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BBIOSENSORYIOSENSORY

Co to Co to jeje biosensor?biosensor?
ElektrochemickElektrochemickéé enzymovenzymovéé sensorysensory
BiosensoryBiosensory pro mpro měřěřeneníí glukosyglukosy
OptickOptickéé afinitnafinitníí biosensorybiosensory
ImunosensoryImunosensory
DNA DNA biobioččipyipy
BudoucBudoucíí trendytrendy

BiosensorBiosensor je analytický pje analytický přříístroj stroj ……

převodník        elektronická
(transducer)       jednotka

biorekogniční vrstva

analyt

výstupní signál

obsahujobsahujííccíí citlivý prvek biologickcitlivý prvek biologickéého pho půůvodu v vodu v 
ttěěsnsnéém kontaktum kontaktu s s fyzikfyzikáálnlněě--chemickým chemickým 
ppřřevodnevodnííkemkem. Poskytuje elektronický sign. Poskytuje elektronický signáál l úúmměěrný rný 
koncentraci stanovovankoncentraci stanovovanéé lláátky.tky.

= látka, která se stanovuje
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BiorekogniBiorekogniččnníí slosložžkaka

rozpoznává stanovovanou látku, kterou buď: 

• specificky přeměňuje = biokatalytická reakce:
– enzym, organela, buňka, tkáň, orgán, organismus

• nebo specificky váže = bioafinitní reakce:
– vazba protilátek s antigeny (hapteny)

hybridizace nukleových kyselin
vazba ligandů na receptory
interakce sacharidů s lektiny

FyzikFyzikáálnlněě--chemický pchemický přřevodnevodnííkk

ppřřevevááddíí biorekognbiorekognííččnníí reakci na signreakci na signáál l 
vhodný pro dalvhodný pro dalšíší zpracovzpracováánníí::

•• elektrochemickelektrochemickéé ((potenciometriepotenciometrie, , 
amperometrieamperometrie, konduktometrie, , konduktometrie, voltametrievoltametrie))

•• optickoptickéé (fotometrie, (fotometrie, fluorimetriefluorimetrie, , 
luminometrieluminometrie, neline, nelineáárnrníí optika)optika)

•• piezoelektrickpiezoelektrickéé a akusticka akustickéé
•• elektromagnetickelektromagnetickéé
•• kalorimetrickkalorimetrickéé
•• ((nanonano)mechanick)mechanickéé
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PodmPodmíínky mnky měřěřeneníí s s biosensorybiosensory
•• ppřříímo ve sledovanmo ve sledovanéém prostm prostřřededíí

–– řřeka, tkeka, tkááňň, krevn, krevníí řřeeččiiššttěě, , 
potravina, npotravina, náápoj, poj, fermentorfermentor, ..., ...

•• v nv náádobcedobce
–– temperovantemperovanáá, m, mííchanchanáá
–– vyvyččkkáá se ustavense ustaveníí pozadpozadíí

signsignáálu v pracovnlu v pracovníím roztokum roztoku
–– ppřřididáá se se vzorek a po ustvzorek a po ustáálenleníí se se 

odeodeččte signte signááll
–– ppřříídavky vzorku lze opakovat. davky vzorku lze opakovat. 

Přímý kontakt se vzorkem

S

čas

přídavky
vzorků

Měření v nádobce

PodmPodmíínky mnky měřěřeneníí s s biosensorybiosensory

• v průtočné cele

• střídavě se nechá protékat zóna základního roztoku a zóny 
vzorku (A)
– měřený signál je tedy vyvolán přímo neředěným vzorkem 

• neustále protéká pracovní roztok, do kterého se nastřikují
vzorky
– FIA, flow injection analysis
– přitom dojde k definovanému naředění vzorku a signál má

charakteristický tvar píků (B)
– vyhodnocuje se buď jejich výška nebo plocha

IN OUT

A

B

průtočnácela
s biosensorem

čas

S

Průtočné měření s biosensory
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AmperometrickAmperometrickéé sensorysensory
• heterogenním přenosu elektronů mezi 

elektrodou a redoxním párem molekul
• signál = proud úměrný koncentraci analytu
• proud I se měří při konstantním napětí

(potenciál E) pracovní elektrody
• velikost proudu prošlá za daný čas t v systému 

udává náboj Q, který odpovídá molárnímu 
množství látky přeměněné na elektrodách:

Q = I t = n F m / Mr

F = 96487 C/mol značí Faradayovu konstantu
• k elektrochemické oxidaci látek dochází na 

anodě (I > 0), redukční děje  (I < 0) probíhají na 
katodě. 

• směr proudu je totožný se směrem toku 
pozitivních ekvivalentů (nábojů)

Xred Xox

e-

PotenciostatPotenciostat

• moderní digitální konstrukce - analogový obvod řízený 
A/D (sběr dat) a D/A (nastavení excitačního potenciálu) 
převodníky

mikroprocesorem mikroprocesorem řříízený zený osmikanosmikanáálovýlový potenciostatpotenciostat, výstup dat na extern, výstup dat na externíí
popoččíítatačč ppřřes RS232 rozhranes RS232 rozhraníí

POTENCIOSTAT

POČÍTAČ

W
R
A

A/DD/A

Měřící uspořádání
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MMěřěřeneníí kyslkyslííku a Hku a H22OO22 • Clarkův sensor
Au (Pt) elektroda
zatavená ve skle

Ag/AgCl elektroda

elektrolyt

membrána
propustná pro O2

ElektrodovElektrodováá redukceredukce kyslkyslííkuku ((--750 mV) 750 mV) jeje ččtytyřřelektronovýelektronový procesproces::

OO22 + 2 H+ 2 H22O + 2 eO + 2 e-- HH22OO22 + 2 OH+ 2 OH--

HH22OO22 + 2 e+ 2 e-- 2 OH2 OH--

ElektrodovElektrodováá oxidace peroxidu vodoxidace peroxidu vodííku (ku (>> 6600 m00 mVV):):

2 H2 H22OO22 2 H2 H22O + OO + O22 + 2 e+ 2 e-- + 2 H+ 2 H++

výhodou je prakticky absolutnvýhodou je prakticky absolutníí
specifitaspecifita pouze ke kyslpouze ke kyslííkuku -- ruruššivivéé
lláátky nemohou projtky nemohou projíít membrt membráánounou
Konstrukce elektrody pro Konstrukce elektrody pro 
stanovenstanoveníí peroxidu vodperoxidu vodííkuku je je 
podobnpodobnáá kyslkyslííkovkovéé ss ttíím rozdm rozdíílem, lem, 
žže nene neníí poupoužžita ita plynopropustnplynopropustnáá
membmembáánana a poua použžíívváá se pozitivnse pozitivníí
polarizacepolarizace,, ppřři kteri kteréé nastnastáávváá
anodickanodickáá oxidaoxidacce peroxidue peroxidu

KyslKyslííkovkováá elektrodaelektroda
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MembrMembráány a ny a biosensorybiosensory

• membrány v biosensorech plní několik funkcí:
• imobilizace biorekogničních molekul – nosná funkce 
• řízení transportu látek buď prostřednictvím difúzní kontroly 

nebo ovlivněním selektivity
• zlepšenímechanické stability
• biokompatibility

mechanická
                kontrola transportu

         imobilizace

                          E
převodník            E

                          E

EnzymovEnzymovéé elektrody s elektrody s oxidasamioxidasami
• oxidují molekulu substrátu (analytu) za účasti kyslíku, vzniká

buď peroxid vodíku nebo voda:
substrát + O2 produkt + H2O2

substrát + O2 produkt + H2O
• detekce peroxidu je obecně citlivější (nulová výchozí hladina)

č as 

Proud O 2

       analyt 

H 2O 2 
0 

Rozsahy 
detektoru 

oxidace peroxidu vodoxidace peroxidu vodííku je ku je 
spojenspojenáá s nebezpes nebezpeččíím interference m interference 
ze strany jiných ze strany jiných oxidabilnoxidabilnííchch lláátek, tek, 
napnapřř. v s. v sééru mohou vadit kyseliny ru mohou vadit kyseliny 
askorbovaskorbováá a moa moččovováá čči i 
paracetamolparacetamol
specifitaspecifita se dse dáá zlepzlepššit pit přřededřřazenazeníím m 
kontrolnkontrolníí membrmembráány, kterny, kteráá omezomezíí
ppřříístup interferujstup interferujííccíích lch láátektek
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PPřřehledehled
oxidasoxidas

Substrát oxidasy Zkratka EC číslo koenzym H2O2 
Alkohol AOD 1.1.3.13 FAD ano 
L-Aminokyseliny  1.4.3.2 FAD ano 
D-Aminokyseliny  1.4.3.3 FAD ano 
Askorbát  1.10.3.3 Cu ne 
Bilirubin BRO 1.3.3.5  ne 
Diaminy DAO 1.4.3.6 Cu ano 
Fenol (Tyrosinasa)  1.14.18.1 Cu ne 
Galaktosa  1.1.3.9 Cu ano 
Glukosa GOD 1.1.3.4 FAD ano 
L-Glutamát  1.4.3.11 FAD ano 
Cholin  1.1.3.17 FAD ano 
Cholesterol COD 1.1.3.6 FAD ano 
p-difenoly (Lakasa)  1.10.3.2 Cu ne 
L-Laktát LOD 1.1.3.2 FAD ano 
L-Laktát (dekarb.) LMO 1.13.12.4 FMN ne 
L-Lyzin  1.4.3.14  ano 
Monoaminy MAO 1.4.3.4 FAD ano 
NADH    ano 
Oxalát  1.2.3.4 Fp ano 
Pyruvát  1.2.3.3 FAD ano 
Sulfit  1.8.3.1 Mo ano 
Urát(Urikasa)  1.7.3.3 Cu ano 
Xanthin XOD 1.1.3.22 Mo ano 
 

NNěěkdy jsou kdy jsou biosensorybiosensory ppřříílilišš dobrdobré…é…

• glukosový / laktátový sensor
– přední měřící a zadní kontaktní pohled

• trvanlivost příliš dlouhá – potřeba omezit „životnost“
– přidání obvodu počítajícího provedené analýzy,
– po dosažení stanoveného počtu ukončení použitelnosti
– integrovaný inkrementální čítač (1-wire counter)
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PPřřenos elektronenos elektronůů z z biomolekulbiomolekul

• pro usnadnění výměny elektronů mezi enzymy a 
elektrodou se používají nízkomolekulární redoxní
látky – mediátory

• použití mediátorů urychluje a obvykle vůbec 
umožňuje výměnu elektronů mezi aktivním centrem 
enzymu a elektrodou

• mohou být přímo součástí

substrsubstráátt EEoxox MMredred

ee--

produktprodukt EEredred MMoxox

Fe 

C N 

C N 

NC

NC

S 

S S

S

ferrocen  Fc 

tetrathiafulvalen 
   TTF 

tetrakyanochinodi-
methan TCNQ 

Biosensor Biosensor pro glukosupro glukosu

Enzymová elektroda
na jedno použití

Měřící jednotka
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RegulaceRegulace
hladinyhladiny
glukosyglukosy

• v oblasti klinické biochemické analýzy zůstává stále 
středem zájmu měření hladiny glukózy u diabetiků

• regulace je u diabetiků porušena a musí se docílit 
vnějším podáváním insulinu

• dávkování vyžaduje znalost aktuální hladiny glukosy 
- pacienti jsou nuceni několikrát denně měřit glykemii

• velmi dobré uplatnění biosensorů

8    12 19 8   hod
snídaně   oběd večeře     spánek snídaně

15

10

  5

  0

 glukóza
   (mM)

hyperglykemie

diabetik

normální stav

hypoglykemie

Denní průběh hladin krevní glukózy

BiosensoryBiosensory pro diabetikypro diabetiky
• první osobní glukometr na bázi 

výměnného elektrochemického 
biosensoru představila firma 
MediSense

• ExacTech - velikost psacího pera do 
kterého se zasunovaly měřící pásky 
na jedno použití

• Companion - formát karty
• MediSense nyní patří do skupiny 

Abbott Laboratories, současný její
glukometr je distribuován pod 
názvem Precision QID

• proti předchozím verzím potřebuje 
nyní pro analýzu pouze 5 mikrolitrů
krve, takže pacient je méně
zatěžován.
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SrovnSrovnáánníí formformáátu tu biosensorbiosensorůů

HlavnHlavníí ccííl do budoucna:l do budoucna:
• implantovatelný biosensor pro měření in vivo
• přímé řízení pumpy dávkující kontinuálně insulin 

podle okamžité potřeby pacienta
• výsledky vývoje prováděného paralelně asi na 

desítce různých pracovišť v celém světě nadějné
- po implantaci fungují biosensory až 100 dnů

• komerční systém dosud není k dispozici
• problémy jsou zejména se spolehlivostí a 

dostatečně dlouhou operační stabilitou
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LaboratornLaboratorníí klinickklinickéé analyzanalyzáátorytory
přístroj firma glukosa + analyty

• AUTOSTAT Daiichi (Japonsko)
• EBIO Plus Eppendorf / BST (Německo) laktát, citrát, vit. C 
• Enzymat Seres (Francie) sacharóza, alkohol
• ESAT PGW Medingen (Německo) laktát
• EXSAN (Litva) laktát
• GLUCO Fuji Electric (Japonsko)
• i-Stat I-Stat Corp. (USA) močovina
• Model 860 Ciba Corning (USA)
• NOVA 16 Nova Biomedical (USA) močovina, kreatinin
• Satellite G MediSense (USA)
• YSI SELECT Yellow Springs Instr. (USA) laktát, etanol, cholin

Většinou se jedná o malé stolní přístroje, často doplněné zásobníkem vzorků

ii--STATSTAT

• předpoklad: analýza vzorků v místě jejich odběru 
(operační sál, lůžko pacienta) může podstatným 
způsobem zkrátit dobu do získání výsledků

• lze tedy urychleně provést kroky vedoucí ke zlepšení
stavu pacienta

• decentralizované měření
• multikanálový elektrochemický biosensor, poskytující

informace o klíčových látkách, analyzovaných při 
krizových situacích pacientů

• základní modul na jedno použití obsahuje měřící sensory, 
zásobní roztok standardu a prostor pro nakápnutí vzorku 
krve
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ii--STAT STAT -- mměřěřííccíí modulmodul
• analyty: sodík, draslík, chloridy, oxid uhličitý, pH, 

močovina, glukóza a hematokrit
• program pak dopočítává další parametry jako např. 

koncentrace hemoglobinu, přebytek bází a podobně.

ii--STATSTAT

• po nakápnutí vzorku 
krve se měřící modul 
zasune do přístroje

• vyčká se zobrazení
výsledků

• měřící modul je na 
jedno použití
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ISFET ISFET –– ukukáázkazka

MMěřěřeneníí inhibice enzyminhibice enzymůů

inkubační postup
1. výchozí signál
2. inkubace se vzorkem
3. promytí sensoru
4. zbytkový signál

kontinuální měření
1. odezva na substrát,
2. ustavení ustáleného stavu
3. přídavek vzorku
4. měření poklesu signálu

inkubace se 
vzorkem

S
S

S

∆I

dI/dt

Iss

vzorek
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BioNABioNA Biochemical
Nerve Agent Detector

kontrolní jednotka

měřící blok

osobní detektor nervově paralytických látek ve vzduchu
detekované látky: typ “G” and “V”, limit detekce ve vzduchu: 1 ng/L
rychlost odezvy: 30 s (15 s pro 10 ng/L)
hmotnost:  500 g   rozměry: 120 x 80 x 35 mm
signalizace alarmu: vizuálně / akusticky

AfinitnAfinitníí biosensorybiosensory

mmoleolekkululáárrnníí reakce mezi:reakce mezi:

antigen protilátka
hormon receptor
léčiva receptor
enzym kofaktor / substrát / inhibitor
receptor mikroorganismus / buňka
nukleová kyselina vazebná bílkovina
nukleová kyselina komplementární řetězec
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AfinitnAfinitníí biosensorybiosensory
jeden z afinitnjeden z afinitníích partnerch partnerůů imobilizovimobilizováán na povrchu n na povrchu 

ppřřevodnevodnííku; podle generovku; podle generováánníí signsignáálu se  rozlilu se  rozliššujujíí::

ppřříímméé afinitnafinitníí biosensorybiosensory
-- vznik vznik biokomplexubiokomplexu je moje možžnnéé sledovat sledovat v prv průůbběěhuhu afinitnafinitníí
interakce (v reinterakce (v reáálnlnéém m ččase)ase)
-- jako pjako přřevodnevodnííky slouky sloužžíí specispeciáálnlníí optickoptickéé svsvěětlovodntlovodnéé
systsystéémy, my, piezosensorypiezosensory nebo nebo impedimetrickimpedimetrickáá zazařříízenzeníí

nepnepřříímméé afinitnafinitníí biosensorybiosensory
-- jeden z afinitnjeden z afinitníích partnerch partnerůů je vhodnje vhodněě oznaoznaččenen, na konci , na konci 
interakce se pak stanovinterakce se pak stanovíí mnomnožžstvstvíí znaznaččky navky naváázanzanéé na na 
povrchu povrchu sensorusensoru
-- podle typu znapodle typu značčky (enzym nebo ky (enzym nebo fluoroforfluorofor) se pou) se použžije ije 
ppřřevodnevodníík vhodný pro mk vhodný pro měřěřeneníí enzymovenzymovéé aktivity nebo aktivity nebo 
fluorescencefluorescence

SchSchééma mma měřěřeneníí

Y
Y

YY
Y

Y
Y

Y
Y

YY
Y

Y
Y

Y
Y

YY
Y

Y
Y

Y
Y

Y

Y
Y

Y Y
YY

1. imobilizace 1. imobilizace liganduligandu

2. asociace2. asociace
se vzorkemse vzorkem

4. regenerace4. regenerace

3. 3. pufrpufr
disociacedisociace
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KonfiguraceKonfigurace
SPRSPR

• „surface plasmon resonance“
• pro zavedení světla se používá vstupní hranol, 

povrchová vlna se excituje na rozhraní mezi kovem M a 
dielektrickou vrstvou C (vzorek)

• změna resonance se zaznamená jako posun minima 
intensity pomocí detektoru - diodové pole

C vzorekC vzorek
M kovM kov
S podkladS podklad

hranolhranol

LED, laserLED, laser
DADDADαα

SPR signSPR signááll

úhel odrazu α

Intensita odraž.
paprsku

VazebnVazebnáá reakce  reakce  => => zmzměěnana resonanresonanččnníích podmch podmííneknek

resonanresonanččnníí úúhel odpovhel odpovíídajdajííccíí minimu intensity odraminimu intensity odražženenéého ho 
paprsku je kontinupaprsku je kontinuáálnlněě vyhodnocovvyhodnocováán,n,
jeho poloha je jeho poloha je úúmměěrnrnáá zmzměěnnáám povrchovm povrchovéé hmotnosti hmotnosti 
vyvolaným adsorpcvyvolaným adsorpcíí biomolekulbiomolekul
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SPRSPR

• schéma záznamu signálu

reflected
intensity

angle θ

SPR
angle

time

buffer wash

hapten solution

immobilized antibody

hapten

SPR SPR biosensorbiosensor
výmvýměěnnýnný biosensor biosensor -- „„ččipip““ systsystéémumu BIACOREBIACORE

Modifikace povrchu:Modifikace povrchu:
CMCM5 5 kkarboxymethylarboxymethyl--dextran, HPA hydrodextran, HPA hydroffobobnníí,,
SA SA streptavidinstreptavidinovýový, NTA , NTA komplexacekomplexace kovkovůů

RozmRozměěryry

9 x 2.5 x 0.1 cm9 x 2.5 x 0.1 cm
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BIAcoreBIAcore

3000

2000

BIAcoreBIAcore

• automatický dávkovač vzorků
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BIAcoreBIAcore

• ‘microfluidics’ system - miniaturní výměnný 
modul s ventily

• přívod pracovního pufru, reagencií a vzorků
k jednotlivým měřícím kanálům

BIAcoreBIAcore
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Surface plasmon resonance
SPREETA - sensor

SurfaceSurface plasmon resonanceplasmon resonance
SPREETA SPREETA -- sensorsensor

gold sensor film

polarizer

LED and aperture

linear silicon 
photo-diode array
- 128 elements

clear material

gold mirror film

gold sensor film

polarizer

LED and aperture

linear silicon 
photo-diode array
- 128 elements

clear material

gold mirror film

Texas Instruments, www.ti.com/spreeta

ChemickChemickéé mikrovmikrováážžkyky --
piezoelektrickpiezoelektrickéé biosensorybiosensory

objemovobjemováá aakkusticustickkáá vlnavlna --
schschéémmaa tloutlouššťťkovkovéé
ststřřihovihovéé vibracevibrace

zzáákladnkladníí stastav v / / amplitudamplitudaa

HmotnostnHmotnostníí citlivostcitlivost::

QCM QCM -- quartz crystalquartz crystal
microbalancemicrobalance

drdržžáákk

kontaktykontakty
destidestiččkaka
z kz křřemeneemene

kovovkovovéé eleelekktrodtrodyy

Piezoelektrický krystal

ATAT--řřezez

5 5 aažž 2020 MHzMHz

∆f =
-2f ∆m2

0

A ρqµq
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RigidRigidnníí a a vviscoelasticiscoelastickkéé vrstvyvrstvy

tenký rigidntenký rigidníí film:film: hornhorníí i dolni dolníí povrch vibrujpovrch vibrujíí synchronnsynchronněě
viskoelastickýviskoelastický film:film: hornhorníí i dolni dolníí povrch vibrujpovrch vibrujíí s s 
ffáázovým posunem zovým posunem -- vvěěttšíší tlumentlumeníí, , „„vvěěttší“ší“ odezvyodezvy

MU BrnoMU Brno

PZ detector computer

flow-through cell with PZ crystal

sample

qqA
mff
µρ
∆

−=∆
2

02

The change ∆f of the resonant frequency f0 of
piezoelectric crystals is proportional to the mass
change ∆m (Sauerbrey’s equation):

pump waste

Real-time recording of the 
resonant frequency changes
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UkUkáázka kinetickzka kinetickéé analýzyanalýzy

pufr

MAb

50

25

15

10

5 ug/ml

500 Hz

10 min
0 100 200 300

0.0000

0.0002

0.0004

0.0006

0.0008

kobs = kd + ka*[Ab]
kd = (0.0000297 +/- 0.000017) s-1

ka = (2460 +/- 98) l mol-1s-1

kobs

(s-1)

[MAb] (nmol/l)

Studium interakce protilStudium interakce protiláátky s imobilizovanýmtky s imobilizovaným
haptenemhaptenem pomocpomocíí ppííezoelektrickezoelektrickéého biosensoruho biosensoru

•• imunostripyimunostripy –– samovolný pohyb roztoksamovolný pohyb roztokůů
v membrv membráánněě pomocpomocíí kapilkapiláárnrníích silch sil

•• zzááchytnchytnéé zzóóny, zviditelnny, zviditelněěnníí pomocpomocíí
barvotvornbarvotvornéé enzymovenzymovéé reakce, reakce, 
ppřříípadnpadněě zlatzlatéé nanonanoččáásticestice ((ččervenervenéé))

•• vizuvizuáálnlníí vyhodnocovvyhodnocováánníí

ELISAELISA--on a on a stripstrip
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Enzym

Enzym

Enzym

P       S

e-

1. 1. Inkubace se vzorkem aInkubace se vzorkem a
s s „„traceremtracerem““

2. 2. SeparaSeparacece, promyt, promytíí

3. P3. Přříídavek substrdavek substráátutu
(inkubace)(inkubace)

4. Zm4. Změřěřeneníí signsignáálulu

EleElekktrochemictrochemickkáá
imunoimunostanovenstanoveníí

ImunosensoryImunosensory -- enzymovenzymovéé znaznaččkyky
• peroxidasa (HRP)

– substráty - vždy peroxid vodíku plus další oxidovatelné látky:
– 3,3',5,5'-tetramethylbenzidin (TMB) měření fotometricky při 450 nm
– 2,2'-azino-di(3-ethyl)benzthiazolin sulfonová kys. (ABTS) při 650 nm
– 5-aminosalicylová kyselina (ASA) při 450 nm
– elchem: jodid, hydrochinon, ferrocen, ASA, ...

• alkalická fosfatasa (ALP)
– p-nitrofenylfosfát (PNPP), hydrolysou vznikající p-nitrofenol se stanovuje fotometricky 

v alkalické prostředí kolem 405 nm
– p-aminofenylfosfát (PAPP), vzniklý aminofenol se oxiduje na elektrodě

• β-galaktosidasa
– o-nitrofenyl-β-D-galaktosid (ONPG), hydrolysou vzniklý o-nitrofenol se měří při 420 

nm
• ureasa

– močovina, změna pH vyvolaná hydrolysou se měří pomocí indikátoru bromkresolová
modř při 588 nm, nebo potenciometricky (LAPS)

• glukosa oxidasa
– velmi stabilní, měří se generovaný peroxid vodíku

• acetylcholinesterasa
– vysoké číslo přeměny
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ImunosensoryImunosensory -- fluorescenfluorescenččnníí znaznaččkyky
• fluorescein, tetramethylrhodamin

– klasické, dostupné v aktivované formě
(NHS, biotin, ...)

• Cy5, Cy3 - cyaniny, NIR 650/667 nm
– levná instrumentace

• QD „quantum dots“
– anorganické nanočástice obsahující volné

elektrony, s velikostí narůstá vlnová délka 
emise, stabilita a vysoké výtěžky, velké
Stokesovy posuny

ImunosensoryImunosensory -- fluorescenfluorescenččnníí znaznaččkyky

• cheláty lanthanidů (Eu, Sm, Dy)
– dlouhá životnost excitovaného stavu
– Time Resolved Fluorescence
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ElektroElektrochemichemiluminiscenceluminiscence

BioVeris technologie:
rychlý “mix and measure”
homogenní formát

znaznaččkaka
biotinbiotin

analytanalyt ve vzorkuve vzorku

mg. kulimg. kuliččky potaky potažženenéé
streptavidinemstreptavidinem

znaznaččkaka

analytanalyt

kulikuliččkaka
(zv(zvěěttššeno)eno)

•• ruthenium a TPA jsou oxidovruthenium a TPA jsou oxidováány po aplikaci napny po aplikaci napěěttíí na elektroduna elektrodu
•• TPA+ ztrTPA+ ztrááccíí proton, redukuje Ruproton, redukuje Ru3+3+ na Runa Ru2+2+, kter, kteréé z excitovanz excitovanéého ho 

stavu pstavu přřechecháázzíí do zdo záákladnkladníího za vyzho za vyzáářřeneníí fotonufotonu
•• RuRu se nespotse nespotřřebovebováávváá –– recykluje recykluje –– zesilovaczesilovacíí mechanismus mechanismus ––

zvýzvýššeneníí citlivosti stanovencitlivosti stanoveníí

ECL reakceECL reakce

Luminiscence
emise světla

Chemi-
předání chemické energie

Elektro-
elektrochemická iniciace
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RRůůznznéé formformááty stanoventy stanoveníí

iimmunouno

DNADNA

enzymenzym

vazebnvazebnéé

ImunosensoryImunosensory -- co lze mco lze měřěřitit

• teoreticky každý analyt, pro který ...
– jsou k dispozici příslušné protilátky
– případně již existuje ELISA stanovení
– lze připravit protilátky klasickými postupy
– lze připravit rekombinantní protilátky 

pomocí genetické knihovny
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ImunosensoryImunosensory -- ppřřííklady stanovenklady stanoveníí
• klinická oblast

– markery: albumin, apolipoprotein, hCG, hLH, thyroxin, 
fetoprotein, hIgE, troponin, FABP, PSA, HBsA, ...

– léčiva: amfetamin, digoxin, fenytoin, theophylin, ...
– drogy: kokain, heroin, ...

• životní prostředí
– pesticidy: triaziny (atrazin), fenoxyalkanové k. (2,4-D), 

organochlorové (acetochlor, DDT)
– toxické látky: mikrocystiny, polychlorované bifenyly (PCB)

• potravinářství
– bakterie: Listeria, Cryptosporidium, Salmonella, E. coli

O157H7
– kontaminanty: antibiotika (penicilin), aflatoxiny

• vojenství
– bakterie, viry, toxiny

I. cDNA (500~5000 bází) je imobilizována na pevný 
povrch (sklo) a exponována souboru cílových sekvencí
buď separátně nebo ve směsi

Vyvinuto Stanford University, „DNA microarray“

II: používá se soubor oligonukleotidů (20~80-merů) 
nebo peptidových NA (PNA) prób

precizní technologie, srovnatelnost výsledků

krátké próby – menší specifita a citlivost; vysoká cena

Vyvinula firma Affymetrix, „GeneChip“

DNA DNA ččipyipy
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RozmRozměěry elementry elementůů

• plátek křemíku (wafer, 5x5 inch, tj. 12.5x12.5 cm)
• z něho 49 až 400 jednotlivých sensorů (chips, 1.28x1.28 cm)
• na každém čipu až 1.4 milionu pozic (features, 11x11 µm)
• v každé pozici několik milionů kopií stejné oligonukleotidové

próby s danou známou sekvencí

oligoArraysoligoArrays
((AffymetrixAffymetrix))

• absolutní data
• cca 20 prob

reprezentuje 
každý gen, 
výsledné
„rozhodnutí“ je 
statistickým 
zhodnocením 
dané kombinace
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cDNAcDNA arraysarrays ((StanfordStanford))

• vzorek 
barvený 
Cy5R (red)

• Kontrola 
barvená
Cy3G (green)

• překryvový
signál (oba 
kanály)

• problémy sekundární struktury dlouhých 
cDNA prob

• není absolutní signál

PrPrůůbběěh analýzyh analýzy

• příprava vzorku z buněk (2 dny), nanášení vzorků
• hybridizace (až 16 hod)
• promývání a fluorescenční značení – Fluidics Station

4-kanálová - různé pracovní protokoly (1.5 hod)
automatizované přidávání reagentů, míchání, inkubace, promývání-
zvýšená spolehlivost a reprodukovatelnost
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VVýsledekýsledek

Oblasti diagnostiky Oblasti diagnostiky DNADNA
Testy rodičovství / kriminalistika
HLA komplex, oblast D-smyčky (mitochondriální
DNA), délkový polymorfismus (VNTR místa)

Onkogeny / supresorové geny
c-myb, c-myc, c-abl, c-sis, c-ras, G-protein, jun,
p53, retinoblastoma geny

Dědičné choroby
cystická fibrosa, hypercholesterolemie, srpkovitá
anemie, Huntingtonova choroba, Duchenneova
svalová dystrofie, β-Thalasemie, polycystická
ledvinová choroba dospělých, hemochromatosie,
hemophilie A / Von Willebrandova choroba
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Mikroskopie meziatomových silMikroskopie meziatomových sil

složitá

tenký řez 
vzorku

limituje 
ultratom

(10 nm – 1 
µm)

0.1 nm – 100
µm

absorpce 
elektronů

transmisní
elektronová

síly interakce 
hrotu se 
vzorkem

rozptyl 
elektronů

absorpce 
světla 

(difrakce, 
rozptyl, 

polarizace) 
fluorescence

Princip

Příprava 
vzorku

Co se 
studuje

Rozsah Z

Rozsah XY

snadnásložitásnadná

povrchpovrchřez vzorku

0.05 nm – 20 
µm

10 nm – 1 
mm

500 nm – 10 
mm

0.1 nm – 200 
µm

1 nm – 10 
mm

200 nm – 1
mm

atomových
sil

skenovací
elektronováoptická

AFMAFM

kantilever

2-segmentová
fotodioda

laser 
LED

fokusovací
optika

A
B
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celkovýcelkový
pohledpohled

AFM systAFM systéém m NtegraNtegra VitaVita

skenovacskenovacíí
hlavahlava

cely pro práci v kapalinách

otevřená uzavřená
pro petriho misky průtočná, vč.

temperace

BiomolekulyBiomolekuly ......

molekuly DNA na 
slídovém podkladu

molekuly kolagenu typu I-III, 
vpravo podrobnější pohled 
- „přebarvení“ paletymolekuly imunoglobulinu G
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∆X

NanomechanickNanomechanickéé
biosensorybiosensory

•

prohyb prohyb mikrorammikroraméénkanka po vazbpo vazběě molekul    molekul    
diferencidiferenciáálnlníí uspouspořřááddáánníí -- korekcekorekce
nespecificknespecifickéé vazbyvazby

X

HSA

KONTROLA
Ab anti-HSA

NanobiosensoryNanobiosensory • hrot je možné modifikovat 
imobilizací vhodných 
biorekogničních molekul, 
čímž dostáváme biosensor
teoreticky schopný 
detekovat jednotlivé
molekuly analytu

• tento postup byl použit pro 
přímé měření síly potřebné
k přerušení některých 
bioafinitních interakcí
„roztržením“ existující
vazby; některé výsledky 
jsou shrnuty v tabulce.

SPM biosensor

raménko

hrot

biorekogniční prvek

analyt
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MMěřěříí se prse průůtotoččnněě ……

• FIA - průtoková injekční analýza
• SIA - sekvenční injekční analýza
• LOV - lab on valve

Integruje se Integruje se …… LabLab--OnOn--ChipChip konceptkoncept

• systém integrovaný na čipu – průtočné kanálky (nižší verze 
na bázi plastového mikrofluidního modulu; ve vyšších 
verzích na bázi křemíku i mikropumpy, ventily, detektory, 
…)

• systém zaměřený na jedinou konkrétní aplikaci, změny 
měřícího protokolu často vyžadují nákladné úpravy čipu
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Trends Trends -- combinatorial approachcombinatorial approach

Imagine and Define: A new material with desired characteristics and qualities is defined.

Select Likely Elements: From the whole Periodic Table, a chemist selects the combination 
of elements most likely to yield the desired material. 

Create a Library: Using robots and other automated devices, a library composed of
thousands of different chemical combinations is rapidly created.

Process in Parallel: The library is an example of parallel processing, allowing up to 25,000 
variations of material to be tested at one time. 

Process: Processing can include any number of variables, including heat, high or low 
pressure, and time. 

High Throughput Analysis: The library is screened by detectors that quickly scan various 
optical, magnetic, electrical, or other chemical/physical properties of a material, and the 
results are entered into a massive database.

Discovery and Information: Our scientists apply this analysis to identify the most 
successful new materials and the process used to produce them.

PerspektivyPerspektivy

•• miniaturizace, miniaturizace, nanotechnologienanotechnologie, integrace, integrace
•• multiparametrovmultiparametrovéé, paralelizace, paralelizace
•• umuměělléé biorekognibiorekogniččnníí elementyelementy

–– na bna báázi kombinatorický technik zi kombinatorický technik –– aptameryaptamery
(SELEX), genetick(SELEX), genetickéé knihovnyknihovny

–– proteinovproteinovéé ininžženýrstvenýrstvíí -- rekombinantnrekombinantníí
proteiny s vylepproteiny s vylepššenými vlastnostmi, enými vlastnostmi, chimchiméérnrníí
biomolekulybiomolekuly

–– makromolekulmakromolekuláárnrníí chemie chemie –– otisky otisky analytuanalytu v v 
polymernpolymerníí struktustruktuřře e -- MIP (MIP (molecularlymolecularly
imprintedimprinted polymerspolymers))
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BiosensoryBiosensory v v ČČeskuesku•• MU BrnoMU Brno
–– enzymy a protilenzymy a protiláátky, tky, piezosensorypiezosensory / SPR / elektrochemie/ SPR / elektrochemie
–– žživotnivotníí prostprostřřededíí / klinika / vojensk/ klinika / vojenskéé aplikaceaplikace

•• BiofyzikBiofyzikáálnlníí úústav Brnostav Brno
–– nukleovnukleovéé kyseliny / elektrochemiekyseliny / elektrochemie

•• VVÚÚ radiotechniky Praharadiotechniky Praha
–– SPR, SPR, imunosensoryimunosensory

•• VVÚÚ TTřřeboeboňň
–– fotosystfotosystéémm, elektrochemie, elektrochemie

•• UJEP UJEP ÚÚststíí nad Labemnad Labem
–– fotosystfotosystéémm, elektrochemie, optick, elektrochemie, optickéé technikytechniky

•• BVT Technologies BrnoBVT Technologies Brno
–– ssíítotisk, enzymy, výroba totisk, enzymy, výroba sensorsensorůů

•• SluSlužžba výzkumu Postba výzkumu Postřřelmovelmov
–– imobilizace enzymimobilizace enzymůů, výroba , výroba biomembrbiomembráánn

BiosensoryBiosensory ……

•• malmaléé a levna levnéé
•• rychlrychléé, citliv, citlivéé a specificka specifickéé
•• uužživatelsky pivatelsky přříívvěětivtivéé


