytvoreni

digitalniho signélu prO'kAZdou doménu. Domény mohou byt v
porovndni s velikosti bufiky velké. V tomto pripadé se na
doménu navaZe mnoZina bunék a uroven signédlu, vysilaného z
kaZdé domény, lze kalibrovat tak, aby se ziskal pocCet bunék
na objem vzorku. Pro stanoveni poc¢tu bunék a pro stanoveni

bunéfné morfologie lze pouZit zZzobrazovaci analyzu,
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vyuZivajici seskupeni svételnych detektord (napfiklad CCD

kameru nebo lavinové fotodiodové usporadéni).

Vynédlez vyhodné rovnéZ poskytuje zplsoby provadéni ECL
reakci, napfiklad testd pfi rychlosti 1 000 ECL reakci v

pribéhu 5 aZ 15 minut.

PMAMS pro pouZiti s daldimi analytickymi metodami a/nebo

ECL -

Vy3e popsané techniky pro detekci, zaloZené na
elektrochemiluminescenci, lze pouZit ve spojeni s dalSimi
testovacimi technikami, napriklad S technikami
vyuZivajicimi domény, na kterych mohou probihat katalyzy a
dal3i chemické reakce. Diskrétni vazebné domény podle
vyndlezu lze pouZit v dal3ich zkuSebnich technikdch, jakymi
jsou napriklad klinické chemické testy, naptriklad
stanovovani elektrolytu, klinické stanovovani enzymu,
zjiSt'ovédni krevniho proteinu, urcovadni glukdzy, moci a
kreatinu apod.. Dal3i urdovaci techniky, které 1lze
zkombinovat s ECL testy a/nebo pouZit samotné, spolu s
PMAMS podle vynédlezu, zahrnuji chemiluminescenc¢ni znaceni,
fluorescenéni testy, testovaci systémy s navazanym enzymem,

elektrochemické testy (viz napf¥iklad Hickman a kol., 1991,

vyuzivajici rezonancni detekce, napriklad  povrchové

plasmonové nebo akustické techniky.

Lze pouZit PMAMS podlozky s kapkami, ve kterych
probihd mnoZina rtiznych chemickych reakci. KaZdd kapka mizZe
obsahovat jind vazebnd c¢inidla a/nebo jiné chemické testy

(napfiklad reak&ni médium). Kapky mohou byt napriklad

" a/nebo  testovaci  systémy,
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hydrofilni a mohou spo&ivat na hydrofilnich vazebnych
doménach, které jsou obklopeny hydrofobnimi povrchovymi
oblastmi. Tyto kapky jsou chrénény hydrofobnim roztokem,
pokryvajicim povrch. Hydrofilni roztok, ktery m& byt
testovan, se nanese na druhy PMAMS s hydrofilnimi vazebnymi
doménami, obklopenymi hydrofobnimi oblastmi. Tyto dva
povrchy se pf¥ibliZi tak, aby se hydrofilni domény na
protilehlych povr3ich dostaly do kontaktu a provede se
spektrdlni analyza, kterd detekuje reakéni  produkty

chemickych: testta.

Fibrilové matrice 1lze vzorovat tak, aby tvorily
mnoZinu diskrétnich hydrofobnich nebo hydrofilnich domén,
obklopenych hydrofilnimi, resp. hydrofobnimi doménami. Na
hydrofilnich oblastech mohou spocivat kapky vodnych
roztokdl, obsahujicich vazebnd reak&ni ¢&inidla, které mohou
byt vymezeny hydrofobnimi oblastmi. Tyto kapky mohou
obsahovat napfiklad fibrily, agregaty fbril, vazebna
reakéni &inidla, ECL reakéni ¢&inidla, reakéni c¢inidla pro
testy, povrchoVé aktivni  Cinidla, polyethylenglykoly,
detergenty a mnoZinu vySe zminé&nych biologickych molekul

a/nebo jejich kombinace.

Hydrofobni roztok, pfekryvajici prvni PMAMS, se rizené

odstrani (napfiklad odpafenim, vzlinanim) tak, Ze odkryje

prost¥edi. Hydrofilni roztok, u kterého se uréuji optické
chemické reakce, se néasledné& exponuje PMAMS povrchem,
hydrofilnimi mikrokapslemi, smisi a analyzuje (napfriklad

pomoci spektrdlni analyzy).

PMAMS vazebné domény lze pouZit jako predfiltr nebo
filtr. Samotny celuldrn& specificky PMAMS lze napriklad

&ast >hyéfofiiniéﬁ- "kapek na povrchu okolniho
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pouzit v uréitych pfipadech jako filtr pro urcité bunécné
typy. Tento celuldrné specificky PMAMS lze rovnéZ pouzit ve
spojeni s velikostné& vylulovacim filtrem. Vysledny
analyticky roztok se nésledné exponuje PMAMS, specifickym
pro subceluldrni casticovou 1latku (napriklad viry).
Casticovy subceluldrni PMAMS a/nebo velikostné vyludovaci
filtr se pouZije pro generovani analytického roztoku malé
molekuly (napriklad proteinu, malych chemickych entit).
PouZzitim sériového PMAMS testovaciho systému lze analyticky
roztok postupn& vydistit a tim redukovat nespecifické

interakce analytu.

Pro dosaZeni poZadovanych vlastnosti 1lze m&nit
optickou neprthlednost materidlu, pouZitého pro vyrobu
podloZky elektrody a/nebd vazebné domény. PouzZity materidl
miZe byt prﬁsvithy, prihledny nebo v podstaté neprﬁhiedny,
v zavislosti na tloudtce, sloZeni a/nebo optické hustoté

materidlu.

Optick& neprtihlednost fibrilovych matic roste s
rostouci tlou3tkou matrice. Velmi tenké matrice Jsou
opticky prisvitné, silné&j$i matrice mohou byt v podstaté
neprithledné. V nékterych prikladech jsou matrice, jejichZ
tloustka se pohybuje od 0,01 pm do 0,5 pm, Vv podstaté

prisvitné. U dal83ich prikladd jsou matrice s tloustkou

vEt51 nef 20 um v podstatd nepriisvitné. Matrice s tloudtkou
0,5 ym aZ 20 um maji primérnou neprihlednost, kterd se
zvysuje s  tloustkou fibrilové matrice. Optické
neprihlednost prislusné tlouStky matrice miZe zAaviset na
sloZeni, hustot&, modifikaci, poétu vrstev, typu a mnoZstvi
materidl®, rozptylenych v matrici a/nebo jejich kombinaci.

0

Rovné&Z miZe zaviset na vlinové délce pouzitého svétla.
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Pokud Jje materidl v podstaté prisvitny pri dané
tloustce a v podstatd nepritihledny pro jinou tloustku, potom
miZe svétlo, emitované z urdité hloubky materiédlu,
materidlem prochazet, zatimco sv&tlo, vysilané =z Jiné
(napriklad vét3i) hloubky, miZe byt materialem v podstaté
absorbovédno nebo rozptyleno. U jednoho provedeni umoZiuje
prom&nlivd neprthlednost materidlu pouzit tento materiédl

jako opticky filtr.

Svétlo, emitované z ur&ité hloubky fibrilové matrice,
miZe matrici v podstaté& prochizet a mlZe byt zaznamenano
detektorem, umist&nym na povrchu fibrilové matrice nebo v
jeho blizkosti. Sv&tlo, emitované z jiné hloubky, miZe byt
matrici ‘V' podstat& absorbovédno a/nebo rozptyleno a neni
tedy zjistitelné detektorem, umisténym na povrchu matrice
nebo v jeho blizkosti. Tuto vlastnost fibrilové matrice
(a/nebo opticky podobnych materidltl) 1lze vyuZit pro
rozliSeni navédzanych a nenavdzanych reakénich ¢inidel v ECL

testu.

Ur&itd reakéni &inidla mohou pronikat (aktivné nebo
pasivné), byt taZena (napfiklad vakuovou filtraci a/nebo
vzlindnim) nebo tlacena tlakem db dostateéné hloubky v
poréznim materidlu, ve které Je emise svétla =z téchto

reakénich ¢&inidel podstatnou mérou nebo zcela absorbovana

" nebo rozptylena matrici. U jednoho provedeni plisobi

fibrilova matrice jak jako fyzikalni tak jako opticky filtr
skrze ktery urdita reak&ni &inidla prochézi, ur&itd reakZni
¢inidla jsou zachycena a/nebo urlitéd reak¢éni <cinidla se
navad?i na velmi tenkou vrstvu na povrchu matrice nebo Vv
jeho blizkosti. Reak&ni <&inidlo, navézané na Jjednu. nebo
vice vazebnych domén a/nebo druhy, navazané na jednu nebo

vice vazebnych domén (tyto domény Jsou umistény bud na
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povrchu fibrilové matrice nebo ve velmi tenké vrstvé v
blizkosti povrchu a v blizkosti matrice na PMAMS). Jejich
navazani brani v pronikani, vtaZeni, vtlaleni atd. do
matrice a/nebo skrze tuto matrici. Reakéni ¢&inidla a/nebo
daldi roztoky jsou aplikovény nebo vypoudtény na povrch
fibfilové matrice tak, Ze se reak&ni ¢inidla vazi pouze na
velmi tenkou vrstvu na povrchu matrice. Reakéni <cinidla
mohou byt =z matrice vymyta, Jednou nebo nékolikrat, v
jednom nebo vice smérech. Reakéni c¢inidla se mohou vazat na
fibrilovou matrici, jednu nebo vice vazebnych domén, dalsi
nebo stejnd reakéni ¢&inidla navézand na Jjedné nebo vice
vazebnych doménidch a/nebo mohou byt zachycena uvnitf

matrice a/nebo mohou prochézet touto matrici.

Porézni materidly, pouZité pro vyrobu podloZek a/nebo
elektrod mohou sestavat z vice neZ Jjedné vrstvy, pTficemz
horni vrstva mé& vazebné domény a daldi vrstvy uvnitr
matrice tyto vazebné domény nemaji. U jednoho provedeni
fibrilové matrice (schematicky znazorn&né na obrazku 29) je
horni vrstva 2900 dostate&nd& silna, aby zabrénila priniku

svétla, které vznikd ve vrstvé (vrstvach) 2901, 2902

matrice, leZici pod touto vrstvou. svétlo 2903, které

emituji zdroje 2904, 2905 navazané na tuto horni vrstvu,

1ze detekovat detektorem 2906, umisténym na povrchu matrice

oo ...nebo v. jeho.blizkosti. .Svétlo, pochédzejici ze zdroju 2907, _

2908 a 2909 ve spodnich vrstvéch 2901, 2902, je absorbovano

a/nebo rozptyleno nékterou z vrstev nebo vSemi vrstvami a

nemZe byt detektory 2906 a 2910 detekovano.

Pro zvoleni prislusnych velikosti, typu, derivata
fibril a/nebo fibrilovych agregit® lze pfed vyrobou matrice

pouzit filtra&ni krok. Filtracnim ¢inidlem, pouZitym pro
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filtraci suspenze fibril, Jje matrice fibril s urcitou

pbrovitosti nebo s mnoZinou pdrovitosti.

Pérovity materidl, napriklad fibrilové matrice, mbZe
byt pouZit jako podloZka pro vazebné domény, elektroda,
kterd miZe byt pouZfita pro ECL nebo daldi elektrochemické
aplikace, filtr, ktery miZe byt pouZit pro fizenou dodavku
reak&nich &inidel a/nebo opticky filtr, ktery mlZe rGznou

mérou prendSet, absorbovat a/nebo rozptylovat svétlo.

Elektrochromové ECL zobrazovaci panely

Vynédlez rovné&Z poskytuje zplusob vyroby izolovanych
elektrochemickych pixell, pouzitelnych v plochych
zobrazovacich panelech. Litografické techniky, které byly
navrZzeny pro vyrobu plochych zobrazovacich panelt
fungujicich na elektrochromové a elektrochemiluminescenéni
bazi tvorfi pixely, které maji v pripad&, Ze Jsou
elektronicky adresovédny omezeny vliv na sousedni pixely
(tj. omezeny pfeslech) (viz patent US 5,189,549). Omezenim
litografické techniky, navrzené pro redukci  tohoto
pfeslechu, je nutnost pouziti elektrolytického materidlu,
ktery je schopen ménit svou vodivost po expozici svétlem.
_Znakem predlozeneho vyndlezu je redukce preslechu mezi
pixely bez nezbytnosfl pou21ti‘mater1alu schopnych.svetelne
indukované modulace vodivosti, coZ umoZni pouZit celou radu

riznych roztokl, geld nebo fo6lii.

Dva elektrodové povrchy, které tvori aktivni oblast
pixelu, se nachazi na dvou k sob& privracenych povrsich,
majicich sendviovou konfiguraci. Elektrodové povrchy jsou

potaZeny komplementarné elektrochromovymi materialy.
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Redukce preslechu lze dosahnout vloZenim vodivé
elektrolytické félie mezi elektrodové povrchy s nevodivymi
oblastmi mezi Jjednotlivymi elektrodovymi péry (tj. mezi
pixelovymi prvky). Pokud jsou potaZené elektrodové povrchy
hydrofilni, potom Jjsou oblasti povrchu okolo elektrod
hydrofobni (této struktury lze dosdhnout napf¥iklad pomoci
ra’eni nebo nand%eni pfres masku) a hydrofilni vodivé kapky
se nanesou na elektrodu na prvnim povrchu, naceZz se druhy
povrch zarovnd a kontaktuje s prvnim povrchem tak, Ze se
elektrody ocitnou v zéakrytu. Elektrolytické kapky se mohou
tedy omezovat pouze na oblast uvnitf jednoho pixelu a neni
zapotT¥ebi pouZit vodivy materidl mezi jednotlivymi pixely.
‘Elektrodové pary pixeld leZi vedle sebe v tésné blizkosti
na stejném povrchu. Pokud jsou potaZené elektrodové pary
hydrofilni, potom Jje plocha, obklopujici obé& elektrody,
hydrofilni S hydrofobnim kruhem okolo hydrofilni
elektrodové plochy (této struktury 1lze dosdhnout pomoci
raZeni nebo nani3eni pfes masku). Kapky, popsané ve dvou
vy%e uvedenych provedenich, jsou stabilizovany hydrofobnimi
roztoky. Viskozitu roztokd lze zvy3it zvySenim stability
kapkového uspofadani. Hydrofilni a hydrofobni oblasti lze
zamdnit. U dal3ich provedeni mohou kapky obsahovat roztoky,
schopné polymerovat a =zvySovat tak stabilitu a/nébo

vodivost (napriklad vodiveé polymery) félie  mezi

- eTektrodovymi~péry nebo- nad-elektrodoviymi--pdry-- Pro -omezeni - ---=--

pfeslechu mezi pixely lze dale pouzit strukturni znaky. Pro
izolaci elektrolytickych roztokd, geldl nebo filmd mezi
pixely lze napt¥iklad pouZit elastomerni otisk (napriklad
poly(dimethylsiloxan)), ktery bude obklopovat vedle sebe
umistdné elektrodové pixelové péary. Alternativné lze vedle
sebe leZici elektrodové pixelové pary umistit do elektricky

izola&nich jamkovych struktur na povrchu, elektrolytickych
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roztokd, gell nebo film, do jamek nad uvedené elektrody a
cely povrch, nebo potdhnout tak, aby izolovaly a obsahovaly

elektrolytické sloZky jednotlivych pixelt.

PMAMS pouZitelny v dal8ich chemickych reakcich

PMAMS podle vyndlezu lze rovnéZ pouzZit k provadéni
chemickych reakci bez vyuZiti elektrochemiluminescence. Lze
nap¥iklad pouZit v3echny techniky a testy, s vyjimkou
elektrochemiluminescenénich testt, popsané v casti,
oznacené ,PMAMS pro pouZiti s dal$imi analytickymi metodami

a/nebo ECL™,.

Kazeta pro detekovadni nebo méreni sledovaného analytu
ve vzorku podle vynédlezu obsahuje: (a) prvni podloZku,
kterd md na svém povrchu, tvoficim alespoil Jjeden vazebny
povrch, mnoZinu diskrétnich vazebnych domén, 2z nichZ
alespon Cast mé& jind vazebnéd specifika neZ ostatni vazebné
domény, pricemZ kaZdd z mnoZiny diskrétnich vazebnych domén
je hydrofilni a obklopena hydrofobnimi oblastmi; a (b)
druhou podloZku, kterd m& na svém povrchu, tvoficim
testovaci povrch, mnoZinu hydrofilnich domén obsahujicich
reakéni médium vhodné pro provadéni chemického testu,

prlcemz mn021na dlskretnlch vazebnych domen a mn021na

reakcnlho medla maZe byt uvedena do kontaktu, prl némZ se
vzorek, ktery mé& byt analyzovén, a ktery se nachdzi na
jednotlivych vazebn?ch. doménéch, dostane do styku s
reakénim médiem za G&elem detekce nebo méreni sledovaného
analytu. Alternativné mohou byt vazebné domény hydrofobni a
druhd podloZka mbAZe mit na svém povrchu  mnoZinu

hydrofobnich domén, obsahujicich reakéni médium.
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Vynélez rovnéZ poskytuje zplsob detekce nebo mé&feni
sledovanych analytQ ve vzorku, ktery zahrnuje (a) umisténi
kapek vzorku obsahujiciho analyt, ktery md byt detekovéan
nebo méren, na mnoZinu diskrétnich vazebnych domén na
nosném povrchu, kterd obsahuje alespoll jednu vazebnou
doménu, jejiZ soucdésti jsou vazebnd reakéni c&inidla, kteréa
jsou vzajemné identickd a kterd se 1i8i svou specifidénosti
od vazebnych reakénich ¢&inidel, obsaZenych v ostatnich
vazebnych doménédch, pricemZ kaZdd z diskrétnich vazebnych
domén Jje charakterizovéna bud jako hydrofobni nebo jako
hydrofilni pod podminkou, Ze oblast nosného povrchu,
obklopujici kaZdou vazebnou doménu je (i) hydrofobni, pokud
je vazebnd doména hydrofilni a (ii) hydrofilni, pokud je
vazebnd doména hydrofobni, coZ umoZni jednomu nebo vice
sledovanym analyt@im ve vzorku navazani na vazebné domény; a
(b) uvedeni kapek na prvni podloZice do styku s povrchem
druhé podloZky majici mnoZinu diskrétnich hydrofilnich

domén, které obsahuji reakéni médium vhodné pro provadéni

chemického testu; a (c) urceni pr¥itomnosti sledovanych

analytd, které se navAzaly na vazebnou doménu.

Vyndlez rovnéZ poskytuje zplsob detekce nebo méreni
sledovanych analyt® ve vzorku, ktery zahrnuje (a) umisténi

kapek vzorku obsahujiciho analyt, ktery m& byt detekovéan

..nebo meéfen, na mnoZinu_ diskrétnich vazebnych domén na___

nosném povrchu, kterd obsahuje alespoil jednu vazebnou
doménu, jejiZ souddsti jsou vazebnd reakéni c¢inidla, ktera
jsou vzadjemné identickd, a kterd se 1isi svou specificnosti
od vazebnych reakénich <&inidel, obsaZenych v ostatnich
vazebnych doménach, pricemZ kaZdd z diskrétnich vazebnych
domén je charakterizovdna bud jako hydrofobni nebo jako

hydrofilni pod podminkou, Ze oblast nosného povrchu,
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obklopujici kaZdou vazebnou doménu, Jje (i) hydrofobni,
pokud je vazebnd doména hydrofilni a (ii) hydrofilni, pokud
je vazebnd doména hydrofobni, coZ umoZni jednomu nebo vice
sledovanym analytlm ve vzorku navizdni na vazebné domény; a
(b) umisténi kapek reakéniho média na kapky vzorku; a (c)
stanoveni pritomnosti sledovanych dnalytﬁ, které se

navazaly na vazebnou doménu.

U konkrétniho prikladu tohoto aspektu vyndlezu jsou
vazebné domény z nichZ kaZdd m& v sobé zabudovany 3jiny
enzym, ktery se pouZije Jjako substrit sekvencéniho
meziproduktu v chemické reakci, umistény na PMAMS povrchu
tak, Ze produkt dané enzymatické reakce, ktery je reakénim
Cinidlem pro néasledny enzym, proudi k nédsledujicimu enzymu
na reakéni dréze. Vyndlez rovnéZ poskytuje objemovou
imobilizaci enzymu na samoc¢inné se sestavujicich
monovrstvach, urcenych napfiklad pro primyslové aplikace,
pricemZz k této imobilizaci se pouZivaji vy3e popsané

metody.

Desky s takto imobilizovanymi enzymy na jedné nebo na
obou stranach lze napfiklad naskléddat na sebe a dosahnout
tak vysokych pomé€rd povrchové plochy a objemu roztoku.
Dodate¢né 1lze takto imobilizované enzymy pfichytit k

poréznim materiél&m Dale se takto 1moblllzovane enzymy

mohou stkytovat na ponornych merkach mlchadlech stenach
trubic nebo kapildr nebo na sténdch néadob, nap¥iklad komory

inkubéatoru.

U alternativniho aspektu vyndlezu se vySe popsané
neelektrochemiluminescenéni testy mohou provaddét na PMAMS
analozich, které se 1i8i od vySe popsanych PMAMS tim, Ze

obsahuji  diskrétni domény pro provadéni neelektro-
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chemiluminescendénich reakci, které v sobé& nemusi mit
zabudovadno vazebné reakéni <¢inidlo a nemusi byt tedy
vazebnymi doménami. Tyto PMAMS analogy maji diskrétni
domény pro provadéni reakci a jsou pfipraveny tak, aby
inhibovaly S$ifeni a/nebo rozptylovani kapaliny, aplikované
na diskrétni domény. U jednoho provedeni jsou domény bud
hydrofobni nebo hydrofilni, vzhledem k okolnim oblastem na
nosném povrchu, coZ napomédhd udrZeni reakéniho média a/nebo
vzorku v diskrétnich doméndch. K zamezeni roz$irovani nebo
rbzptylovéni reakéniho média nebo vzorku lze pouZit jamky,
plst&né nebo porézni materidly, ukladéni a sﬁéeni reakéniho
média nebo vzorku na gelech, filmech atd.. Primér kaZdé z
téchto domén je mens3i neZ 1 mm a Sirka se vyhodné pohybuije
v rozmezi od 50 nm do 1 mm, nejvyhodnéji v rozmezi od 1 um
do 1 mm. Na jednotlivé diskrétni domény lze pred aplikaci
vzorku nanést stejné nebo odli3né reakcni médium, nebo.mﬁie

aplikace vzorku predchdzet nanéd3eni reakéniho média.

U vyhodného provedeni pouziti PMAMS analogl prti
provadéni neelektrochemiluminescenénich testli se kapky
reakéniho média umisti na mnoZinu diskrétnich domén,
vyhodné soucasng, pomoci mnoziny mikroskopickych
kapaiinovych -ﬁodiéﬁ; a nésledné se pripadné pro zvySeni

stability a/nebo ochrany kapky umisti na reakini médium

- nebo mezi..diskrétni..doménu.a reakéni -médium. viskézné&jsi . .....

foztok (napf¥iklad olej); a nésledné se na jednotlivé domény
aplikuje vzorek obsahujici analyt, uréeny pro detekci nebo
mér¥eni, pricdemZz se vzorek aplikuje bud diskrétné na
jednotlivé diskrétni domény nebo v objemu vystavenim celého
povrchu PMAMS analogu obsahujiciho domény} kapalnému
vzorku. Vysledné reakce ve vazebnych doméndch se nechaji

probéhnout a vysledky se sleduji pomoci zaznamového a
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detekéniho systému, zvoleného ze systémd v daném oboru

znamych.

Vyndlez bude dale podrobnéji popsdn v nasledujicich
pfikladech, které nikterak neomezuji rozsah vyndlezu, jenZ

je jednoznaclné stanoven priloZenymi patentovymi naroky.

Priklady provedeni vyndlezu

Pr¥iklad 1

Pfiprava MAB PMAMS povrchl mikroraZenim

Znamymi postupy se pripravila exponovand a vyvolahé
fotorezistentni matrice o tlouStce 1 az 2 um se Ctvercové
usporadanym vzorem. Smés SYLGARD silikonového
elastomeru 184 (poly(dimethylsiloxan) od spolecnosti Dow
Corning) a odpovidajiciho SYLGARD 184 vytvrzovaciho &inidla
(10:1) se nalila na matrici a nechala vytvrdit.
Zpolymerovany SYLGARD 184 se opatrn& sejmul ze silikonové
matrice. Vysledné eléstomerni razitko se ,Smacelo™

hydrofilnim alkanthiolem s OH koncovou skupinou,

pomoci robotu uvedlo do koliky vymezeného kontaktu se
zarovnanym zlatym povrchem a sejmulo. Podlbéka se nasledné&
oplachovala nékolik sekund (napriklad 2 aZz 10 sekund)
roztokem hydrofobniho alkanthiolu s methylovou koncovou
skupinou, SH(CH:)1oCHs (1 aZz 10 mM v ethanolu) (Kumar a
kol., viz vySe a Prime a kol., Science 252:1164 aZ 7).

Vysledny povrch se potom mirné vysu3il pod proudem dusiku.

e = . -SH(CHz)ai1={OCH,CH,).¢0OH,..v..ethanolovém.roztoku..(1l..aZ 10.mM). a..o—-.. .-
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Kapildrni seskupeni, obsahujici hydrofilni roztoky, se
nadsledné& pomoci robotu uvedlo do koliky vymezeného kontaktu
se zarovnanym povrchem, pfi kterém se kapiléry dostaly do
zdkrytu s SH(CHz)i1-(OCH,CH;)¢sOH doménami. KaZdd =z kapiléar
obsahovala monoklondlni protildtky (MABs), specifické pro
sledovany analyt, které jsou schopny kovalentné se navézat
pres amidovou vazbu na reakéni OH skupinu hydrofilnich

domén.

Priklad 2

Priprava MAB a nukleové kyselinového PMAMS povrchu

mikroraZenim

znamymi postupy se prfipravila exponovanad a vyvolana

fotorezistentni matrice o tloudtce 1 aZ 2 pm se cCtvercové
usporadanym vzorem. Smés SYLGARD silikonového
elastomeru 184 a odpovidajiciho SYLGARD 184 vytvrzovaciho
¢inidla (10:1) se nalila na matrici a nechala vytvrdit.
Zpolymerovany SYLGARD 184 se opatrné sejmul ze silikonoveé
matrice. Vysledné elastomerni razitko se ,Smacelo™
hydrofilnim alkanthiolem S OH koncovou skupinou,

SH(CH,) 11— (OCH,CH,) (OH, v ethanolovém roztoku (1 aZz 10 mM) a

ﬂpgggg}w;{qbotu uvedlo_ do _kqiigy_‘vymezeného kontaktu“ se

zarovnanym zlatym povrchem a sejmulo. PodloZka se nésledgg
oplachovala n&kolik sekund (napfiklad 2 aZ 10 sekund)
roztokem hydrofobniho alkanthiolu s methylovou koncovou
skupinou, SH(CH:)10CH; (1 aZ 10 mM v ethanolu) (Kumar a
kol., viz vySe a Prime a kol., Science 252:1164 aZ 7).
Vysledny povrch se potom mirn& vysu3il pod proudem dusiku.
Kapildrni seskupeni, obsahujici hydrofilni roztoky, se

nasledné pomoci robotu uvedlo do koliky vymezeného kontaktu
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se zarovnanym povrchem, pfi kterém se kapildry dostaly do
zakrytu s SH(CHz)ii—(OCH,CH2)OH doménami. Kazda z kapilar
obsahovala protilatky nebo modifikované nukleové kyseliny,
specifické pro sledovany analyt, -které Jjsou schopny

kovalentné& se navazat pfes amidovou vazbu na reakéni OH

skupinu hydrofilnich domén.

Priklad 3

P¥iprava PMAMS povrchu leptanim

Cisty zlaty povrch se vystavil pusobeni hydrofilniho
alkanthiolu s OH-koncovou skupinou, SH(CHz)i11~(OCHzCHz)OH,
(Prime a kol., Science 252:1164 aZ 1167) v ethanolovém
roztoku (1 aZ 10 mM). Linedrni fada tenkych, zaSpicCatélych
leptacich néstroj@ se pomoci robotd uvedla do opticky
vymezeného kontaktu se zarovnanym zlatym povrchem a pouZila
pro vyleptédni X a Y rozmérG povrchu, tvoriciho dvourozmérné
nfiZkové uspordddni SH(CH:)i1— (OCH2CHz) ¢OH domén. PodloZka se
nasledné& oplachovala né&kolik sekund (napfiklad 2 az
10 sekund) roztokem hydrofobniho SH(CHz)11—(OCH2CHz)¢CHs (1
az 10 mM & ethanolu). Vysledny povrch se potom mirné
vysudil pod proudem dusiku. Kapildrni seskupeni, obsahujici

hydrofllnl roztoky, se nasledne pom001 robotu uvedlo do

koliky vymezeneho kontaktu se zarovnanym povrchem, prl
kterém sé kapildry dostaly do =zékrytu s SH(CHz)u-—
(OCH,CHz) OH doménami. Ka?did z kapildr obsahovala protilatky
nebo modifikované nukleové kyseliny, specifické pro
sledovany analyt, které jsou schopny kovalentn& se navazat
pfes amidovou vazbu na reakéni OH skupinu hydrofilnich

domén.
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- Priklad 4

Sendvidovy test na PMAMS povrchu

VySe popsanym zptsobem se pripravil v podstaté
transparentni PMAMS povrch, na kterém byly navazany
primdrni protilatky. PouZila se transparentni podloZka,
elektrody a monologovy povrch. PMAMS povrch se potom
exponoval roztokem vzorku, u kterého se oCekavalo Ze
obsahoval sledovany analyt. Vzorek se nadsledné vymyl a na
povrchu zGstala protilédtka véazici analyty. PMAMS povrch se
potom exponoval roztokem, obsahujicim sekundarni ECL
znadené protiléatky, specifické pro analyty, navdzané na
povrchu. Po vymyti tohoto roztoku z PMAMS povrchu zlistaly
na doménéch, ve kterych byl prfitomen analyt, navazany ECL

znadené sekundarni protiléatky.

Svazek elektrod byl pfed vzadjemnym kontaktem se
vzorkem chrédnén  pomoci odnimatelné bariéry, ktera
eliminovala kontaminadni w"&inky. Po odstranéni bariéry se
elektrody ivlhéily testovacim pufrem a uvedly do kontaktu s
PMAMS povrchem. Svazek elektrod byl pfipojen‘ k
elektronickému generdtoru nap&tovych vln a napéti se
aplikovalo na pary pracovni elektrody a protielektrody. CCD

potom odecetl emltovane svetlo a ZLSkany signéal se prenesl

na mlkroprocesor, ktery prevedl Prljﬁuty :Slgnal o

poZadované odecitatelné formy.

Odetet se porovnal s ode&tem ziskanym za pouZiti

kontrolnich vzorkd zndmych mnoZstvi “analytu, <&imz se

ziskalo aktudlni mnoZstvi analytu ve vzorku.
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Priklad 5

Test na prvnim a druhém PMAMS povrchu

Vyse popsanym zpusobem se pfipravil v podstaté
transparentni PMAMS povrch, na kterém byly navazany
primdrni prot;létky. PMAMS povrch se potom exponoval
roztokem vzorku, u kterého se olekdvalo Ze obsahoval
sledovany analyt. Vzorek se nasledné& vymyl a na povrchu

zlistala protilédtka vazici analyty.

Druhym pouZitym povrchem byl PMAMS povrch, opatf¥eny
ochrannym krytem se stfidajicim se hydrofobnim a
hydrofilnim vzorem, na kterém byly v urcitém vzorku
usporadany mikrokapky mnoZiny sekundarnich protiléatek,

znac¢ené pomoci ECL zakonceni.

Bariéra chranici sekunddrni PMAMS povrch, ktery byl v
zakrytu s prvnim PMAMS povrchem se odstranila a mikrokapky
se uvedly do zakrytu s primdrnimi protilétkami vazebnych
domén na prvnim PMAMS povrchu. Druhy PMAMS povrch se zdvihl
a prvni PMAMS povrch se uvedl do kontaktu se svazkem
elektrod tak, Ze se jednotlivé elektrody ocitly v zakrytu s
vazebnymi doménami prvniho PMAMS povrchu. Svazek elektrod

se propojil s elektrickym generadtorem napétovych vln a

“nap8ti  se-—aplikovalo~—na= 'pary=--pracovni-—elektrody-—-a - = ==

protielektrody. Fotonka s nésobidem potom odecetla
emitované svétlo a ziskany signdl se pfenesl na
mikroprocesor, ktery prevedl pfijmuty signal do poZadované

ode&itatelné formy.

Ode&et se porovnal s odeltem ziskanym za pouziti
kontrolnich vzorkd =znadmych mnoZstvi analytu, <&imZz se

ziskalo aktudlni mnoZstvi analytu ve vzorku.
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Priklad 6

Nukleokyselinovy test na PMAMS povrchu

VySe popsanym zpusobem se pripravil povrch, né kterém
bylo navazano vzorované multispecifické seskupeni
jednof¥eté&zcovych nukleokyselinovych sond. Tyto -sondy byly
komplementarni k 5’ oblasti nukleové kyseliny, ktera
predstavovala sledovany analyt. PMAMS povrch se nésledné
exponoval roztokem vzorku, u kterého se o&ekavalo Ze
obsahuje sledovany hybridizovatelny nukleokyselinovy
analyt, ktery m&l byt stanoven, pricemZ tento vzorek se
pfed expozici denaturoval, tj. oSetril tak, Ze se stal

jednofet&zcovym. Po vymyti vzorku na povrchu zustaly

'hybridizované analyty. PMAMS povrch se nésledné exponoval

roztokem - obsahujicim sekundérni ECL znacené
nukleokyselinové  sondy, specifické pro 3’ zakonCeni
nukleokyselinovyéh analyt navdzanych na povrchu. Po vymyti
tohoto roztoku =z PMAMS povrchu zlstaly na doménéach, ve
kterych byl ©pritomen analyt, navazdny ECL znacené

nukleokyselinové sondy.

Bariéra, chrénici sekunddrni PMAMS povrch, ktery byl v

zakrytu s prvnlm PMAMS povrchem, se odstranlla a mlkrokapky

se uvedly db zakryUJ S prlmarnlml protllatkaml vazebnych'

domén na prvnim PMAMS povrchu. Druhy PMAMS povrch se zdvihl
a prvni PMAMS povrch se uvedl do kontaktu se svazkem
elektrod tak, Ze se jednbtlivé elektrody ocitly v'zékrytu's

vazebnymi doménami prvniho PMAMS povrchu.

Svazek elektrod se propojil s elektrickym generdtorem

nap&tovych vln a napdti se aplikovalo na pary pracovni
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elektrody a protielektrody. CCD potom odeCetl emitované
svdtlo a ziskany signdl se prfenesl na mikroprocesor, ktery

pfevedl prijmuty signdl do poZadované odecitatelné formy.

Ode&et se porovnal s odeltem ziskanym =za pouZiti
kontrolnich vzorkd znadmych mnoZstvi analytu, <cimZ se

ziskalo aktudlni mnoZstvi analytu ve vzorku.

P¥iklad 7

Konkurendni test na PMAMS povrchu s multifotodetektorem

Vy3e popsanym zplsobem se pfipravil v podstaté
transparentni PMAMS povrch, na kterém Dbyly navazany
primarni protilétky, specifické pro sledovany analyt. PMAMS
povrch se potom exponbval roztokem vzorku, kfery mél byt
testovdn a ktery tvorila sm&s vzorku, u kterého se
o&ekavalo Ze obsahuje sledovany analyt, a znadmého mnozZstvi
ECL znadené molekuly, konkurujici sledovanému analytu v
navazani na protildtky. Vzorek se nasledné vymyl a na
povrchu zGstala protilatka véZici analyty a/nebo znacdena

konkurenéni vazebnd ¢inidla.

Svazek elektrod byl pfed vzdjemnym Kkontaktem se

__vzorkem _ chrangn  pomoci odnimatelné —bariéry,

eliminovala kontaminadni u&inky. Po odstranéni bariéry se
elektrddy zvlhé&ily testovacim pufrém a uvedly do kontaktu s
PMAMS povrchem. Svazek elektrod byl pripojen k
elektronickému generatoru napétovych vln a napéti se
aplikovalo na pary pracovni elektrody a protielektrody.
Fotonka s nasobidem potom odeetla emitované svétlo a
ziskany signdl se prenesl na mikroprocesor, -ktery prevedl

pfijmuty signdl do poZadované odelitatelné formy.

ktera
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OdeZet se porovnal s odeltem ziskanym za pouZiti

kontrolnich vzork® zndmych mnoZstvi analytu, <&imZz se

ziskalo aktuédlni mnoZstvi analytu ve vzorku.

Pr¥iklad 8

Konkurenc¢ni test na PMAMS povrchu s CCD detektorem

Vy%e popsanym zpusobem ‘se prfipravil v podstaté
transparentni PMAMS povrch, na kterém byly navazany
primdrni protiladtky. PMAMS povrch se potom exponoval
roztokem vzorku, u kterého se olekdvalo Ze obsahoval
sledovany analyt. Vzorek se néasledné vymyl a na povrchu

zastala protildtka vaZici analyty.

Druhym pouZitym povrchem byl PMAMS povrch, opatfeny
ochrannym  krytem  se st¥idajicim se hydrofobnim a
hydrofilnim vzorem, na kterém byly Vv uré¢itém vzorku
usporadény mikrokapky mnoZiny znémého mnoZstvi ECL znacené

molekuly, konkurujici sledovanému analytu.

Bariéra chrénici sekundédrni PMAMS povrch, ktery byl v
zdkrytu s prvnim PMAMS povrchem se odstranila a mikrokapky

se uvedly do zakrytu s primdrnimi protildtkami vazebnych

.. domén na prvnim PMAMS povrchu. Druhy PMAMS povrch se zdvihl

a prvni PMAMS povrch se uvedl do kontaktu se svazkem
elektrod tak, Ze se jednotlivé elektrody ocitly v zékrytﬁ s
vazebnymi doménami prvniho PMAMS povrchu. Svazek elektrod
se propojil s elektrickym generatorem napétovych vln a
napéti se aplikovalo na pary pracovni elektrody a
protielektrody. CCD potom odecetl emitované svétlo a
ziskany signidl se prenesl na mikroprocesor, ktery prevedl

pfijmuty signdl do poZadované odeCitatelné formy.
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OdeCet se porovnal s odeltem ziskanym =za pouZiti
kontrolnich vzorkllh zn&dmych mnoZstvi analytu, &imZ se

ziskalo aktudlni mnoZstvi analytu ve vzorku.

Priklad 9

Pr¥iprava MAB PMAMS povrchtl mikroraZenim SH(CH,)1,CHa

alkanthiolem

Znamymi postupy se pripravila exponovand a vyvoland -

fotorezistentni matrice o tloudtce 1 aZ 2 um se &tvercové
usporadanym vzorem. Smés SYLGARD silikonového
elastomeru 184 (poly(dimethylsiloxan) od spole&nosti Dow
Corning) a odpovidajiciho SYLGARD 184 vytvrzovaciho &inidla
(10:1) se nalila na »matrici a nechala vytvrdit.
Zpolymerovany SYLGARD 184 se.opatrné sejmul ze silikonové
matrice. Vysledné elastomerni razitko se ,Smacelo™
hydrofilnim alkanthiolem s OH koncovou skupinou,
SH(CH2)110H, v ethanolovém roztoku (1 aZ 10 mM) a pomoci
robotu uvedlo do koliky vymezeného kontaktu se zarovnanym
zlatym povrchem a sejmulo. PodloZka se nasledné& oplachovala
nékolik sekund (napriklad 2 aZ 10 sekund) roztokem
hydrofobniho alkanthiolu s methylovou koncovou skupinou,

SH(CH2)1oCHs (1 _aZ 10 mM v ethanolu)

vySe). Vysledny povrch se potom mirné& vysudil pod proudem
dusiku. Kapildrni seskupeni, obsahujici hydrofilni roztoky,
se nasledné pomoci robotu uvedlo do koliky vymezeného
kontaktu se =zarovnanym povrchem, pr¥i kterém se kapiléry
dostaly do za&krytu s SH(CH;);;0H doménami a specifické
protilatky se premistily na Jjednotlivé domény. KazZdad =z
kapildr obsahovala monoklon&dlni protilétky, specifické.pro

sledovany analyt, které jsou schopny kovalentn& se navazat

(Kumar a kol., viz
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pres amidovou vazbu na reakéni OH skupinu hydrofilnich

domén.

Priklad 10

Pf¥iprava MAB a nukleov& kyselinového PMAMS povrchu

mikroraZenim SH (CHz)10CH; alkanthiolem

Zndmymi postupy se pfipravila exponovand a vyvolana
fotorezistentni matrice o tloudtce 1 aZ 2 um se d&tvercové
usporadanym vzorem. Smés SYLGARD silikonového
elastomeru 184 a odpovidajiciho SYLGARD 184 vytvrzovaciho
¢inidla (10:1) se nalila na matrici a nechala vytvrdit.
Zpolymerovany SYLGARD 184 se opatrné sejmul ze silikonové
matrice. Vysledné elastomerni razitko se ,Smécelo™
hydrofilnim alkanthiolem S OH koncovou skupinou,
SH(CH2)1:0H, v ethanolovém roztoku (1 az 10 mM) a pomoci
robotu uvedlo do koliky vymezeného kontaktu se zarovnanym
zlatym povrchem a.sejmulo. PodloZka se nésledné oplachovala
nékolik sekund (nabfiklad 2 az 10 sekund) roztokem
hydrofobniho alkanthiolu s methylovou koncovou skupinou,
SH(CH2)10CHz (1 aZ 10 mM v ethanolu) (Kumar a kol., viz

vysSe). Vysledny povrch se potom mirné vysu$il pod proudem

dusiku. Kapilérni seskupeni, obsahujici hydrofilni roztoky,

se ndasledné pomoci —robotu uvedlo do koliky vymezeného
kontaktu se zarovnanym povrchem, prfi kterém se kapiléary
dostaly do =zdkrytu s SH(CH;);;0H doménami a specifické
protilatky a/nebo hybridizované nukleové kyseliny se
premistily na jednotlivé domény. KaZdd z kapildr obsahovala
protildtky nebo modifikované nukleové kyseliny, specifické

pro sledovany analyt, které Jjsou schopny kovalentné& se
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navazat pres amidovou vazbu na reak&i OH skupinu

hydrofilnich domén.

Priklad 11

Priprava PMAMS povrchu za pouZiti streptavidin-biotinového

vazebného ¢inidla

Znamymi postupy se prfripravila exponovanid a vyvolana
fotorezistentni matrice o tlousStce 1 aZ 2 um se &tvercové
usporadanym vzorem. Smés SYLGARD silikonového
elastomeru 184 a odpovidajiciho SYLGARD 184 vytvrzovaciho
Cinidla (10:1) se nalila na matrici a nechala vytvrdit.
Zpolymerovany SYLGARD 184 se opatrné sejmul ze silikonové
matrice. Vysledné elastomerni razitko se »Smacelo™
exponovanim smé&si merkaptoundekanolu a 12-merkapto (8-
biotiamid-3, 6-dioxaoktyl)dodekanamidu, kterd obsahovala
0,1 moldrni frakci biotinylatovaného thiolu (viz Spinke a
kol., 1993, Langmuir 9:1821 aZ 5 a Spinke a kol., 1993, J.
Chem. Phys. 99(9): 7012 aZ 9). Substrat se potom promyval
nékolik sekund (nap¥iklad 2 aZz 10 sekund) roztokem
hydrofobniho alkanthiolu S CHs;-koncovou skupinou,

HS (CHz)10CH; alkanthiolu (1 aZz 10 mM v ethanolu) (viz Kumar

@ kol. viz vyse, Biebuyck, Whitesides). Vysledny povrch se

v

nadsledné mirné vysu$il pod proudem dusiku. Svazek kapiléar,
obsahujici roztok strepavidinu se pomoci robotu uvedl do
koliky vymezeného kontaktu se zarovnanym povrchem. KaZdéa
kapildra ze svazku kapildr se ocitla v zékrytu a v kontaktu
s biotinylétovanou doménou a po bdstranéni svazku kapilér
se povrch promyl. Sekunddrni svazek kapiléar, ktery
obsahoval mnoZinu roztokd biotinylatovanych protilédtek a

biotinyldtovanych nukleovych kyselin se uvedl do koliky
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vymezeného kontaktu se zarovnanym povrchem, pr¥i kterém se
specifické protilatky a nukleové kyseliny dostaly do

kontaktu s jednotlivymi doménami.

Priklad 12

Priprava MAB jednoduchého povrchu

V daném oboru zndmymi metodami (viz napriklad Kumar a
kol., viz vySe) se na =zlat& na silikonovém povrchu
pfipravil svazek elektrod, tvofeny pary vzadjemn& do sebe
zapadajici elektrody a protielektrody. V tomto pfikladu
leZel svazek elektrod a svazek diskrétnich vazebnych domén
na stejném povrchu podloZky. Znadmymi postupy se pfipravila
exponovand a vyvoland fotorezistentni matrice o tloudtce 1
az 2 um se vzorem, odpovidajicim uspofaddani pracovnich
elektrod. Smés SYLGARD silikonového elastomeru 184
(poly(dimethylsiloxan) od spolenosti Dow Corning) a
odpovidajiciho SYLGARD 184 vytvrzovaciho &inidla (10:1) se
nalila na matrici a nechala vytvrdit. Zpolymerovany
SYLGARD 184 se opatrné sejmul ze silikonové nmatrice.
Vysledné elastomerni razitko se ,smacelo“ hydrofilnim
alkanthiolem s OH koncovou skupinou, SH(CHz)ii— (OCH,CH,)OH, -
v_ethanolovém roztoku (1 a% 10 mM) a pomoci robotu uvedlo
do koliky vymezeného kontaktu se =zarovnanymi praco#nimi
elektrodami na zlatém povrchu a sejmulo. Kapilarni
seskupeni, obsahujici hydrofilni roztoky, se nasledné
pomoci robotu uvedlo db koliky vymezeného kontaktu se
zarovnanym povrchem, p¥i kterém se kapildry dostaly do
zdkrytu s SH(CHﬁly-MXEQCHﬂGOH doménami a specifické
protilatky se pfemistily na jednotlivé domény. KaZdid z

kapilar obsahovala monoklondlni protildtky, specifické pro
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sledovany analyt, které jsou schopny kovalentn& se navazat
pres amidovou vazbu na reak&ni OH skupinu hydrofilnich

domén.

Priklad 13

Test, provadény na MAB jednoduchém povrchu

Vyrobila se podloZka, popsand .ve vySe uvedeném
pfikladu 12. Z fotorezistentni matrice, usporadané do vzoru
kruhti, které nezévisle opisuji pdr pracovni elektrody -a
protielektrody se JjiZ popsanym zplsobem vyrobilo PDMS
razitko. Povrch se svazkem elektrod se exponoval vzorkem

uréenym  pro analyzu, promyl smési ECL znacenych

sekundarnich protildtek a nésledn& roztokem testovaciho -

pufru, obsahujiciho tripropylamin. PDMS razitko se néasledné&
zarovnalo, uvedlo do vymezeného kontaktu s povrchem svazku
elektrod, takZe kruhy PDMS razitka obklopovaly a vymezovaly
jednotlivé objemové prvky  testovaného pufru nad
jednotlivymi elektrodovymi pé&ry. Na elektrodové pary se
aplikovalo prepéti, které zpusobilo, Ze se =z povrchu,
vystaveného pracovni elektrodé€, uvolnila monovrstva, ktera

se navazala na ECL znalené sekunddrni protilatky. Fotonka s

nasoblcem potom odecetla emltovane svetlo a 21skany 51gnal

se prenesl na mlkroprocesor, ktery prevedl prljmuty signéal

do poZadované odecitatelné formy.

Odecet se porovnal s odeétem ziskanym za pouZiti

kontrolnich vzork@ zndmych mnoZstvi analytu, ¢&imZ se

ziskalo aktudlni mnoZstvi analytu ve vzorku.
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Priklad 14

Priprava jednoduchého povrchu s pracovni elektrodou a

protielektrodou

V daném oboru zndmymi metodami (viz napfiklad Kumar a
kol., wviz vySe) se na zlat&, na silikonovém povrchu
pfipravil svazek elektrod, tvofeny pary vzajemn& do sebe
zapadajici pracovni elektrody a =zlaté protielektrody se
zlatymi vazebnymi doménami mezi témito vzdjemnéd do sebe
zapadajicimi elektrodami. V tomto pfikladu 1leZi svazek
elektrod a svazek diskrétnich vazebnych domén na stejném
povrchu podloZky. Zné&mymi postupy se prfipravila exponované
a vyvoland fotorezistentni matrice o tloultce 1 aZ 2 um se
vzorem odpovidajicim vazebnym doméndm mezi pary vzajemné do
sebe zapadajicich 'précovnich elektrod. Smés  SYLGARD
silikonového elastomeru 184 (poly(dimethylsiloxan) od
spole¢nosti Dow Corning) a odpovidajiciho SYLGARD 184
vytvrzovaciho ¢inidla (10:1) se nalila na matrici a nechala
vytvrdit. Zpolymerovany SYLGARD 184 se opatrné sejmul ze
silikonové matrice. Vysledné -elastomerni razitko se
»smécelo™ hydrofilnim alkanthiolem s OH koncovou skupinou,
SH(CHz)n—(OCHéCHﬂaoH, v ethanolovém roztoku (1 aZz 10 mM) a

pomoci robotu uvedlo do koliky vymezeného kontaktu se

kterém byl pritomen svazek elektrod, a sejmulo. Kapildrni
seskupeni, obsahujici hydrofilni roztoky; se nésledné
pomoci robotu uyedlo do koliky vymezeného kontaktu se
zarovnanym povrchem, prfi kterém se kapildry dostaly do
zdkrytu s SH(CHz)11—(OCH,CH;)¢OH doménami, pfi&emZ doslo k
preneseni specifickych protilétek na jednotlivé domény.

Kazda z kapildr obsahovala monoklondlni protiléatky,

== === -zarovnanymi -zlatymi- vazebnymi-—doménami- -na-- povrchu, —~na=--
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specifické pro sledovany analyt, které Jjsou schopny
kovalentné se navézat pfes amidovou vazbu na reak&ni OH

skupinu hydrofilnich domén.

Priklad 15

Test, provadény na jednoduchém povrchu s pracovni

elektrodou a protielektrodou

Vyrobila se podloZka, popsand ve vySe uvedeném

prikladu 14. Pfipraveny povrch se exponoval vzorkem urdenym

pro analyzu, promyl smé&si ECL znadenych sekundarnich

protiléatek a nadsledné roztokem testovaciho pufru

obsahujiciho tripropylamin. Svazek elektrod se pripojil k

vln a na

pary

pracovnich elektrod a protielektrod se aplikovalo napé&ti.

elektronickému generatoru nap&tovych

Fotonka s nésobicem potom odedetla emitované svétlo a

ziskany signdl se prenesl na mikroprocesor, ktery pfevedl

prijmuty signdl do poZadované ode&itatelné formy.

OdeCet se porovnal s odeétem =ziskanym za pouziti
kontrolnich vzorkd zn&mych mnoZstvi analytu, ¢&imZ se
ziskalo aktudlni mnoZstvi analytu ve vzorku.

Priklad 16
Pr¥iprava povrchu s protielektrodami

Znamymi postupy se pfipravila exponovand a vyvolana
fotorezistentni matrice o tloultce 1 aZ 2 pum se d&tvercové
uspofddanym vzorem. Sm&s SYLGARD silikonového elastomeru
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184 a odpovidajiciho SYLGARD 184 vytvrzovaciho ¢&inidla
(10:1) se nalila na matrici a nechala vytvrdit.
Zpolymerovany SYLGARD 184 se opatrné sejmul ze silikonové
matrice. Vysledné elastomerni razitko  se ,Smacelo™
hydrofilnim alkanthiolem S OH koncovou skupinou,
SH(CHz) 11~ (OCH,CH2) ¢OH, Vv ethanolovém roztoku (1 aZ 10 mM) a
pomoci robotu uvedlo do koliky vymezeného kontaktu se
zarovnanou, do vzoru usporadanou protielektrodou a
Ctvercovou vazebnou doménou na zlatém povrchu a sejmulo.
Vzorovany zlaty povrch je tvor¥en adresovatelnymi kruhovymi
protielektrodami obklopujicimi vazebné domény, na které se
pomoci razitka aplikoval SH (CH:) 11— (OCH,CH_) ¢OH. Mezi
jednotlivymi zlatymi protielektrodami a jednotlivymi
ctvercovymi zlatymi  podklady Jjednotlivych monovrstev
vazebnych domén existuji mezery, nebo-1i délici piostory.
Kapildrni seskupeni, obsahujici roztoky vazebnych reakénich
¢inidel, se néaslednd pomoci robotu uvedly do koliky
vymezeného kontaktu se zarovnanym povrchem, pri kterém se
kapildry dostaly do zakrytu s SH(CH,)i:- (OCH,CH,)¢OH doménami
a doSlo k premisténi specifickych protildtek nebo
nukleovych kyselin na jednotlivé domény. KaZd& z kapiléar
obsahovala monoklonalni protildtky nebo nukleové kyseliny,
specifické pro sledovany analyt, které Jsou schopny
__kovalentné se navadzat na reakéni OH. skupinu. hydrofilnich.

domén.




Priklad 17

Test, provadény na jednoduchém povrchu s pracovni

elektrodou a protielektrodou na riznych povrdich

Nosny povrch, popsany vySe v prikladu 16, se vystavil
pUsobeni roztoku vzorku urdeného pro analyzu} Potom se
nosny povrch omyl a vystavil plsobeni roztoku obsahujiciho
mnozinu ECL znacCenych monoklondlnich 1latek nebo ECL
znaCenych nukleovych kyselin s rlznou specificnosti a
nasledné se opléachl testovacim pufrem, obsahujicim
tripropylamin. Svazek transparentnich édresovatelnych
pracovnich elektrod se vyrobil tak, Ze kaZdéd pracovni
elektroda uvedeného svazku odpovidala oblasti diskrétni

vazebné domény a protielektrody na podloZce, popsané vyde v
>pfikladu 16. Tyto dvé podloZky se oplachly testovacim
pufrem a pomoci robotu uvedly do vymezeného zarovnaného
konformniho kontaktu. Svazky elektrod se pfipojily k
elektronickému generdtoru napétovych vln a na zarovnané
pary pracovni elektrody a protielektrody se aplikovalo
napéti, vytvarejici mezi témito dvéma podloZkami napétové
pole. CCD nasledné odecetl svétlo emitované ptes
tranéparentni pracovni elektrodu a tento signal se pfenesl'

na mikroprocesor, ktery ho pfevedl na poZadovanou

~OdeCet se porovnal s odecCtem =ziskanym za pouZiti
kontrolnich vzorkd tvorenych zndmymi mnoZstvimi sledovaného

analytu, ¢&imZ se vypocletlo aktudlni mnoZstvi analytu.
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Priklad 18

Vyroba CC (dezintegrované) fibrilové matrice vakuovou

filtraci

Smisenim 0,1 % hm./hm. CC fibril a deionizované vody

se pripravila vodnéd suspenze CC fibril, obsahujici

fibril/1 ml roztoku. CC fibrily se dezintegrovaly (vét3i

mikromilimetrové agregdty se dezintegrovaly na

agregidty nebo Jjednotlivd vlakna) v suspenzi ponofenim

400wattového sonifikaéniho zvukovodu do suspenze na dobu

10 minut aZ 1 hodiny. Rozsah dezintegrace se monitoroval

optickym mikroskopem.

Do sklenéné frity o pruméru 25 mm se umistila nylonova

filtra¢ni membrédna (0,47 um velikost pdér, 25 mm primér).

Dispergovanad fibrilova suspenze se prefiltrovala pres filtr

a membrdnu vakuovou filtraci (obr. 23A). Alikvotni podily

suspenze (5 ml) se naredily 20 ml deionizované vody a

nasledné prefiltrovaly pfes filtr a membranu. Pri prAmérné

hustot& matrice pf¥ibliZné 0,25 a 0,3 g/cm® je zapotf¥ebi pro

100 um matrice 6 alikvotnich podila.

Ve vakuové filtraci se pokracovalo aZ do odstranéni

veSkeré vody =z matrice (stanoveno vizudlni kontrolou).

‘Matrice 'sé odtrhla (manualné) primc z filt:

Matrice se susila v peci prfibliZné 10 aZ 15 minut prfi

60°C. Matrice se nafezala, vyfizla pomoci pribojniku nebo

se Jjinym zpusobem separovala na mens$i. c¢asti pro dalsi

pouziti.

aéni membrany. = 7




Priklad 19

Vyroba fibrilové matrice na nosném kovovém situ odpafovanim

Smisenim 0,1% hm./hm. CC fibril a deionizované vody se
pripravila vodnd suspenze CC fibril, - obsahujici 1 mg
fibril/1 ml roztoku. CC fibrily se <jezintegrovaly (vétsi
mikromilimetrové agregdty se dezintegrovaly na mensi
agregadty nebo Jjednotlivd vladkna) v suspenzi ponofenim
400wattového sonifikaéniho zvukovodu do suspenze na dobu
10 minut aZ 1 hodiny. Rozsah dezintegrace se monitoroval

optickym mikroskopem.

Ctvercové sito 2z nerezavdjici oceli o plose 1 cm?
{(400) se umistilo na papirovy filtr o praméru 25 mm. Na
povrch sestavy, tvofené sitem a filtrac¢nim papirem, se
odpipetoval 5ml alikvotni podil suspenze. Voda v suspenzi
se nechala odparit bud pri pokojové teploté a tlaku nebo ve

vyhraté peci.

Po vysuSeni fibrilové matrice se pf¥idaly dalsi
alikvotni podily. Fibrily a sito se odtrhly jako celistvy

celek z filtraéniho papiru.

Matrice se narezala, vyrizla pomoci pribojniku nebo se

jinym zplsobem rozdélila na dals8i &asti, urcené pro dalsi

pouziti.
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Priklad 20

Imobilizace avidinu na fibrilach, nesoucich NHS-esterové

funkéni skupiny

Fibrily, modifikované pomoci COOH (poskytnuté
spolednosti Hyperion Catalysts Inc.), se suspendovaly =za
stdlého michédni v Dbezvodém dioxanu pri koncentraci
pribliZné 10 mg/ml. Potom se pridal dvacetindsobny molarni
pfebytek N-hydroxysukcinimidu, ktery se nechal rozpustit.
Nasledné se pridal dvacetindsobny molarni prebytek
ethyldiaminopropylkarbodiimidu (EDAC) a smés se michala

dal3i dvé hodiny p¥i pokojové teploté.

Po ukon&eni michdni se supernatant odsdl a pevné léatky
se trikrat promyly bezvodym dioxanem a Jjednou bezvodym
methanolem a prefiltrovaly se pfes 0,45 um polysulfonovou
membranu. Filtrat se promyl dal3im methanolem a premistil

do sklené&né lahvi&ky, kde se za vakua zbavil rozpoudtédla.

10,4 mg fibril s NHS-esterovymi funk&nimi skupinami se
promylo PBS-1 (pfibliZn& 70 mM fosfat, 150 mM NaCl)
(reak&ni ¢inidlo ORIGEN 402-130-01, pH 7,8, IGEN, Inc.).
Promyté fibrily se suspendovaly ve 2,3 ml roztoku avidinﬁ

(8,3 mg avidinu/ml PBS-1).

v

Suspenze se nechala 1,5 hodiny odstat pfi pokojové
teplot& za konstantniho oté&céeni banky, které vyvolavalo

nichéni.

Po uplynuti 1,5 hodiny se suspenze skladovala dalSich
16 hodin p¥i 4°C, potom se ohfdla na pokojovou teplotu a
promyla PBS-1 a skladovala se pfi 4°C jako suspenze v

PBS-1.
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P¥iklad 21

Imobilizace monoklondlni latky (anti-AFP) na uhlikovych

fibriléach

Uhlikové fibrily modifikované NHS-estry se pfipravily
zplsobem popsanym v prikladu 20.

14 mg fibril modifikovanych NHS-estery se smisilo s
500 ml1 PBS-1 pufru. Smés po dvacetiminutové sonifikaci
pfeSla na viskdzni suspenzi. Do této suspenze se pridalo

dalsich 500 ml pufru PBS-1.

Do vySe popsané suspenze se pridalo celkem 1,6 mg
anti-AFP (alfa-fetédlni proteinové) protilatky v 80ml pufru
PBS-1. Reak¢ni smés se nechala 2,5 hodiny odstéat p¥i

pokojové teploté.

Do takto odstaté smé€si se pridalo 6 ml pufru PBS-1 a
reak&ni sm&s se odstfedovala 5 minut pfi 4°C. Po odstfedéni
se supernatant odstranil pomoci pipety. Tento postup se

zopakovat devétkrat.

Po poslednim proplachnuti se odstranil supernatant a

antiAFP-fibrilovy produkt se skladoval p#¥i 4°C.

Priklad 22

Cyklické voltamogramy fibrilovych matric: srovnéni

fibrilové matrice se zlatou féliovou elektrodou

zm8F¥ily se cyklické voltamogramy 6 mM Fe®*/?* (CN)¢ v
0,5 M K»SOs. Obréazek 30A ukazuje cyklicky voltamogram pro

nemodifikovanou fibrilovou matrici CC (dispergovanych)




fibril, méfeny pf¥i 0,10 mA/cm a p¥i 10, 25 a 50 mV/s.
Matrice se vyrobila zpGsobem popsanym Vv prikladu 18.
Obrézek 30B zndzoriuje cyklicky voltamogram zlaté féiiové
elektrody, méreny pri 0,05 mA/cm a p¥i 10, 25 a 50 mV/s.
Véechny potencidly jsou ve voltech vs. Ag/AgCl.

Priklad 23

Elektrochemické vlastnosti elektrod tvorenych fibrilovou

matrici: srovnédni anodového maximadlniho proudu s tlousStkou

matrice

ME¥ily se cyklické voltamogramy 6 mM Fe**/?*(CN)¢ v
0,5 M K,SO4 pro fibrilové matrice stejné plochy (0,20 cm?),
ale rGzné tloustky. Z obrazku 31 vyplyvd, Ze anodovy
maximdlni proud se zvySoval s rostouci tloudtkou matrice v
pripadé tlousték, pohybujicich se v rozmezi od 24 um do
425 um. Pri Jjednotlivych tlousStkdch se maximdlni anodovy
proud rovnéZ zvySoval s zrychlosti scanovéani (plati pro
rychlosti, pohybujici se od 10 mV/s do 150 mV/s). Rychlost
ristu anodového maximélniho piku jako funkce tloudtky se
rovnéz zvySovala s rostouci tlouStkou. Fibrilové matrice s
tloustkou 24 um se chovaly srovnatelné se zlatymi féliovymi

__.elektrodami.

Priklad 24

Nespecifickd vaznost proteint na fibrily

Nespecifickd vaznost proteind na uhlikové fibrily (CC)

se mérila néasledujicim zplsobem: 1) roztok proteinua
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znalenych pomoci Ru(bipy):*(,TAG1Y) se vystavoval ptisobeni
zndmého mnoZstvi uhlikovych fibril aZ do dosaZeni
rovnovazného stavu; ii) roztok znacenych proteint a fibril
se odstf¥edoval a po odstredovani se izoloval supernatant; a
iii) mnozstvi znaceného proteinu, ktery zastal v
supernatantu se stanovil za pouziti elektrochemi-

luminescence (ECL).

Pro sestaveni kr¥ivky znédzornéné na obrazku 32 se
3 pug/ml protilétky‘anti—CEA navazané na modifikovany TAGL
(protilatky karcinoembryonového antigenu navazaného na
modifikované TAGl ECL znaleni) pfidaly do postupnych
z¥edéni CC (nemodifikovanych) fibril v 0,1 M fosfato-
draselném pufru pf¥fi pH 7. Po dvacetiminutovém vifeni se
fibrily odstranily 5dstfedbvénim. ECL testy, které mérily
mnozstvi proteinu (nenavéazaného, ktery zlistal v
supernatantu), ée provaddély v analyzéru ORIGEN 1.5 (IGEN,
Inc.) na alikvotnich podilech supernatantu reakéni smési,
pétkrat nafedéného testovacim pufrem ORIGEN. SniZeni ECL
signdlu v porovndni s ECL signdlem reak¢éni smési, ktera
nebyla vystavena plUsobeni fibril, bylo disledkem zvySeni
vazebnosti proteinu, oznaceného pomoci modifikovaného TAG1l
v ptipad&, Ze byla pritomna vy$3i koncentrace uhlikovych

fibril.

Priklad 25

Redukce nespecifické vazebnosti proteini na fibrily pomoci

detergentl a povrchové aktivnich ¢inidel

Za pouZziti metody popsané v prikladu 24 se analyzoval

vliv povrchové aktivniho c¢inidla na vazebnost proteinu na




fibrilu. Do smési fibril a modifikovaného TAGl, na které
byla navadzédna protiladtka anti-CEA, se pridal Triton X-100 a
roztok se 20 minut inkuboval. Po ukon&eni inkubace se
zkumavky odstredily a alikvotni podily supernatantu, které
se pétkrat naredily testovacim pufrem  ORIGEN, se
analyzovaly pomoci ECL. Ziskané vysledky Jjsou shrnuty v

niZe uvedené tabulce a na obrazku 33.

Zkumavka [T-X100], | Maxim&lni | Prot-TAGl [GF],
¢islo ppm intenzita ng/ml ppm
19 1674 1611 2,65 52

18 837 1634 2,65 52

17 418 1697 2,65 52

16 209 1583 2,65 52

15 - 105 1772 2,65 52

14 52 1463 2,65 52

13 26 | 627 2,65 52

12 13 23 2,65 52

Krivka, kterd se ziskala vynesenim ECL intenzity
proteinu znaceného modifikovanym TAGl v roztoku proti
koncentraci Tritonu X-100, je znazorndna na obrazku 33.
Vyssi ECL signdl odpovidal vétSimu mnoZstvi proteinu
menSimu mnoZstvi proteinu znaceného pomoci modifikovaného
TAGl, navazanému na fibrily. Koncentrace Tritonu X-100,
které se pohybovaly od 10 ppm do 100 ppm redukovaly vaznost
proteinu; zvys3ujici se koncentrace od 100 ppm do 2000 ppm

jiZ nemély Zadny dals3i vliv na redukci rozsahu vazebnosti.




Priklad 26

ECL volné TAG v roztoku s elektrodou tvofenou fibrilovou

matrici

Na montédZni plochu 3403 drZédku 3401 ,fibrilového
¢lankového“ upinaciho prvku pracovni elektrody, znadzornénou
na obréazku 34, se instalovala fibrilova matrice, pfipravena
v prikladu 18. DrZadk 3401 se zasunul na dno komory 3400
elektrochemického ¢lanku. Do této komory elektrochemického
C¢lanku se otvorem 3402 referencniho &lanku se instalovala
3M Ag/AgCl referenéni elektroda (Cyprus &. EE008). Clének
se naplnil testovacim pufrem (IGEN ¢. 402-005-01 lot#5298)
a prichytil k PMT drZadku 3404 za pouziti univerzalniho
programadtoru EG&G PARC, modelu 175, potenciostatu a
galvanostatu EG&G, modelu 175, se napéti rozloZilo od 0 V
do +3 V vs. Ag/AgCl pf¥i 100 mV/s. ECL se mérila pomoci
Hamamatsu R5600U-01, kterému dodaval energii fotometr
Pacific Instruments, model 126, pri 900 V. Analogova data
se digitalizovala pf¥i 10 Hz pomoci CIO-DAS-1601 A/D panelu,
pohédnéného HEM Snap-Master. Fibrilovy <&léanek se vysusil,
vypldchl 1 000 pM TAGl (IGEN &. 402-004-C lot#4297) a
naplnil 1 000 pM TAGl. Potencial se roZdélil jako v pripadé

testovaciho pufru. Obrazek 35 zndzortiuje ECL stopy (méreno

.pri_24,0_*_0,2°C). pro_testovaci pufr_ 3501 _a_.pro 1 .000.pM

TAGl1 3502. Tmavad plocha maximdlni ECL byla 22,10 nAs pro
testovaci pufr a 46,40 nAs pro 1 000 pM TAGL.
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P¥iklad 27

ECL adsorbované znacdené protildtky s elektrodou tvofenou

fibrilovou matrici

Z nemodifikovanych CC dispergovanych fibril se
zplsobem popsanym v prikladu 18 vyrobily fibrilové matrice
o tloustce 8,89 x 10™ mm. Ze suchych matric se nésledn&
pomoci raznice vyfizly trimilimetrové kotoude, které se
namontovaly na podloZky. PodloZky, .pouéité v  tomto
experimentu, se vyrobily =z 7,62 x 10 mm polyesterové
félie, potisténé pres sito vodivou =zlatou barvou. Tato
vodivd zlatd barva tvofila protielektrodu, referendni
elektrodu a vedeni pro pracovni a dalsi elektrody. Dva
kotou¢e fibrilové matrice se namontovaly na kaZdou
vzorovanou podloZku =za pouZiti oboustranné vodivé péasky,
obsahujici uhlik (Adhesives Reseérch). Po namontovani se
kotouc¢e =zaSpinily 0,5 pl 10 pg/ml anti-TSH protiléatky,
navédzané na modifikovaném TAGl v deionizované vod& (Ru-TSH
mono 1:2 26JUNS5, IGEN, Inc.) nebo 0,5 pul 10 pg/ml anti-TSH
protilatky v deionizované vodé (TSH poly 25JUN95, IGEN,
Inc.) a nechaly vysu3it. Po vysuSeni se matrice smécely
testovacim pufrem IGEN. Matrice, napusténé pufrem na
podloZce, se zavedly do méficiho pfistroje IGEN Origen 1.5

“=a~ECL~se”odeCetla pr¥i "scanovacirychlosti~ 500"mV/s ‘a napdti
0 aZ 4 500 mV. Obrizek 43 srovnavéd maximilni ECL signdly
pro matrici 4301, obsahujici TAGl protilatku, a matrici

4302, obsahujici prbtilétku.




P¥iklad 28

Elektroda na bazi fibrilové matrice, vyuZivajici ECL pro

sendviCovy test

Anti-AFP protilétka se imobilizovala na fibrilach vyse
popsanym zplisobem. Anti-AFP fibrily se promyly VvV
deionizované vodé (dI) a resuspendovaly pri hustoté
1 mg/ml. Cty¥vrstva fibrilova matrice se pfipravila pomoci
vakuové filtrace zptsobem, popsanym v pf¥ikladu 18. 2 mg
anti-AFP fibril se pridaly do 3 mg plochych CC
dispergovanych fibril a sm&s se narfedila do celkového
objemu 20 ml deionizovanou vodou. Nared&nd smés se
pfefiltrovalé pres 0,45 pum nylonovy filtr. Tato z&kladni
matricovd vrstva byla nédsledné dopln&na dvéma vrstvami,
tvoficimi ja&dro, z nichZ kaZda obsahovala 5 mg rovinnych CC
dispergovanych fibril. Na tyto matrice se kone&n& pridala
smésovad fibrilové vrstva, totoZnd s prvni vrstvou. Timto
zplsobem se pripravila fibrilové matrice, v jejimZ hornim a
spodnim povrchu se nachédzelo pribliZzné 40% anti-AFP fibril
a jejiz jadro tvorily v podstaté = stoprocentné
nemodifikované fibrily. Tato matrice se su$ila vzduchem za
vakﬁa. Pomoci raznice byly vyfiznuty tf¥imilimetrové

kotouce, které se nésledné upevnily na podloZky zptisobem

- —-popsanym-v-prikladu~27:-Suché-podloZené- anti—AFP- matrice=-se~ - : === ==

napustily AFP kalibrdtory A, C a F (IGEN, Inc.) a nechaly
se inkubovat 15 minut pfi pokojové teplot& na lavici. Po
inkubaci se podloZené elektrody ©promyvaly 10 minut
deionizovanou vodou a potom vysu3ily pomoci utérky bez
chlupu. Fibrilové matrice se potom napustily anti-AFP
navdzanym na protildtku znadenou modifikovanym TAGl (IGEN,

Inc.) a nechaly se inkubovat dal3ich 15 minut na lavici pfi




[
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pokojové teploté&. Po inkubaci se podloZené elektrody
promyly deionizovanou vodou a vysu3ily pomoci uté&rky.
Fibrilové matrice se né&sledné napustily testovacim pufrem

IGEN a odecetly zplUsobem popsanym v pfikladu 27.

Priklad 29

ECL detekce avidinu, znaleného pomoci TAGl na

polyakrylamidovém povrchu

Zesitovany polyakrylamidovy gel, obsahuji kovalentné&
navadzany biotin se pfipravil kopolymeraci akrylamidu,
bisakrylamidu a N-akryloyl-N’-biotinyl-3, 6-dioxaoktan-1,9-
diaminu (biotin navizany na akrylamidovy zbytek pres
tri(ethylenglykolové) vazebné ¢&inidlo) za pouZiti znémych
podminek (iniciace persiranem amonnym a TEMED). V tomto
experimentu se pouZily nésledujici koncentrace  tri
monomernich druh: 2,6 M, 0,065 M, resp. 0,23 M (tyto
koncentrace akfylamidu a bisakrylamidu poskytly gely s
pdry, JjejichZ velikost byla men3i neZ vét3ina proteintl).
Polymerace roztoku obsahujiciho monomer mezi dvéma
sklenénymi deskami, vzdjemné od sebe odsazenymi o pribliZné

0,7 mm, poskytla gelovou desku o stejné tlousStce. Po

ukonCeni polymeracni reakce se vedkery nezabudovany biotin

vyﬁyl—smééenim geluNVé étyfech dadvkadch PBS. Avidin znadeny
pomoci modi fikovaného TAG1 (kde avidin oznacuje
NeutrAvidin, modifikovany avidin, ktery vykazuje redukovany
NSB) se navazal na povrch gelu dvacetiminutovym mé&cenim
gelu v roztoku, obsahujicim protein p¥i koncentraci
50 ug/ml. Prebytelny avidin, znadeny pomoci TAGl, se
nasledné vymyl mé&cenim gelu ve ¢&tyfech davkach ECL

testovaciho pufru (200 mM fosforeCnan sodny, 100 mM




tripropylamin, 0,02% (hm./obj.) Tween-20, pH 7,2). Jak
ukazuje obrédzek 39, gel 3900 se nasledné uvedl do kontaktu
se zlatou pracovni elektrodou 3901 a protielektrodou 3902,
usporfddanych do vzoru na sklenéné podloZce 3903. Napétovy
spadd mezi témito dvéma elektrodami z 0,0 na 3,0 V a zpé&t na
0,0 V rychlosti 500 mV/s zplGsobil ECL svételny signéal,
ktery se mé&ril v PMT 3904, umisténym nad gelem (obr. 40).
Gel, pfipraveny bez zabudovani biotinu, obsahujici
akrylamidovy derivat neposkytl Z&adny ECL signal (obr. 41).
Tento signal, ziskany pio polymer obsahujici Dbiotin,
svédCil o blizkosti plné monovrstvy proteinu, kterd se

nachdzela na povrchu gelu.

P¥iklad 30

ECL sendviovy imunologicky test na polyakrylamidovém

povrchu

Zplisobem popsanym v prikladu 29 se pripravil
zesitiovany polyakrylamidovy gel, obsahujici kovalentné
navadzany biotin. Na povrch gelu se adsorboval streptavidin,
ktery wvytvoril vazebnou doménu schopnou zachytit druhy

vazici biotin. Povrch se oS8etfil roztokem, obsahujicim

trlpropylamln, neznamou koncentrac1 analytu, protllatku

analytu znacenou blot1nen1 a odllsnou protllatku analytu
znacenou ECL TAGl. Pritomnost analytu zplsobila tvorbu

komplexu analytu a dvou protilatek, které se nésledné

zachytily na streptavidinovém povrchu. ECL TAGl navadzané na

sekunddrni protildtce, kterd se nachézela na povrchu, se

mérilo zplsobem popsanym v prikladu 29.




‘P¥iklad 31

ViceCetné ECL sendvicové imunologické testy na

polyakrylamidovych povr3ich, nanesenych na elektrodé

Znamymi postupy se pfipravila exponovand a vyvolana
fotorezistentni matrice o tloustce 1 aZ 2 um, Kkteré
poskytla vzor kruhovych vlist, usporddanych v fadé. Smés
SYLGARD silikonového elastomeru 184 a odpovidajiciho
SYLGARD 184 vytvrzovaciho ¢&inidla (10}1) se nalila na
matrici a nechala vytvrdit. Zpolymerovany SYLGARD 184 se
opatrné sejmul ze silikonové matrice. Vysledné elastomerni
razitko se ,smécelo™ roztokem obsahujicim OH-zakonéeny
thiol, HS-(CHz)i1-(OCH,CH,)30H, (1 aZ 10 mM) v ethanolu a
uvedlo do kontaktu se zarovnanym zlatym povrchem a sejmulo.
Substrat se promyval né&kolik sekund roztokem obsahujicim
thiol, HS-(CH:)10-CHs;, (1 aZ 10 mM v ethanolu). Vysledny
povrch se nésledné oplachl ethanolem a vysu3il pod proudem
dusiku. OSetreni povrchu roztokem, obsahujicim
akryloylchlorid a triethylamin v dioxanuy, zplisobilo
funkcionalizaci hydroxylem =zakonenych domén akrylatovymi
skupinami. Svazek kapildr, obsahujici smési akrylamidu,
bisakfylamidu, N-akryoylsukcinimidu, kyseliny azobis-
kyanovalerové a protildtek, obsahujicich aminoskupiny, se

= nisledné=uvedl= do-=kontaktu*-'se="zarovnanym ~-povrchem; - pri= -
kterém se kapilary ocitly v zdkrytu s akryladtem zakondenymi
doménami a do$lo k pfemisténi predpolymeracnich roztokul,
obsahujicich specifické protildtky, na jednotlivé domény.
KaZzdéd z kapiladr kapiladrniho svazku obsahovala protilétky,
specifické pro jiny sledovany analyt. Expozice kapek
predpolymeru, rozmisténych na Jjednotlivych doménédch UV

svétlem, vedla ke tvorb& zesitovanych gell na podkladu na




jednotlivych vazebnych doméndch povrchu. Test se provadél

tak, Ze se substrat oSetfil sm&si analytdl, které byly
schopny se navdzat na Jjednu nebo vice vazebnych domén,
nachazejicich se na gelovych povr3ich v pufrovaném roztoku,
obsahujicim tripropylamin a sekundarni protilédtky, znadené

pomoci ECL TAGl. Vazebné domény 4200, 4201 a 4202 na

polyakrylamido&?ch kapkdch 4203 na zlaté elektrodd 4232 se
nadsledné umistily do té&sné blizkosti ITO pracovni elektrody
4204, jak ukazuji obrazky 42A aZ B. Syétlo, emitované =z
jednotlivych vazebnych domén, se kvantifikovalo pomoci CCD
kamery 4205 a porovnalo s vysledky ziskanymi pro vazebné

domény vnitrnich standardd, obsaZenych v roztoku vzorku.

Priklad 32

MnohoCetné ECL konkurenéni imunologické testy na

polyakrylamidovych povrSich, nanesenych na elektrodé

Zndmymi postupy se pfipravila exponovand a vyvolana
fotorezistentni matrice o tloustce 1 aZ 2 pm, ktera
poskytla vzor kruhovych vlisl, uspofddanych v rfad&. Smés
SYLGARD  silikonového elastomeru 184 a odpovidajiciho
SYLGARD 184 vytvrzovaciho <¢inidla (10:1) se nalila na

_matrici a nechala vytvrdit. Zpolymerovany SYLGARD 184 se

opatrné sejmul ze silikonové matrice. Vysledné elastomerni
razitko se ,smalelo“ roztokem, obsahujicim OH-zakon&eny
thiol, HS-(CHz)11—-(OCH,CH,)3-OH, (1 aZ 10 mM) v ethanolu a
uvedlo do kontaktu se zarovnanym zlatym povrchem a sejmulo.
Substrdt se promyval nékolik sekund roztokem obsahujicim
thiol, HS-(CHz)j:0-CH3:, (1 aZ 10 mM v ethanolu). Vysledny
povrch se nasledné opl&chl ethanolem a vysu3il pod proudem

dusiku. O3etrfeni povrchu roztokemn, obsahujicim



akryloylchlorid a triethylamin v dioxanu, zplisobilo
funkcionalizaci hydroxylem =zakonCenych domén akrylatovymi
skupinami. Svazek kapilér, obsahujici smési akrylamiduy,
bisakrylamidu, N-akryoylsukcinimidu, kyseliny azobis-
kyanovalerové a protilatek, se néasledné uvedl do kontaktu
se zarovnanym povrchem, p¥i kterém se kapilary ocitly v
zdkrytu s akryldtem =zakondenymi doménami a doSlo k
premisténi pfedpolymeracnich . roztoku, obsahujicich
specifické protiladtky, na Jjednotlivé domény. KaZdad =z
kapiléar kapilédrniho svazku obsahovala protiléatky,
specifické pro Jjiny sledovany analyt. Expozice kapek
predpolymeru, rozmist&nych na Jjednotlivych doménach UV
svétlem, vedla ke tvorbé zesitovanych geld na podkladu, na
jednotlivych vazebnych doménadch povrchu. Test se provadsél
tak, Ze se substridt oSetril smési analytd, které byiy
schopny se navazat na Jjednu nebo vice vazebnych domén,
nachdzejicich se na gelovych povrSich v pufrovaném roztoku,
obsahujicim tripropylamin a analogy analytl, znacenych
pomoci ECL TAGl (tj. konkurenty ECL TAGl znacenych a
neznacenych analyt®h p¥i navazovdni na vazebné domény).

Vazebné domény 4200, 4201 a 4202 na polyakrylamidovych

kapkédch 4203 na zlaté elektrodé 4232 se nésledné umistily‘
do tésné blizkosti ITO pracovni elektrody 4204, jak ukazuje

domén, se kvantifikovalo pomoci CCD kamery 4205 a porovnalo
s vysledky ziskanymi pro vazebné ‘domény  vnit#nich

standard, obsaZenych v roztoku vzorku.

.obrazek 42. .Svétlo, . emitované. z._jednotlivych ..vazebnych. .. .



Priklad 33

Vicecetné ECL testy vaznosti bundk na polyakrylamidové

povrchy, nanesené na elektrodé

Znamymi postupy se pripravila exponovand a vyvolana
fotorezistentni matrice o tloudtce 1 aZ 2 pum, ktera
poskytla vzor kruhovych vlis®, usporddanych v fadé&. Smés
SYLGARD silikonového elastomeru 184 a odpovidajiciho
SYLGARD 184 vytvrzovaciho ¢inidla (10}1) se nalila na
matrici a nechala vytvrdit. Zpolymerovany SYLGARD 184 se
opatrné sejmul ze silikonové matrice. Vysledné elastomerni
razitko se ,smddelo“ roztokem, obsahujicim OH-zakonceny
thiol, HS-(CH;)i1—(OCH,CH;)3-OH, (1 aZ 10 mM) v ethanolu a
uvedlo do kontaktu se zarovnanym zlatym povrchem a sejmulo.
Substrat se promyval nékolik sekund roztokem obsahujicim
thiol, HS-(CH2)10-CHs, (1 aZ 10 mM v ethanolu). Vysledny
povrch se nésledné oplachl ethanolem a vysu3il pod proudem
dusiku. . OZetfeni povrchu roztokem; obsahujicim
akryloylchlorid a triethylamin v dioxanu, zpGisobilo
funkcionalizaci hydroxylem =zakoncenych domén akrylatovymi
skupinami. Svazek kapildr, obsahujici sm&si akrylamidu,
bisakrylamidu, N-akryoylsukcinimidu, kyseliny azobis-

kyanovalerové a protilatek smérovanych proti povrchim

“bunék; ““se”"né&sledné “uvedl ” do” ~ kontaktu - se€” “Zarovaanym =~ T

povrchem, pri kterém se kapildry ocitly v zadkrytu s
akryldtem zakonCenymi doménami a do3lo k pfemisténi
pfedpolymeradnich roztokti, obsahujicich specifické
protiléatky, na jednotlivé domény. Expozice kapek
predpolymeru, rozmist&nych na jednotlivych doménach UV
svétlem, vedla ke tvorbé& zesitovanych geldl na podkladu na

jednotlivych vazebnych doméndch povrchu. Test se provadél



tak, Ze se vazebné domény oSet¥ily nejprve suspenzi bunék a
nasledné smési vazebnych reakénich ¢inidel schopnych vazat
jednu nebo vice bunék navazanych na gelové povrchy v
pufrovaném roztoku, obsahujicim tripropylamin a sekundarni
protilatky, znalené pomoci ECL TAGl a/nebo dal3i vazebné
¢inidla, specifickd pro uvedené analyty. Vazebné domény

4200, 4201 a 4202 na polyakrylamidovych kapkach 4203 na

zlaté elektrodé 4232 se nésledné umistily do tésné
blizkosti ITO pracovni elektrody 4204, jak ukazuje
obrazek 42. Svétlo, emitované 2z Jjednotlivych vazebnych
domén, se kvantifikovalo pomoci CCD kamery 4205 a porovnalo
s vysledky ziskanymi pro vazebné domény vnitf¥nich

standardi, obsaZenych v roztoku vzorku.

Priklad 34

Viceletné ECL testy vaznosti analytll na buiiky

polyakrylamidové pbvrchy, nanesené na elektrodé

Znadmymi postupy se pfripravila éxponované a vyvolana
fotorezistentni matrice o tlousStce 1 aZ 2 um, ktera
poskytla vzor kruhovych vlis, uspofaddanych v fad&. Snés
SYLGARD silikonového elastomeru 184 a odpovidajiciho
matrici a nechala vytvrdit. Zpolymerovany SYLGARD 184 se
‘opatrné sejmul ze silikonové matrice. Vysledné elastomerni
razitko se ,smé&celo“™ roztoken, obsahujicim OH-zakoncCeny
thiol, HS-(CHz);;—(OCH,CHz)3—-OH, (1 aZ 10 mM) v ethanolu a
uvedlo do kontaktu se zarovnanym zlatym povrchem a sejmulo.
Substrat se promyval nékolik sekund roztokem obsahujicim
thiol, HS-(CH;):10-CH;, (1 aZ 10 mM v ethanolu). Vysledny

povrch se nasledné oplachl ethanolem a vysus$il pod proudem

_ SYLGARD 184  vytvrzovaciho ¢&inidla _(10:1) = se nalila na_ _



"jednotlivych vazebnych domén, se kvantifikovalo pomoci CCD

dusiku. OSetreni povrchu roztokem, obéahujicim
akryloylchlorid a triethylamin v dioxanu, zplsobilo
funkcionalizaci hydroxylem zakoncenych domén akrylatovymi
‘skupinami. Svazek kapiladr, obsahujici smési akrylamidu,
bisakrylamidu, N-akryoylsukcinimidu, kyseliny azobis-
kyanovalerové a bunék, se nasledné uvedl do kontaktu se
zarovnanym povrchem, pri Kkterém se  kapildry ocitly v
zdkrytu s akrylatem zakonlenymi doménami a dos$lo k
premisténi predpolymeracnich roztokt, obsahujicich
specifické typy bunék, na Jjednotlivé domény. KaZdad =z
kapiléar kapilérniho svazku obsahovala protilatky,
specifické - pro jiny éledovany analyt. Expozice kapek
pfedpolymeru, rozmisténych na Jjednotlivych doménéch UV
svétlem, vedla ke tvorbé zesitovanych geld na podkladu na
jednotlivych vazebnych doméndch povrchu. Test se provadél
tak, Ze se gely oS8etfily vzorkem obsahujicim smés analytd,
schopnych véazat se na Jjednu nebo vice vazebnych domén,
které se nachézely na gelovych povrSich v pufrovaném
roztoku, obsahujicim tripropylamin a sekundérni protiléatky,
znaCené pomoci ECL TAGl a/nebo dalsi vazebnd c¢inidla,
specifickéd pro uvedené analyty. Vazebné domény 4200, 4201 a
4202 na polyakrylamidovych kapkédch 4203 na zlaté elektrodé
4232 se nésledné umistily do tésné blizkosti ITO pracovni
elektrody 4204, jak ukazuje obrézek 42. Svétlo, emitované z
kamery 4205 a porovnalo s vysledky ziskanymi pro vazebné

domény vnit¥nich standardl, obsazZenych v roztoku vzorku.



Priklad 35

Nédsobné ECL konkurenéni hybridizacni testy na

polyakrylamidovych povr$ich, nanesenych na elektrodé&

Znadmymi postupy se pripravila exponovand a vyvolané
fotorezistentni matrice o tloudtce 1 aZ 2 um, kterad
poskytla vzor kruhovych vlistli, uspofddanych v radé. Smés
SYLGARD silikonového elastomeru 184 a odpovidajiciho
SYLGARD 184 vytvrzovaciho <¢inidla (10}1) se nalila na
matrici a nechala vytvrdit. Zpolymerovany SYLGARD 184 se
opatrné sejmul ze silikonové matrice. Vysledné elastomerni
razitko se ,smadelo“™ roztokem, obsahujicim OH-zakonleny
thiol, HS-(CH,);;— (OCH,CH,)s-OH, (1 aZ 10 mM) v ethanolu a
uvedlo do kontaktu se zarovnanym zlatym povrchem a sejmulo.
Substrat se promyval nékolik sekund roztokem obsahujicim
thiol, HS-(CHz)10-CHs, (1 aZz 10 mM v ethanolu). Vysledny
povrch se nasledné opléchl ethanolem a vysu3Sil pod proudem
dusiku. OSetreni povrchu roztokem, | obsahujicim
akryloylchlorid a triethylamin v dioxanu, zplsobilo
funkcionalizaci hydroxylem =zakonenych domén akrylatovymi
skupinami. Svazek kapilédr, obsahujici smési akrylamidu,
bisakrylamidu, N-akryoylsukcinimidu, kyseliny azobis-

kyanovalerové a nukleokyselinovych sond modifikovanych

]

" Taminokyselinami; “se T nasledné” ‘uvedl © do” “kontaktu se T 7 7T

zarovnanym povrchem, pfi kterém se kapilary ocitly v
zdkrytu s akrylétem =zakonCenymi doménami a doSlo k
premisténi predpolymeracnich roztokia, obsahujicich
specifické sondy, na Jjednotlivé domény. KaZdéd z kapilér
kapildrniho svazku obsahovala sondy, specifické pro
sledovanou nukleokyselinovou sekvenci. Expozice kapek

pfedpolymeru, rozmisténych na jednotlivych doménadch UV




svétlem, vedla ke tvorb& zesitovanych gelll na podkladu, na
jednotlivych vazebnych doméndch povrchu. Test se provadél
tak, Ze se substrat oSetfil smési vzorku, kterd by mohla
obsahovat sekvence, schopné navézat se na Jjednu nebo vice
vazebnych domén, které se nachédzeji na gelovych povrSich v
pufrovaném roztoku, obsahujicim tripropylamin a sekvence,
znadené pomoci ECL TAGl, které konkuruji sledovanym
analyttm v navéazani na povrch. Vazebné domény 4200, 4201 a
4202 na polyakrylamidovych kapkéch 4203 na zlaté elektrodé

4232 se nésledn& umistily do té&sné blizkosti ITO pracovni

elektrody 4204, jak ukazuje obrazek 42. Svétlo, emitované z
jednotlivych vazebnych domén, se kvantifikovalo pomoci CCD
kamery 4205 a porovnalo s vysledky ziskanymi pro vazebné

domény vnit¥nich standard, obsaZenych v roztoku vzorku.

‘Priklad 36

Vice&etné ECL hybridizadni sendvicové testy na

polyakrylamidovych povr8ich, nanesenych na elektrodé

Znadmymi postupy se pripravila exponovand a vyvolana
fotorezistentni matrice o tloudtce 1 aZ 2 um, ktera

poskytla vzor kruhovych vlis®, uspofddanych v radé. Smés

_SYLGARD  silikonového elastomeru 184 a odpovidajiciho

SYLGARD 184 vytvrzovaciho ¢&inidla (10:1) se nalila na
matrici a nechala vytvrdit. Zpolymerovany SYLGARD 184 se
opatrné sejmul ze silikonové matrice. Vysledné elastomerni
razitko se ,smadelo“ roztokem, obsahujicim OH-zakonCeny
thiol, HS—(CH;M;—(OCHth)3—OH, (1 aZz 10 mM) v ethanolu a
uvedlo do kontaktu se zarovnanym zlatym povrchem a sejmulo.
Substrat se promyval n&kolik sekund roztokem obsahujicim

thiol, HS-(CHz)10-CH;, (1 aZ 10 mM v ethanolu). Vysledny




povrch se néasledné oplachl ethanolem a vysu3il pod proudem
dusiku. O3etreni povrchu roztokem, obsahujicim
akryloylchlorid a triethylamin v dioxanu, zpuasobilo
funkcionalizaci hydroxylem zakonlenych domén akrylatovymi
skupinami. Svazek kapildr, obsahujici smési akrylamidu,
bisakrylamidu, N-akryoylsukcinimidu, kyseliny azobis-
kyanovalerové a nukleokyselinovych sond modifikovanych
aminokyselinami, se néasledné uvedl do kontaktu se
zarovnanym povrchem, pfi kterém se kapildry ocitly v
zdkrytu s akryldtem =zakondenymi doménami a doSlo k
premisténi predpolymeracnich roztoki, obsahujicich
specifické sondy, na jednotlivé domény. KaZda z kapilar
kapilarniho svazku obsahovala sondy, specifické pro
sledovanou nukleokyselinovou sekvenci. Expozice kapek
predpolymeru, rozmisté&nych na Jednotlivych doménach UV
svétlem, vedla ke tvorbé& zesitovanych gell na podkladu, na
jednotlivych vazebnych doméndch povrchu. Test se provadeél
tak, Ze se substrat o3etrfil smési vzorku, ktera by mohla
obsahovat sekvence, schopné navizat se na Jjednu nebo vice
vazebnych domén, které se nachizeji na gelovych povrSich v
pufrovaném roztoku, obsahujicim tripropylamin a sekvence,
znac¢ené pomoci ECL TAGl, které se mohou véazat na analyty v
sekvencich nekomplementdrnich se sondami, navézanyhi na

povrch. Vazebné domény 4200, 4201 a 4202 na

polyakrylamidovych kapkach 4203 na zlaté elektrodé 4232 se =

nidsledné umistily do té&sné blizkosti ITO pracovni elektrody
4204, jak ukazuje obrazek 42. svétlo, emitované z
jednotlivych vazebnych domén, se kvantifikovalo pomoci CCD
kamery 4205 a porovnalo s vysledky ziskanymi pro vazebné

domény vnitf¥nich standardl, obsaZenych v roztoku vzorku.




Priklad 37

Vice&etné testy rliznych typl na polyakrylamidovych povr3ich

nanesenych na elektrodé

Zndmymi postupy se pripravila exponovahé a vyvolana
fotorezistentni matrice o tloustce 1 aZ 2 um, ktera
poskytla vzor kruhovych vlisl, uspofddanych v fadé&. Smés
SYLGARD silikonového elastomeru 184 a odpovidajiciho
SYLGARD 184 vytvrzovaciho <¢inidla (10}1) se nalila na
matrici a nechala vytvrdit. Zpolymerovany SYLGARD 184 se
opatrné sejmul ze silikonové matrice. Vysledné elastomerni
razitko se ,smadlelo™ roztokem, obsahujicim OH-zakonleny
thiol, HS-(CH,)i;=(OCH,CH;);-OH, (1 aZ 10 mM) v ethanolu a
uvedlo do kontaktu se zarovnanym zlatym povrchem a sejmulo.
Substriat se promyval nékolik sekund roztokem obsahujicim
thiol, HS-(CHz)10-CHs, (1 aZ 10 mM v ethanolu). Vysledny
povrch se nésledné oplachl ethanolem a vysuSil pod proudem
dusiku. OSetreni povrchu roztokem, obsahujicim
akryloylchlorid a triethylamin v dioxanu, zpasobilo
funkcionalizaci hydroxylem =zakonlenych domén akryléatovymi
skupinami. Svazek kapilar, obsahujici smési akrylamidu,
bisakrylamidu, N-akryoylsukcinimidu, kyseliny  azobis-
kyanovalerové a libovolné =z vazebnych reakénich ¢&inidel,
~popsanych~ v - prikladech —31--aZ =36, se -nasledné - uvedl ~do—:=-— =
kontaktu se zarovnanym povrchem, pf¥i kterém se kapilary
ocitly v zakrytu s akrylatem zakoncenymi doménami a dodlo k
premisténi predpolymeracnich roztoka, obsahujicich
specifické sondy, na Jjednotlivé domény. KaZda z kapilar
kapildrniho svazku obsahovala vazebné domény, specifické
pro sledované analyty. Expozice kapek pIedpolymeru,

rozmisténych na jednotlivych doméndch UV svétlem, vedla ke
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tvorb& zesitovanych gel® na podkladu na Jednotlivych
vazebnych doméndch povrchu. Test se provadél tak, Ze se
substridt oSetfil smési vzorku, kterid by mohla obsahovat
analyty, schopné navizat se na jednu nebo vice vazebnych
domén, které se nachdzeji na gelovych povrSich v pufrovaném
roztoku, obsahujicim tripropylamin a analogy analytd,
znadené pomoci ECL TAGl, které konkuruji analytim v
navadzani na vazebné domény a/nebo sekunddrni vazebna
¢inidla, znaenad pomoci ECL TAGl pro sledované analyty.

Vazebné domény 4200, 4201 a 4202 na polyakrylamidovych

kapkdch 4203 na zlaté elektrodé 4232 se nésledné umistily
do t&sné blizkosti ITO pracovni elektrody 4204, jak ukazuje
obrézek 42. Svétlo, emitované 2z Jjednotlivych vazebnych
domén, se kvantifikovalo pdmoci CCD kamery 4205 a porovnalo
s vysledky ziskanymi pro vazebné domény vnitZnich

standard, obsaZenych v roztoku vzorku.

Pr¥iklad 38

Vysoce reverzibilni ECL

Polykrystalické zlaté elektrody (zakoupené od

spole&nosti Bio-Analytical Services, 2 mm?) se &istily

~rugnin leSténim nejprve 0,5 um a nasledné 0,03 um suspenzi

oxidu hlinitého, potom se chemicky leptaly ve smé&si (1:3)
H,0,/H,SO;s a elektrochemicky se cyklizovaly v naredéné
kyseliné sirové mezi -0,2 v a 1,7 V vs. Ag/AgCl. Cisté
elektrody se nechaly pfes noc ponofené v naredéném roztoku

oktylthiolu (CgSH), rozpudténého v ethanolu. Adsorpce
proteinu se provedla prekrytim elektrod, modifikovanych
CeSH 20 pl albuminu bovinniho séra znaceného pomoci TAGl

(BSA), rozpudté&ného v solném roztoku pufrovaném fosfatem
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(PBS, 0,15 M NaCa/0,1 M NaPi, pH 7,2), a promytim povrchu

pr¥ebytkem stejného pufru po desetiminutové inkubaci.

ECL se provedla ve tfielektrodovém ¢&lanku s Ag/AgCl
referen&ni elektrodou, protielektrodou, tvorenou platinovym
drdtem a EG&G 283 potenciostatem. Svételnd intenzita se
nmér¥ila pomoci fotometru Pacific Instruments a fotonky s
nidsobidem Hamamatsu, umisténé na dné elektrochemického
¢lanku. Elektroda, kterd adsorbovala protein, se ponorfila
do roztoku 0,1 M TPA a 0,2 M fosfatu, pH 7,2. Jak ukazuje
obrazek 44A, pokud se potencidl elektrody ménil v cyklu od
0,0V do 1,2 V a zpdt, potom byla pozorovadna vysoce
reverzibilni ECL odezva (intenzita pfimého scanu a zpétného
scanu byla dost podobna), coZ ukazuje na reverzibilni
povahu ECL procesu a stabilitu thiolové a proteinové vrstvy

na elektrodé.

Cyklické voltametrické experimenty se provadély na
stejném vybaveni jako experimenty ECL s vylouCenim PMT a
fotometru. U tohoto experimentu se elektroda, pokryta CgSH
(Zzadny protein) umistila do roztoku 1 mM
hexakyanoZelezitanu draselného (v PBS) a elektroda se
scanovala od 0,5V do 1,2 V a zpd a nésledné v dalSim
cyklu od + 0,5 V do - 0,3 V. To naznacuje, Ze monovrstva

byla stale neporusena a nedesorbovala pri 1,2 vV,

“voltamogram vykazoval pouze kapacitni proud mezi + 0,5 V'a

- 0,3 V a nevykazoval 2Zadny faradicky proud hexakyano-

Zelezitanu (obr. 44B).
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Priklad 39

Kvazi-reverzibilni ECL

Vy3e popsany zplsob se pouZil k modifikovéani elektrody
a proteinové adsorpci. V ECL experimentech se potencidl
scanoval mezi 0,0 V a- 1,5 V a zaznamenala se odpovidajici
sv8telnd intenzita. Jak ukazuje obrézek 45A, mezi primym a
zp&tnym scanem jednoho cyklu a rovnéZ mezl rGznymi cykly
do3lo k urc¢ité ECL ztraté. Cyklické volfamogramy thiolu/Au
v hexakyanoZelezitanu po oxidaci pri 1,5V, vykazovaly
vysokou hodnotu faradového proudu, coZ naznacuje, Ze pri
1,5 V do8lo alespon k Céastecné desorpci thiolové monovrstvy

(obr. 45B).

Priklad 40

Ireverzibilni ECL

U téchto experimentti se elektroda modifikovala a
protein se adsorboval stejnym zpusobem jako v prikladu 38.
Pri mé&feni ECL se elektrodovy potencidl scanoval vSemi
cestami do 2,0V a zpét do 0,0 V. Intenzita svétla se

sledovala na pfimém scanu {(bylo pozorovdno vice svétla neZ

' za reverzibilnich podminek v prikladu 38), ale na zpétném

scanu poklesla na hodnotu pozadi, jak ukazuje obréazek 46A.
Cyklickeé voltamogramy modifikované elektrody v
hexakyanoZelezitanu po oxidaci p¥i 2,0 V naznac¢il, Ze dosSlo

k desorpci vétsiny thiolové monovrstvy (obr. 46B).
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Priklad 41

ECL sendvidovy imunologicky test, pouZivajici primdrni

protilatku imobilizovanou na strukturované zlaté elektrodé&

V tomto pfikladu se na strukturované zlaté elektrodé,
urené pro imunologické stanoveni PSA imobilizovala

protildtka prostatové specifického antigenu (PSA).

Znadmymi postupy se pripravila exponovand a vyvolana
fotorezistentni matrice o tloustce 1 aZ 2 pm, ktera
poskytla fotorezistentni vrstvu na silikonové podloZce se
Etveredkem o rozmérech 1 mm x 1 mm, ktery byl =zbaven
fotorezistence. Smé&s SYLGARD silikonového elastomeru 184 a
odpovidajiciho SYLGARD 184 vytvrzovaciho c¢inidla (10:1) se
nalila na matrici a nechala vytvrdit. Zpolymerovany
SYLGARD 184 se opatrné sejmul ze silikonové matrice.
Vysledné elastomerni ,razitko“ se ,smacelo™ roztokem,
obsahujicim OH-zakonCeny thiol, HS-(CHz)i11—(OCH2CHz)3-OH a
thiol zakonceny kyselinou nitrilotrioctovou (NTA)
HS- (CH,) 11— (OCH,CH;) s0C (O) NH (CH,) 4CH (CO.H) N (CH,CO:H)>, v etha-
nolu a uvedlo se do kontaktu se zarovnanym zlatym povrchem
a sejmulo za vzniku SAM o rozmérech 1 mm x 1 mm. Substrat
se promyval nékolik sekund roztokem obsahujicim pouze thiol

v

_zakongeny  hydroxylovou _skupinou v ethanolu, ¢cimZz se
zabrdnilo nespecifickému navédzani proteinu vné otisku
aplikovaného pomoci razitka. Vysledny povrch se nésledné
oplachl ethanolem a vysu3il pod proudem dusiku. OSetreni
povrchu roztokem NiCl, a nésledné oSetreni roztokem
obsahujicim fazni protein, JjehoZ soulédsti jsou anti-PSA
my3i monoklondlni a peptidova (His)e vazebnd mista, vedla k

rizené imobilizaci flzniho proteinu na povrchu. Tento

zplisob poskytl reprodukovatelné a pfedem stanovené mnoZstvi
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proteinu, imobilizovaného na povrchu. Orientace proteinu na
povrchu byla fizena umist&nim (His)e sekvence v primarni
strukture fuzniho proteinu. Absolutni mnozstvi
imobilizovaného proteinu se ridilo pomérem NEA zakonceného
"thiolu ku hydroxylem zakon&enému thiolu v SAM, pfipravehém
pomoci razitka a povrchovou plochou razitkem vytisténého
znaku. Kalibra&ni krivka pro PSA se uréila pripravou
roztokh obsahujicich zna&mé koncentrace PSA v  séru
(p¥ipravily se roztoky s koncentracemi, pohybujicimi se v
rozmezi od 1 fM do 1 uM). Urdity polet povrchd, pripraveny
vy3e popsanym zplUsobem se oSet¥il PSA kalibracénimi
standardy a né&sledné& roztokem, obsahujicim sekundarni
protildtku PSA  (znalenou pomoci derivatu TAG1) ‘pfi
optimélni koncentraci. Kalibradni krivka se stanovila
ponof¥enim povrchd do roztoku obsahujiciho 0,1 M TPA a 0,2 M
fosfat (pH 7,2) a méfenim maximdlni intenzity emitovaného
svétla za podminek, kdy se elektricky potencial zlatého
povrchu cyklicky pohyboval mezi 0,0 a 2,0 V a éa scanovaci
rychlosti 0,5 V/s. Stanoveni nezndmych koncentraci PSA v
séru ve vzorku se provedlo stejnym zplsobem s tou vyjimkou,
Ye se koncentrace PSA vypoletla odeltem z kalibraéni krivky

pro maximdlni ECL signdl.
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PATENTOVE NAROKY
1. Zarizeni pro detekci analytu elektrochemi-
luminescenci, vyznadcenbé tim, Ze obsahuije

elektrodu a protielektrodu, prficemZ uvedend elektroda a
protielektroda maji na svém povrchu imobilizovano predem
stanovené mnoZstvi reakéniho ¢inidla, schopného véazat

elektrochemiluminescencné znacené druhy nebo partnera

elektrochemiluminescenc¢né znacenych druht.

2. Zarizeni  pro detekci analytu elektrochemi-
luminescenci, Vv y z n a ¢ e n é tim, Ze obsahuje
elektrodu a protielektrodu, pricemZ uvedend elektroda a
protielektroda maji na svém povrchu imobilizovano pfedem
stanovené mnoZstvi reakéniho ¢&inidla, schopného pf¥imo nebo

neprimo vazat elektrochemiluminescenc¢né znacené druhy.

Vé;wZafiiéﬁi_ pro ;agfékzifﬁTénalyEG

_P”Elék£E¢6HEEZ¥'
luminescenci, v y z n a ¢ e n é tim, Ze obsahuje
elektrodu, pfidemZ uvedend elektroda mé& na svém povrchu
imobilizovano pfedem stanovené mnozstvi reakéniho <inidla,
schopného vazat sloZku vazebného elektrochemiluminescen-

¢&niho testu.
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4., Zarizeni podle néroku 3, v y z n a & e n é

t 1im, Ze uvedenou elektrodou je pracovni elektroda.

5. Zarizeni podle néaroku 3, vy z n a ¢ e n é
t im, Ze uvedenou elektrodou je protielektroda.

6. Zarizeni podle néroku 3, vy z n a ¢ e n é
t im, Ze imobilizované reakéni d<&inidlo a elektrodovy

komplex‘jsou v podstaté tolerantni k elektronovému prenosu

mezi uvedenymi elektrodami a elektrochemiluminescencnim

znaCenim.

7. Zarizeni podle néaroku 3, v y z n a ¢ e n é
t i m , Ze uvedend elektroda Jje tvorena poréznim
materidlem.

8. Zarizeni pro detekci analytu  elektrochemi-
luminescenci, v y z n a ¢ e n é t i m , Ze obsahuje

porézni elektrodu a protielektrodu.

9. Zarizeni | pro detekci analytui elektrochemi-
luminescenci, v y z n a ¢ e n é t i m, Ze obsahuje
pracovni elektrodu a protielektrodu, prfic¢emZ wuvedena
pracovni elektroda md na svém povrchu a v elektrochemickém

kontaktu s timto povrchem imobilizovéno pIredem stanovené
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mnozstvi reakéniho ¢inidla, schopného  véazat sloZku

vazebného elektrochemiluminescen&niho testu.

‘ 10. Zarizeni pro detekci analytu elektrochemi-
luminescenci, vyznadcenté tim, Ze obsahuje
pracovni elektrodu a protielektrodu, pricemZz uvedena
protielektroda m& na svém povrchu a v elektrochemickém
kontaktu s timto povrchem imobilizovédno pfredem stanovené
mnozstvi reakcéniho ¢inidla, schopného vazat slozku

vazebného elektrochemiluminescené¢niho testu.

11. zatizeni pro detekci analytu elektrochemi-
luminescenci, v y z n a ¢ e n é t im , Ze obsahuje
elektrodu a protielektrodu a porézni matrici v
elektrochemickém kontaktu s uvedenou elektrodou, pricemz
uvedend porézni matrice obsahuje na svém povrchu pIedem
stanovené mnoZstvi reakéniho <&inidla, schopného véazat

sloZku vazebného elektrochemiluminescencéniho testu.

12. Zarizeni pro detekci analytu elektrochemi-

luminescenci, v y zna &ené tim,

__Ze obsahuje

pracovni elektrodu a mnoZinu diskrétnich vazebnych domén,
pfidemZ uvedené vazebné domény jsou schopny véazat sloZku

vazebného elektrochemiluminescend¢niho testu.

13. Zarizeni pro detekci analytu elektrochemi-

luminescenci, v y z n a ¢ e n é tim, Ze obsahuje
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pracovni elektrodu a mnoZinu diskrétnich vazebnych domén,
pricemz kaZdéd z uvedenych vazebnych domén obsahuje predem
stanovené mnoZstvi reaké&niho ¢inidla, schopného vazat

sloZzku vazebného elektrochemiluminescenéniho testu.

14. Zarizeni podle naroku 13, vyznad cen é

t im, Ze dale obsahuje protielektrodu.

15. Zarizeni podle néaroku 13, vy zna cené
tim, Ze dé&le zahrnuje protielektrodu, prostfedek pro

dodavku vzorku a prostredek pro detekci svétla.

16. Zaf¥izeni pro detekci analytu elektrochemilumi-
nescenci, vyznadcené t im, Ze obsahuje:

(a) elektrodu;

(b) mnoZinu diskrétnich vazebnych domén, z nichZ kaZda
obsahuje pfedem stanovené mnoZstvi reakéniho <¢&inidla,
schopného vazat sloZzku vazebného elektrochemilumi-
nescencé¢niho testu;

(c) protielektrodu;
vazebnych domén;

(e) prostfedek pro spousténi elektrochemiluminescence;

(f) prostrfedek pro detekci elektrochemiluminescence.

(d) prostfedek pro dodadvku vzorku do uvedenych



169

17. Zar¥izeni pro detekci analytu elektrochemilumi-
nescenci, vyznadc¢ené t im, Ze obsahuje:

(a) elektrodu;

(b) podloZku, kterd ma& na sobé imobilizovidnu mnoZinu
diskrétnich vazebnych domén, z nichZ kaZd4 obsahuje predem
stanovené mnoZstvi reakéniho <¢&inidla, schopného vazat
sloZzku vazebného elektrochemiluminescenéniho testu;

(c) protielektrodu;

(d) prostfedek pro dodavku vzorku do uvedenych

vazebnych domén;

(e) prostredek pro spousténi elektrochemiluminescence;

(f) prostfedek pro detekci elektrochemiluminescence.

18. Zarizeni podle néaroku 17, vy zmna cCen é
t im, ?e uvedend mnoZina domén Jje Vv elektrochemickém

kontaktu s uvedenou elektrodou.

19. zarizeni podle naroku 17, v y z n a & e n &

t im, Ze uvedend elektroda je porézni.

20. Zarizeni podle naroku 19, vy zna cen é
t i m , e uvedend elektroda Jje tvorena uhlikatym
materidlem.

21. Zatrizeni podle néaroku 17, vy zzmnad c¢en é

t im, Ze uvedend elektroda je tvorena fibrilami.
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22. Zarizeni podle néaroku 17, vyzna c¢ené
t im, Ze uvedeny elektrochemiluminescenc¢ni detekéni

prostredek detekuje elektrochemiluminescenci z jedné nebo

vice diskrétnich vazebnych domén.

23. Zarizeni podle né&roku 17, vy znac¢en é

t i m, Ze uvedenou podloZkou je porézni matrice.

*

24, Zarizeni podle néaroku 17, vy znad c¢emn é
t i m, Ze uvedenou podloZkou je porézni matrice a uvedend

elektroda je porézni.

25. Zarizeni podle néaroku 17, vy zna cen é

't im, Ze uvedenou podloZkou je porézni matrice, kterd je

usporédédna mezi uvedenou elektrodou a protielektrodou.

26. Zarizeni pro detekci analytu elektrochemilumi-
nescenci, vyznadc¢ené t im, Ze obsahuje:

(a) elektrodu;

ci ——(b)- -mnoZinu diskrétnich.vazebnych.domén,..z nichZ.kazda..

obsahuje pfedem stanovené mnoZstvi reakéniho <cinidla,
schopného vazat sloZku vazebného elektrochemilumi-
nescenc¢niho testu;

(c) protielektrodu;

(d) prostfedek pro doddvku vzorku do uvedenych

vazebnych domén;
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(e) prostfedek pro spousdténi elektrochemiluminescence;

(f) mnoZinu prostfedkl® pro elektrochemiluminescenéni

detekci.

27. Zarizeni podle naroku 26, vy zna c¢ené
tim, e uvedend mnoZina prostfedkd pro elektro-
chemiluminescendni detekci se pouZije pro zobrazeni jedné

nebo vice vazebnych domén.

P

28. Zarizeni podle naroku 27, vyzna c¢cen é
t 1im, Ze alespoil jeden z mnoZiny detekénich prostredka

detekuje elektrochemiluminescenci z jedné vazebné domény.

29. Zarizeni podle néroku 27, v y zna ¢ en é
t im, Ze uvedenou mnozZinou prostredkllt pro elektro-

chemiluminescenéni detekci 3je CCD svazek nebo diodovy

svazek.
amne w30, e LaPizen i~ pro—-—detekci---analytu - - elektrochemi-.
Juminescenci, vyznadcené tim, Ze obsahuje

elektrodu majici na svém povrchu imibilizovanou mnoZinu
diskrétnich vazebnych domén, pfifemZ uvedené vazebné domény
jsou schopny vazat sloZku vazebného elektrochemilumi-

nescenéniho testu.
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31. Zarizeni  pro detekci analytu elektrochemi-
luminescenci, v y z n a ¢ e n é tim, Ze obsahuje
elektrodu majici na svém povrchu imibilizovanou mnoZinu
diskrétnich vazebnych. domén, pricemZ kazZd& 2z uvedenych
vazebnych domén obsahuje pfedem stanovené mnozZstvi
reakéniho ¢inidla, schopného vazat sloZku vazebného

elektrochemiluminescenc¢niho testu.

32. Zatrizeni pro detekci analytu elektrochemi-
luminescenci, vyznadc¢enbé t im, Ze obsahuie
elektrodu majici na svém povrchu imibilizovanou mnoZinu
diskrétnich vazebnych domén, které obsahuji elektro-

chemiluminescenc¢ni oznaceni.

33. Zarizeni pro detekci analytu elektrochemi-
luminescenci, v y z n a ¢ e n & t i m, Ze obsahuje
elektrodu, majici na svém povrchu imibilizovanou mnoZinu
diskrétnich vazebnych domén, které jsou schopny generovat
mnozinu elektrochemiluminescenénich signé&luy, a proti-

elektrodu.

34. Zarizeni pro detekci analytu elektrochemi-
luminescenci, Vv y z n a ¢ e n é tim, Ze obsahuje
podloZku, majici na svém povrchu imibilizovanou mnoZinu
diskrétnich vazebnych domén, pfifemZ kazZdd =z uvedenych
vazebnych domén obsahuje predem stanovené mnozZstvi
reak&éniho ¢inidla, schopného véazat sloZku vazebného

elektrochemiluminescendéniho testu.
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35. Zarizeni pro detekci analytu elektrochemi-
luminescenci, vyznadcené tim, Ze obsahuje

elektrodu a podloZku, majici na svém povrchu imibilizovanou
mnozinu diskrétnich vazebnych domén, pficemZ kazdad z
uvedenych vazebnych domén obsahuje pfedem stanovené
mnoZstvi reakéniho ¢inidla, schopného vazat sloZku
vazebného elektrochemiluminescencéniho testu, pricemZ
uvedend elektroda a uvedené vazebné domény Jsou Vv

elektrochemickém kontaktu.

M

36. Zarizeni podle néroku 35, vy z na ¢ e n

t im , Ze elektrodou je pracovni elektroda.

[ON

37. Zatrizeni podle néroku 35, vy zna dc¢en

t im, Ze elektrodou je protielektroda.

38. Zarizeni pro detekci analytu elektrochemi-

v z

luminescenci, vy znac¢endé t im, Ze obsahuje:

(a) elektrochemicky c¢lének;

(b) prvni povrch, obsahujici elektrodu; a

vazebnych domén, 2z nichZ kaZdad obsahuje vazebné reakéni
¢inidlo, které Jje schopno vazat sloZku vazebného
elektrochemiluminescenéniho testu, pricemZ uvedeny prvni a
druhy povrch jsou odsazené& zarovnédny tak, Ze umozZiuji
elektronovy pfenos mezi uvedenou elektrodou a
elektrochemiluminescenénim oznadenim, pfimo nebo nepfimo

navdzanym na uvedené vazebné reakdéni ¢inidlo.

(c). druhy_povrch, majici na sob€ imobilizovanu mnozinu




¢ seve se o000 .o o0
o0 [} ] L LN J L
[ 4 L4 L L] - L L4 L2
. . .o o o o eoev e .
(] [ [} o ® L L
eeses o e . .o L2

174

39. Zarizeni pro detekci analytu elektrochemi-
luminescenci, vyznadcené tim, Ze obsahuje
elektrochemicky <¢&lanek a elektrodu, kterd mé& na sobé
imobilizovadnu mnoZinu vazebnych domén, 2z nichZz kaZda
obsahuje vazebné reakdéni c<&inidlo, které je schopno vazat

sloZku vazebného elektrochemiluminescenc¢niho testu.

40. ZplUsob provadéni mnoZiny elekfrochemiluminescen—
énich testi, vyznaceny tim, Ze zahrnuje:-

(a) uvedeni mnoZiny diskrétnich vazebnych domén do
kontaktu se vzorkem, obsahujicim jeden sledovany analyt
nebo mnoZinu sledovanych analyt®, za testovacich podminek;

(b) vyvoldni elektrochemiluminescence v jedné nebo
vice doménédch z mnoZiny vazebnych domén; a

(c) detekovani elektrochemiluminescence na mnoZiné

uvedenych vazebnych domén.

41. Zplsob provadéni mnoziny elektrochemiluminescen-
&nich test® pro mnoZinu rtiznych sledovanych analytt, v y -

znaceny t im, Ze zahrnuje:

(a) uvedeni mnoZiny diskrétnich vazebnych domén do

“kontaktu ~se “vzorkem, ‘obsahujicim mnoZinu ' Sledovanych T 77

z

analytli, za testovacich podminek;

(b) soub&Zné vyvoladni elektrochemiluminescence v
mnoziné vazebnych domén; a

(c) soub&Zné detekovani elektrochemiluminescence na

mnoziné uvedenych vazebnych domén.
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42. Vyrobek, vyznadceny t im, Ze obsahuje

- ~

mnoZinu diskrétnich vazebnych domén na podloZce, pricemz
uvedené vazebné domény jsou vzéjemné prostorové usporadany
a maji rlznou vazebnou specififnost pro navazadni mnoZiny
riznych sledovanych analytd v elektro-chemiluminescenénim

testu.

43, Vyrobek, vyznaceny t im , Ze obsahuje

vorowv ~

mnoZinu diskrétnich vazebnych domén na podloZce, pricemZ
uvedené vazebné domény jsou vzajemné prostorové usporadany
a maji riiznou vazebnou specificnost pro navazani
sledovaného analytu v elektrochemiluminescenénim testu,
pficemZ kaZdd doména obsahuje Jjinou vazebnou sloZku

navazanou na jiném sledovaném analytu.

44, Vyrobek, vyznaceny t im, Ze obsahuje

vorow ~

mnozinu diskrétnich vazebnych domén na podloZce, pIicemZ
uvedené vazebné domény jsou vzdjemné prostorové usporadany
a maji rfiznou vazebnou specifiénost pro analyt sledovany v
elektrochemiluminescen&nim testu, prifemZ kaZdad doména je
navdzana pfimo nebo nepfimo na jiny sledovany analyt a

“"Tzbytek schopny elektrochemiluminéscence.”

45, Vyrobek, vy znaceny t im, Ze obsahuje
mnoZinu diskrétnich vazebnych domén na podloZce obsahujici
porézni materidl, priemZ uvedené vazebné domény Jjsou
vzédjemné& prostorové uspordddny a maji rtznou vazebnou

specificnost pro analyt sledovany v elektrochemi-
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luminescenénim testu, pfrifemZ kaZdad doména obsahuje jinou

vazebnou sloZku, navizanou na jiném sledovaném analytu.

46. Vyrobek podle naroku 45, vy zna c¢eny

t im, Ze uvedeny porézni materidl obsahuje uhlik.

’.

47. Vyrobek podle néroku 45, vy zna c¢ceny

t im, Ze uvedeny porézni materidl obsahuje fibrily.

48. Vyrobek, vy znadceny t im, Ze obsahuje
mnoZinu diskrétnich vazebnych domén na podloZce obsahujici
funkcionaliiované fibrily, priéemZ uvedené vazebné domény
jsou vzajemn& prostorové usporddany a maji rdznou vazebnou
specifiénost pro analyt sledovany v elektrochemi-
luminescendnim testu, priéemZ kaZzdd doména Jje navézéna

pfimo nebo nepfimo na sledovany analyt a zbytek, ktery je

schopen elektrochemiluminescence.

49. Vyrobek, vyznadceny t im, Ze obsahuje
mno#inu diskrétnich vazebngych domén na podloZce obsahujici
jednu nebo nékolik polymernich matric, pficemZ uvedené
vazebné domény Jjsou vzdjemn& prostorové usporddany a maji
riznou vazebnou specifi&nost pro analyt sledovany v
elektrochemiluminescendnim testu, pfidemZ kaZdad doména Jje
navizédna ptrimo nebo nepfimo na sledovany analyt a zbytek,

ktery je schopen elektrochemiluminescence.




50. Kazeta pro detekci analytu ve vzorku

elektrochemiluminescenci, vy znacenéd tim, Ze
obsahuje:
(a) mnoZinu diskrétnich vazebnych domén na podloZce; a

(b) jeden nebo vice parua elektrod a protielektrod.

51. Kazeta pro detekci analytu ve . vzorku
elektrochemiluminescenci, vy zna ¢ en é tim, Ze
obsahuje:

(a) mnoZinu diskrétnich vazebnych domén na podloZce; a

(b) jeden nebo vice pard elektrod a protielektrod
prostorové zarovnanych s uvedenymi vazebnymi doménami; a

(c) prostrfedek pro dopravu vzorku do mnoziny

diskrétnich vazebnych domén.

52. Kazeta podle naroku 49, vy z n a ¢ e n a
t im, e uvedend mnoZina diskrétnich vazebnych domén
tvori alesponl jeden povrch, schopny vazat sloZku vazebného

elektrochemiluminescenc¢niho testu.

53. _Kazeta__podle_ naroku 50, _

t im, Ze uvedend mnoZina vazebnych domén zahrnuje
vazebné domény, které maji rGizné vazebné specifiénosti, pro
soub&Zné navazani mnoZiny rtiznych sledovanych analytd ve

vzorku.

vV.V. z_.n_a C e . n & _.



- 178

54. Kazeta pro detekovani nebo méreni elektrochemi-
luminescence, vy zna cendéd t im, Ze obsahuje:

(a) prvni podloZku majici na sobé& mnoZinu diskrétnich
vazebnych domén;

(b) mnoZinu elektrodovych a protielektrodovych péara,
pficemz kazZdd z mnoZiny diskrétnich vazebnych domén je v
zdkrytu s Jjednim 2z uvedené mnoZiny parld elektrod a
protielektrod a uvedené elektrodové a protielektrodové pary
a vazebné domény tvori mnoZinu ¢&lankll pro detekci nebo
provaddéni méreni elektrochemiluminescence, pricemZ uvedené
elektrodové a protielektrodové pary Jjsou adresovatelné
zdrojem elektrické energie ve formé napétové vlny, ucinné
pro spusténi elektrochemiluminescence; a

(c) prostfedek pro dodavku vzorku do mnoZiny

diskrétnich vazebnych domén.

z

55. Kazeta podle néaroku 53, vy z n a ¢ e n &
t i m , Ze mnoZina vazebnych domén =zahrnuje vazebné
domény, které maji odlidné vazebné specificnosti pro
soubé&Zné navazani mnoZiny rlznych sledovanych analytd ve

vzorku.

56. Kazeta pro detekovdni nebo méfeni sledovaného
analytu ve vzorku, vyznad c¢endéa t im, Ze
obsahuje:

(a) prvni podloZku majici na svém povrchu mnoZinu
diskrétnich vazebnych domén, pfilemZ alespoili Jjedna z
uvedenych vazebnych diskrétnich domén ma odlisnou

specifinost neZ ostatni vazebné domény a kaZdd z uvedené
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mnoziny diskrétnich vazebnych domén Jje hydrofilni a
obklopend hydrofobnimi oblastmi;

(b) druhou podloZku, kterd m& mnoZinu hydrofilnich
domén, obsahujicich reakéni médium vhodné pro provédéni
chemického testu; a A

(c) prostfedek pro uvedeni mnoZiny diskrétnich
vazebnych demén a mnoziny reakénich médii do kontaktu, pfi
kterém se analyzovany vzorek, ktery Je p¥itomen na

jednotlivych doménéch, kontaktuje s reakénim médiem.

P

57. Kazeta podle naroku 50, v y z n a ¢ e n &
t im, Ze uvedené diskrétni vazebné domény déle zahrnuji

vnit¥ni kontrolu.

58. Zpasob pripravy mnoziny diskrétnich vazebnych
domén na podloZce obsahujici vazebnd reakéni ¢&inidla,
schopnd vazat sledované analyty, vy z n a ¢ e n ¥
tim, Ze Zahrnuje:

(a) vytvoreni samoc¢inné vytvorené monovrstvy na
podloZce, pri&emZ uvedend monovrstva zahrnuje na povrchu,
ktery nep¥iléhd k podloZce, vazebnou skupinu A, schopnou

specificky vézat vazebnou skupinu B; a

S == = = =m +c cmees w rmemmam 0 ommT o=

(b) kontaktovani uvedené prvﬁi vazebné skupiny A s
vazebnym &inidlem, které je schopno vazat sledovany analyt,

~ ~

pridemZ uvedené vazebné reakéni <inidlo Jje navazano na
uvedené vazebné skupiné& B, takZe uvedené vazebné reakéni
¢inidlo je navAazéno na monovrstvé pomoci A:B vazby a tvofi
vazebny povrch, ktery Jje organizovdn jako mnoZina

diskrétnich vazebnych domén.
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59. Zplisob podle naroku 57, vy zna c¢eny
t im, Ze na mnoZinu diskrétnich vazebnych domén Jje
navidzdna mnoZina raznych vazebnych reakénich ¢&inidel a
kontaktovani prvni vazebné skupiny A s reakénim &inidlem se
provadi dodédnim mnoZiny kapalinovych vzork, z nichZ kaédy
obsahuje Jjiné vazebné ¢inidlo, 2z mnoZiny kapalinovych

vodi&d na uvedenou monovrstwvu.

60. Zplsob detekce nebo mé&reni analytu v elektrochemi-
luminescenénim vazebném testu, vyznadceny tim,
Ze zahrnuje:

(a) kontaktovani mnoZiny diskrétnich vazebnych domén
imobilizovanych na povrchu jedné nebo nékolika podloZek se
vzorkem, obsahujicim mnoZinu analytl a sloZku uvedeného

z v z

testu, navdzanou na elektrochemiluminescencni oznacdeni;

(b) aplikovani napét'ové vlny, ucinné pro spusténi
elektrochemiluminescence na Jjedné nebo vice doménédch v
pritomnosti reak&niho média, které je vhodné pro provadéni
elektrochemiluminescen¢niho testu; a

(c) detekci nebo méfeni elektrochemiluminescence z

uvedené mnoZiny domén.

v 2

61.‘Sada pro provadéni mnoZiny elektrochemilumi-
nescenénich testd pro mnoZinu sledovanych analytt, vy -
Zznadcen éa t im, Ze obsahuje:

(a) vyrobek obsahujici mnoZinu diskrétnich vazebnych
domén na podloZce, pfiem? uvedené vazebné domény jsou
vzajemné prostoroveé usporadany a ‘maji rizné vazebné
specifi¢nosti pro mnoZinu rtznych sledovanych analytd v

elektrochemiluminescenénim testu; a
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(b) néddobu, obsahujici reakéni <&inidlo nezbytné pro

provadéni uvedenych testa.

62. Sada podle naroku 60, vy znadcenaéa tim,

e dale obsahuje zarizeni pro provadéni uvedenych testti.

63. Sada pro provaddéni mnoZiny elektrochemilumi-
nescenc¢nich testl pro mnoZinu sledovanyéh analyta, v y -
znadcen é tim, Ze obsahuje nadobu, obsahujici
vazebné sloZky specifické pro mnoZinu raznych analyti,
které jsou pouZitelné v mnoZiné elektrochemiluminescenénich

testh.

64. Sada podle ndroku 62, vyznacendéd tim,
Ze dale obsahuje jednu nebo nékolik nadob, obsahujicich
nevazebné sloZky pro mnozinu elektrochemiluminescencénich

testu.

z2

65. Sada podle ndroku 62, vyznadc¢ené tim,

Ze dale obsahuje  vyrobek, ktery obsahuje mnoZinu

diskrétnich vazebnych domén na podloZce, prilemZ uvedené
vazebné domény Jjsou vzajemn& prostorové usporaddadny a maji
rtizné vazebné specifiénosti pro mnoZinu rGznych sledovanych

analytd v elektrochemiluminescenc¢nim testu.

66. Kazeta, vyznadcendéa t im, Ze obsahuje:
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(a) mnoZinu diskrétnich vazebnych domén na podloZce,
tvorici alesponl jeden vazebny povrch;

(b) mnoZinu elektrodovych a protielektrodovych péart,
pric¢emZ uvedené diskrétni vazebné domény jsou prostorové
zarovndny s uvedenou mnoZinou elektrodovych a proti-
elektrodovych part; a

(c) prostfedek pro dodédvku vzorku do uvedené mnoZiny

diskrétnich vazebnych domén.

67. Kazeta, vyznac¢enda t im, Ze obsahuje:

(a) mnozZinu diskrétnich vazebnych domén na podloZce,
tvorici alesponl jeden vazebny povrch; a

(b) mnoZinu elektrodovych a protielektrodovych part,
pri¢emZ uvedené diskrétni vazebné domény Jsou prostorové
zarovndny s uvedenou mnozinou elektrodovych a proti-
elektrodovych padrti a mohou byt uvedeny do blizkosti této
mnoziny elektrodovych a protielektrodovych péara, prficemZ
uvedené vazebné domény Jjsou hydrofilni nebo hydrofobni,

vzhledem k povrchu podlozky.

68. Kazeta, vyznacendé t im, Ze obsahuje:
(a) mnoZinu diskrétnich vazebnych domén na prvni
“podloZce, tvorici-alespoil jeden vazebny povrch; a-- "~ - ==
(b) mnoZinu elektrodovych a protielektrodovych part,
pricemZ uvedené diskrétni vazebné domény jsou prostoroveé
zarovnany & uvedenou mnoZzinou elektrodovych a proti-
elektrodovych pard, mnoZina elektrod se nachdzi na uvedeném
vazebném povrchu, kaZdd elektroda sousedi s vazebnou

doménou a protielektrody se nachédzeji na druhé podloZce; a
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(c) prostrfedek pro dodavku vzorku do mnozZiny

diskrétnich vazebnych domén.

69. Kazeta podle néaroku 68, v vy 2z n a ¢ e n &
tim, Ze uvedené vazebné domény Jjsou hydrofilni nebo

hydrofobni, wvzhledem k povrchu podloZky.

z

70. Kazeta podle naroku 66, v vy z n a ¢ e n &
tim, Ze uvedend podloZka obsahuje 2 aZ 500 vazebnych

domén.

71. Kazeta podle naroku 66, v vy z n a ¢ e n &
t im, Ze uvedend mnozZina vazebnych domén obsahuje
vazebné domény majici rtzné vazebné specifinosti pro
soub&Zné navazadni mnoZiny 1rlznych sledovanych analyt(,

pfitomnych ve vzorku.

72. Kazeta pro detekci nebo mé&reni elektrochemilumi-

nescence, vyznadcenaéa t {im, Ze obsahuje:

w=em mfg)prvnis- -podloZku; - kterd - méd— -na--—sobé- - mnoZinu -~ - = =

diskrétnich vazebnych domén;

(b) mnoZinu elektrodovych a protielektrodovych péart,
pficdemZ uvedené vazebné domény jsou v zakrytu s mnoZinou
elektrodovych a protielektrodovych pérﬁ a Vv Jjejich
blizkosti, a diskrétni vazebné domény tvori spolu s
elektrodovymi a protielektrodovymi pary mnoZinu &lankd pro

detekci nebo providdéni méfeni elektrochemiluminescence,
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pricemZz uvedené elektrodové K a protielektrodové pary jsou
adresovatelné zdrojem elektrické energie ve formé napétové
vliny, U¢inné pro spusténi elektrochemiluminescence; a

(c) prostrfedek pro dodavku vzorku do uvedené mnoZiny

diskrétnich vazebnych domén.

v

73. Kazeta podle naroku 72, vy z n a ¢ e n &
tim, Ze déle obsahuje druhou podloZku, kterou 1lze
umistit vedle prvni podloZky tak, Ze mezi sebou vymezi
prostredek pro umisténi vzorku, pricemz mnozZzina
elektrodovych a protielektrodovych péard Jje fixovédna ke

druhé podloZce.

74. Kazeta podle néaroku 72, vy z na ¢ e n &
tim, Ze uvedend mnoZina elektrodovych a proti-

elektrodovych part je fixovana k uvedené prvni podloZce.

75. Kazeta podle néaroku 72, v vy z n a ¢ e n a
tim, Ze dale obsahuje druhou podloZku, kterou lze
umistit vedle prvni podloZky tak, Ze mezi sebou vymezi
. prostfedek pro umisténi vzorku, pfi¢emZ mnoZina elektrod je .
umist&na na prvni podloZce a mnoZina protielektrod Jje
umist&na na druhé podloZce, takZe mnoZina elektrod a

protielektrod miZe byt umisténa do vzadjemné blizkosti.
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s

76. Kazeta podle néaroku 72, vy zna c¢en a
t im, e uvedend mnoZina diskrétnich vazebnych domén

obsahuje 5 aZ 1 000 vazebnych domén.

s

77. Kazeta podle néroku 72, vy zna c¢emn a
t im, Ye uvedend mnoZina diskrétnich wvazebnych domén
obsahuje alespofi jednu vazebnou doménu, kterd obsahuje
vazebnd reakéni ¢&éinidla, kterad jsou vzéjemné identicka a
Kterd se 1i%i svou specifiénosti od vazebnych reak&nich
¢inidel obsaZenych v Jjinych vazebnych doménach, pro

navazani mnoZiny raznych sledovanych analytd.

78. Kazeta podle néaroku 72, vy zna c¢ e n &
t im, Ye uvedend mnoZina diskrétnich vazebnych domén
obsahuje alespofi Jjednu vazebnou doménu, kterd obsahuje
vazebnd reakéni ¢&inidla, kterd se 1lisi svou vazebnou

specifiénosti.

z

79. Kazeta podle naroku 78, vy zna c¢ enn a

t im, e dale obsahuje reflexni povrch, prilehly k

uvedené prvni nebo druhé podloZce.

z

80. Kazeta podle néaroku 78, vy zna ¢ e n a
t im , Ye uvedend prvni a druhd podloZka, mnoZina
diskrétnich vazebnych domén a mnoZina elektrodovych a

protielektrodovych pari jsou v podstaté transparentni.
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z

81. Kazeta podle néaroku 72, vy z na ¢ e n a
t im, Ze prumér nebo $ifka uvedenych elektrodovych a
protielektrodovych pard se pohybuje v rozmezi od 0,001 do

10 mm.

82. Kazeta podle néaroku 80, v y z n a ¢ e n &
t im, Ze pramdr nebo 3ifka uvedenych vazebnych domén se

pohybuje v rozmezi od 0,001 do 10 mm.

83. Kazeta podle néaroku 72, v y z n a ¢ e n a
t i m , Ye kaZdy =z uvedenych elektrodovych a
protielektrodovych parl je samostatné adresovatelny alespon

jednim zdrojem elektrické energie.

P

84. Kazeta podle néroku 72, vy zn a ¢ e n &
tim, Ye uvedené vazebné domény jsou hydrofilni a jsou

obklopeny hvdrofobnim povrchem.

v z

85. Kazeta podle naroku 72, v y z n a ¢ e n a
ot 1 m:pw;ie-uvedenéwvazebnéudomény”jsou_hydrofobni_a jsou..

obklopeny hydrofilnim povrchem.

86. Kazeta podle néroku 72, vy zna c¢en a
t i m, Ze uvedeny vazebny povrch obsahuje strukturovanou,

samodinné sestavenou monovrstvu.
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87. Kazeta podle néroku 86, v y z n a ¢ e n &
t im, Ze uvedend samo&inné sestavend monovrstva obsahuje

alkanthioly.

Z

88. Kazeta podle néaroku 87, v y z n a ¢ e n &
tim, Ye uvedené vazebné domény Jjsou schopny vazat
analyty, zvolené ze skupiny zahrnujici proteiny, nukleové
kyseliny, karbohydrédtové zbytky, profilétky, antigeny,

butiky, organické sloudeniny a organokovové slouCeniny.

89. Kazeta podle néaroku 72, v y z n a ¢ e n a
t i m, Ze uvedené vazebné domény obsahuji funkéni reakcni
¢inidla pro testy, zvolené ze skupiny zahrnujici klinické
chemické testy, chemiluminescenéni testy, imunologické

testy a testy s nukleokyselinovymi sondami.

90. Kazeta podle naroku 73, vy zna ¢ e n &
t im, Ye dale obsahuje odstranitelnou elektrodovou
ochrannou bariéru vloZenou mezi uvedenou druhou podloZku a

uvedené diskrétni vazebné domény, pricemZ uvedenéa

“elektrodovd ochranni bariéra je odstranitelnd  pred = =

spudténim elektrochemiluminescence.

91. Kazeta podle naroku 72, vy z n a ¢ e n &
t im, Ye dale obsahuje elektricky vodivy materidl na

mnoZiné elektrod uvedenych elektrodovych partl nebo v jejich

i
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blizkosti umisté&ny tak, aby 8ifil elektricky potencidl z

povrchu elektrody do testovaciho média.

v v z

92. zafizeni pro méfeni  elektrochemiluminescence
vzorku, vyznadcené t im, Ze obsahuje:

(a) mnoZinu ¢&lanklh pro udrZovani alespoili jednoho
vzorku, kterd je tvofena mnoZinou elektrodovych a
protielektrodovych parl a prvni podloZkou, kterd obsahuje

mnoZinu diskrétnich vazebnych domén, kterd je zarovnéna s

mnoZinou elektrodovych a protielektrodovych pdrd a nachézi

se Vv Jjejich blizkosti, pfi&emZ uvedené elektrodové a
protielektrodové pary 3jsou samostatné adresovatelné a
uvedené ¢&lanky jsou vhodné pro provddéni m&feni elektro-
chemiluminescence;

(b) prostfedek pro regulaci napéti prizpusobeny pro
aplikaci rizené napétové vlny na mnoZinu elektrodovych a
protielektrodovych par, pfi¢emZ uvedend napétovd vlna je
uéinnd pro spusténi elektﬁochemiluminescence v mnoziné
¢léankt; a

(c) fotonovy detekéni prostfedek pro detekci elektro-

chemiluminescence z uvedeného vzorku.

A93. Sada, vhodnad pro méfé%iwelektrééﬁém;lﬁminesééhce,
vyznadc¢ena tim, Ze obsahuje jeden nebo nékolik
zasobnikld

(a) mnoZiny diskrétnich vazebnych domén na podloZce,
tvofici alespofi jeden vazebny povrdh; a |
(b) mnoZiny elektrodovych a protielektrodovych pary,

které jsou prostorové& zarovnidny s mnoZinou diskrétnich
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vazebnych domén a mohou byt umistény do blizkosti téchto

domén.

94. Sada podle nadroku 93, vyznadcena tim,
Ye dale obsahuje alespoii jednu druhou podloZku, kterd miZe
byt umisté&na vedle ©podloZky s Vvazebnym povrchem a

poskytnout prostf¥edek pro uloZeni vzorku.

95. Sada podle naroku 94, vy znacena tim,
e uvedend druhd vrstva nese mnoZinu elektrodovych a
protielektrodovych pért, které mohou byt zarovnany s
mnoZinou diskrétnich vazebnych domén a umistény do jejich

blizkosti.

96. Sada podle ndroku 93, vy znadcena tim,
Ye dale obsahuje reak&ni ¢&inidla, vhodnd pro provadeni
elektrochemiluminescenéniho testu, a predem stanovené

mnoZstvi vy&isténého sledovaného analytu.

www&sx~97w=KazetaﬂpromdetekciWnebowméfeniwsledovanéhoVanalytu

ve vzorku, vyznadcena t im, Ze obsahuje:

(a) prvni podloZku, kterd md na svém povrchu mnoZinu
diskrétnich vazebnych domén a tvori alespoll jeden vazebny
povrch, pf¥idemZ alespoii n&které z uvedenych diskrétnich
vazebnych domén maji jiné vazebné specificnosti neZ dalsi
vazebné domény a kaZdd z mnoZiny vazebnych domén je

hydrofilni a obklopena hydrofobnimi oblastmi; a
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(b) druhé& podloZka, kterd m& na svém povrchu mnoZinu
hydrofilnich domén obsahujicich reakéni média, vhodné& pro
provaddéni chemického testu a tvorX¥i testovaci povzrch,
priCemZ mnoZina diskrétnich vazebnych domén a mnoZina
reak&nich médii mife byt uvedena do kontaktu, pfi kterém se
analyzovany vzorek, pritomny na kazdé vazebné doméné, uvede
do kontaktu s reakénim médiem za Ucelem detekce nebo mérfeni

sledovaného analytu.

98. Kazeta podle naroku 72, vy z n a ¢ e n a

t im, Ze dile obsahuje prostredky ¥idici teplotu.

99. Kazeta pro provadéni sledované reakce, Vv y z n a-
¢ ené t im, Ze zahrnuje:

(a) prvni podloZku, kterd md na svém povrchu mnoZinu
diskrétnich vazebnych domén, pric¢emZz kaZdd =z uvedenych
domén je hydrofilni a obklopena hydrofobni oblasti na
uvedeném prvnim nosném povrchu; a

(b) druh& podloZka, kterd m& na svém povrchu mnoZinu
vazebnych diskrétnich domén, prigemZ kaZdd =z uvedenych
vazebnych domén (i) je hydrofilni a obklopena hydrofobni

oblastf na uvedeném druhém povrchu, (i) obsahuje reakcni

médium vhodné pro provadéni sledované reakce a (iii) je
prostorové zarovndna s doménou na povrchu uvedené prvni
podloZky, takZe uvedend druhd podloZka miZe byt umisténa
tak, Ze se kaZdd =z uvedenych domén na povrchu druhé
podloZky dostane do kontaktu s doménou na povrchu prvni

podloZky se kterou je zarovnéna.
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100. Kazeta podle néaroku 66, vy zna c¢en a
t im, Ze uvedené diskrétni vazebné domény déle obsahuji

vnit¥ni kontrolu.

101. Zerizeni podle naroku 92, vy znadc¢ené
timnm, Ze uvedend mnoZina diskrétnich vazebnych domén

zahrnuje alesponl dvé identické vazebné domény.

102. Vazebny povrch, vyznaceny tim, Ze
je produktem nésledujiciho postupu:
(a) vytvoreni samoCinné sestavené monovrstvy na

podlozZce, pridemZ uvedend monovrstva obsahuje prvni
vazebnou skupinu A na povrchu monovrstvy, kterd nesousedi s
podloZkou a kterd je schopna se specificky vazat na druhou
vazebnou skupinu B, pridemZ uvedend monovrstva se aplikuje
alespofl na jednu doménu na uvedené podloZce; a

z

(b) kontaktovdni uvedené prvni vazebné skupiny A s

] z

vazebnym reak&énim c&inidlem, které je schopno se vazat na
sledovany analyt, pfi&emZ uvedené vazebné reak¢éni cinidlo
se navadZe na uvedenou vazebnou skupinu B, takZe uvedené

vazebné ¢&inidlo se pfes vazbu A:B navdZe na uvedenou

monovrstvu - a ~tvori--vazebny -povrch, - ktery -je-- organizovan----

jako mnoZina diskrétnich vazebnych domén obsahujicich
uvedend vazebnad reakéni ¢&inidla, schopnd se vazat na

sledovany amnalyt.

=
=]
N
0]

103. Zarizeni, vyzna¢ c¢ené t

obsahuje vazebny povrch podle nédroku 102.
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104. Kazeta podle naroku 66, vy zna ¢ e n a

t i m, Ze uvedend podloZka obsahuje elastomerni materidl.

105. Zplsob pripravy mnoZiny diskrétnich vazebnych

domén na povrchu, vyzmna c¢eny t im, Ze
zahrnuje:
(a) vytvoreni samodinné sestavené monovrstvy na

podloZce, pridéemZ uvedend monovrstva obsahuje prvni
vazebnou skupinu A na povrchu monovrstvy, kterd nesousedi s
podloZkou a kterd je schopna se specificky véazat na druhou
vazebnou skupinu B, pfidemZ uvedend monovrstva se aplikuje
alespoil na jednu doménu na uvedené podloZce; a

(b) kontaktovadni uvedené prvni vazebné skupiny A s
vazebnym reak&nim &inidlem, které je schopno se vézat na
sledovany analyt, pficemZ uvedené vazebné reakéni ¢inidlo
se navadZe na uvedenou vazebnou skupinu B, takZe uvedené
vazebné <&inidlo se pfes vazbu A:B navdZe na uvedenou
monovrstvu a tvori vazebny povrch, ktery je organizovén
jako mnoZina diskrétnibh vazebnych domén obsahujicich
uvedend vazebnd reakdéni éinidia, schopnd se vazat na

sledovany analyt.

.

106. Zplsob podle néroku 105, vV y 2z naden %
t im, Ye v kroku (a) se uvedend monovrstva produkuje
jako vzor na uvedené podloZce zplUsobem, =zvolenym ze
skupiny, zahrnujici mikroleptédni, nanédSeni mikroperem a

naniddeni mikrorazitkem.
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107. Zpisob podle naroku 105, vyzmna c¢ceny
t im, 7e uvedené reak&ni ¢&inidlo se zvoli ze skupiny
zahrnujici proteiny a Jjejich fragmenty a derivaty, a

nukleové kyseliny a jejich fragmenty a derivaty.

.

108. Zpltisob podle néroku 105, vyzna¢ c¢eny
tim, Ye uvedené vazebné <&inidlo se zvoli ze skupiny
zahrnujici protilatky a jejich vazebné fragmenty, antigeny,
epitopy, bufiky .a souclédsti bunék, enzymy, enzymoveé
substraty, lektiny, protein A, protein G, organické

sloudeniny, organokovové slouleniny a uhlohydrdtové zbytky.

’

109. Zpisob podle néaroku 105, vy zna cC e 11'y
t i m , Ye uvedené vazebné ¢&inidlo obsahuje mnoZinu
raznych vazebnych reak&nich <&inidel a uvedeny kontaktni
krok se provadi dodanim mndiiny kapalnych vzorkl, z nichZ
kaZdy obsahuje jiné vazebné ¢&inidlo, ze svazku kapalnych
vodi&d na uvedenou monovrstvu, takZe diskrétni vazebné
domény vazebného povrchu na uvedené monovrstvé maji na sobé

navdzdna jind vazebnéd ¢inidla.

110. Zpusob

‘detekce nebo méfeni  elektrochemi-
luminescence, vyznadc¢eny tim, Ze zahrnuje:

(a) kontaktovani mnoZiny diskrétnich vazebnych domén,
usporddanych na povrchu jedné nebo nékolika podloZek, se
vzorkem obsahujicim molekuly, navdzané na elektro-

chemiluminescenénim oznadeni;
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(b) aplikaci napétové vlny G&inné pro spusténi

elektrochemiluminescence na kaZdy z mnoZiny elektrodovych a
protielektrodovych par, které jsou prostorové zarovnany s
uvedenou mnozinou diskrétnich vazebn?dh domén a nachdzi se
v jejich blizkosti; a

(c) detekci nebo m&Ffeni elektrochemiluminescence.

f
111. Zplsob podle naroku 110, vy zn a ¢ en ¥y
t im, Ye uvedend mnoZina diskrétnich vazebnych domén

obsahuje 5 aZ 1000 vazebnych domén.

’.

. 112. Zpusob podle naroku 110, vy znad c¢eny
t im, Ye uvedend mnoZina diskrétnich vazebnych domén
obsahuje alespofi jednu vazebnou doménu, kterd obsahuje
vazebna reakdni ¢&inidla, kterd jsou vzajemné identicka a
kterd se 1i3%i svou specifi&nosti od vazebnych reakCnich
&inidel obsaZenych v jinych doménédch, coZ umoZiuje navazani

mnoziny rtiznych sledovanych analytu.

113. Zplsob podle naroku 110, vyzmna ceny

t i m , Ze uvedena podloZka déle obsahuje reflexni povrch.

114. ZplGsob podle naroku 110, vyznad c¢eny
t i m , Ze uvedend podloZfka, vazebny povrch a elektrodové

a protielektrodové pary jsou v podstaté transparentni.
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115. Zplsob podle néroku 110, vy zmnadc¢eny
t im, Ze primér nebo 3ifka uvedenych vazebnych domén se

pohybuje v rozmezi od 0,001 do 10 mm.

116. Zpusob podle néroku 110, vyznad ceny
t i m , Ze kazZdy z uvedenych elektrodovych a
protielektrodovych parl je samostatné& adresovatelny alespoti

jednim zdrojem elektrické energie.

v

117. ZplGsob podle naroku 110, vy zmnadc¢eny
tim, Ze uvedené vazebné domény jsou hydrofilni a jsou

obklopeny hydrofobnim povrchem.

118. Zpusob podle néaroku 110, vy zna c¢eny
t im, Ze uvedené vazebné domény jsou hydrofobni a jsou

obklopeny hydrofilnim povrchem.

.

119. ZpGsob podle néaroku 110, vyzmnadc¢eny

samoc¢inné sestavené monovrstvy.

120. Zplsob podle ndroku 119, v y z n a & e n ¥
t i m , e uvedené vazebné domény Jjsou schopny se
specificky vazat na analyt, zvoleny ze skupiny zahrnujici

proteiny, nukleové kyseliny, karbohydratové zbytky,

t i m_, Ze uvedeny vazebny povrch obsahuje strukturované, . . __ .
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protilatky, antigeny, bufiky a bund&né soudadsti, organické

slouceniny a organokovové slouleniny.

121. ZpGsob podle naroku 110, v 'y znac¢en ¥
t im, Ze dale zahrnuje kontaktovdni uvedenych vazebnych
domén s reakénim médiem vhodnym pro provadéni testu,
zvoleného ze skupiny zahrnujici klinické chemické testy,
chemiluminescenéni testy, imunologické: testy a testy s

nukleokyselinovymi sondami.

122. ZpGsob podle néaroku 110, vyznad ceny
t im, e uvedena jedna nebo nékolik podloZek tvori
mnoZzinu podloZek usporddanych nad sebou a alespoil dJ&ast
uvedenych podloZek je v podstaté& transparentni pro svétlo,
generované ~elektrochemiluminescenci, pficemZ kazda Z
uvedené mnozZiny podloZek Jje umisté&na vedle dal3i =z

uvedenych podloZek.

v~ z

123. Zptusob detekce  nebo méreni elektrochemi-
luminescence ve vzorku, vyzna¢c¢eny t im,
.. ie"-obsahuj]e: . L s et s e e e e em e e o

(a) uvedeni jedné nebo vice 2z mnoZiny diskrétnich
vazebnych domén, kterd je situovand na povrchu jedné nebo
vice podloZek, do kontaktu se vzorkem, obsahujicim molekuly
navadzané na elektrochemiluminescen&ni oznadeni, pridenZ
mnoZina elektrodovych a protielektrodovych para je
prostorové zarovndna s uvedenou mnoZinou diskrétnich

vazebnych domén, pficemZ mnoZina elektrodovych a
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protielektrodovych par se nachdzi na povrchu druhém
podloZky;

(b) umisténi uvedeného povrchu druhé podloZzky do
blizkosti uvedeného vazebného povrchu, pf¥i kterém se kaZdy
elektrodovy a protielektrodovy par dostane do blizkosti
jiné vazebné domény;

(c) aplikaci napétové vlny, UGc¢inné pro spusSténi
elektrochemiluminescence na kaZdou z mnoZiny elektrodovych
a protielektrodovych péard; a

(d) detekci nebo méfeni uvedené elektrochemi-

luminescence.

v

124. Zplsob podle néroku 110, vy zmnadceny
t i m , Ze Vv prabéhu kroku (a) Jje uvedend mnoZinha
elektrodovych a protielektrodovych parid chradnéna pred
vzorkem odstranitelnou elektrodovou ochrannou bariérou a
uvedeny zpUsob dale =zahrnuje odstranéni uvedené bariéry

pfed aplikaci napétiové vlny.

125. Zpuasob detekce nebo mérfeni sledovaného analytu ve

vzorku, vyznadceny t im, Ze zahrnuje:

e - .. (@), cumisténi. kapek .vzorku. obsahujiciho.. analyt,. ktery. ..

méd byt detekovdan nebo méfen, na mnozinu diskrétnich
vazebnych domén na povrchu podloZky, které obsahuji alespon
jednu vazebnou doménu obsahujici vazebnd reakéni <inidla,
kter4d jsou vzadjemné identickad a kterd se 1isi svou vazebnou
specificnosti od vazebnych reakénich <&inidel obsaZenych
uvnitr® dalSich vazebnych domén, pfidemZ kaZdd z uvedenych
vazebnych domén Jje charakterizovdna bud jako hydrofobni

nebo hydrofilni, pod podminkou, Ze oblast uvedeného nosného




198

povrchu, obklopujiciho kaZdou vazebnou doménu, Jje (i)
hydrofobni, pokud je uvedend vazebnd doména hydrofilni a
(ii) hydrofilni, pokud Jje uvedena vazebna doména
hydrofobni, co¥ umoZni uvedenému jednomu nebo vice
sledovanym analytlm ve vzorku navizat se na uvedené vazebné
domény;

(b) uvedeni uvedenych kapek na prvni podloZce do
kontaktu s druhou podloZkou, majici mnoZinu diskrétnich
hydrofilnich domén, obsahujicich reak&ni média vhodna pro
provddéni chemického testu; a

(c) stanoveni pfitomnosti  uvedenych sledovanych

analytd, které jsou navdzany na uvedenou vazebnou doménu.

126. Zpusob detekce nebo mé&feni sledovaného analytu ve
vzorku, vyznadceny t im, Ze zahrnuje: |

(a) umisténi kapek vzorku obsahujiciho analyt, ktery
m& byt detekovdn nebo mé¥en, na mnoZinu diskrétnich
vazebnych domén na povrchu podloZky, které obsahuji alespoii
jednu vazebnou doménu obsahujici vazebnid reak&ni &inidla,
kterd jsou vzajemné identickd a kterd se 1i3i svou vazebnou
specifiénosti od vazebnych reakénich <¢inidel obsaZenych

uvnit¥ dalSich vazebnych domén, pficemZ kaZdid z uvedenych

vazebnych domén Je charakterizovana bud jako hydrofobni =

nebo hydrofilni, pod podminkou, Ze oblast uvedeného nosného
povrchu, obklbpujiciho kazdou vazebnou doménu, je (i)
hydrofobni, pokud je uvedend vazebnd doména hydrofilni a
(ii) hydrofilni, pokud Jje uvedend vazebnd doména
hydrofobni, coZz umoZni uvedenému Jjednomu nebo vice
sledovan?m analytim ve vzorku navédzat se na uvedené vazebné

domény;
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(b) uvedeni uvedenych kapek reak&niho média na uvedené
kapky vzorku; a
(c) stanoveni pritomnosti uvedenych sledovanych

analytd, které jsou navazany na uvedenou vazebnou doménu.

127. ZpGsob detekce nebo méfeni elektrochemilumi-
nescence ve vzorku, vyzmnadc¢eny t im, Ze
zahrnuje néasledujici kroky ve stanoveném poréadku:

(a) kontaktovadni vzorku s povrchem podloZky, ktery
obsahuije mno¥inu diskrétnich vazebnych domén, které jsou
prostorove zarovnany s mnoZinou elektrodovych a
protielektrodovych part a mohou byt k této mnoiiné
pribliZeny;

(b) umisténi uvedenych vazebnych domén do blizkosti
mnoziny elektrodovych a protielektrodovych péaria;

(c) aplikaci napétové vlny, Gcinné pro spusténi
elektrochemiluminescence; a

(d) detekci a mé&feni elektrochemiluminescence.

128. ZzZptsob detekce nebo mérfeni elektrochemilumi-
nescence ve vzorku, vyznac¢eny tim, Ze

_zahrnuje:. .. . . .

(a) kontaktovadni vzorku s povrchem podloZky ktery
obsahuje mnoZinu diskrétnich vazebnych domén;

(b) scanovani elektrodového a protielektrodového péru
pfes povrch uvedené podloZky v Dblizkosti uvedenych
vazebnych domén za soulasné aplikace napétové vlny, ucinné

pro spudté&ni elektrochemiluminescence; a

(d) detekci a mé&reni elektrochemiluminescence.




* eese ee oecee oo .”.
(1] ° e 2 2

° . e e L] d °

. . e e o o . “:: .

° . e o o ) ee
see © .o L4

200

129. Zpusob podle néaroku 109, vy zna c¢eny
tim, Ze se kazdad z uvedenych vazebnych domén pripravi
tak, Ze bude prostorové zarovnidna s mnoZinou elektrodovych
a protielektrodovych pdrt a bude se nachiazet v Jeji

blizkosti.

130. Zpusob detekce nebo m&rfeni sledovaného analytu ve
vzorku, vyznadceny t im, Ze zahrnuje:

(a) kontaktovadni vzorku s povrchem podloZky, ktery
obsahuje mnoZinu diskrétnich vazebnych domén, které jsou
prostorové zarovnany S mnozinou elektrodovych a
protielektrodov?ch. pard a mohou byt k této mnoZind
pribliZeny, pricemZ uvedené vazebné domény (i) obsahuji
elektrochemiluminescen&ni ozna&eni a (ii) Jsou schopny
vazat sledovany analyt, pficdemZ kontaktovéani se provadi za
podminek, pri kterych mbZe navazani libovolného analytu ve
‘vzorku na uvedené vazebné domény probéhnout;

(b) umisténi uvedenych vazebnych domén do blizkosti
mnoziny elektrodovych a protielektrodovych parQ;

(c) aplikaci napétové vlny, UcCinné pro spusténi
elektrochemiluminescence; a

(d) detekci a méreni elektrochemiluminescence, pricemZ

sniZeni elektrochemiluminescence v porovnadni s elektro-

chemiluminescenci pozorovanou v pFripadé, Ze se neprovede
kontaktni krok nebo se provede v nepritomnosti sledovaného
analytu ve vzorku naznaduje pritomnost urc¢itého mnoZstvi

uvedeného analytu ve vzorku.

131. ZplUsob detekce nebo méfeni sledovaného analytu ve

vzorku, vy znaceny t im, Ze zahrnuje:
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(a) kontaktovdni vzorku s povrchem podloZky, ktery
obsahuje mnoZinu diskrétnich vazebnych domén, které jsou
prostorové zarovnany S mnozZinou elektrodovych a
protielektrodovych pdrt a mohou byt k této -mnoZiné
pribliZeny, pficemZ uvedené vazebné domény Jjsou schopny
vazat sledovany analyt, pricemZz kontaktovadni se provadi za
podminek, pri kterych miZe navidzani libovolného analytu ve
vzorku na uvedené vazebné domény probéhnout a uvedeny
vzorek obsahuje molekuly, které jsou ‘navéazany -  .na

elektrochemiluminescendni oznacdeni;

(b) umisténi uvedenych vazebnych domén do blizkosti

mnoziny elektrodovych a protielektrodovych parQ;

(c) aplikaci napétové vlny, G¢inné pro spusSténi
elektrochemiluminescence; a

(d) detekci a mé&r¥eni elektrochemiluminescence, pricemz
zvySeni elektrochemiluminescence oproti hodnotédm pozadi

naznacduje pritomnost urditého mnozZstvi uvedeného analytu ve

vzorku.

132. ZpUsob detekce nebo m&¥eni sledovaného analytu ve
vzorku, vyznaceny t im, Ze zahrnuje:
(a) kontaktovani vzorku s povrchem podloZky, ktery

obsahuje mnoZinu diskrétnich vazebnych domén, které Jsou

“prostorové  zarovnany s  mnozinou  elektrodovych ~a

protielektrodovych pard a mohouv byt k této mnoZind
pfibliZeny, pri&emZ uvedené vazebné domény Jjsou schopny
vadzat sledovany analyt, pfiéemi kontaktovani se brovédi za
podminek, pri kterych mdZe navazéni libovolného analytu ve

vzorku na uvedené vazebné domény probéhnout;
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(b) umisténi uvedenych vazebnych domén do kontaktu s
vazebnym partnerem sledovaného analytu, ktery je navazan na
elektrochemiluminescenéni oznaceni;

(c) umisténi uvedenych vazebnych domén do blizkosti
mnoziny elektrodovych a protielektrodovych parh;

(d) aplikaci napé&tové vlny, 1G&inné pro spudténi
elektrochemiluminescence; a

(d) detekci a méreni elektrochemiluminescence, pricemZ
zvySeni elektrochemiluminescence oproti hodnotam pozadi
naznacuje pfitomnoét ur&itého mnoZstvi uvedeného analytu've

vzorku.

P

133. Zpasob .podle néaroku 131, vyzmna ceny

t im, Ze krok (a) a krok (b) se providdéji soubézné.

’

134. Zpuasob podle naroku 131, vyzna cd¢ene y
t im, Ze se krok (a) provadi pfed krokem (b) a promyvani
vazebnych domén za uGlelem odstranéni nenavézaného analytu'

se provadi po ukonCeni kroku (a) a pfed zapocetim kroku

“(b).

135. ZpGsob detekce nebo m&feni sledovaného anaiytu ve
vzorku, vyznadceny t 1im, Ze zahrnuje:

(a) kontaktovani vzorku s povrchem podloiky, ktery
obsahuje mnoZinu diskrétnich vazebnych domén, které jsou
prostorové zarovnany s mnoZinou elektrodovych a
protielektrodovych pé&rd a mohou byt k této mnoZin&
pfibliZeny, pIicemZ uVedeny vzorek obsahuje sledovany

analyt, navédzany na elektrochemiluminescencni oznaCeni, a
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kontaktovani se provadi za pddminek, pri kterych mbZe
navadzani libovolného analytu ve vzorku na uvedené vazebné
domény probéhnout;

Kb) uvedeni druhého vzorku -do kontaktu s vazebnymi
doménami za podminek, pri kterych mdZe navazani uvedeného
analytu ve vzorku na uvedené vazebné domény probéhnout,

~ ~

pfiéémz na Z&4dném z uvedenych analytd druhého vzorku neni
navazano elektrochemiluminescend¢ni oznaceni;

(c) umisté&ni uvedenych vazebnych domén ‘do- blizkosti
mnoziny elektrodovych a protielektrodovych parh;

| (d) aplikaci napétové vlny, U&inné pro spusténi

elektrochemiluminescence; a

(e) detekci a méreni elektrbchemiluminescence,vpfiéemé
sniZeni elektrochemiluminescence v porovnani s elektro-
chemiluminescenci pozorovanou v pripad€, Ze se vynechéa krok
(b) nebo se provede v nepritomnosti sledovaného analytu v
druhém vzorku, naznacuje pritomnost uré&itého mnoZstvi

uvedeného analytu ve vzorku.

.

136. Zplsob podle néroku 131, Vv y z n a ¢ e ny
t i m , .Ze se vzorek odebere savci a uvedeny zplusob. se

pouZije ke stanoveni nebo potvrzeni identity savce.

137. Zplsob podle naroku 131, vyzmna c¢eny
t i m, Ze vzorek obsahuje savéi buiiky a zplsob se pouZije

pro urCeni poctu bunék v uvedeném vzorku.

138. Zpusob provadéni sledované reakce, Vv y z n a -

cCeny t im, Ze zahrnuje:
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(a) aplikaci vzorku na kaZdou 2z mnoZiny diskrétnich
domén na povrchu prvni podloZky, pficCemZ kaZdd z uvedenych
domén Jje hydrofilni a obklopend hydrofobni oblasti na
uvedeném prvnim nosném povrchu; a

(b) situovani druhé.podloéky, kterd mad na svém povrchu
mnozinu vazebnych diskrétnich domén, z nichz kaZzda (i) Jje
‘hydrofilni a obklopena hydrofobni oblasti na uvedeném
druhém povrchu, (ii) obsahuje reakéni médium, vhodné pro
provadéni sledované reakce, a (iii) je prostorové zarovnéna
s doménou na povrchﬁ uvedené prvni podléiky, pri kterém se
kaZdad z uvedenych domén na povrchu druhé podloZky ocitne.v
kontaktu s doménou na povrchu prvni podloZky, se kterou je
zarovnana a vzorek se dostane do kontaktu s reak&nim

nédiem.

139. Zplsob podle naroku 109, vy zna ceny
t im, Ze se uvedend mnoZina kapalnych vzorkd aplikuje na

uvedenou monovrstvu soucdasné.

140. Zplsob podle naroku 110, vy znad c¢eny

t im, Ze uvedend podlozka obsahuje elastomerni materidl.

.

141. Zpusob podle naroku 119, vyzmna c¢eny
t-1im , Ze uvedend strukturovand, samolinné sestavena

monovrstva obsahuje alkanthioly.




205

142. Zplsob detekce nebo mé¥eni sledovaného analytu ve
vzorku, vyznaceny t im, Ze zahrnuje:

(a) uvedeni jedné nebo vice domén z mnoziny
diskrétnich vazebnych domén, kterd se nachazi na povrchu
jedné nebo nékolika podloZek, do styku se vzorkem,
obSahujicim molekuly, které jsou navazany na
elektrochemiluminescenéni oznacleni, pricemZ uvedeny vzorek
v pribéhu kontaktniho kroku nekontaktuje Zadnou elektroduy,
ani protielektrodu;

(b) umisténi elektrody do blizkosti mnoZiny uvedené
jedné nebo nékolika domén z mnoZiny vazebnych domén;

(c) aplikaci napétové vlny, ﬁéinné pro spusSténi
elektrochemiluminescence na Jjednu nebo nékolik domén z
mnoziny vazebnych domén; a

(d) detekci a méfeni elektrochemiluminescence.

143. Zplsob detekce nebo mé&reni sledovaného analytu ve
vzorku, Vv y z n a.é eny t'im, Ze zahrnuje:

(a) uvedeni jedné nebo vice domén z mnoziny
diskrétnich vazebnych domén, (1) kterd se nachézi na
povrchu jedné nebo nékolika podloZek a (ii) které jsou
vzdjemné prostorové zarovndny s mnoZinou elektrodovych a
. protielektr _se v

styku se vzorkem obsahujicim molekuly, které jsou navazany
‘na elektrochemiluminescenéni oznaceni; |

(b) umisténi elektrody a protielektrody do blizkosti

mnoziny uvedené Jjedné nebo nékolika domén 2z mnoZiny

vazebnych domén;

trodovych part a_nachéazeji _se v jeji blizkosti,.do. . . . .



206

(c) aplikaci napétové vlny, Gc¢inné pro spusténi
elektrochemiluminescence na Jjednu nebo nékolik domén =z
mnoziny vazebnych domén; a

"(d) detekci a mé8rfeni elektrochemiluminescence.

[
=
N
(0]

144. Kazeta, vy zn a ¢ e n & t
obsahuje:

(a) elektrodu, obsahujici na svém povrchu predem
stanovené mnoZstvi materiidlu, kter§ obsahuje vazebné
reakéni &inidla, organizovanad v jedné nebo vice diskrétnich
vazebnych doménéch, pridemZ uvedend vazebnd reakéni &inidla
jsou schopna specificky véazat elektrochemiluminescenéné
znacené molekuly nebo vazebného partnera
elektrochemiluminescencné znacené molekuly a uvedeny
materidl (i) ﬁmoiﬁuje elektronovy prenos mezi uvedenou
elektrodou a elektrochemiluminescen¢nim znacCenim v uvedené
elektrochemiluminescenéné znacené molekule, navézané na
uvedené vazebné reakéni ¢inidlo nebo uvedeného vazebného
partnera, pokud je tento vazebny partner navadzan na uvedené
vazebné reakéni ¢inidlo, nebo (ii) umoZiiuje uvedené
elektrodé generovat fotony =z elektrochémi;uminescenéniho
oznaceni; a '

(b) protielektrodu.

145. Kazeta, v y znadcena t im, Ze obsahuje
elektrodu, obsahujici na svém povrchu predem stanovené
mnoZstvi materialu, ktery obsahuje vazebna feakéni ¢inidla,
organizovand v Jjedné nebo vice diskrétnich vazebnych

doménach, priemZ uvedend vazebnd reakcni ¢inidla Jjsou

elektrochemiluminescencné znaCena a uvedeny materidl




207

umozZnuje elektronovy pfenos mezi elektrodou a

elektrochemiluminescenénim znacenim.

fa1N

146. Kazeta podle néaroku 143, v ¥y zna¢en

t i m, Ze uvedend elektroda je porézni.

147. Kazeta podle naroku 144, v.y zn a ¢ en a
t 1im, Ze uvedend elektroda je porézni.
148. Kazeta, vy zna c¢en a t im, Ze

obsahuije:
(a) podloZku, kterd mid jednu nebo vice diskrétnich

vazebnych domén, obsahujicich vazebnd reakéni &inidla;

veow

(b) iontov& propustnou porézni matrici, pricemZ
uvedend vazebnd doména je navadzdna na uvedenou porézni
matrici;

(c) elektrodu v elektrochemickém kontaktu s uvedenou
vazebnou doménou; a.

(d) protielektrodu.

149. Kazeta podle néaroku 147, vyzmna¢ cena

- z

t 1 m , Ze vazebnd reak&ni <&inidla jsou elektrochemi-

luminescendéné znadena.

z

150. Kazeta, vy znad cen a t

i
=
~
N
o

obsahuje:
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(a) vazebnou doménu, obsahujici wvazebnd reakéni
¢inidla; a

(b) porézni podloZku, pricdemZ uvedend vazebnd doména
je navazédna na uvedené porézni podloZce, kterd tvori
elektrodu, nachédzejici se v elektrochemickém kontaktu s

uvedenou vazebnou doménou.

151. Kazeta podle néaroku 149, vy zmna c¢ena

t 1 m, Ze dale obsahuje protielektrodu.

L

152. Kazeta podle néaroku 150, vy zna ¢ e n &

,t 1 m ,  Ze wuvedend vazebnd <inidla jsou kovalentné

navazana na elektrodé&.

153. Kazeta, vy z n a ¢ e n a t i m , Ze
obsahuje:
(a) prvni podloZku, majici prvni ©povrch, ktery

obsahuje elektrodu; a
(b) druhou podlozku, majici druhy povrch obsahujici

vazebnou doménu, pric¢emz uvedeny prvni a druhy povrch jsou

prostorové zarovnany a tvori elektrochemicky kontakt. '

154, Sada, vyznadcena tim, Ze obsahuje:

(a) prvni podloZzku, majici ' prvni povrch, ktery
obsahuje elektrodu;

(b) druhou podloZku, majici druhy povrch obsahujici

vazebnou doménu, kterd obsahuje predem stanovené mnoZstvi
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vazebnych reakénich &¢inidel, pf¥icemZ uvedeny prvni a druhy
povrch jsou prostorové zarovndny a tvori elektrochemicky
kontakt; a

(c) lahvicéku, obsahujici elektrochemiluminescencné

znacené druhy.

-155. Kazeta, vy zna ¢ e n a t1im, Ze
obsahuje:
(a) prvni podloZku, majici prvni povrch, ktery

obsahuje elektrodu; a

(b) druhou podloZku, majici druhy povrch, obsahujici
jednu nebo nékolik vazebnych domén, pridemZ uvedeny prvni a
druhy povzrch jsou prostorové zarovnany a umoZﬁuji
elektronovy prenos mezi elektrochemiluminescenénim

oznacenim souvisejicim s vazebnou doménou a elektrodou.

156. Kazeta podle néaroku 154, ‘v y z n a ¢ e n &
t i m , Ze druhy povrch je tvoren poréznim materidlem a

kazeta déle obsahuje protielektrodu.

157. Kazeta,

vV Yy -

(a) elektrodu, majici prvni povrch;

(b) protielektrodu, majici druhy povrch; a

(c) porézni materidl, ktery je uspofaddn mezi uvedenym
prvnim a druhym povrchem a ktery obsahuje vazebnd reakéni
¢inidla, schopné ‘vézat elektrochemiluminescenéné znadenou
molekulu, pr¥icemZz uvedeny poréini materidl a uvedeny prvni

povrch jsou prostorové vzajemné zarovnany tak, Ze umoziuji
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elektronovy prenos mezi elektrochemiluminescencénim

oznadenim na molekule, navazané na Jjedno nebo nékolik

vazebnych reakénich ¢inidel, a uvedenym prvnim povrchem.

2

158. Kazeta, vy znac¢en a: t

[
=
~
N
o®

obsahuje:

(a) porézni elektrodu;

(b) protielektrodu;

(c) podloZku, majici na sobé mnoZinu diskrétnich
vazebnych domén, které jsou prostorové vzajemné zarovnany
tak, Ze umoZhiuji elektronovy prenos mezi elektrochemi-
luminescenéné znacdenymi druhy, navadzanymi na vazebnou

doménu a uvedenou porézni elektrodou.

v

159. Kazeta, v y z n a ¢ e n

[A3
t
[
=
~
N
(0]

obsahuje:

(a) porézni elektrodu; a

(b) protielektrodu, pfrifemZ? uvedend porézni elektroda
méd na svém povrchu materiél, ktery obsahuje vazebnd reakcni
&inidla, priZemZ uvedeny materidl umoZifiuje elektronovy
prenos mezi uvedenou elektrodou a elektrochemi-

luminescenénim ozna¢enim, navazanym na Jjednom nebo vice

vazebnych reakénich &inidlech.

[A1N
t
[
8
N
(0]

160. Kazeta, v y z n a ¢ e n
obsahuje:
(a) podloZku, majici na sob& mnoZinu diskrétnich

vazebnych domén;
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(b) komoru pro dopravu kapaliny smérem k uvedenym
vazebnym doménadm a zpét; a

(c) elektrodu a protielektrodu vzdjemn& prostorové
zarovnané tak, Ze generuji elektrochemiluminescendni signal
z elektrochemiluminescendéniho znaceni, navdzaného na

uvedené mnoZiné vazebnych domén.

=
=i
~
N
()

161. Kazeta, Vvyzmna< cena t
obsahuje: N

(a) elektrodu, obsahujici na svém povrchu mnoZinu
diskrétnich vazebh?ch domén; a |

(b) protielektrodu.

v

162. Kazeta, vy zna ¢ e n & t

o)
=1
N
o

obsahuje:

(a) mnoZinu diskrétnich vazebnych domén na podloZce;

(b) elektrodu; a

(c) protielektrodu, pricemZ uvedend elektroda je
schopna generovat mnoZinu elektrochemiluminescenénich
signéiﬁ z. mnoZiny elektrochemiluminescen&nich oznadeni

navédzanych na mnoZiné& diskrétnich vazebnych domén.

163. Kazeta podle naroku 161, vy zna c¢en a
t i m , Ze mnoZina vazebnych domén obsahuje elektro-
chemiluminescendni  oznacdeni .a kazeta d&le obsahuje
prostfedek pro doddvku vzorku na mnoZinu diskrétnich

vazebnych domén.
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164. Kazeta podle néaroku 161, vyzna c¢ena
t i m, Ze dédle obsahuje prostredek pro dodavku vzorku na

mnozinu diskrétnich vazebnych domén.

165. Kazeta podle né&roku 160, vy zn a ¢ e n &
t im, Ze uvedenid elektroda je schopna generovat mnoZinu
elektrochemiluminescen&nich signal® z mnoZiny elektrochemi-
luminescenénich oznadeni, souvisejicich s alespoii jednou z

mnoziny vazebnych domén.

o
=4
~
N
(]

166. Kazeta, Vv Yy z n a ¢ e n & t
obsahuje: |

(a) podlozku, majici na sob& mnoZinu vdiskrétnich
vazebnych domén; a

(b) Jjeden nebo vice elektrodovych a protielektrodovych

part.

167. Kazeta podle naroku 165, vyzmna c¢enda
t i m, Ze dile obsahuje prostfedek pro dodavku vzorku na

mnozinu diskrétnich vazebnych domén.

z

168. Sada, v vy z n‘a ¢ en é t im, Ze obsahuje:

(a) elektrodu, obsahujici na svém povrchu diskrétni
vazebné domény organizované do vzoru;

(b) komoru pro dépravu kapaliny k uvedenym vazebnym
doménédm a zpét;

(c) protielektrodu; a
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(d) lahvicku, obsahujici elektrochemiluminescencné
znacené molekuly.
169. Kazeta, vy z na ¢ e n & t im, Ze

obsahuje:

(a) mnoZinu diskrétnich vazebnych domén, navazanych na
elektrodé, pricemZ uvedend elektroda se nachdzi v blizkosti
iontové propustné porézni matrice; a

(b) protielektrodu. .

[
8
-~
N
®

- 170. Kazeta, vy zna c¢en & t
obsahuje:
(2) mnoZinu diskrétnich vazebnych domén, navazanych na
iontové propustné porézni matrici;
(b) elektrodu, kterd se nachdzi v blizkosti uvedené
iontové propustné porézni matrice; a '

(c) protielektrodu.

[V -z

~171. Kazeta, vy zmna<cdcena .t im, Ze

- obsahuje:

(a) mnoZinu diskrétnich vazebnych domén, navézanych na

iontové propustné porézni matrici; a
(b) elektrodu, kterd je v elektrochemickém kontaktu s

mnoZzinou uvedenych vazebnych domén.

v

172. Kazeta podle naroku 170, Vv yv z n a & e n &

t im, Ze dale obsahuje protielektrodu.
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173. Kazeta, Vy z na ¢ e n & t i m, Ze
obsahuje:

(a) mnoZinu diskrétnich vazebnych domén, navazanych na
porézni matrici; a |

(b) elektrodu, kterd je v elektrochemickém kontaktu s

mnozinou uvedenych vazebnych domén.

v

174. Kazeta, vy zmna¢ c¢en a t

v

ze

=
=

obsahuje: _

(a) elektrochemicky &léanek, obsahujici elektrodu,
prqtielektrodu‘a iontovy roztok, kteiy kontaktuje uvedenou
elektrodu; a

(b) podloZku, majici na sob& mnoZinu diskrétnich
vazebnych domén, které jsou v elektrochemickém kontaktu s

uvedenou elektrodou.

175. Kazeta podle nédroku 143, 144 nebo 160, vy -

znac¢ena tim, Ze elektroda obsahuje uhlikové

fibrily.

176. ZpGsob detekce nebo méreni elektrochemilumi-

’,

“qhéscence, vyznadcdeny t im, Ze zahrnuje:

(a) kontaktovani vazebnych reakénich &inidel v kazet§g,
podle naroku 143, se vzorkém obsahujicim molekuly, které
jsou navéazény na elektrochemiluminescenéni‘oznaéeni;'

(b) aplikaci napétové vlny, G&inné pro spudtdni
elektrochemiluminescence na uvedené elektrodé a proti--

elektrodé&; a
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(c) detekci nebo mé&feni elektrochemiluminescence.

177. ZpGsob detekce nebo méfeni elektrochemilumi-
nescence, vyznadceny t im, Ze zahrnuje:

(a) kontaktovani vazebnych reakénich &inidel v kazet§g,
podle naroku 144, se vzorkem obsahujicim molekuly, které
Jsou navazany na elektrochemiluminescendni ozna&eni;

(b) aplikaci napétové vlny, u&inné pro - spusténi
elektrochemiluminescence na uvedené elektrodé a proti-
elektrodé; a

(c) detekci nebo méfeni elektrochemiluminescence.

v ’

178. ZpUsob podle naroku 175, Vy zmna<ceny

t im, Ze uvedend elektroda je porézni.

179. Zptisob detekce nebo mé&reni elektrochemilumi-
nescence, Vv y znaceny t im, Ze zahrnuje:

(a) kontaktovani vazebnych reak&nich &inidel v kazetg,
podle naroku 147, se vzorkem obsahujicim molekuly, které
jsou navazany na elektrochemiluminescen&ni ozna&eni;

__(b) ~aplikaci napé&tové vlny, u¢inné pro_ spudténi

elektrochemiluminescence na uvedené elektrod® a proti-

elektrodé; a

(c) detekci nebo méfeni elektrochemiluminescence.

180. Zpﬁsob detekce nebo mérfeni elektrochemilumi-

nescence, vy-znadceny t im, Ze zahrnuje:




e eoee e o000 0.. ....
se e e

b - ° - '} ] e o0
P . e o o o ¢ oece o
e o e o o ve
eees o e o LA

216

(a) kontaktovéni vazebnych reak&nich &inidel v kazetég,
podle naroku 150, se vzorkem obsahujicim molekuly,‘které
jsou navadzany na elektrochemiluminescené&ni oznaceni;

(b) aplikaci nap&tové vlny, U&inné pro spusténi
elektrochemiluminescence na uvedené elektrod& a proti-
elektrodé; a

(c) detekci nebo mé&feni elektrochemiluminescence.

2

181. Zpﬁsob detekce nebo méreni elektrochemilumi-
nescence, vyznadceny t im, Ze zahrnuje:

(a) kontaktovani vazebnych reak&nich domén, které se
nachédzeji na prvnim povrchu se vzorkem obsahujicim
molekuly, navadzané na elektrochemiluminescen&ni oznaceni,
prfifemZ uvedeny prvni povrch je vzajemné zarovndn s druhym
povrchem obsahujicim elektrodu a uvedeny prvni a druhy
povrch  jsou vzdjemné prostorovd& zarovnadny a tvofi
elektrochemicky kontakt}

(b) aplikaci napétové vlny, G&inné pro spusténi
elektrochemiluminescence na uvedené elektrodd a proti-
elektrodé; a

(c) detekci nebo méfeni elektrochemiluminescence.

" Zplisob podle naroku 180,

182.

t im, Ze prvni povrch je tvofen poréznim materialem.

183. Zplsob detekce nebo m&Feni elektrochemilumi-

nescence, vyznadeny t im, Ze zahrnuje:
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(a) kontaktovani vazebnych reakénich &inidel v kazets§,
podle naroku 156, se vzorkem obsahujicim molekuly, které
jsou navazany na elektrochemiluminescendni oznaleni;

(b) aplikaci napé&tové vlny, U&inné pro spusténi
elektrochemiluminescence na uvedeném prvnim povrchu a

uvedeném druhém povrchu; a

(c) detekci nebo m&rfeni elektrochemiluminescence.

184. Zphsob detekce nebo méFeni elektrochemilumi-
nescence, vyznadceny t im, <Ze zahrnuje:

(a) kontaktovédni vazebnych domén v kazetd, podle
nadroku 157, se vzorkem obsahujicim molekuly, které jsou
navéazany na elektrochemiluminescené&ni oznaceni;

(b) aplikaci napé&tové vlny, u&inné pro spusténi
elektrochemiluminescence na uvedené elektrodd a proti-

elektrodé; a

(c) detekci nebo m&rfeni elektrochemiluminescence.

185. Zplsob detekce nebo mé&reni elektrochemilumi-
nescence, vyznadceny tim, Ze zahrnuje:
(a) kontaktovadni vazebnych reakénich &inidel v kazets,

podle naroku 158, se vzorkem obsahujicim molekuly, které

jsou navazany na elektrochemiluminescen&ni ozna&eni;
(b) aplikaci nap&tové vlny, u&inné pro spusténi
elektrochemiluminescence na uvedené elektrod& a proti-

elektrodé; a

(c) detekci nebo mé&feni elektrochemiluminescence.




186. ZpUsob detekce nebo mé&feni elektrochemilumi-
nescence, V Yy z nacd eny tim, Ze zahrnuje:

(a) kontaktovani vazebnych domén v kazet&, podle
naroku 159, se vzorkem obsahujicim molekuly, které Jsou
navazany na elektrochemiluminescenéni ozna&eni;

(b) aplikaci napétové vlny, G&inné pro vspuéténi
elektrochemiluminescence na povrchu .uVedené elektrody a
protielektrody; a

(c) detekci nebo méfeni elektrochemiluminescence.

187. Zpusob detekce nebo m&feni elektrochemilumi-
nescence, vyznadceny t im, Ze zahrnuje:

(a) kontaktovadni vazebnych domén v kazet&, podle
naroku 160, se vzorkem obsahujicim molekuly, které jsou
navazany na elektrochemiluminescenéni‘oznaéeni;

(b) aplikaci napétové vlny, WU&inné pro spusténi
elektrochemiluminescence na uvedené elektrodé a proti-
elektrodé; a

(c) detekci nebo méreni elektrochemiluminescence.

188. Zplsob detekce nebo mé¥eni elektrochemilumi-

--NEeSCENCE - =V s¥e=Z=R:-a: €~ @=N Porsmm-tr I M) e Ze=Zahrnuje s—=== . -~ =

(a) kontaktovani vazebnych domén v Kkazeté&, podle
naroku 161, se vzorkem obsahujicim molékuly, které Jjsou
navdzany na elektrochemiluminescenéni oznadeni;

| (b) aplikaci napétové vlny, uéinné pro spudténi
elektrochemiluminescence na uvedené elektrod® a proti-

elektrodé; a

(c) detekci nebo méreni elektrochemiluminescence.
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189. Zpusob detekce nebo m&¥eni elektrochemilumi-
nescence, V YV 2z ﬁ aceny t im, Ze zahrnuje:

(a) kontaktovani mnoZiny diskrétnich vazebnych domén
na povrchu se vzorkem obsahujicim molekuly, které jsou

navazany na elektrochemiluminescen&ni oznaeni aplikovénim

vzorku obsahujiciho uvedené molekuly na uvedené vazebné

domény, pricemZ uvedeny vzorek Jje schopen modulovat
elektrochemiluminescen&ni signdly a tato modulace je
korelovatelné s koncentraci sledovaného analytu ve vzorku;

(b) aplikaci napétové vlny, ﬁéinné pro spudténi
elektrochemiluminescence na uvédené elektrodé a proti-
elektrodé z elektrochemiluminescenéniho oznadeni navazaného
na molekule, navdzané na alespoll Jjedné =z uvedenych
vazebnych domén;

(c) mé&reni elektrochemiluminescence; a

(d) urceni koncentrace sledovaného‘analytu;-

190. Zpasob detekce nebo méreni elektrochemilumi-
nescence, V Yy 2 h aceny tim, zZe zahrnuje:

(a) kontaktovéani vazebnych reak&nich &inidel v kazetg,
podle_nérokq 143, se vzorkem obsahujicim prvni molekulu a
druhou  molekulu, které jsbu_ navdzany na elektro-

chemiluminescencni oznaceni, pfi¢emZ druhd molekula je

‘specifickym~vazebrym partnefen Brvii molakuly;

(b)" aplikaci napétové vlny, G¢inné pro spusténi
elektrochemiluminescence na uvedené elektrodé a proti-
‘elektrodé&; a

(c) detekci nebo mé&feni elektrochemiluminescence.




191. Zplsob detekce nebo m&Ffeni elektrochemilumi-
nescence, vyznadceny t im, Ze zahrnuje:

(a) kontaktovadni vazebnych domén v kazets, podle
nadroku 165, se vzorkem bbsahujicinl molekuly, které ijsou
navazany na elektrochemiluminescené&éni oznaceni;

(b) aplikaci napé&tové vlny, u&inné pro spudténi
elektrochemiluminescence na alespofi Jjednom z uvedenych
elektrodovych a protielektrodovych pard; a

(c) detekci nebo m&rfeni elektrochemiluminescence.

192. Zplsob detekce nebo méfeni elektrochemilumi-
nescence, vyznadceny v t im, Ze zahrnuje:

(a) kontaktovani vazebnych domén v kazet§, podle
naroku 168, se vzorkem obsahujicim molekuly, které Jjsou
navazany na elektrbchemilUminescenéni oznacCeni;

(b) aplikaci nap&tové vlny, u&inné pro spusténi
elektrochemiluminescence na elektrod& a protielektrodé&; a

(c) detekci nebo m&feni elektrochemiluminescence.

193. ZplGsob detekce nebd m&¥eni elektiochemilumi—
nescence, vyznadceny t im, Ze zahrnuje: |
;waAaJmkontaktovénvavazebhychn-doménﬁ=vwwkazetéf*“podie*
nadroku 169, se vzorkem obsahujicim molekuly, které Jsou
navazany na elektrochemiluminescen&ni oznaleni; |
(b) aplikaci nap&tové vlny, U&inné pro spusSténi
elektrochemiluminescence na elektrodé a protielektrodd; a

(c) detekci nebo mé&feni elektrochemiluminescence.
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194. Zplsob detekce nebo mé&reni elektrochemilumi-
nescence, vyznaceny tim, Ze zahrnuje:

(a) kontaktovani vazebnych domén v kazet&, podle
ndroku 171, se vzorkem. obsahujicim molekuly, které Jjsou
navazany na elektrochemiluminescenéni ozna&eni;

(b) aplikaci napétové vlny, G&inné pro spudtdni
elektrochemiluminescence na elektrod& a protielektrodsd; a

(c) detekci nebo mé&feni elektrochemiluminescence.

195. Zpuasob detekce nebo. méf¥eni elektrochemilumi-
nescence, vyznadceny t im, Ze zahrnuje:

(a) kontaktovani vazebnych domén v kazetd, podle
ndroku 173, se vzorkem obsahujicim molekuly, které iJsou
navézany na elektrochemiluminescendni oznadeni;

(b) aplikaci napétové vlny, G&inné pro spusténi
elektrochemiluminescence na elektrod& a protielektrod&; a

(c) detekci nebo mé&feni elektrochemiluminescence.

196. Zplsob podle nédroku 175, 188 nebo 189, vy -

znad¢eny t i m, Ze elektroda obsahuje uhlikové
fibrily

197. ZplUsob provéadéni mnoziny elektrochemilumi-
nescenCnich testi, v y z n a & e n ¥ tim, Ze
zahrnuje: |

(a) uvedeni mnoZiny diskrétnich polymernich matric, z

nichZz kaZd& obsahuje jednu nebo nékolik vazebnych domén, do




kontaktu se vzorkem, obsahujicim jeden sledovany analyt
nebo mnozZinu sledovanych analyt®;

(b) wvyvolani elektrochemiluminescence na Jjedné nebo
vice doménidch z uvedené mnozZziny domén; a

(c) detekci elektrochemiluminescence.

‘.

198. Zpusob podle naroku 197, vy znad d¢eny
tim, Ze elektrochemiluminescence se detekuje pomoci

fotografického filmu.

199. Zplsob provadéni mnoziny elektrochemilumi-
nescencnich testn, vy zmna c¢ceny t im, Ze
zahrnuje:

(a) uvedeni mnoZiny vazebnych domén, obsahujicich
oligonukleové kyseliny, do kontaktu se vzorkem, obsahujicim
jeden sledovany analyt nebo mnoZinu sledovanych analyth;

(b) vyvolani elektrochemiluminescence na Jjedné nebo
vice doménach z uvedené mnoZiny domén; a

(c) detekci elektrochemiluminesceﬁce na mnoziné

vazebnych domén.

’

00. Zplisob podle naroku 199, v y z n a & e n ¢
t i m , Ze uvedend mnoZina vazebnych domén obsahuje
oligonukleové kyseliny, navazané na elektrochemi-

luminescendéni oznadeni.




.

201. Zplsob podle néaroku 199, vy zna¢c¢eny
t im, Ze uvedend mnoZina vazebnych domén obsahuje
oligonukleové kyseliny, navazané na elektrochemi~-
luminescenéni oznaceni a jeden nebo vice uvedenych analyti,
které, pokud Jsou ﬁavézény na uvedené oligonukleové
kyseliny, zpusobi modulaci elektrochemiluminescencniho

signdlu z jedné nebo vice vazebnych domén.

v z

202. Zphsob provadéni mnoziny elektrochemilumi-
nescenc¢nich testd, JjehoZ soucasti je detekce mnoZiny
analytll, pritomnych ve vicesloZkovém vzorku v koncentraci
pribliZn& niZ3i ne? 103, vy znadceny tim, zZe
zahrnuje: |

(a) kontaktovani mnoZiny diskrétnich vazebnych domén
se vzorkem, obsahujicim jeden sledovany analyt nebo mnoZinu
sledovanych analytl;

, (b) wvyvoladni elektrochemiluminescence jedné nebo vice
domén z mnozZiny vazebnych domén; a
(c) detekci elektrochemiluminescence na mnozZiné

uvedenych vazebnych domén.

~. .. ..-203. Systém pro. provadéni. mnoZiny - elektrochemilumi= -.

nescencnich testt, vy zna c¢eny tim, Ze
obsahuije:

(a) mnoZinu vazebnych domén, specifickych pro mnoZinu
radznych analyt®;

(b) generdtor napétovych vin; a

(c) fotonovy detekéni prostredek.
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204. systém pro provadéni mnoZiny elektrochemilumi-
nescencnich testt, vyzmna¢ c¢eny t im, Ze
obsahuje:

(a) elektrodu;

(b) protielektrodu;

(c) mnoZinu vazebnych domén, specifickych pro mnoZinu
rlznych analytt;

(d) prostredek pro spousténi elektrochemiluminescence;

(e) prostredek pro detekci elektrochemiluminescence.
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