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ÚvodÚvod
�� modifikace biomolekul:modifikace biomolekul:

– vzájemné spojování
– zavádění vhodných značek
– navázání na pevný povrch (separační materiály, 

mg. částice, sensory, …)

�� základ řady moderních:základ řady moderních:
– vědeckých výzkumných metod– vědeckých výzkumných metod
– bioanalytických procesů
– terapeutických postupů

�� často zmi ňovány jen okrajov ěčasto zmi ňovány jen okrajov ě

– cílem přednášky je podat ucelený
pohled na tuto problematiku



Souhrn pSouhrn přednáškyřednášky

1.1. Modifikace protein ů a peptid ů.Modifikace protein ů a peptid ů.
2.2. Funkční skupiny nukleotid ů, modifikace DNA a RNA. Modifikace Funkční skupiny nukleotid ů, modifikace DNA a RNA. Modifikace 

(poly)sacharid ů.(poly)sacharid ů.
3.3. Chemické reakce vybraných skupin biomolekul.Chemické reakce vybraných skupin biomolekul.
4.4. Biokonjuga ční reakce, zesí ťující činidla. Št ěpitelné m ůstky.Biokonjuga ční reakce, zesí ťující činidla. Št ěpitelné m ůstky.
5.5. Fluorescen ční značky.Fluorescen ční značky.
6.6. Biotinylace, chelata ční skupiny, histidinové skupiny, boronátové Biotinylace, chelata ční skupiny, histidinové skupiny, boronátové 

komplexy. Radioaktivní zna čení. Liposomy, nano částice.komplexy. Radioaktivní zna čení. Liposomy, nano částice.
7.7. Enzymové zna čky, metodiky zna čení a detekce aktivity.Enzymové zna čky, metodiky zna čení a detekce aktivity.7.7. Enzymové zna čky, metodiky zna čení a detekce aktivity.Enzymové zna čky, metodiky zna čení a detekce aktivity.
8.8. Imobilizace biomolekul. Aktivace matric, polymerní materiály, Imobilizace biomolekul. Aktivace matric, polymerní materiály, 

porézní sklen ěné nosi če.porézní sklen ěné nosi če.
9.9. Aktivace povrchu zlata, platiny, uhlíku a k řemíku. Spontánní vznik Aktivace povrchu zlata, platiny, uhlíku a k řemíku. Spontánní vznik 

monovrstev, fotoaktivace.monovrstev, fotoaktivace.
10.10. Charakterizace biokonjugát ů Charakterizace biokonjugát ů -- stupe ň substituce, povrchová stupe ň substituce, povrchová 

hustota ligandu.hustota ligandu.
11.11. Aplikace: konjugace hapten ů sAplikace: konjugace hapten ů s nosi či, značení protilátek.nosi či, značení protilátek.
12.12. Aplikace: imobilizace protein ů na povrch zlata, p říprava DNA Aplikace: imobilizace protein ů na povrch zlata, p říprava DNA 

biočipů.biočipů.
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Modifikace peptid ů a protein ůModifikace peptid ů a protein ů

�� aminokyseliny spojené navzájem peptidovou vazbou:aminokyseliny spojené navzájem peptidovou vazbou:

�� modifikovat lze n ěkteré postranní řetězce AK, koncovou modifikovat lze n ěkteré postranní řetězce AK, koncovou �� modifikovat lze n ěkteré postranní řetězce AK, koncovou modifikovat lze n ěkteré postranní řetězce AK, koncovou 
aminoskupinu a karboxyskupinu, a p řípadně také aminoskupinu a karboxyskupinu, a p řípadně také 
kovalentn ě připojené prostetické skupiny (nap ř. kovalentn ě připojené prostetické skupiny (nap ř. 
koenzymy)koenzymy)

�� AK nepolární a hydrofobní: AK nepolární a hydrofobní: glycin, alanin, valin, l eucin, glycin, alanin, valin, leucin, 
isoleucin, isoleucin, methioninmethionin a prolina prolin

�� AK nepolární aromatické: fenylalanin a AK nepolární aromatické: fenylalanin a tryptofantryptofan
– tyto jsou často orientovány dovnitř struktury proteinu, a tedy 

nepřístupné pro modifikační činidla



�� AK pAK polárníolární:: asparagin, glutamin, asparagin, glutamin, threoninthreonin a a serinserin
– mimo Gln často posttranslačně modifikovány oligosacharidovými 

zbytky přes N- nebo O- glykosidické vazby
– často modifikovány enzymově (např. fosforylace), avšak chem. 

modifikace ve vodném prostředí nesnadná, protože nukleofilní 
vlastnosti hydroxylu i amidu se blíží vodě

�� AK s AK s ionizovatelnionizovatelnouou skupinskupinou ou -- kyseliny asparagová kyseliny asparagová 
aa glutamováglutamová , , lyzinlyzin , , argininarginin , , cysteincystein , , histidinhistidin a a tyrosintyrosinaa glutamováglutamová , , lyzinlyzin , , argininarginin , , cysteincystein , , histidinhistidin a a tyrosintyrosin
– v deprotonovaném stavu jsou účinná nukleofilní činidla
– hlavní cíl modifikačních reakcí



Aminoskupina (Lys, Arg, His, NAminoskupina (Lys, Arg, His, N--konec)konec)

�� volná aminoskupina (konec pept. řetězce a Lys) je volná aminoskupina (konec pept. řetězce a Lys) je 
nejčastějším cílemnejčastějším cílem

�� Lys (pLys (p KKaa 9,3 až 9,5) je obvykle protonován9,3 až 9,5) je obvykle protonován
�� Arg (pArg (p KKaa přes 12) je protonován prakticky vždypřes 12) je protonován prakticky vždy
�� His s imidazolovým kruhem His s imidazolovým kruhem ((pp KKaa 6,7 až 7,16,7 až 7,1))
�� aminoskupiny se ú častní alkyla čních a acyla čních aminoskupiny se ú častní alkyla čních a acyla čních �� aminoskupiny se ú častní alkyla čních a acyla čních aminoskupiny se ú častní alkyla čních a acyla čních 

reakcí, kdy fungují jako nukleofilyreakcí, kdy fungují jako nukleofily
�� imidazol. kruh m ůže být elektrofilní, nap ř. při jodaciimidazol. kruh m ůže být elektrofilní, nap ř. při jodaci



Alkylace a acylace aminoskupinyAlkylace a acylace aminoskupiny
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�� průběh při reakcích je nukleofilní substituce průběh při reakcích je nukleofilní substituce -- vzniká tetra edrický vzniká tetraedrický 
intermediát, X je obecná odstupující skupinaintermediát, X je obecná odstupující skupina

NH

R

NHO

R

acylace



Karboxyskupina (Asp, Glu, CKarboxyskupina (Asp, Glu, C--konec)konec)

�� postranní karboxyly (ppostranní karboxyly (p KKaa 3,7 až 4,5) při fyziologickém pH 3,7 až 4,5) při fyziologickém pH 
nesou záporný nábojnesou záporný náboj

�� vhodné pro tvorbu amidových, p řípadně i hydrazidových vhodné pro tvorbu amidových, p řípadně i hydrazidových 
derivát ůderivát ů

�� lze připravit i thioestery lze připravit i thioestery -- ve vodném prost ředí nestabilníve vodném prost ředí nestabilní
�� dderivatizace probíhá p řes reaktivní intermediátyerivatizace probíhá p řes reaktivní intermediáty --

nejznám ější je použití nejznám ější je použití karbodiimidkarbodiimid ůů (EDC, DCC, CMC):(EDC, DCC, CMC):

�� CMCCMC … … cyklohexylmorfolinoethylkarbodiimidcyklohexylmorfolinoethylkarbodiimid
�� DCCDCC … dicyklohexylkarbodiimid… dicyklohexylkarbodiimid

– nerozp. ve vodě, spíše pro konjugace malých molekul

N N CH2CH2N N N
+

O

CH3

C C

tosyl-DCC CMC
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Alternativní postupyAlternativní postupy
�� reakce s karbodiimidy je velmi rychláreakce s karbodiimidy je velmi rychlá

– nesnadná kontrola průběhu, nežádoucí postranní
reakce, konkurenční hydrolysa je rychlá

�� konjuga ční reakce se provádí p řes konjuga ční reakce se provádí p řes 
stabiln ější aktivované meziprodukty stabiln ější aktivované meziprodukty -- NHSNHS,,
NN--hydroxysukcinimidhydroxysukcinimid , nebo rozpustn ější , nebo rozpustn ější sulfosulfo--NHSNHS
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�� vzniklé NHSvzniklé NHS--deriváty nebo imidazolylové deriváty jso u deriváty nebo imidazolylové deriváty jsou 
relativn ě stabilní ve vodném prost ředí a ochotn ě reagují relativn ě stabilní ve vodném prost ředí a ochotn ě reagují 
např. s aminoskupinou za vzniku amid ůnapř. s aminoskupinou za vzniku amid ů

�� komer čně je dostupná široká škála NHSkomer čně je dostupná široká škála NHS--aktivovaných aktivovaných 
molekul (NHSmolekul (NHS--biotin, NHSbiotin, NHS--fluorescein, …), které se pak fluorescein, …), které se pak 
velmi jednoduše mohou konjugovat s cílovou velmi jednoduše mohou konjugovat s cílovou 
biomolekulou (Rbiomolekulou (R ''--NHNH22):):
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Thioskupina (Cys)Thioskupina (Cys)

�� cysteinové zbytky jsou normáln ě protonované a bez náboje (pcysteinové zbytky jsou normáln ě protonované a bez náboje (p KK aa 8,8 8,8 
až 9,1)až 9,1)

�� nejdůležit ější reakcí v p řirorozeném stavu je tvorba vzájemných nejdůležit ější reakcí v p řirorozeném stavu je tvorba vzájemných 
disulfid ů (cystinové uskupení)disulfid ů (cystinové uskupení)

�� mohou se ú častnit alkylací mohou se ú častnit alkylací a a reversibilnreversibilních ích redoxních reakcíredoxních reakcí
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�� zz oxidované formy (disulfid) vzniká redukovaná form a (volná SH oxidované formy (disulfid) vzniká redukovaná forma (volná SH 
skupina) pomocí reduk čního činidla skupina) pomocí reduk čního činidla dithiothreitoludithiothreitolu ((DTTDTT, , 
Clelandovo činidloClelandovo činidlo ))

�� rreakce m ůže probíhat ob ěma směryeakce může probíhat ob ěma směry

OH

SS

OH OH

S

O

S

N
H

O

N
H

O

SH
DTT2

cystincystin



N
H

N
H

S

O

O

R

N
H

N
H

SH

O

O

R X

R
X

O N
H

N
H

S

O

O

O R

O

alkylace
acylace

deriváty 
maleimidu

thioether 
(stabilní)

thioester (nestabilní, 
hydrolyzuje)

SHN

O

R

N

N
H

N
H

S

O

O

R

O

O

NS
S

R

NS

N
H

N
H

S

O

O

S
R

maleimidu
(NEM)

vznik disulfidové 
vazby

adiční 
produkt 
(stabilní)

pyridin-2-thion



Fenolická skupina (Tyr)Fenolická skupina (Tyr)

�� diazota ční kopulace diazota ční kopulace -- elektrofilní substituce na elektrofilní substituce na 
aktivovaném benzenovém jád řeaktivovaném benzenovém jád ře
– probíhá do ortho polohy, spojení s aromatickými aminoskupinami, 

aktivací s kys. dusitou (dusitan a HCl) vzniká regující diazoniová sůl
– vzniklé konjugáty mají oranžovou barvu

�� další možnost další možnost -- jodacejodace , radioaktivní zna čení , radioaktivní zna čení 125125II

�� Manichova kondenzace Manichova kondenzace -- p řipojení aminoslou čeninypřipojení aminoslou čeniny
v přítomnosti formaldehyduv přítomnosti formaldehydu
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Specifita modifikačních reakcíSpecifita modifikačních reakcí

�� účastní se bílkoviny, které obvykle poskytují řadu účastní se bílkoviny, které obvykle poskytují řadu 
různých skupin různých skupin -- jejich srovnání dle síly nukleofilníc h jejich srovnání dle síly nukleofilních 
vlastností:vlastností:

RR--SS-- >> RR--SH, RSH, R--NHNH22 >> RR--NHNH33
++,, RR--COOCOO-- >> RR--COOH, RCOOH, R--OO-- >> RR--OHOH ≈≈ HH--OHOH

�� úlohu hraje p řítomnost náboje (protonovaná / úlohu hraje p řítomnost náboje (protonovaná / �� úlohu hraje p řítomnost náboje (protonovaná / úlohu hraje p řítomnost náboje (protonovaná / 
deprotonovaná forma)deprotonovaná forma) -- lze ovlivnit volbou pHlze ovlivnit volbou pH , ale , ale 
protože se hodnoty pprotože se hodnoty p KKaa často p řekrývají, tak to není často p řekrývají, tak to není 
příliš spolehlivépříliš spolehlivé

�� pro p řesné cílení modifikace na konkrétní skupiny je pro p řesné cílení modifikace na konkrétní skupiny je 
zapot řebí zvolit specificky reagující činidlozapot řebí zvolit specificky reagující činidlo



CCílené zablokování postranních skupinílené zablokování postranních skupin

�� PP--NHNH22
(Lys)(Lys)

�� PP--SHSH
(Cys)(Cys)

R-N=C=S

O2N

NO2

O2N

HO3S

R-CH=Oisothiocyanátisothiocyanát
(adice (adice -- thiomo čovina)thiomo čovina)

trinitrobenzensulfonovátrinitrobenzensulfonová
kyselina (subst.)kyselina (subst.)

aldehydaldehyd
(+ redukce borohydridem)(+ redukce borohydridem)

Cl-Hg COOH N OO

R

pp --chlormerkurichlormerkuri
benzoová k.benzoová k.

�� PP----
(His)(His)

S S NO2O2N

HOOC COOH

maleimidy, nap ř. NEMmaleimidy, nap ř. NEM
(adice)(adice)

5,55,5''--dithiodithio--bis(bis(22--nitrobenzoová k.)nitrobenzoová k.)
DTNB, Ellmanovo činidloDTNB, Ellmanovo činidlo
(substituce)(substituce)

NH
N

O
CO

CO

OC2H5

OC2H5

diethylpyrokarbondiethylpyrokarbonát (alkoxylace)át (alkoxylace)



CCílená modifikace postranních skupinílená modifikace postranních skupin

�� PP--OHOH
(Ser)(Ser)

P

O

F
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O

CH(CH3)2

CH(CH3)2

C
H2

S F

O

O

diisopropylfluorfosfátdiisopropylfluorfosfát
DFP (fosforylace)DFP (fosforylace)

fenylmethylsulfonylfluoridfenylmethylsulfonylfluorid
PMSF (sulfonylace)PMSF (sulfonylace)

C(NO2)4 NN--acetylimidazolacetylimidazol
N

�� PP----
(Tyr)(Tyr)

�� PP----
(Arg)(Arg)

OH

C(NO2)4

tetranitromethantetranitromethan
(nitrace)(nitrace)

NN--acetylimidazolacetylimidazol
NAI (acetylace)NAI (acetylace)N

CO-CH3

NH

NH2+

NH2

O

O

CH3

CH3

O

O

H

2,32,3--butandionbutandion
(kondenzace)(kondenzace) fenylglyoxal (kondenzace)fenylglyoxal (kondenzace)



Modifikace nukleových kyselinModifikace nukleových kyselin

�� nnukleové kyselinyukleové kyseliny (DNA a RNA)(DNA a RNA) jsou tvo řeny z jsou tvo řeny z 
jednotlivých nukleotid ů spojených fosfodiesterovou jednotlivých nukleotid ů spojených fosfodiesterovou 
vazbou mezi sacharidovými kruhyvazbou mezi sacharidovými kruhy

�� zzákladní složkou jsou ákladní složkou jsou bázebáze

– pyrimidinové (C cytosin, T thymin a U uracil)
76

N

N
1

2

3

4

5

6

– purinové (A adenin, G guanin)

�� spojením s molekulou sacharidu (ribosa nebo spojením s molekulou sacharidu (ribosa nebo 
deoxyribosa) poskytují deoxyribosa) poskytují nukleosidynukleosidy (např. (např. Ade Ade adenosin adenosin 
nebo nebo dAde dAde deoxyadenosin) deoxyadenosin) 

�� připojením fosfátu připojením fosfátu vznikají vznikají nukleotidynukleotidy (např. (např. AMP AMP 
adenosin monofosfát).adenosin monofosfát).
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NuNukleové kyselinykleové kyseliny

P O

O

O

N

N N

N

NH2

O

OH O
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-

55' konec' konec

3' konec3' konec

2' hydroxyl 2' hydroxyl scházíschází
u DNA (deoxy …)u DNA (deoxy …)

�� modifika ční reakce mohou typicky modifika ční reakce mohou typicky 
směřovat na molekuly bázísměřovat na molekuly bází

�� méně časté je využití sacharidové méně časté je využití sacharidové 
části (části (2' hydroxyl 2' hydroxyl u RNA)u RNA)

�� velmi b ěžné je p řipojení dalších velmi b ěžné je p řipojení dalších 
funk čních molekul na konec řetězce funk čních molekul na konec řetězce 
nukleové kyselinynukleové kyseliny

O



Pyrimidinové basePyrimidinové base

�� části jejich molekul mohou být cílem ataku elektrofi lních části jejich molekul mohou být cílem ataku elektrofi lních 
(červeně) i nukleofilních (mod ře, pozice 4 a 6) činidel(červeně) i nukleofilních (mod ře, pozice 4 a 6) činidel

NH

N

O

O

N

NO

NH2

N

N

O

O

CH3

UU CC TT

(červeně) i nukleofilních (mod ře, pozice 4 a 6) činidel(červeně) i nukleofilních (mod ře, pozice 4 a 6) činidel
�� v molekule uracilu nukleofilní substituce v C6 pozic i v molekule uracilu nukleofilní substituce v C6 pozic i 

následn ě aktivuje C5 pozici pro elektrofilní atak:následn ě aktivuje C5 pozici pro elektrofilní atak:
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-
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-
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Reakce cytosinu s hydrogensiřičitanemReakce cytosinu s hydrogensiřičitanem
�� vzniká sulfonovaný derivát,vzniká sulfonovaný derivát,

v přítomnosti nukleofilu (v přítomnosti nukleofilu ( aminamin ))
dojde k dojde k transaminacitransaminaci -- možnostmožnost
zavést funk ční skupinyzavést funk ční skupiny

NO NO SO3

NH

NO SO3

O

NH4
+ NH

NO

O
HSO3

-

-

+

-

H2O

+

�� v slab ě kyselém prost ředí pak dojde k hydrolyse v slab ě kyselém prost ředí pak dojde k hydrolyse 
aminoskupiny na C4 a následn ě po alkalizaci se odšt ěpí aminoskupiny na C4 a následn ě po alkalizaci se odšt ěpí 
hydrogensi řičitan hydrogensi řičitan -- prob ěhla prob ěhla konverze na uracilkonverze na uracil



Biotinylace cytosinuBiotinylace cytosinu

O
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O
SNO

HN
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H
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HN

R
NH4

+
HSO3

-

+

-

R

HN
+

�� reaktivní adukt cytosinu sreaktivní adukt cytosinu s hydrogensi řičitanem se hydrogensi řičitanem se 
vv reakci sreakci s biotinbiotin--hydrazidemhydrazidem přemění na žádaný derivát přemění na žádaný derivát 



Cytosin Cytosin -- halogenacehalogenace

�� možností vpravení vhodné reaktivní aminoskupiny možností vpravení vhodné reaktivní aminoskupiny 
vv postranním řetězci je halogena ční reakcepostranním řetězci je halogena ční reakce

�� vodný roztok jodu nebo bromu, p řípadně pomocí vodný roztok jodu nebo bromu, p řípadně pomocí 
NN--bromosukcinimidubromosukcinimidu

�� poslední krok je substituce diaminem:poslední krok je substituce diaminem:

O

N

NO

NH2
N Br

O
N

NO

NH2

Br

N

NO

NH2

N
H

(CH2)6H2N(CH2)6NH2
NH2



Purinové basePurinové base

�� pozic pro pozic pro nukleofilnínukleofilní
i i elektrofilníelektrofilní ataky jeataky je
celá řadacelá řada

�� halogena ční reakce shalogena ční reakce s NN--bromosukcinimidembromosukcinimidem poskytuje poskytuje 
brom vbrom v pozici Cpozici C --8 jak v8 jak v p řípadě adeninu, tak guaninupřípadě adeninu, tak guaninu

�� reakce s reakce s kyselinou jodoctovoukyselinou jodoctovou ::
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H
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O
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H
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-
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pomalá alkylace v slab ěpomalá alkylace v slab ě
kyselém prost ředíkyselém prost ředí

zvýšená teplota, alk. prost ředízvýšená teplota, alk. prost ředí
FischerFischer--Dimroth ův přesmykDimroth ův přesmyk

karboxyskupina na N6karboxyskupina na N6



Modifikace DNAModifikace DNA

�� in vitro enzymová synthesa in vitro enzymová synthesa DNA polymerasouDNA polymerasou pomocí pomocí 
komplementárního templátového vláknakomplementárního templátového vlákna

�� do reak ční sm ěsi se p řidají pozm ěněné nukleotidy, do reak ční sm ěsi se p řidají pozm ěněné nukleotidy, 
schopné párování, které tak do struktury DNA vnesou  schopné párování, které tak do struktury DNA vnesou  
žádané funk ční skupinyžádané funk ční skupiny

�� jeje--li vyžadováno správné párování, tak stupe ň substituce li vyžadováno správné párování, tak stupe ň substituce 
max. 30max. 30--40 modifikovaných míst/1000 bází40 modifikovaných míst/1000 bázímax. 30max. 30--40 modifikovaných míst/1000 bází40 modifikovaných míst/1000 bází
– derivatizace na cukr-fosfátové kost ře nebo na koncích vlákna 

párování nevadí

�� pozm ěněné base pozm ěněné base -- deriváty s biotinem, nebo methylenový deriváty s biotinem, nebo methylenový 
řetězec s volnou aminoskupinouřetězec s volnou aminoskupinou
– menší modifikace - není ovlivn ěna rychlost p řipojování bází

�� mnoho četné včlenění značených bazí m ůže být mnoho četné včlenění značených bazí m ůže být 
nevýhodné pro hybridiza ční reakcinevýhodné pro hybridiza ční reakci



Derivatizované baseDerivatizované base

�� biotinbiotin--1111--dUTPdUTP

�� biotinbiotin --1414--dATPdATP
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O
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�� biotinbiotin --1414--dATPdATP

�� 88--aminohexylaminohexyl--dATPdATP
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Metoda náhodných primerůMetoda náhodných primerů

�� směs náhodných hexanukleotidových úsek ů sloužících směs náhodných hexanukleotidových úsek ů sloužících 
jako jako 3’3’--OH primery sOH primery s templtemplátovou DNAátovou DNA

�� modifikované nukleotidy se p řipojují pomocí modifikované nukleotidy se p řipojují pomocí DNA DNA 
polymerasy Ipolymerasy I
– pouze Klenow ův fragment , který postrádá 5’-3’ exonukleasovou 

aktivitu p řítomnou v nativním enzymu z E. coli

�� výsledkem je náhodné v členění značených bazívýsledkem je náhodné v členění značených bazí�� výsledkem je náhodné v členění značených bazívýsledkem je náhodné v členění značených bazí



NickNick--translacetranslace

�� nicknick--transla ční značení účinkuje na dvojitou šroubovicitransla ční značení účinkuje na dvojitou šroubovici
�� směs pankreatické směs pankreatické deoxyribonukleasy Ideoxyribonukleasy I (DNasa I) a (DNasa I) a DNA DNA 

polymerasy Ipolymerasy I
�� vv p řítomnosti Mgpřítomnosti Mg 2+2+ DNasa (vDNasa (v limitujícím množství) provádí limitujícím množství) provádí 

hydrolýzu pouze vhydrolýzu pouze v jednom vlákn ějednom vlákn ě

�� vzniklé št ěpy jsou však ihned zapln ěny p řítomnými vzniklé št ěpy jsou však ihned zapln ěny p řítomnými 
modifikovanými i nativními nukletidovými monomery za  modifikovanými i nativními nukletidovými monomery za  modifikovanými i nativními nukletidovými monomery za  modifikovanými i nativními nukletidovými monomery za  
katalysy DNA polymerasykatalysy DNA polymerasy

�� výsledkem je modifikace p ůvodní molekuly dsDNAvýsledkem je modifikace p ůvodní molekuly dsDNA



�� nejúčinnější metodou je provést zna čení DNA vnejúčinnější metodou je provést zna čení DNA v pr ůběhu průběhu 
polymerasové řetězové reakce (PCR)polymerasové řetězové reakce (PCR)
– současně se samoz řejmě zmnoží množství p ůvodní DNA

�� buď se do reak ční sm ěsi prost ě přidají buď se do reak ční sm ěsi prost ě přidají značené značené 
nukleotidynukleotidy a jsou náhodn ě vestavovány do nov ě a jsou náhodn ě vestavovány do nov ě 
syntetizovaných řetězcůsyntetizovaných řetězců

Značení v průběhu PCRZnačení v průběhu PCR

�� nebo je možné použínebo je možné použítt pouze pouze značené primeryznačené primery (např. (např. 
biotinylované)biotinylované)



Koncové Koncové 
značeníznačení
�� cílem je zamezit modifikaci uprost řed řetězce DNAcílem je zamezit modifikaci uprost řed řetězce DNA
�� využití využití terminální transferasyterminální transferasy -- přidává nukleotidy ke přidává nukleotidy ke 

3’3’--OH konc ům DNA bez pot řeby templátového vláknaOH konc ům DNA bez pot řeby templátového vlákna
�� např. také pro radioaktivní zna čenínapř. také pro radioaktivní zna čení



SekvenčněSekvenčně--specifické značeníspecifické značení

�� rozpoznání cílového místa, vytvo ření kovalentní vazby se rozpoznání cílového místa, vytvo ření kovalentní vazby se 
značkouznačkou

�� DNA methyltransferasyDNA methyltransferasy (MTasy) (MTasy) -- p řenáší methylovou přenáší methylovou 
skupinu z Sskupinu z S--adenosyladenosyl--LL--methioninu (AdoMet) na A nebo methioninu (AdoMet) na A nebo 
C zbytkyC zbytky

�� methylová skupina se nahradí n ěčím "užite čnějším" methylová skupina se nahradí n ěčím "užite čnějším" --
aziridinový reaktivní zbytek pro vytvo ření kovalentní aziridinový reaktivní zbytek pro vytvo ření kovalentní aziridinový reaktivní zbytek pro vytvo ření kovalentní aziridinový reaktivní zbytek pro vytvo ření kovalentní 
vazby s DNA v pr ůběhu enzymové methylace, biotinová vazby s DNA v pr ůběhu enzymové methylace, biotinová 
skupina p řipojena v postranní částiskupina p řipojena v postranní části

�� značení DNA v p ředem ur čeném míst ě, daném polohou značení DNA v p ředem ur čeném míst ě, daném polohou 
cílové sekvence MTasycílové sekvence MTasy
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Fosforamidová metodaFosforamidová metoda
�� aktivace konc. fosfátu EDC vede s aminy k fosforami důmaktivace konc. fosfátu EDC vede s aminy k fosforami dům
�� reakci lze provést také sreakci lze provést také s imidazolemimidazolem , čímž vznikne , čímž vznikne 

fosforimidazolidový produktfosforimidazolidový produkt
– má ve vodném prost ředí prodlouženou životnost a reaguje velmi 

dob ře s aminy - vyšší výt ěžky fosforamidové reakce
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�� vnesení amino nebo thioskupiny na konec DNAvnesení amino nebo thioskupiny na konec DNA
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Modifikace RNAModifikace RNA

�� mmolekuly RNA obvykle jedno řetězcové, vnit řní vzájemn ě olekuly RNA obvykle jedno řetězcové, vnit řní vzájemn ě 
komplementární krátké sekvencekomplementární krátké sekvence

�� párování vede ke vzniku r ůzných t řídimenzionálních párování vede ke vzniku r ůzných t řídimenzionálních 
struktur (helikální úseky, smy čky, vlásenky, struktur (helikální úseky, smy čky, vlásenky, GG--kvartety.kvartety...)..)

�� daldalší zm ěnou oproti DNA je existence ší změnou oproti DNA je existence diolového uskupenídiolového uskupení
vv molekule ribosy molekule ribosy -- lze specificky oxidovat lze specificky oxidovat jodistanemjodistanem , na , na 
reaktivní aldehydové skupinyreaktivní aldehydové skupinyreaktivní aldehydové skupinyreaktivní aldehydové skupiny

�� vhodn ě orientované struktury RNA (i DNA) mohou vhodn ě orientované struktury RNA (i DNA) mohou 
vytvá řet vazebná místa, komplementární k jiným vytvá řet vazebná místa, komplementární k jiným 
biomolekulám biomolekulám -- APTAMERYAPTAMERY
– možnost náhrady protilátek
– tyto vazebné struktury, tzv. aptamery, lze vytvá řet uměle 

kombinatorickými postupy (SELEX, systematic evoluti on of 
ligands by exponential enrichment)

– nejznám ější je aptamer vážící thrombin



Modifikace sacharidůModifikace sacharidů

�� volné existují volné existují v monomerní, oligov monomerní, oligo-- a polymerní form ěa polymerní form ě

�� vázané ve form ě konjugát ů s proteiny vázané ve form ě konjugát ů s proteiny (( glykoproteinyglykoproteiny ) ) 
nebo lipidynebo lipidy (( glykolipidyglykolipidy ))

�� reaktivníreaktivní skupinskupinyy -- hydroxyly a oxoskupinyhydroxyly a oxoskupiny
– monosacharidy - dle polohy oxo skupiny aldosy a ketos y
– ve vodném prost ředí přítomna zejména hemiacetalová forma
– glukosa jako glukopyranosa a fruktosa jako fruktofur anosa

O OH OOH

– následn ě jsou p řirozené oxoskupiny jsou mén ě reaktivní

�� kk modifikaci se využívají postranní glykosidické sku piny modifikaci se využívají postranní glykosidické skupi ny 
pokrývající povrch glykoprotein ůpokrývající povrch glykoprotein ů

�� velký význam velký význam má má derivatizace polysacharidových matric derivatizace polysacharidových matric 
sloužících jako stacionární fázesloužících jako stacionární fáze (separace, sensory, …)(separace, sensory, …)

O OH

OH

OHOH

OH
OOH
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OHOH

OH



Aktivace bromkyanem BrCNAktivace bromkyanem BrCN
�� klasická metoda aktivace polysacharidových materiál ůklasická metoda aktivace polysacharidových materiál ů

�� nevýhodou je vysoká jedovatost činidlanevýhodou je vysoká jedovatost činidla
�� výhodou dobré výt ěžky reakcevýhodou dobré výt ěžky reakce
�� reakce probíhá v alkalickém prost ředí, rozsah je úm ěrný reakce probíhá v alkalickém prost ředí, rozsah je úm ěrný 

koncentraci činidlakoncentraci činidla
�� meziprodukt imidokarbonát reaguje s aminoskupinou meziprodukt imidokarbonát reaguje s aminoskupinou 

biomolekuly B za vzniku r ůzných derivát ů:biomolekuly B za vzniku r ůzných derivát ů:
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Oxidace jodistanemOxidace jodistanem

�� jodistan (periodate) za mírných podmínek a vjodistan (periodate) za mírných podmínek a v neutráln ím neutrálním 
pH účinkuje na diolová uskupení vpH účinkuje na diolová uskupení v molekule sacharid ůmolekule sacharid ů

�� vhodné i pro postranní sacharidové složky glykoprote inůvhodné i pro postranní sacharidové složky glykoprote inů
– postup je nap ř. často využíván k oxidaci peroxidasy p ři výrob ě 

enzymových imunokonjugát ů
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NaIO

�� získají se reaktivní aldehydové skupinyzískají se reaktivní aldehydové skupiny
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Reaktivní skupinyReaktivní skupiny

�� obecný pohled na reaktivní skupiny bez vazby na obecný pohled na reaktivní skupiny bez vazby na 
konkrétní typ biomolekuly konkrétní typ biomolekuly -- univerzáln ě použitelné univerzáln ě použitelné 
metodymetody

�� možnosti konverze existujících skupinmožnosti konverze existujících skupin

�� reakce typické pro vybrané skupinyreakce typické pro vybrané skupiny�� reakce typické pro vybrané skupinyreakce typické pro vybrané skupiny



VnVnášení reaktivních skupinášení reaktivních skupin

�� přirozené reaktivní skupiny biomolekuly nemusí přirozené reaktivní skupiny biomolekuly nemusí 
dosta čovat pro zamýšlené syntetické postupydosta čovat pro zamýšlené syntetické postupy

�� konjugace bílkovin konjugace bílkovin -- často heterobifunk ční činidla, která často heterobifunk ční činidla, která 
vyžadují r ůzné koncové skupiny vvyžadují r ůzné koncové skupiny v obou partnerechobou partnerech

�� jeden zjeden z reak čních partner ů předem upraven zavedením reakčních partner ů předem upraven zavedením 
pot řebné skupinypot řebné skupiny



Thiolace (zavedení Thiolace (zavedení --SH)SH)
�� volná volná --SH skupina je pro konjugace velmi oblíbenáSH skupina je pro konjugace velmi oblíbená
�� v bílkovinách obvykle z řídka, nebo blokováno ve form ě v bílkovinách obvykle z řídka, nebo blokováno ve form ě 

disulfidických disulfidických --SS--SS-- m ůstkůmůstků
�� stabilita stabilita --SH špatná SH špatná -- oxidace (inertní atmosféra, oxidace (inertní atmosféra, 

chelatace iont ů kovů chelatace iont ů kovů -- katalyzují oxidaci)katalyzují oxidaci)

�� mmethylethyl --44--merkaptobutyrmerkaptobutyr -- O
SHCH3

NH2

S

NH2

CH3OH

+

+�� mmethylethyl --44--merkaptobutyrmerkaptobutyr --
imidát (imidát ( Trautův reagentTrautův reagent ))
cyklcykl.. na na 22--iminothiolaniminothiolan
((imidothioesterimidothioester))

�� v v mírn ě alkmírně alk.. podmínkpodmínkáchách reaguje s primárními aminyreaguje s primárními aminy
�� alternativní methylalternativní methyl--33--merkaptopropionimidát posk ytne merkaptopropionimidát poskytne 

kratší m ůstkovou částkratší m ůstkovou část

O

SH
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R
R NH2

CH3OH

+

+

2-iminothiolan



--NHNH22 na na --SH pomocí SH pomocí SATASATA
�� NN--ssukcinimidylukcinimidyl--SS-- aacetylcetyl tthiohio aacetát (SATA) pcetát (SATA) p ůsobí ůsobí konverzi konverzi 

aminoskupinyaminoskupiny na thioskupinuna thioskupinu
�� odšt ěpí odšt ěpí se se NN--hydroxysukcinimidhydroxysukcinimid, produkt , produkt obsahuje chrán ěnou obsahuje chrán ěnou 

sulfhydrylovou skupinu sulfhydrylovou skupinu (lze (lze uchovávuchovávat)at)
�� ddeprotekce nadbytkem hydroxylaminueprotekce nadbytkem hydroxylaminu

N O

O

S
O

CH3

O

O
O

NH2OH

H

SATA

�� není t řeba redukce není t řeba redukce -- neovlivní se tedy nativní neovlivní se tedy nativní --SH skupinySH skupiny
�� analog analog NN-- ssukcinimidylukcinimidyl--SS-- aacetylcetyl tthiohio ppropionát (SATP)ropionát (SATP) poskytne delší poskytne delší 

můstekmůstek
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--NHNH22 na na --SH: citiolon a SAMSASH: citiolon a SAMSA
�� citioloncitiolon , N, N--acetylhomoacetylhomo ccysteinystein tthh ioliol aktaktonon resp. 2resp. 2--acetamidoacetamido--

44--merkaptobutyrát reaguje jako Traut ův reagent, reakci urychluje Agmerkaptobutyrát reaguje jako Traut ův reagent, reakci urychluje Ag ++

R NH2

S
O

N
H

O

CH3 R N
H

O

NH

SH

CH

O

citiolon

�� reaktivní cyklický anhydrid reaktivní cyklický anhydrid -- anhydrid Sanhydrid S--acetylmerkapto-jantarové acetylmerkapto-jantarové 
kyseliny (kyseliny ( SAMSASAMSA))

�� uvoln ění uvoln ění --SH skupiny deprotekcí sSH skupiny deprotekcí s hydroxylaminem hydroxylaminem 

CH3

O

O

O
S CH3

O
R N

H

SH

O

COOH

SAMSA



>C=O na >C=O na --SHSH
�� konverzkonverzee oxoskupiny (aldehydoxoskupiny (aldehyd // keton) je keton) je momožná žná hhydrazidem ydrazidem 

22--aacetamidocetamido--44-- mmerkaptomáselné kyseliny (erkaptomáselné kyseliny ( AMBHAMBH))
�� např. pro jodistanem oxidované sacharidy či glykoproteinynapř. pro jodistanem oxidované sacharidy či glykoproteiny
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O NH
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--COOH nebo COOH nebo --OO--POPO33
22-- na na --SHSH

�� cystamincystamin v přítomnosti karbodiimidu (EDC)v přítomnosti karbodiimidu (EDC)

�� vznikne amidová resp. fosfamidová vazbavznikne amidová resp. fosfamidová vazba
�� vnesené vnesené --SS--SS-- disulfidové uzkupení je možné p římo spojit disulfidové uzkupení je možné p římo spojit 

s molekulou obsahující volnou s molekulou obsahující volnou --SH skupinu (uvolní seSH skupinu (uvolní se
cysteamin)cysteamin)

NH2

S S
NH2

cysteamin)cysteamin)
�� nebo lze získat volnou nebo lze získat volnou --SH skupinu redukcí, nap ř. DTTSH skupinu redukcí, nap ř. DTT

�� cysteamincysteamin = = 22--aminoethanethiolaminoethanethiol / / 22--mermerkkaptoethylaminaptoethylamin //
dedekkarboxycysteinarboxycystein / / thioethanolaminthioethanolamin

�� cysteincystein
�� cystincystin



--SS--SS-- na na --SHSH

�� speciální p řípad, k rozšt ěpení dojde redukcí, činidel je speciální p řípad, k rozšt ěpení dojde redukcí, činidel je 
celá řada, nap ř. s volnou celá řada, nap ř. s volnou --SH skupinou:SH skupinou:
– dithiothreitol (DTT, Clelandovo činidlo), 2-merkaptoethanol , 

2-merkaptoethylamin

�� imobilizované formy činidel imobilizované formy činidel -- není t řeba provád ět není t řeba provád ět 
separaci nadbyte čného činidlaseparaci nadbyte čného činidla

�� odobný výsledek poskytuje i odobný výsledek poskytuje i TCEPTCEP, , �� odobný výsledek poskytuje i odobný výsledek poskytuje i TCEPTCEP, , 
tris(karboxyethyl)fosfintris(karboxyethyl)fosfin

�� nejjednodušší redukcenejjednodušší redukce
pomocí borohydridu pomocí borohydridu NaBHNaBH44

�� má význam i pro št ěpení má význam i pro št ěpení 
nativních Snativních S--S m ůstků S můstků 
v bílkovináchv bílkovinách

P

O

OHOH

O

O OH

TCEP



Karboxyskupina místo Karboxyskupina místo --NHNH22

�� užívají se užívají se cyklické anhydridy dikarboxylových kyselincyklické anhydridy dikarboxylových kyselin
�� reagují sreagují s volnou aminoskupinou volnou aminoskupinou -- otevírá se kruh a vzniká ami dotevírá se kruh a vzniká amid
�� může reagovat i hydroxyl serinu a threoninu, fenoláto vý anion dává může reagovat i hydroxyl serinu a threoninu, fenoláto vý anion dává 

nestabilní produktnestabilní produkt
�� dočasné blokování aminoskupiny dočasné blokování aminoskupiny -- anhydrid kyseliny cit rakonovéanhydrid kyseliny citrakonové

– poskytuje amidovou vazbu p ři pH 8, snadno hydrolyzuje p ři pH 3 až 4 za 
opětovného uvoln ění aminoskupiny

�� možnosti: možnosti: aa sukcinanhydrid, sukcinanhydrid, bb glutaranhydrid,glutaranhydrid, cc maleinanhydridmaleinanhydrid ,,�� možnosti: možnosti: aa sukcinanhydrid, sukcinanhydrid, bb glutaranhydrid,glutaranhydrid, cc maleinanhydridmaleinanhydrid ,,
dd anhydrid kyseliny citrakonovéanhydrid kyseliny citrakonové

�� změna aminoskuzměna aminosku--
piny za karboxypiny za karboxy--
skupinu m ěnískupinu m ění
náboj a pI danénáboj a pI dané
biomolekulybiomolekuly
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Halogenoctové kyselinyHalogenoctové kyseliny
�� kyselina jodoctovákyselina jodoctová ::

– může reagovat s aminoskupinami lyzinu nebo imidazolov ého 
kruhu histidinu, se sulfhydrylovou skupinou cystein u i 
s methylthioskupinou methioninu

– reakce závisí na pH prost ředí

�� další αdalší α--halogenoctové kyselinyhalogenoctové kyseliny -- podobn ěpodobn ě

– reaktivita derivát ů klesá v řadě I > Br > Cl > F
– z druh é stran y v řadě sulfhydryl > imidazolyl > thioether > amin– z druh é stran y v řadě sulfhydryl > imidazolyl > thioether > amin
– za ekvimolárních pom ěrů a v mírn ě alkalickém prost ředí jodacetát 

reaguje exkluzivn ě s cysteinovým zbytkem

�� kkyselina chloroctováyselina chloroctová slouží slouží k derivatizaci hydroxylových k derivatizaci hydroxylových 
skupin v polysacharidových matricíchskupin v polysacharidových matricích ((dextrandextran))
– reakce probíhá v alkalickém pH:

R OH Cl
O

O R
O

O

O

-HCl
+



�� nnejb ěžněji konverze karboxylejběžněji konverze karboxyluu pomocí pomocí diamin ůdiamin ů v přítomnosti v přítomnosti 
karbodiimidkarbodiimiduu (EDC)(EDC) -- vzniká amidová vazba a druhá koncová vzniká amidová vazba a druhá koncová 
aminoskupina z ůstává voln ě k dispoziciaminoskupina z ůstává voln ě k dispozici

Vnesení aminoskupinyVnesení aminoskupiny

NH2

NH2

NH2 N
H

NH2

NH2

NH2

ethylendiaminethylendiamin (krátký m ůstek)(krátký m ůstek)

hexamethylendiaminhexamethylendiamin
((1,61,6--diaminohexan)diaminohexan)

3,3’3,3’--iminobis(propylamin)iminobis(propylamin)

�� konverze karboxyskupiny na aminoskupiny výrazn ě ovlivní celkový konverze karboxyskupiny na aminoskupiny výrazn ě ovlivní celkový 
náboj biomolekuly a také její pI hodnotunáboj biomolekuly a také její pI hodnotu
– často je to zamýšleným ú čelem modifikace

H

NH2

O
O

NH2 JeffaminJeffamin EDREDR--148 (hydrofilní)148 (hydrofilní)



�� lze pomocí lze pomocí aminoethylaminoethyl--8,N8,N--(jodoethyl)trifluoracetamidu(jodoethyl)trifluoracetamidu ::

– deblokace v druhém kroku je spontánní

--SH na SH na --NHNH22

I
N
H

O

F
F

F

R SH F

F

F
O

OH

R
S

NH2

H-I

N
H

F
F

F
O

S
R

– deblokace v druhém kroku je spontánní

�� ethyleniminethylenimin vv alkalickém prost ředí alkalickém prost ředí -- reakce p řevážně pouze sreakce p řevážně pouze s CysCys
– činidlo m ůže vznikat p římo v alk. sm ěsi cyklizací z 2-bromoethylaminu

R S
N
H

R
S

NH2+



Aldehyd na Aldehyd na --NHNH22

�� reduk ční aminacreduk ční aminacee pomocí pomocí amoniakuamoniaku nebo nebo diaminudiaminu
vv p řítomnosti kyanoborohydridu sodného přítomnosti kyanoborohydridu sodného NaCNBHNaCNBH33

– vzniká Schiffova báze, pak stabilizována redukcí
– lze takto p řipravit nap ř. aminovaný dextran po p ředcházející 

oxidaci jodistanem
– nedochází k redukci aldehydické skupiny

R H

O R

NH

R

NH2

NH2

NH2

R

N
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R

NH
NH2

NaCNBH3

NH3



--NHNH22 z tyrosinuz tyrosinu

�� nitrace pomocí nitrace pomocí tetranitromethanutetranitromethanu
�� nitroskupina se zredukujenitroskupina se zredukuje na aminoskupinuna aminoskupinu
�� lze lze výhodn ě aktivovvýhodn ě aktivovatat kyselinou dusitoukyselinou dusitou na diazoniovou na diazoniovou 

sůl pro kopula ční reakcesůl pro kopula ční reakce

R OH

C(NO2)4

R OH R OH

Na2S2O4

R OH R OH

NO2

R OH

NH2



Aminoskupina na aldehydAminoskupina na aldehyd

�� sukcinimidylsukcinimidyl--pp--formylbenzoová kyselina (SFB)formylbenzoová kyselina (SFB)
�� sukcinimidylsukcinimidyl--pp--formyl-fenoxyoctová kyselina (SFP A)formyl-fenoxyoctová kyselina (SFPA)

– při reakci vzniká amidová vazba, v p řípadě protein ů výrazn ě 
narůstá jejich hydrofobicita
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GlutaraldehydGlutaraldehyd

B

SchiffovSchiffovaa bázbázee
--C=NC=N-- jjee redukována na redukována na 
stabiln ější stabiln ější formu formu (( AA))

reagujreagují ií i oligomerní adukty oligomerní adukty 
glutaraldehydu (glutaraldehydu ( EE), probíhá ), probíhá 
adice aminoskupiny na adice aminoskupiny na 
dvojnou vazbu (dvojnou vazbu ( BB))

kondenzkondenzaceace na cyklna cykl.. produkt (produkt ( CC), ), 
pak pak reakcreakcee s s lyzinovýlyzinovýmimi
zbytkzbytky y -- zesízesítěnítění

tvorbtvorb aa smíšených konjugát ů, smíšených konjugát ů, 

HH
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+

+

(CH )2 3
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kyanoborohydrid neredukuje kyanoborohydrid neredukuje 
aldehydy, borohydrid ano!aldehydy, borohydrid ano!

tvorbtvorb aa smíšených konjugát ů, smíšených konjugát ů, 
málo definované a často málo definované a často 
vysokomolekulárnívysokomolekulární

ccyklická hemiacetalová forma se yklická hemiacetalová forma se 
vyskytuje zejména v kyselém vyskytuje zejména v kyselém 
prost ředí, může dále prost ředí, může dále 
polymerovatpolymerovat (( DD))

α,β nenasycený aldehydový α,β nenasycený aldehydový 
polymer (polymer ( EE) vzniká p ři ) vzniká p ři 
zásaditém pHzásaditém pH



�� spojení dvou biomolekul spojení dvou biomolekul -- vyžaduje činidla, která dokáží vyžaduje činidla, která dokáží 
spojit p římo dv ě různé nebo shodné povrchové skupiny spojit p římo dv ě různé nebo shodné povrchové skupiny 
na obou r ůzných molekuláchna obou r ůzných molekulách

�� přímé spojenípřímé spojení biomolekul bez p řítomnosti n ějaké biomolekul bez p řítomnosti n ějaké 
můstkové spojovací struktury můstkové spojovací struktury -- zero length crosslinkerszero length crosslinkers

karbodiimidy, karbonyldiimidazol,karbodiimidy, karbonyldiimidazol,
aldehyd + aminoskupinaaldehyd + aminoskupina

Biokonjugační reakceBiokonjugační reakce

aldehyd + aminoskupinaaldehyd + aminoskupina

�� včlení se včlení se spojovací m ůstekspojovací m ůstek požadované definované délky požadované definované délky 
tzv. tzv. linkerlinker –– bifunk ční činidlabifunk ční činidla



Homobifunkční síťující činidlaHomobifunkční síťující činidla

�� symetrickásymetrická činidla, co mají činidla, co mají dvě shodné reaktivní skupinydvě shodné reaktivní skupiny
�� činidlo činidlo se se spojí jedním koncem s biomolekuly Aspojí jedním koncem s biomolekuly A
�� druhý kondruhý koneec c se se spojspojíí s biomolekulou B s biomolekulou B 
�� vznikne vznikne AA--B konjugátB konjugát (to je žádaný produkt)(to je žádaný produkt)

– nežádoucí produkty: A-A, B-B, oligomerní A xBy, prok řížení skupin v rámci 
jedné molekuly A (nebo B)

�� průběh je málo definovanýprůběh je málo definovaný
�� provád ění reakceprovád ění reakce�� provád ění reakceprovád ění reakce

– jednokrokov ě – vše se smíchá dohromady – pak vznikají často 
oligomerní, p řípadn ě i precipitující produkty

– nejprve biomolekulu A smíchat s konjuga čním činidlem a nechat 
prob ěhnout její modifikaci, odstranit nadbytek činidla (nap ř. dialýzou) a 
pak p řidat druhou biomolekulu B 

�� komplikace komplikace -- nestabilita reaktivních skupin ve vodn ém prost ředínestabilita reaktivních skupin ve vodném prost ředí
– mimo konjugaci probíhá i hydrolýza

�� přes uvád ěné nedostatky se b ěžně a úspěšně využívajípřes uvád ěné nedostatky se b ěžně a úspěšně využívají



Homobifunkční NHS esteryHomobifunkční NHS estery
�� karboxylové skupiny aktivované Nkarboxylové skupiny aktivované N--hydroxysukcinimid ovou skupinou hydroxysukcinimidovou skupinou 

(NHS) (nebo sulfo(NHS) (nebo sulfo--NHS) NHS) -- velmi reaktivní v ůči nukleofilním velmi reaktivní v ůči nukleofilním --NHNH 22

�� obecná struktura obecná struktura NHSNHS--zz--NHSNHS, z, z značí střední část = spojovací m ůstek:značí střední část = spojovací m ůstek:

�� dithiobis(sukcinimidylpropionát)dithiobis(sukcinimidylpropionát) (DSP nebo DTSP), Lomantovo (DSP nebo DTSP), Lomantovo 
činidlo, z = 1,2 nm, disulfidové uskupení m ůže být rozšt ěpeno pomocí činidlo, z = 1,2 nm, disulfidové uskupení m ůže být rozšt ěpeno pomocí 
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činidlo, z = 1,2 nm, disulfidové uskupení m ůže být rozšt ěpeno pomocí činidlo, z = 1,2 nm, disulfidové uskupení m ůže být rozšt ěpeno pomocí 
DTT nebo merkaptoethanoluDTT nebo merkaptoethanolu
– sulfonovaná varianta: 

3,3’-dithiobis(sulfo-sukcinimidyl
-propionát) (DTSSP)

– rozpustný ve vod ě

�� DSP a vznikající produkt:DSP a vznikající produkt:

DSP

R-z-R’



Další NHS bifunkční činidlaDalší NHS bifunkční činidla
�� disukcinimidylsuberát (disukcinimidylsuberát ( DSSDSS), C8 alifatický m ůstek, z = 1,14 nm), C8 alifatický m ůstek, z = 1,14 nm

– existuje sulfovarianta bis(sulfosukcinimidyl)suberá t (BS3)
– hydrofilní BS 3 je výhodný k prok řížení (bílkovinných) komplex ů na 

povrchu bun ěk - činidlo neprochází bun ěčnou membránou
– kratší C5 m ůstek, z = 0,77 nm, poskytuje disukcinimidylglutarát (DSG)

�� ddisukcinimidyltartrát (isukcinimidyltartrát ( DSTDST) vytvá ří kratší m ůstek o délce 0,64 nm) vytvá ří kratší m ůstek o délce 0,64 nm
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�� ddisukcinimidyltartrát (isukcinimidyltartrát ( DSTDST) vytvá ří kratší m ůstek o délce 0,64 nm) vytvá ří kratší m ůstek o délce 0,64 nm
– přítomnost dvou hydroxyl ů uprost řed můstku umož ňuje rozšt ěpit spojení 

použitím mírné oxidace jodistanem
�� nejkratší spojení vytvo řnejkratší spojení vytvo říí N,N’N,N’--disukcinimidylkarbonátudisukcinimidylkarbonátu ((DSCDSC) ) 

– spojením vzniká substituovaný derivát mo čoviny, v ůči nukleofil ům je 
extrémn ě reaktivní

– nelze použít ve vodném prost ředí, hydrolýzou vzniká CO 2 a 2 NHS
– pro derivatizaci polyethylenglykol ů - spojí hydroxy a aminoskupinu za 

vzniku karbamátového uskupení
– napřed se v nevodném prost ředí aktivuje PEG, ten pak m ůže ve vodném 

prost ředí reagovat s proteiny (pegylace)



Homobifunkční Homobifunkční 
imidoesteryimidoestery

�� imidoesterová (jinak imidátová) skupina ve vodném p rost ředí reaguje imidoesterová (jinak imidátová) skupina ve vodném p rost ředí reaguje 
ss aminoskupinou za vzniku imidoamidu (amidinu)aminoskupinou za vzniku imidoamidu (amidinu)
– činidlo i produkt jsou ve vodném prost ředí protonovány na imidovém 

dusíku, tedy dob ře rozpustné

�� aamidinová vazba je stabilní v mírn ě kyselém prost ředí, při vyšším pH midinová vazba je stabilní v mírn ě kyselém prost ředí, při vyšším pH 
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�� aamidinová vazba je stabilní v mírn ě kyselém prost ředí, při vyšším pH midinová vazba je stabilní v mírn ě kyselém prost ředí, při vyšším pH 
může hydrolyzovatmůže hydrolyzovat

�� ččinidla jsou na bázi inidla jsou na bázi imidoderivát ů dikarboxylových kyselinimidoderivát ů dikarboxylových kyselin ::
– dimethyl adipimidát ( DMA, C6 z = 0,86 nm)
– dimethyl pimelimidát ( DMP, C7 z = 0,92 nm)
– dimethyl suberimidát ( DMS, C8 z = 1,1 nm)

�� DMP stabilizDMP stabilizujeuje komplexy komplexy protilátek s proteinem Aprotilátek s proteinem A
�� ddimethylimethyl--3,3’3,3’--dithiobispropionimidát (dithiobispropionimidát ( DTBPDTBP) obsahuje uprost řed ) obsahuje uprost řed 

disulfidové spojení (disulfidové spojení (z = z = 1,19 nm)1,19 nm)
– může být p řípadn ě rozšt ěpen DTT



Homobifunkční činidla spojující Homobifunkční činidla spojující --SH SH 
skupinyskupiny
�� dvě skupiny podle stability vznikajícího spojení:dvě skupiny podle stability vznikajícího spojení:

– disulfidová vazba - spojení lze snadno rozrušit pomocí oxida čních činidel
– thioetherová vazba - spojení trvanlivé

�� 1,4 di1,4 di--[3’[3’--(2(2--pyridyldithio)pyridyldithio)--propionamido] butan (propionamido] butan ( DPDPBDPDPB))
– reverzibilní spojení biomolekul, z = 1,6 nm, 14 atom.  řetězec
– odšt ěpovaný pyridin-2-thion lze sledovat p ři 343 nm
– pro vytvá ření konjugát ů redukovaných molekul protilátek s enzymy
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Thioetherové spojeníThioetherové spojení
�� bis(maleimido)hexan (bis(maleimido)hexan ( BMHBMH) reaguje v) reaguje v neutrálním prost ředí za vzniku neutrálním prost ředí za vzniku 

stabilního spojení (z = 1,6 nm)stabilního spojení (z = 1,6 nm)
�� dochází kdochází k adici sulfhydrylových skupin na dvojné vaz by vadici sulfhydrylových skupin na dvojné vazby v cyklu  a cyklu a 

vznikají tak stabilní thioetherové vazbyvznikají tak stabilní thioetherové vazby
– mechanismus vychází z použití N-ethylmaleimidu (NEM) j ako inhibitoru 

cíleného na SH skupinu
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Homobifunkční Homobifunkční 
aldehydyaldehydy
�� dříve zmíněný dříve zmíněný glutaraldehydglutaraldehyd
�� formaldehydformaldehyd -- nejkratší spojovací m ůstek, reaguje prost řednictvímnejkratší spojovací m ůstek, reaguje prost řednictvím
�� Mannichových kondenzací (A) Mannichových kondenzací (A) 

– spojuje slou čeniny s aktivovanými vodíky (nap ř. na jád ře fenolu v ortho a 
para polohách) s formaldehydem a dále s aminoskupinou

�� přes imoniový kationt spřes imoniový kationt s aminoskupinou (B)aminoskupinou (B)
– spontánn ě vznikne reaktivní imoniový kation, který zreaguje s d alší 

aminoskupinou a dojde ke spojení p řes C1 můstek
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BisBis--epoxidové sloučeninyepoxidové sloučeniny

�� jsou schopné spojovat biomolekuly obsahující nukleo filní skupiny jsou schopné spojovat biomolekuly obsahující nukleo filní skupiny 
včetně aminů, hydroxyl ů a sulfhydryl ůvčetně aminů, hydroxyl ů a sulfhydryl ů

�� dochází kdochází k otev ření tříčlenného epoxidového kruhu (A)otev ření tříčlenného epoxidového kruhu (A)
�� reakce probíhají vreakce probíhají v mírn ě alkalickém prost ředímírně alkalickém prost ředí
�� kk aktivaci matric nesoucích hydroxylové skupiny (po lysacharidy)aktivaci matric nesoucích hydroxylové skupiny (poly sacharidy)
�� nejznám ějším činidlem je nejznám ějším činidlem je 1,41,4--butandiol diglycidyletherbutandiol diglycidylether (B)(B)
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�� bisbis[[ ββ--(4(4--azidosalicylamidoazidosalicylamido )ethyl]disulfid ()ethyl]disulfid ( BASEDBASED) je aktivován ) je aktivován 
ozářením UV sv ětlem (270 nm)ozářením UV sv ětlem (270 nm)

�� uvolní se molekula dusíku a vznikne velmi reaktivní  a nestálý uvolní se molekula dusíku a vznikne velmi reaktivní  a nestálý 
arylnitrenarylnitren -- rychle se p řemění za rozší ření aromatického kruhu na rychle se p řemění za rozší ření aromatického kruhu na 
dehydroazepindehydroazepin , ten následn ě reaguje s, ten následn ě reaguje s aminoskupinou biomolekulyaminoskupinou biomolekuly

Fotoreaktivní crosslinkeryFotoreaktivní crosslinkery
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�� derivát vzniklý po konjugaci obsahuje na 7derivát vzniklý po konjugaci obsahuje na 7-- členném kruhu fenolický členném kruhu fenolický 
hydroxyl, který ho aktivuje nap ř. pro elektrofilní zna čení hydroxyl, který ho aktivuje nap ř. pro elektrofilní zna čení 
radioaktivním jodemradioaktivním jodem
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další možnosti…další možnosti…

�� aktivované vodíky na aromatickém jád ře aktivované vodíky na aromatickém jád ře -- diazoniové derivátydiazoniové deriváty
�� úspěšné spojení se projeví oranžovým nebo ješt ě tmavším úspěšné spojení se projeví oranžovým nebo ješt ě tmavším 

zbarvením vzniklých konjugát ů zbarvením vzniklých konjugát ů --charakteristické pro diazoslou čeninycharakteristické pro diazoslou čeniny
�� diazoniové slou čeniny se obvykle generují zdiazoniové slou čeniny se obvykle generují z p říslušných diamin ů příslušných diamin ů --

oo --tolidin tolidin a a benzidinbenzidin ((pp --diaminodifenyl) diaminodifenyl) -- reakcí sreakcí s NaNONaNO22 vv slab ě slabě 
kyselém prost ředí vkyselém prost ředí v chlazené reak ční směsichlazené reak ční směsi

�� vzniklá diazoniová s ůl reaguje ochotn ě se zbytky tyrosinu a histidinuvzniklá diazoniová s ůl reaguje ochotn ě se zbytky tyrosinu a histidinu
����

�� difluorbenzenové derivátydifluorbenzenové deriváty -- atomy fluoru na vhodn ě aktivovaném atomy fluoru na vhodn ě aktivovaném 
aromatickém jád ře (např. pomocí nitroskupin) reagují substitu čně s aromatickém jád ře (např. pomocí nitroskupin) reagují substitu čně s 
aminoskupinamiaminoskupinami
– mohou ale reagovat i jiné nukleofily

�� ddostupná činidla jsou 1,5ostupná činidla jsou 1,5--difluorodifluoro--2,42,4--dinitrobenzen (dinitrobenzen ( DFDNBDFDNB) nebo ) nebo 
4,4’4,4’--difluorodifluoro--3,3’3,3’--dinitrodifenylsulfon (dinitrodifenylsulfon ( DFDNPSDFDNPS))



HeterobifunkHeterobifunkční konjugační ční konjugační 
činidlačinidla
�� obsahují obsahují dvě různé reaktivní skupinydvě různé reaktivní skupiny -- spojí se sspojí se s r ůznými funk čními různými funk čními 

skupinami konjugovaných biomolekulskupinami konjugovaných biomolekul
�� použití obvykle probíhá ve dvou nebo t řech krocíchpoužití obvykle probíhá ve dvou nebo t řech krocích

– výrazn ě se omezuje množství oligomerních nebo polymerních pr odukt ů
– činidlo je smícháno s první biomolekulou, kterou deri vatizuje svou 

reaktivn ější skupinou
– nadbytek činidla je odstran ěn (dialýza, gelová filtrace)
– druhá reaktivní skupina je obvykle stabiln ější a následn ě reaguje 

s druhou biomolekulous druhou biomolekulou

�� variabilita reaktivních skupin variabilita reaktivních skupin -- lze lépe vybrat cí lové místolze lépe vybrat cílové místo
– menší narušení d ůležitých aktivních míst (epitop antigenu, vazebné mís to 

protilátky, aktivní místo enzymu …)

�� důležitá je i spojovací m ůstková část důležitá je i spojovací m ůstková část –– linkerlinker
– může být samoz řejmě pasivní
– může být cílem dalších reakcí, zejména se jedná o rozšt ěpení
– význam pro zachování bioaktivity konjugátu má délka a  polarita linkeru 



Spojení Spojení --SH a SH a --NHNH
22

�� nejčastější vzhledem knejčastější vzhledem k b ěžné dostupnosti cílových skupin běžné dostupnosti cílových skupin 
vv bílkovináchbílkovinách

�� pro aminoskupinu je vpro aminoskupinu je v činidle nej častěji p řítomna NHS skupina činidle nej častěji p řítomna NHS skupina 
vv kombinaci skombinaci s n ěkolika možnostmi pro SH skupinyněkolika možnostmi pro SH skupiny

�� NN--sukcinimidylsukcinimidyl--33--(2(2--pyridylditio)propionát (pyridylditio)propionát ( SPDPSPDP) poskytuje ) poskytuje 
amidovou vazbu samidovou vazbu s biomolekulou nesoucí biomolekulou nesoucí --NHNH 22 a disulfidovou vazbu a disulfidovou vazbu 
ss biomolekulou nesoucí biomolekulou nesoucí --SH:SH:
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R NH2 R' SH

NR

�� pro SPDP je z = 0,68 nmpro SPDP je z = 0,68 nm
�� s delším řetězcem (z = 1,12 nm) pod názvem s delším řetězcem (z = 1,12 nm) pod názvem LCLC--SPDPSPDP (long(long--chain)chain)
�� rozpustn ější se sulfonovanou NHS skupinou rozpustn ější se sulfonovanou NHS skupinou –– SulfoSulfo--LCLC--SPDPSPDP
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�� sukcinimidyloxykarbonylsukcinimidyloxykarbonyl-- αα--methylmethyl-- αα--(2(2--pyridyldithio)toluen (pyridyldithio)toluen ( SMPTSMPT))
– můstek tvo řený benzenovým jádrem a methylovou skupinou chránící  

disulfidovou skupinu (sterická zábrana ataku) zlepšuj e trvanlivost 
konjugát ů

– analog Sulfo-LC-SMPT
– spojení biomolekul lze rozebrat

v míst ě -S-S- vazby redukcí (nap ř. DTT)

�� „nerozebíratelné“ spoje používají pro SH skupinu ma leimidovou nebo „nerozebíratelné“ spoje používají pro SH skupinu ma leimidovou nebo 
jodacetátovou reaktivní částjodacetátovou reaktivní část

N
SSON

OO

O

CH3

SMPT

jodacetátovou reaktivní částjodacetátovou reaktivní část
– sukcinimidyl-4-(N-maleiimidomethyl)cyklohexan-karbo xylát ( SMCC)

z = 1,16 nm)

– další alternativní činidla: m-maleimidobenzoyl-N-hydroxysukcinimidoester 
(MBS, 0,99 nm), sukcinimidyl-4-( p-maleimidofenyl)butyrát ( SMPB, 1,45 nm) 
a N-(γ-maleimidobutyryloxy)-sukcinimidester ( GMBS, 1,02 nm)
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�� NN--sukcinimidyl(4sukcinimidyl(4--jodoacetyl)jodoacetyl)--aminobenzoátem (aminobenzoátem ( SIABSIAB, 1,06 nm), 1,06 nm)

�� alternativní činidlaalternativní činidla
– sukcinimidyl-6-[(jodoacetyl)-amino]hexanoát ( SIAX)
– jeho varianta s m ůstkem prodlouženým o aminohexanovou kyselinu, tj. 

sukcinimidyl -6-[6-(((jodoacetyl)amino) -hexanoyl)amino]hexanoát (SIAXX)
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NHS             HI

SIAB

sukcinimidyl -6-[6-(((jodoacetyl)amino) -hexanoyl)amino]hexanoát (SIAXX)
– sukcinimidyl-4-(((jodoacetyl)amino)methyl)cyklohexa n-1-karboxylát 

(SIAC) s analogem SIACX mají objemn ější spojovací m ůstek

�� pp --nnitrofenyljodoitrofenyljodo--acetát (acetát ( NPIANPIA) vůči ) vůči ––NHNH22 reaguje reaguje podobn ě jako NHS, podobn ě jako NHS, 
vzniká také amidová vazbavzniká také amidová vazba
– výhodou m ůže být krátké spojení mezi biomolekulami
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ONH
R'

Spojení Spojení >C=O>C=O a a --NHNH
22

�� pro konjugaci zejména sacharid ů (a glykoprotein ů)pro konjugaci zejména sacharid ů (a glykoprotein ů)
– oxoskupina se snadno generuje mírnou oxidací jodist anem
– reaguje s ní zejména hydrazidová skupina
– z druhé strany se ú častní skupiny popsané již d říve

�� hydrazid kyseliny 4hydrazid kyseliny 4--(4(4--NN--maleimidofenyl)maleimidofenyl)--máselné (máselné ( MPBHMPBH), z = 1,79 nm), z = 1,79 nm
– je vhodné provést reakci nejprve s SH skupinou, pur ifikovat produkt a následn ě 

připojit aldehydovou skupinu. 

�� rozebíratelné spojení se získá 3rozebíratelné spojení se získá 3--(2(2--pyridyldithio )pyridyldithio)--propionylhydrazidem (propionylhydrazidem ( PDPHPDPH))
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AminoAmino-- a fotoreaktivní konjugační a fotoreaktivní konjugační 
činidlačinidla
�� jedna jedna část činidel je aktivována sv ětlemčást činidel je aktivována sv ětlem -- arylazidyarylazidy , , fluorované aryl fluorované aryl 

azidy, benzofenony, n ěkteré diazoslou čeniny a diazirinové derivátyazidy, benzofenony, n ěkteré diazoslou čeniny a diazirinové deriváty
– první konjuga ční reakce napojí činidlo na biomolekulu (pracovat ve tm ě)
– odstraní se nadbytek činidla a navázaná fotoreaktivní skupina pak po 

osvětlení reaguje s partnerskou biomolekulou
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�� NN--hydroxysukcinimidylhydroxysukcinimidyl--44--azidosalicylát (azidosalicylát ( NHSNHS--ASAASA, 0,80 nm), 0,80 nm)
– derivatizuje aminoskupiny obvyklým zp ůsobem – vznik amidové vazby
– k dispozici jsou i varianty Sulfo-NHS-ASA a Sulfo-NHS -LC-ASA (1,8 nm) 

�� ffenolický hydroxyl aktivuje benzenové jádro pro zn ačení enolický hydroxyl aktivuje benzenové jádro pro zna čení 
radioaktivním jodem, to lze provést p řed fotoreakcíradioaktivním jodem, to lze provést p řed fotoreakcí
– k dispozici jsou varianty bez hydroxylu na benzenovém j ádře:

�� NN--hydroxysukcinimidylhydroxysukcinimidyl--44--azidobenzoát (azidobenzoát ( HSABHSAB, 0,90 nm), 0,90 nm)
�� případně spřípadně s nitroskupinou Nnitroskupinou N--55--azidoazido--22--nitrobenzoyloxysukcinimid nitrobenzoyloxysukcinimid 

((ANBANB--NOSNOS, 0,77 nm), 0,77 nm)
�� ššt ěpitelné konjugáty poskytuje sulfosukcinimidyltěpitelné konjugáty poskytuje sulfosukcinimidyl--

22--(p(p--azidosalicylamido)ethylazidosalicylamido)ethyl --1,31,3’’ --dithiopropionát (SASD, 1,89 nm)dithiopropionát (SASD, 1,89 nm)22--(p(p--azidosalicylamido)ethylazidosalicylamido)ethyl --1,31,3’’ --dithiopropionát (SASD, 1,89 nm)dithiopropionát (SASD, 1,89 nm)
�� linker m ůže být alifatický řetězec u Nlinker m ůže být alifatický řetězec u N--sukcinimidylsukcinimidyl--66--(4(4’’--azidoazido--

22’’--nitrofenylamino)hexanoátnitrofenylamino)hexanoátuu (( SANPAHSANPAH, 1,82 nm), 1,82 nm)
– nitroskupina podporuje fotoaktivaci již nad 320 nm
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�� ssulfosukcinimidylulfosukcinimidyl--22--(7(7--azidoazido--44--methylkumarinmethylkumarin--33--acetamid)ethylacetamid)ethyl--
1,31,3’’--dithiopropiondithiopropionát (át (SAEDSAED, 2,25 nm), 2,25 nm)
– vzniklý konjugát obsahuje fluoreskující uskupení – de rivát kumarinu
– lze tak pohodln ě sledovat pohyb konjugátu
– fluorescence se p řitom iniciuje až po fotolytické reakci

�� ppodobn ě se chová sulfosukcinimidylodobn ě se chová sulfosukcinimidyl--77--azidoazido--44--methylkumarinmethylkumarin--
33--acetát (acetát ( SulfoSulfo--SAMCASAMCA, 1,28 nm), 1,28 nm)
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�� aalternativní fotolytickou skupinou je lternativní fotolytickou skupinou je diazopyruvátdiazopyruvát ové uskupeníové uskupení
– poskytuje reaktivní karbenové uskupení, které se p řemění Wolfovým 

přesmykem (W) na ketenové uspo řádání
– pak aduje nukleofilní skupinu - p-nitrofenyldiazopyruvát (pNPDP)
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�� ppodobným mechanismem reaguje i odobným mechanismem reaguje i pp --nitrofenylnitrofenyl--22--diazodiazo--
3,3,33,3,3--trifluoropropionát (PNPtrifluoropropionát (PNP--DPT)DPT)

O N N

NRp-nitrofenol
O+ -



Sulfhydrylová a fotoreaktivní konjugační činidlaSulfhydrylová a fotoreaktivní konjugační činidla

�� kkombinací ombinací p ředchozích předchozích skupin skupin je je 11--((pp --azidosalicylamido)azidosalicylamido)--
44--(jodacetamido)butan (ASIB) a N(jodacetamido)butan (ASIB) a N--[4[4--(p(p--azidosa licylamido)butyl]azidosalicylamido)butyl]--
3’3’--(2’(2’--pyridyldithio) propionamid (APDP)pyridyldithio) propionamid (APDP)

�� jinou fotoaktivnjinou fotoaktivní část obsahuje í část obsahuje benzofenonbenzofenon --44--jodacetamidjodacetamid
– výhoda benzofenonu - možnost opakovaného pr ůběhu fotoaktivace i po 

nekonjuga ční zpětné rekombinaci volných elektron ů

– vyšší výt ěžky konjugace
– alternativní SH-reaktivní část má benzofenon-4-maleimid
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Další fotokonjugaceDalší fotokonjugace

�� ss guanidinovou skupinou argininu m ůže reagovat guanidinovou skupinou argininu m ůže reagovat 
pp --azidofenylglyoxal (APG)azidofenylglyoxal (APG)
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�� ppro napojení fotoaktivní části na aldehydovou skupinu je ro napojení fotoaktivní části na aldehydovou skupinu je 
použitelný použitelný pp --azidobenzoylhydrazid (ABH)azidobenzoylhydrazid (ABH)

�� kkarboxyskupina m ůže být fotoaktivována pomocí arboxyskupina m ůže být fotoaktivována pomocí 
44--((pp --azidosalicylamido) butylaminu (ASBA)azidosalicylamido) butylaminu (ASBA)
– jeho volná aminoskupina se spojí s karboxylem v p řítomnosti 

karbodiimidu, kdy vznikne amidová vazba

N
H

NH

NH2

N
H

OH

N
H

zbytek argininu



Fluorescenční metodyFluorescenční metody

�� široké použití v oblasti výzkumu i praktické aplikaceširoké použití v oblasti výzkumu i praktické aplikace
�� bioanalytické metodybioanalytické metody

– klinická chemie (fluorogenní substráty p ři stanovení enzym ů)
– imunochemické metody (ELISA, FIA fluoresce ční imunoanalýza)
– genetické analýzy a DNA bio čipy
– monitorování prost ředí (fluorecen ční proby)

�� biomedicínbiomedicín aa�� biomedicínbiomedicín aa
– identifikaci a separace bun ěk v pr ůtokové cytometrii
– zobrazení bun ěčných komponent ve fluorescen ční mikroskopii a 

analýze obrazu
– konformace a dynamika bun ěčných systém ů



FluorescenFluorescencece

�� fluorescence = fotoluminiscence,fluorescence = fotoluminiscence,
emise sv ětelného kvanta p ři návratuemise sv ětelného kvanta p ři návratu
elektronu z vyšší energetické hladiny, elektronu z vyšší energetické hladiny, 
kam byl vybuzen fotoexcitacíkam byl vybuzen fotoexcitací

�� fluorescence fluorescence FF se udává p ři určité vlnové délcese udává p ři určité vlnové délce

D
detektor

intenzita I0

c

zdroj sv ětlazdroj sv ětla

fluorescencefluorescence
(kolmo na excita ční(kolmo na excita ční
paprsek)paprsek)

IIff
I0 >> If

�� fluorescence fluorescence FF se udává p ři určité vlnové délcese udává p ři určité vlnové délce
– emisní x excita ční spektra
– relativní vyjád ření, alternativn ě jako

intenzita sv ětelného toku na jednotkovou 
plochu ("count")

�� další charakteristiky: kvantový výt ěžek další charakteristiky: kvantový výt ěžek ΦΦ, střední doba života , střední doba života ττ, , 
polarizace polarizace P P (směr kmitání el. vektoru emg. vlny)(směr kmitání el. vektoru emg. vlny)

�� fluorescence prakticky ihned (10fluorescence prakticky ihned (10 --8 8 s) po skon čení excitace ustanes) po skon čení excitace ustane
�� fosforescence trvá delší dobu, p ři excitaci vzniká metastabilní stavfosforescence trvá delší dobu, p ři excitaci vzniká metastabilní stav
�� energetické p řechody energetické p řechody -- Jablonského diagramJablonského diagram :: (vznik a z(vznik a zánik ánik 

excitovaných stav ů)excitovaných stav ů)

clkI f εΦ=



FluorescenceFluorescence

SS22

SS11

vnit řní vnit řní 
přechodpřechod

přechod mezipřechod mezi
systémysystémy

relaxacerelaxace

SS00

TT11

absorbceabsorbce absorbceabsorbce

kolizekolize

vnějšívnější
přechodpřechod

fluorescencefluorescence fosforescencefosforescenceSS00, S, S11, … energetické hladiny, … energetické hladiny

vibra čnívibra ční
hladinyhladiny

neradia čníneradia ční
přechodypřechody

ττ ≈    10≈    10--1515 ss 1010 --88 ss 1010 --33 -- 1 s1 s



�� Kashovo pravidloKashovo pravidlo::
– před emisí dochází k relaxaci vibra ční energie a vnit řní konverzi, takže 

fluorescen ční přechod nastává z nejnižší vibra ční hladiny prvního 
excitovaného stavu S 1

�� Vavilov ův zákon:Vavilov ův zákon:
– kvantový výt ěžek a doba trvání excitovaného stavu složitých moleku l v 

roztoku nezávisí na vlnové délce budícího zá ření
– obecná vlastnost fluorescence: emisní spektra jsou nezávislá na vlnové 

délce excitace
�� ZcadlovZcadlováá symetrie mezi absorp čním a fluorescen čním pásem:symetrie mezi absorp čním a fluorescen čním pásem:

– absorpce i emise z odpovídajících si vibra čních hladin mají stejnou 
relativní pravd ěpodobnost. V ětšina absorbujících i emitujících molekul serelativní pravd ěpodobnost. V ětšina absorbujících i emitujících molekul se
nachází v rovnovážném vibra čním stavu, p řičemž vibra ční struktura 
základního i excitovaného stavu mají stejnou struktur u

– po absorpci p řechází elektron z rovnovážné vibra ční hladiny stavu S 0 na 
vyšší vibra ční hladinu stavu S 1, poté dochází k rychlé relaxaci na stavu S 1
(v čase 10-12-10-13 s) a teprve poté následuje zá řivý p řechod na vyšší 
vibra ční hladinu stavu S 0 a další vibra ční relaxace na rovnovážnou 
vibra ční hladinu stavu S 0

– výjimky jsou d ůsledkem rozdílného geometrického uspo řádání 
atomových jader v excitovaném a základním stavu

�� Stokes ův posuvStokes ův posuv
– rozdíl v energiích mezi maximy absorp čního a emisního pásu



Sledování a měření fluorescenceSledování a měření fluorescence
�� spektrofluorimetryspektrofluorimetry –– měří střední signál celého vzorku v kyvet ě nebo měří střední signál celého vzorku v kyvet ě nebo 

v jamce mikrodesti čky v jamce mikrodesti čky 
�� fluorescen ční mikroskopyfluorescen ční mikroskopy –– umožňují pozorovat fluorescenci dvojumožňují pozorovat fluorescenci dvoj--

nebo trojrozm ěrných mikroskopických objektù nebo trojrozm ěrných mikroskopických objektù 
�� fluorescen ční skeneryfluorescen ční skenery (i " čtečky" mikrodesti ček) (i " čtečky" mikrodesti ček) –– měří fluorescenci měří fluorescenci 

2D makroskopických objekt ů (elektroforetické gely, bloty, 2D makroskopických objekt ů (elektroforetické gely, bloty, 
chromatogramy)chromatogramy)

�� průtokové cytometryprůtokové cytometry –– měří fluorescenci velkého množství měří fluorescenci velkého množství 
jednotlivých bun ěk a umož ňují identifikaci a separaci jejich jednotlivých bun ěk a umož ňují identifikaci a separaci jejich jednotlivých bun ěk a umož ňují identifikaci a separaci jejich jednotlivých bun ěk a umož ňují identifikaci a separaci jejich 
subpopulacísubpopulací

�� měření relaxa čních časůměření relaxa čních časů (pulzní, nebo fázový posun (pulzní, nebo fázový posun -- frekven čně frekven čně 
modulované sv ětlo)modulované sv ětlo)

�� fluorescen ční korela ční spektroskopiefluorescen ční korela ční spektroskopie (FCS) (FCS) 
– fluktuace intenzity F v mikroobjemu (10 -15 l) určeném fokusovaným 

laserovým excita čním paprskem
– rychle difundující fluorofory - fluktuace fluorescen ce (nedochází ke 

zprůměrování), její časová závislost se analyzuje pomocí autokorela ční 
funkce (informace o kinetice, difúzi, koncentraci mo lekul ve vzorku)



Rozdělení fluoroforůRozdělení fluoroforů
�� vlastní (vnit řní, intrinsic) vlastní (vnit řní, intrinsic) -- p řirozený výskytpřirozený výskyt

– proteiny (Trp, Tyr, Phe), NADH, FAD, FMN, chorofyl
– fykobiliproteiny, green fluorescent protein (GFP)

�� nevlastní (vn ější, extrinsic) nevlastní (vn ější, extrinsic) -- p řidávají se ke vzork ům, přidávají se ke vzork ům, 
které samy nemají fluorescen ční vlastnostikteré samy nemají fluorescen ční vlastnosti

�� fluoresce ční značky fluoresce ční značky (váží se kovalentn ě)(váží se kovalentn ě)
�� fluoresce ční sondy (váží se nekovalentn ě)fluoresce ční sondy (váží se nekovalentn ě)�� fluoresce ční sondy (váží se nekovalentn ě)fluoresce ční sondy (váží se nekovalentn ě)

– fluorofory, jejichž kvantový výt ěžek, případně i spektrální 
vlastnosti se výrazn ě mění po navázání na bílkoviny, nukleové 
kyseliny, membrány aj.

– studium zm ěn konformace, membránového potenciálu, polarity a 
viskozity prost ředí

�� fluorescen ční indikátory (chemické sondy)fluorescen ční indikátory (chemické sondy)
– spektrální vlastnosti nebo intenzita fluorescence j sou citlivé na 

přítomnost dalších látek - zjišt ění koncentrace



Fluoresceční značkyFluoresceční značky

�� klasické: organická barviva, fluorescentní bílkovin y, klasické: organická barviva, fluorescentní bílkovin y, 
cheláty lanthanid ůcheláty lanthanid ů

– dob ře rozpustné ve vod ě, snadné použití, mnoho existujících 
protokol ů a aktivovaných forem

– ale široké spektrální pásy, náchylné na fotorozklad

�� moderní moderní -- polovodi čové kvantové te čky, anorganické polovodi čové kvantové te čky, anorganické �� moderní moderní -- polovodi čové kvantové te čky, anorganické polovodi čové kvantové te čky, anorganické 
nanočástice dopované lanthanidy, nano částice latexu a nanočástice dopované lanthanidy, nano částice latexu a 
křemičitanů s navázanými fluoroforykřemičitanů s navázanými fluorofory
– díky pokroku v oblasti materiálových v ěd
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FluoresceinFluorescein
�� nejčastěji používaný fluorofornejčastěji používaný fluorofor

– výhody: vysoká absorbce,
velké Φ, nízká cena

– exc. lze p ři 488 nm Ar laserem
(kofokál. mikrosk., cytometrie)

�� fluoresceinfluorescein--55--isothiokyanátisothiokyanát
– FITC, 494 / 520, s -NH2 skupinou 

dává thiomo čovinové uskupení

�� výhodn ější je výhodn ější je NHSNHS--fluoresceinfluorescein

5

FITC

OOO-

– reaguje rychleji, stabiln ější produkt

�� na na --SH skupiny: SH skupiny: 55--jodoacetamidofluoresceinjodoacetamidofluorescein
(5(5--IAF) a IAF) a fluoresceinfluorescein--55--maleimidmaleimid

�� na aldehydové či oxoskupiny:na aldehydové či oxoskupiny:
– fluorescein-5-thiosemikarbazid, dá hydrazonovou vazbu
– použitelný nap ř. pro zna čení cytosin ův DNA či RNA 

po jejich aktivaci hydrogensi řičitanem

�� na sacharidové zbytky:na sacharidové zbytky:
– fluorescein-dichlorotriazin ( DTAF), i na jiné biomolekul s volnými 

alifatickými hydroxyly, také na tubulin

NO O

OO

O

O

-

NHS-fluorescein



Problémy s fluoresceinemProblémy s fluoresceinem

�� náchylný na fotorozklad náchylný na fotorozklad -- signál vydrží pouze pár minu tsignál vydrží pouze pár minut
�� pH závislost fluorescence pH závislost fluorescence -- výrazn ě klesá signál pro pH výrazn ě klesá signál pro pH 

pod 7pod 7
�� existence isomer ů existence isomer ů -- může komplikovat geometrii vazby k může komplikovat geometrii vazby k 

protein ům, následn ě eluční časy v chromatografii, protein ům, následn ě eluční časy v chromatografii, 
migraci v gelechmigraci v gelech

�� méně vhodný pro "ultracitlivé" aplikaceméně vhodný pro "ultracitlivé" aplikace
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RhodaminyRhodaminy

5
tetramethylrhodamin (TMR) rhodamin B

sulforhodamin 101
(Texas Red)

O O

S

N

O-

C

�� strukturn ě podobné fluoresceinu, který dopl ňujístrukturn ě podobné fluoresceinu, který dopl ňují
– místo atom ů kyslíku jsou na postranní cykly vázány dusíkové ato my
– mohou nést r ůzné substituenty a tím je dostupná široká škála vari ant

�� emise probíhá p ři delších vlnových délkách ve srovnání s emise probíhá p ři delších vlnových délkách ve srovnání s 
fluoresceinemfluoresceinem
– použitelné pro techniky s dvojím zna čením
– vyšší fotostabilita a dobrá excitovatelnost sv ětlem rtu ťových výbojek

rhodamin 6G rhodamin 110 TRITC



�� sulforhodamin B, jinak sulforhodamin B, jinak LissaminLissamin rhodamin B rhodamin B 
– obsahuje na dolním aromatickém jád ře dvě sulfoskupiny v polohách 3 

(vpravo naho ře) a 5 (dole) (Imperial Chemical Industries)

�� sulforhodamin 101, sulforhodamin 101, Texas RedTexas Red (Molecular Probes)(Molecular Probes)
– emitující nad 600 nm 

�� tetramethylrhodamintetramethylrhodamin--55--isothiokyanát (isothiokyanát ( TRITCTRITC) resp. () resp. ( TMRTMR))
– od tetramethylrhodaminu, nejb ěžnější značkovací činidlo z této skupiny,  

(544 / 570), ε544 = 105 M cm -1

– reakce s aminoskupinou probíhá analogicky jako u FI TC
– karboxytetramethylrhodamin ( TAMRA) další alternativa– karboxytetramethylrhodamin ( TAMRA) další alternativa

�� NHSNHS--rrhodamin hodamin (5(5--karboxymethylrhodamin sukcinimidylester) (544  / 576)karboxymethylrhodamin sukcinimidylester) (544 / 576 )
�� karboxykarboxy--XX--rhodamin (rhodamin ( ROXROX) ) -- značení oligonukleotid ů, sekvenováníznačení oligonukleotid ů, sekvenování

�� Lissamin Rhodamin B sulfonylchlorid (556 / 576)Lissamin Rhodamin B sulfonylchlorid (556 / 576)
– má v 5-pozici reaktivní skupinu  -SO 2Cl - s -NH2 vzniká sulfonamid
– podobn ě existuje sulfonylchlorid i od Texas Red derivátu

�� na derivatizaci SH: tetramethylrhodaminna derivatizaci SH: tetramethylrhodamin--55--jodace tamid (540 / 567)jodacetamid (540 / 567)
�� pro reakci s aldehydy Lissamin rhodamin B sulfonylh ydrazinpro reakci s aldehydy Lissamin rhodamin B sulfonylh ydrazin

– má v 5 poloze skupinu –SO 2-NH-NH2) (560 / 585)
– sulfonylhydrazin Texas Red emituje p ři delší vlnové délce (580 / 604)



Rhodaminy Rhodaminy -- zhodnocenízhodnocení

�� fluorescence v červené oblastifluorescence v červené oblasti
�� vyšší stabilita než fluoresceinvyšší stabilita než fluorescein
�� excitovat (p ři 520 nm) lze rtu ťovou výbojkouexcitovat (p ři 520 nm) lze rtu ťovou výbojkou



Alexa FluorAlexa Fluor
�� rhodaminový nebo rhodaminový nebo 

kumarinový skeletkumarinový skelet
dopln ěný o sulfoskupinydopln ěný o sulfoskupiny

�� vyšší rozpustnostvyšší rozpustnost
�� celá odstup ňovaná řaducelá odstup ňovaná řadu

slou čenin s posunujícímislou čenin s posunujícími
se exc. a emis. maximyse exc. a emis. maximy

�� napojení na zna čené biomolekuly probíhá v dolní části molekuly p řes napojení na zna čené biomolekuly probíhá v dolní části molekuly p řes 
karboxyl v poloze 5  aktivovaný nap ř. NHS skupinoukarboxyl v poloze 5  aktivovaný nap ř. NHS skupinou
– jsou p řítomny i isomery se skupinou posunutou do polohy 6

O NH

SO3HSO3H

NH2

COOH

COOH

N
H

NO

SO3HSO3H

COOH

Alexa 488Alexa 488 Alexa 532Alexa 532

– jsou p řítomny i isomery se skupinou posunutou do polohy 6



Značení AlexaFluorZnačení AlexaFluor
�� imunolokalizace ribulosabisfosfát imunolokalizace ribulosabisfosfát 

karboxylasy v 2.0 µm řezu listu karboxylasy v 2.0 µm řezu listu 
kuku řice (C4, separovány fotosynt. kuku řice (C4, separovány fotosynt. 
složky mezi mezofil a svazky cévní) složky mezi mezofil a svazky cévní) 
– anti rubisco Ab, Alexa Fluor 488 kozí 

Ab anti králi čí IgG
– autofluorescence chlorofylu 

(červen ě, v mezofylových plastidech)
– lignin (matn ě zelený) v xylemu 

svazků
– kutin (jasn ě zelený) v kutikule vn ě 

epidermisepidermis

�� periferní neurosystém embrya periferní neurosystém embrya 
DrosophilDrosophily:y:
– mAb 22c10 anti mikrotubuly, Alexa 

Fluor 488 králi čí Ab anti–myší IgG
– dělící se bu ňky - Ab anti histon-H3, 

Alexa Fluor 594 kozí Ab anti králi čí
IgG 

– jádra DAPI (modrá fluorescence)



KumarinyKumariny

�� kumarin = 2Hkumarin = 2H--11--benzopyranbenzopyran--22--on je p řírodní látkaon je p řírodní látka
�� 77--aminoamino --44--methylkumarinové deriváty, zejména methylkumarinové deriváty, zejména 
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AMCAAMCA--HPDPHPDP

AMCAAMCA
DCIADCIA

�� 77--aminoamino --44--methylkumarinové deriváty, zejména methylkumarinové deriváty, zejména 
77--aminoamino--44--methylkumarinmethylkumarin--33--octová kyselina (octová kyselina ( AMCAAMCA) (345 / 450)) (345 / 450)
– pro -NH 2 AMCA-NHS
– pro -SH AMCA-HPDP 
– pro aldehydy AMCA-hydrazid

�� 77--diethylaminodiethylamino--33--[(4’[(4’--(jodacetyl)amino)(jodacetyl)amino)--fenyl]fenyl]--
--44--methylkumarin (DCIA)methylkumarin (DCIA)
– velmi intenzívní fluorescence (382 / 472)
– na světle nestabilní 

λλ

44--methylmethyl--77--hydroxyhydroxykkumarinumarin
excitaceexcitace emiseemise



BODIPYBODIPY

�� 4,44,4--difluorodifluoro--44--borbor--3a,4a3a,4a--diazadiaza--ss--indacenindacen
– nemá ionizovatelné skupiny - málo ovlivn ěn pH
– vysoké absorbance a vysoké kvantové výt ěžky fluorescence
– menší komplikací jsou malé Stokesovy posuny pod 20 nm
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BODIPY FL CBODIPY FL C33 SESE
BODIPY 530/550 C3BODIPY 530/550 C3

BrBr--BODIPYBODIPY

– menší komplikací jsou malé Stokesovy posuny pod 20 nm

�� modifikace v krajních polohách postranních cyklopen tadien ůmodifikace v krajních polohách postranních cyklopen tadien ů
– deriváty s posunutými spektrálními charakteristikam i
– pro -NH 2 existuje BODIPY FL C3 SE s postranní NHS skupinou ( 502 / 510)
– komplikací je vzájemné zhášení, pokud je stupe ň substituce vyšší
– dostupné deriváty s jodacetamidovou a hydrazidovou s kupinou 

�� deriváty BODIPY 530/550 C3deriváty BODIPY 530/550 C3--X X -- maxima k vyšším v lnovým délkámmaxima k vyšším vlnovým délkám
– přítomnosti objemných aromatických postranních substi tuent ů
– reaktivní skupinou X m ůže být NHS nebo hydrazid

�� bromderivát Br BODIPYpro substituce sulfhydrylových  skupinbromderivát Br BODIPYpro substituce sulfhydrylových  skupin
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Cascade blueCascade blue

�� od sulfonovaného pyranuod sulfonovaného pyranu
– vlastnostmi vhodn ě dopl ňuje 

fluorescein p ři multizna čení
– výborná rozpustnost ve vod ě

--NN2

-NH-NH2SO3H SO3H– výborná rozpustnost ve vod ě

– dobré kvantové výt ěžky (kolem 50%) 
– malá úrove ň vzájemného zhášení p ři vyšších substitu čních pom ěrech
– mateřská slou čenina má na horním jád ře vpravo pouze methoxyskupinu.

�� pro zna čení aminoskupin pro zna čení aminoskupin -- acetylazidový derivát (375+400 / 410)acetylazidový derivát (375+400 / 410)
– při vyšších teplotách – kolem 80 °C v DMF probíhá p řesmyk azidového 

uskupení na isokyanátovou formu a odšt ěpí se molekula dusíku
– isokyanát reaguje s volnými hydroxyly, vzniká urethan ové uskupení
– další formy mají v postranní části hydrazinový, ethylendiaminový nebo 

kadaverinový (pentamethylendiaminový) zbytek 



Lucifer yellowLucifer yellow

�� základní slou čeninu z = Hzákladní slou čeninu z = H
�� deriváty 4deriváty 4--aminonaftalimidaminonaftalimid--

--3,6 disulfonátu3,6 disulfonátu
�� napojení se realizuje p řes napojení se realizuje p řes 

horní imidový atom dusíkuhorní imidový atom dusíku
– jodacetamidový derivát (na –SH) 
– hydrazidová skupina (Lucifer Yellow CH, na aldehydy)
– optické parametry (427 / 530)

SO3H

OO N

NH2

SO3H

z

z =

NH O

I

NH O

NH
NH2

– optické parametry (427 / 530)

�� především v cytochemiipředevším v cytochemii



Cyaninové fluoroforyCyaninové fluorofory
�� velmi populární zejména vvelmi populární zejména v oblasti DNA oblasti DNA 

biočipů využívajících cDNA fragmentybiočipů využívajících cDNA fragmenty
jako imobilizované próbyjako imobilizované próby

�� základem je základem je indokarbocyaninový skeletindokarbocyaninový skelet
– je sulfonován, ob ě aromatické části jsou spojeny uhlíkatým m ůstkem 

s konjugovaným systémem dvojných vazeb (methin)

�� je kje k dispozici odstup ňovaná řada fluorofor ů (Amersham Biosci.)dispozici odstup ňovaná řada fluorofor ů (Amersham Biosci.)

SO3HHSO3
SO3HHSO3

Cy3Cy3 Cy5Cy5

vzorek vzorek -- Cy5Cy5

kontrola Cy3kontrola Cy3 p řekryvový signál (oba kanály)překryvový signál (oba kanály)

NN

z

N

z

N+ +



Cyaniny Cyaniny -- zhodnocenízhodnocení

�� délka polyenového spojovacího řetězcedélka polyenového spojovacího řetězce
– monomethinové slou čeniny - thiazol orange (TO), oxazolle yellow 

(YO) nebo jejich dimery (TOTO, YOYO) - fluoreskují p o vazbě na 
nukleové kyseliny (fluorescen ční sondy)

– polymethinové slou čeniny - Cy3, Cy5, …
– délka spoj. řetězce, resp. po čet vinylenových -CH=CH- skupin 

působí bathochromní posun o cca 100 nm - fluorofory emitující až působí bathochromní posun o cca 100 nm - fluorofory emitující až 
v NIR oblasti

�� výhody výhody NIR fluorescenceNIR fluorescence
– není zde už autofluorescence biologických složek - v yšší citlivosti
– méně nákladná instrumentace, excitace p ři delších vlnových 

délkách

�� problémyproblémy
– úzké excita ční pásy, fotorozklad, menší intenzita v NIR



AttoAtto
�� vysoká absorbce a výt ěžek, fotostabilitavysoká absorbce a výt ěžek, fotostabilita
�� modifikace oligonukleotid ůmodifikace oligonukleotid ů

�� nněkolik typ ů struktur na bázi kumarinu,ěkolik typ ů struktur na bázi kumarinu,
rhodaminu, …     (Attorhodaminu, …     (Atto--Tec)Tec)

exc.exc. em.em.

Trojnásobné zna čení endotheliálních bun ěk (HUVAC): von 
Willebrand faktor - Atto 550 zna č. Ab (zelené), kadherin - Atto 
655 zanč. Ab (červeně) a jádra DAPI (mod ře) 



FluorogennFluorogenní substráty hydrolasí substráty hydrolas

O

O

O

OO PP OO

OH

OH

OH

OH

FDPFDP

deriváty fluoresceinu, nap ř. 

N

O OOR

deriváty resorufinu

O N
H

N
H

R-ZZ-R

O

O

rhodamin 110, bis-( N-CBZ-L-argininamid)
(BZAR), pro serinové proteinasy, (496 /
520) cca 100x citliv ější než slou čeniny 
založené na AMC

jiný p říklad - rhodamin 110, bis-( N-CBZ-L-
fenylalanyl-L-arginin amid) ( Z-FR-R110)
pro cysteinové proteinasy katepsin B a LBZAR

deriváty fluoresceinu, nap ř. 
fluoresceindifosfát pro ALP



FluorogennFluorogenní enzymové substrátyí enzymové substráty

O O

CH3

OPOH

O

OH
O O

CH3

OHH2O

- H3PO4

44--methylumbelliferylmethylumbelliferylfosfát (fosfát ( MUPMUP), po hydrolyse fosfatasou vzniká), po hydrolyse fosfatasou vzniká
44--methylmethyl --77--hydroxyhydroxy kkumarin umarin ((methylumbelliferolmethylumbelliferol ), modrá fluorescence, ), modrá fluorescence, 

MUPMUP

44--methylmethyl --77--hydroxyhydroxy kkumarin umarin ((methylumbelliferolmethylumbelliferol ), modrá fluorescence, ), modrá fluorescence, 
((360360 / / 450450))

O O

CH3

Z-X-NH
deriváty 7deriváty 7--aminoamino--44--methylumbellifermethylumbelliferolu (olu ( ZZ--XX--AMCAMC
nebo Znebo Z--XX--MCA), AMC produkt (MCA), AMC produkt (342342 // 441441), např. ), např. 
77--aaminomino--44--methylmethylkkumarinumarin NN--CBZCBZ--LL--ffenylalanylenylalanyl--LL--
argininamid (argininamid ( ZZ--FRFR--AMCAMC) pro stanovení serinových ) pro stanovení serinových 
proteinas a plasminu, kalikreinu, katepsinu), nebo proteinas a plasminu, kalikreinu, katepsinu), nebo 77--
aaminomino--44--methylmethylkkumarin, umarin, NN--CBZCBZ--LL--aspartylaspartyl--LL--
glutamylglutamyl--LL--valylvalyl--LL--asparasparagylagylamidamid
((ZZ--DEVDDEVD--AMCAMC) pro kaspasu 3) pro kaspasu 3

alternativn ě deriváty alternativn ě deriváty 77--aaminomino--44--trifluoromethyltrifluoromethylkkumarinumarinu, nap ř. u, nap ř. ZZ--DEVDDEVD--AAFFCC

N-CBZ- je N-benzyloxykarbonyl-



LanthanidovéLanthanidové
komplexykomplexy

�� EuEu3+3+ a a SmSm3+3+ ve form ě ve form ě chelátchelát ových komplex ůových komplex ů
– atraktivní fluorescen ční značky vhodné pro časově rozlišenou 

fluorescenci („ time-resolved fluorescence “, TRF)

�� pro "p řichycení"kpro "p řichycení"k biomolekulám slouží Nbiomolekulám slouží N 11--((pp --isothiokyanatobenzyl)isothiokyanatobenzyl)--
diethylendiethylen --triamintriamin --NN11,N,N22,N,N33,N,N33--tetraoctová kyselina (tetraoctová kyselina ( DTTADTTA))

N

S
N

O

OH

N

O

OH

N

O

OH

O

OH

C

DTTADTTA

diethylendiethylen --triamintriamin --NN11,N,N22,N,N33,N,N33--tetraoctová kyselina (tetraoctová kyselina ( DTTADTTA))
�� která se m ůže vázat na aminoskupiny za vzniku thiomo čovinového která se m ůže vázat na aminoskupiny za vzniku thiomo čovinového 

uskupení. uskupení. 
�� takto p řipravené komplexotvorné místo pak váže iont lanthan idu a takto p řipravené komplexotvorné místo pak váže iont lanthan idu a 

získá se intenzivn ě fluoreskující zna čka szíská se intenzivn ě fluoreskující zna čka s relativn ě dlouhou dobou relativn ě dlouhou dobou 
záření po excitacizáření po excitaci
– při pulzní excitaci se vy čká, až vymizí či vyhasne nespecifická 

fluorescence pozadí, p řípadn ě rozptýlené zá ření, a až pak se po krátké 
prodlev ě změří fluorescence zna čky

– lze použít i další lanthanidy, nap ř. terbium a dysprosium
– proces pod názvem DELFIA zavedla finská firma Wallac Oy 



Další chelátové strukturyDalší chelátové struktury

kryptátkryptát terpyridinterpyridin chelát s anténouchelát s anténou�� kryptátkryptát terpyridinterpyridin chelát s anténouchelát s anténou



TRF měřeníTRF měření
�� cheláty lanthanid ůcheláty lanthanid ů

(Eu, Sm, Dy)(Eu, Sm, Dy)
– dlouhá životnost

excitovaného stavu
– velké Stokesovy posuny



Kvantové tečkyKvantové tečky
�� moderní fluoreskující polovodi čové nanokrystalymoderní fluoreskující polovodi čové nanokrystaly
�� QD, "quantum dots" jsou menší než 10 nm a svým kvan tovým QD, "quantum dots" jsou menší než 10 nm a svým kvan tovým 

chováním se nachází mezi polovodi či a izolovanými atomychováním se nachází mezi polovodi či a izolovanými atomy
�� polovodi če polovodi če -- valenční a vodivostní energ. hladiny odd ělěny o valenční a vodivostní energ. hladiny odd ělěny o EEgg

– excitace - elektron p řejde do vodivostní hladiny a zanechá za sebou 
kladn ě nabitou díru ve valen ční hladin ě

– prostorová separace tohoto páru ("exciton") odpovíd á Bohrovu pr ůměru 
a je typicky 1 až 10 nm

�� QD mají obdobnou velikostQD mají obdobnou velikost�� QD mají obdobnou velikostQD mají obdobnou velikost
– excitony jsou v nich ohrani čeny

podobn ě jako chování částice 
v uzav řeném prostoru

– energetické hladiny p řipomínají 
atomy či molekuly 

– optické vlastnosti závisí na velikosti



Fotoluminiscence u QDFotoluminiscence u QD

�� vzniká radia ční rekombinací exciton ů, spektrální vlastnosti jsou vzniká radia ční rekombinací exciton ů, spektrální vlastnosti jsou 
„laditelné“ zm ěnou velikosti částic„laditelné“ zm ěnou velikosti částic
– např. u CdSe nanokrystal ů lze emisi nastavit od 450 do 650 nm
– menší QD jsou „mod řejší“ (hypsochromní efekt)

�� výhody nanote čekvýhody nanote ček oproti klasickým fluorofor ům zahrnujíoproti klasickým fluorofor ům zahrnují
– vysoký jas (20x vyšší proti jiným typ ům, daný velkým kvantovým 

výt ěžkem a vysokým extink čním koeficientem)
– úzké emisní pásy pod 30 nm, velké Stokesovy posuny - částice 

obsahujících r ůzně barevné QD v r ůzných pom ěrech, čímž vzniká 
chemický „ čárový kód“ umož ňující identifikaci v komplexních sm ěsíchchemický „ čárový kód“ umož ňující identifikaci v komplexních sm ěsích

– velmi stabilní a nepodléhají fotodegradaci ( často se chrání proti 
fotooxidaci plášt ěm z polymer ů nebo jiných polovodi čů (např. CdSe 
povle čený ZnS nebo silikátem)

– široké absorb ční pásy - r ůzně barevné QD lze excitovat stejným zdrojem 
světla a jednoduše tak vyhodnocovat sou časně různé značení odlišnými 
barvami p ři multiplexních stanoveních

�� pro konjugaci spro konjugaci s biomolekulami se nanáší reaktivní vr stvy jako biomolekulami se nanáší reaktivní vrstvy jako 
tritri--nn--oktylfosfinoxid (TOPO) nebo hexadecylam inoktylfosfinoxid (TOPO) nebo hexadecylamin



Kvantové tečky (QD)Kvantové tečky (QD)

�� unikátní fluorescen čníunikátní fluorescen ční
vlastnosti vlastnosti -- stabilita v ůči stabilita v ůči 
fotorozkladu, velké fotorozkladu, velké 
Stokesovy posunyStokesovy posuny

�� CdTe CdTe jádro obalené jádro obalené CdSCdS,,
rozpustnost díky vazb ě thioglykolové kys. (TGA)rozpustnost díky vazb ě thioglykolové kys. (TGA)

�� prekurzory prekurzory -- Te, CdClTe, CdCl 22, TGA a NaBH, TGA a NaBH44�� prekurzory prekurzory -- Te, CdClTe, CdCl 22, TGA a NaBH, TGA a NaBH44

– NaHTe připraven redukcí Te pomocí NaHB 4

– nást řik roztoku NaHTe do sm ěsi CdCl 2 a TGA v inertní 
atmosfé ře

– refluxace na vzduchu (minuty až hodiny)

�� při zahřívání roste pr ůměr QD, emisní maximum se při zahřívání roste pr ůměr QD, emisní maximum se 
posouvá k delším vln. délkámposouvá k delším vln. délkám

�� větší QD mají lepší stabilituvětší QD mají lepší stabilitu



Vlastnosti QDVlastnosti QD



NanočásticeNanočástice
s fluoroforys fluorofory

�� optické kódováníoptické kódování na základ ěna základ ě
multiplexování vln. délekmultiplexování vln. délek

�� polymer, uvnit ř směsi různě polymer, uvnit ř směsi různě 
fluoreskujících QD fluoreskujících QD -- charakt.charakt.
spektrumspektrum

�� možnost identifikace cílovýchmožnost identifikace cílových
biomolekul ve sm ěsích p ři užitíbiomolekul ve sm ěsích p ři užitíbiomolekul ve sm ěsích p ři užitíbiomolekul ve sm ěsích p ři užití
kombinatorických postup ůkombinatorických postup ů



FykobiliproteinyFykobiliproteiny
�� intenzivn ě fluoreskující proteiny zintenzivn ě fluoreskující proteiny z fotosyntetického aparátu e ukaryot, fotosyntetického aparátu eukaryot, 

modrozelených a červených sinic, řas a cyanobakteriímodrozelených a červených sinic, řas a cyanobakterií
�� nativní nefluoreskují, ale excita ční energii p ředávají na chlorofylynativní nefluoreskují, ale excita ční energii p ředávají na chlorofyly
�� purifikované fluoreskují spurifikované fluoreskují s výt ěžky kolem 100%výt ěžky kolem 100%

– obsahují n ěkolik bilinových chromofor ů (např. B-fykoerithrin 34)
– to v souhrnu poskytuje vysoké extink ční koeficienty pro celou molekulu
– fluorescen ční výt ěžky se blíží 30 fluorescein ům nebo 100 rhodamin ům
– fluorescence není extern ě zhášená
– dostupnost mnoha konjuga čních míst– dostupnost mnoha konjuga čních míst
– v prodeji jako konjugáty se streptavidinem nebo bio tinem

Název Zdroj Složení  Mr 

(kDa) 
Počet 
bilin ů 

λex / λem 
(nm) 

ε (106 M-1 
cm-1) 

B-fykoerythrin Porphyridium cruentum (αβ)6γ 240 34 546 / 575 2,4 
R-fykoerythrin Gastroclonium coulteri (αβ)6γ 240 34 566 / 574 2,0 
C-fykocyanin Anabaeba variabilis (αβ)2 72 4 614 / 643 0,58 
allofykocyanin Anabaeba variabilis (αβ)3 110 6 650 / 660 0,70 
CryptoFluor Crimson  cryptomonad algae  40,2  585 / 658  
CryptoFluor Gold cryptomonad algae  30,8  566 / 600  
 



Zelený fluoresceční protein Zelený fluoresceční protein 
�� "" green fluorescent proteingreen fluorescent protein ", ", GFPGFP -- z bioluminiscentní medúzky z bioluminiscentní medúzky 

((Aequrea victoriaAequrea victoria , jellyfish), 26 kDa, jellyfish), 26 kDa
�� chromofor chromofor -- pp --hydroxybenzylidenhydroxybenzyliden--imidazolidinon, vniká cyklizací a imidazolidinon, vniká cyklizací a 

oxidací aa zbytk ů Seroxidací aa zbytk ů Ser--TyrTyr--Gly:Gly:

�� mutagenezí získány vylepšené varianty mutagenezí získány vylepšené varianty -- široké použ ití pro zna čeníširoké použití pro zna čení
– divoký typ, sm ěs fenolu a fenolátu
– fenolátový anion
– fenol
– fenolátový anion s p řidruženým pí-elektronovým systémem
– indol (Trp místo Tyr)
– imidazol (His místo Tyr)
– fenyl (Phe místo Tyr)



Použití GFPPoužití GFP

�� biologická zna čka pro sledování a kvantifikaci biologická zna čka pro sledování a kvantifikaci 
exprimovaných bílkovinexprimovaných bílkovin

�� studium proteinstudium protein--protein interakcíprotein interakcí
�� interní bun ěčný "biosensor" pro sledování signál ůinterní bun ěčný "biosensor" pro sledování signál ů

�� rekombinantní techniky rekombinantní techniky -- spojení GFP se sekvencí ji né spojení GFP se sekvencí jiné 
bílkoviny bílkoviny -- chiméry chiméry -- sledování lokalizace a pohybu sledování lokalizace a pohybu 
bílkovin v bu ňkáchbílkovin v bu ňkách

�� zelené myši a podobné …zelené myši a podobné …



Fluorescenční polarizace Fluorescenční polarizace 
(FP)(FP)
�� založena na velikosti rota čního pohybu molekulzaložena na velikosti rota čního pohybu molekul
�� v protikladu jsou doba života v protikladu jsou doba života ττflfl a rychlost pohybu a rychlost pohybu θθrotrot fluoroforufluoroforu
�� excitace se provádí polarizovanýmexcitace se provádí polarizovaným

světlem, tj. excitují se pouzesvětlem, tj. excitují se pouze
fluorofory vhodn ě orientovanéfluorofory vhodn ě orientované
vůči rovin ě světlavůči rovin ě světla

�� pokud bude životnostpokud bude životnost
exc. stavu mnohemexc. stavu mnohemexc. stavu mnohemexc. stavu mnohem
kratší, než rotace,kratší, než rotace,
tak si excitované moletak si excitované mole--
kuly zachovají orientacikuly zachovají orientaci
a bude emitovánoa bude emitováno
polarizované zá řenípolarizované zá ření

�� pokud bude životnostpokud bude životnost
exc. stavu dlouhá, porušíexc. stavu dlouhá, poruší
se orientace molekul ase orientace molekul a
nastane depolarizacenastane depolarizace polarizované depolarizované

emitované zá ření



FP a mobilita molekulFP a mobilita molekul

�� PP00 … FP v nep řítomnosti rota ční difuse… FP v nep řítomnosti rota ční difuse
�� alternativní vyjád ření rotace pomocíalternativní vyjád ření rotace pomocí

viskosity a molekulárního objemu viskosity a molekulárního objemu VV,,
lze dále zavést molekulovou hmotnostlze dále zavést molekulovou hmotnost
spec. objem bílkoviny v a hydrataci hspec. objem bílkoviny v a hydrataci h
(typ. 0.2 g vody na 1 g proteinu)(typ. 0.2 g vody na 1 g proteinu)

�� v praxi jsou díky hydrataci a nesférickému tvaru ko relační časy v praxi jsou díky hydrataci a nesférickému tvaru ko relační časy θθ asi asi 
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�� v praxi jsou díky hydrataci a nesférickému tvaru ko relační časy v praxi jsou díky hydrataci a nesférickému tvaru ko relační časy θθ asi asi 
2x větší než odvozené pro kouli v suchém stavu (nap ř. HSA, 2x větší než odvozené pro kouli v suchém stavu (nap ř. HSA, MM= 65 = 65 
kDa, kDa, hh=1,9 vychází =1,9 vychází θθ kolem 50 ns)kolem 50 ns)



PolarizátorPolarizátor

�� světlo po pr ůchodu polarizátorem osciluje pouze v jedné světlo po pr ůchodu polarizátorem osciluje pouze v jedné 
rovin ěrovin ě

�� dichroické systémy dichroické systémy -- adsorbují jednu z obou rovin adsorbují jednu z obou rovin 
polarizace (film z orientovaného PVA dopovaná jódem),  polarizace (film z orientovaného PVA dopovaná jódem),  
málo efektivní v UV oblastimálo efektivní v UV oblasti

�� krystaly kalcitu vykazující dvojitou refrakci krystaly kalcitu vykazující dvojitou refrakci -- rozpt ylují rozptylují 
různě obě roviny polarizace (různě obě roviny polarizace ( NicolNicol a Glan polarizátorya Glan polarizátory , , různě obě roviny polarizace (různě obě roviny polarizace ( NicolNicol a Glan polarizátorya Glan polarizátory , , 
WollastonWollaston ův hranol)ův hranol)



Měření FPMěření FP

�� změří se horizontální azměří se horizontální a
vertikální složky emitovanéhovertikální složky emitovaného
zářenízáření

�� polarizace sepolarizace se
vypo čte podle vztahu:vypo čte podle vztahu:
bývá od bývá od --0.25 po 0.50.25 po 0.5

�� alternativn ě se používáalternativn ě se používá

polarizátorypolarizátory
vzorekvzorek

zdrojzdroj
světlasvětla

detektordetektor

excitaceexcitace

emiseemise
hv

hv

II

II
P

+
−=

II
r

−=�� alternativn ě se používáalternativn ě se používá
anisotropie anisotropie rr ::

�� obě veličiny jsou zam ěnitelné (vnit řně souvisí):obě veličiny jsou zam ěnitelné (vnit řně souvisí):

�� jako tracer fungují konjugáty malých molekul (pepti dy, lé čiva, jako tracer fungují konjugáty malých molekul (pepti dy, lé čiva, 
pesticidy, …), které jsou pomocí vhodného m ůstku (linker) spojenypesticidy, …), které jsou pomocí vhodného m ůstku (linker) spojeny
s fluoroforem (fluorescein, rhodamin)s fluoroforem (fluorescein, rhodamin)
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hv
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FRETFRET FörsterFörster energy resonance transferenergy resonance transfer

�� přenos energie zá řivými nebo nezá řivými mechanismypřenos energie zá řivými nebo nezá řivými mechanismy mezi dv ěma mezi dv ěma 
chromoforychromofory
– zářivý (triviální) p řenos - excitovaná molekula donoru emituje zá ření, které 

je absorbováno molekulou akceptoru
– nezářivý p řenos energie (FRET) - ve sm ěsi molekul dochází k absorpci 

pouze molekulami donoru, avšak kone čným výsledkem je excitovaná
molekula akceptoru (chromofor, budící zá ření sám neabsorbuje)

– nedochází k emisi sv ětla donorem

SS11

neradia čníneradia ční
přechodypřechodySS11

SS11

absorbceabsorbce
donorudonoru

rezonan čnírezonan ční
přenospřenos

donor                  akceptordonor                  akceptor

emiseemise
akceptoruakceptoru

přechodypřechody

SS00 SS00



Efektivita FRETEfektivita FRET

�� dána pom ěrem vzdálenosti dána pom ěrem vzdálenosti rr mezi mezi D a AD a A
a Forsterova polom ěru a Forsterova polom ěru rr 00, nebo alternativn ě poměry doby , nebo alternativn ě poměry doby ττ nebo nebo 
intenzity intenzity FF fluorescence donoru bez (fluorescence donoru bez ( ττ, , FF) a v přítomnosti () a v přítomnosti ( ττ’ ,’ ,FF’) ’) 
akceptoru, závisí dáakceptoru, závisí dále le na:na:
– vzdálenosti mezi donorem a akceptorem
– speltrální p řekryv emisního pásu donoru a absob čního pásu akceptoru
– vzájemné relativní orientaci dipól ů donoru a akceptoru

D

D

D

D

F

F

r
r

E
'

1
'

1

1

1
6
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−=−=






+

=
τ
τ

�� pravd ěpodobnost pravd ěpodobnost rrezonan čníezonančníhoho p řenospřenosuu energie energie ur čuje určuje kkDADA,,

– určující složkou je dipól-dipólový p řenos energie
– Förster ův vzorec (v p řípadě slabé vazby, 

kdy vzájemné interakce donoru a akceptoru
neovlivní optická spektra)

– τD – doba dohasínání fluorescence donoru, r0 – vzdálenost, ve které je 
pravd ěpodobnost p řenosu energie rovna pravd ěpodobnosti vnit řní 
deaktivace vzbuzeného stavu molekuly, rDA – vzdálenost mezi donorem 
a akceptorem

6
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
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donor - fluorescen ční skupina (fluorofor)

akceptor - zhášející skupina (quencher)

FRETFRET uspořádáníuspořádání

excitace 

nezářivý p řenos energie
na blízkou skupinu akceptoru

ŽÁDNÁ FLUORESCENCE

hydrolysa vhodné skupiny
ve spojovacím m ůstku oddálení - není

přenos energie 

NÁSTUPŽÁDNÁ FLUORESCENCE NÁSTUP
FLUORESCENCE 

komplementární DNA
(target)

“molecular
beacon”

+



FRET FRET -- vhodné skupinyvhodné skupiny

O N(CH )(CH ) N

O

O

O

OHOH

O R

N
CH3 CH3

S OO

R

FAMFAM
dansyldansyl

fluorofory (donory, R zna čí napojenífluorofory (donory, R zna čí napojení
na další část molekuly)na další část molekuly)

NO2

NO2

O

R
O

O

O

N(CH3)2(CH3)2N

O R

(CH3)2N N
N S

O

O

O R

DNPDNP TMRTMR
DABSYLDABSYL

zhášeče (akceptory)zhášeče (akceptory)



Vícenásobné značení Vícenásobné značení -- detekce mutacídetekce mutací



FISH fluorescence in situ hybridizationFISH fluorescence in situ hybridization

�� dual molecular beacon dual molecular beacon -- vyvyšší specifita šší specifita -- ob ě proby musí hybridizovat obě proby musí hybridizovat 
s cílovými místy, technika "adjacent probes"s cílovými místy, technika "adjacent probes"



Real time PCRReal time PCR

�� zviditeln ění průběhu zviditeln ění průběhu 
pomocí MBpomocí MB
– 95 oC denaturace 
– 65 oC annealing, 

přisednutí primer ů a 
MB = fluorescence

– 72 oC prodloužení 
vláken



FRET: in vivo interakce biomolekulFRET: in vivo interakce biomolekul

BFP                                        GFPBFP                                        GFP

BFPBFP
excitaceexcitace
při 380 nmpři 380 nm

GFPGFP
bez emisebez emise
při 510 nmpři 510 nm

separované biomolekulyseparované biomolekuly

asociaceasociace

++

BFPBFP
excitaceexcitace
při 380 nmpři 380 nm

GFPGFP
nástup emisenástup emise
při 510 nmpři 510 nm



FRET: in vivo interakce biomolekulFRET: in vivo interakce biomolekul

konforma ční změnykonforma ční změny hydrolytické št ěpeníhydrolytické št ěpení

donor      akceptordonor      akceptor

interakce ligand a receptorinterakce ligand a receptor fúze liposom ůfúze liposom ů



FRET imaging v mikroskopiiFRET imaging v mikroskopii

�� lokalizace a vzdálenosti lokalizace a vzdálenosti 
biomolekul v bu ňcebiomolekul v bu ňce



GeneGene--PINPIN

�� oligonukleotid oligonukleotid -- "inteligentní" DNA proba obsahujíc í sekvenci "inteligentní" DNA proba obsahující sekvenci 
komplementární k cílové sekvenci v analyzovaném vzo rkukomplementární k cílové sekvenci v analyzovaném vzo rku

�� na jednom konci má řadu G, na druhém konci řadu C a navíc skupinu na jednom konci má řadu G, na druhém konci řadu C a navíc skupinu �� na jednom konci má řadu G, na druhém konci řadu C a navíc skupinu na jednom konci má řadu G, na druhém konci řadu C a navíc skupinu 
fluoroforufluoroforu

�� v roztoku tedy vytvo ří vlásenkovou strukturu, v níž se fluorofor v roztoku tedy vytvo ří vlásenkovou strukturu, v níž se fluorofor 
přiblíží ke guaninovým zbytk ům, které fungují jako zháše čpřiblíží ke guaninovým zbytk ům, které fungují jako zháše č

�� v přítomnosti cílové sekvence se vlásenka otev ře a objeví se v přítomnosti cílové sekvence se vlásenka otev ře a objeví se 
fluorescencefluorescence

�� výhody: jednoduchost, rychlost, citlivost (10výhody: jednoduchost, rychlost, citlivost (10 --77 až 10až 10--1212 M)M)



Elektrochemiluminescence (ECL)Elektrochemiluminescence (ECL)

�� chemiluminescence jako vchemiluminescence jako výsledek elektrochemické rea kce, ýsledek elektrochemické reakce, ze ze 
stabilního prekurzoru na povrchu elektrody vytvo řen vysoce stabilního prekurzoru na povrchu elektrody vytvo řen vysoce 
reaktivní prvekreaktivní prvek, který , který reagujreagujee za tvorby sv ětelného zábleskuza tvorby sv ětelného záblesku

�� cchemiluminiscentní reakce, která vede k emisi foto nu z rutheniového hemiluminiscentní reakce, která vede k emisi fotonu  z rutheniového 
komplexu, je iniciována elektricky, spíše než chemi ckykomplexu, je iniciována elektricky, spíše než chemi cky

�� realizace ECL na povrchu elektrody umož ňuje p řesnou prostorovou realizace ECL na povrchu elektrody umož ňuje p řesnou prostorovou 
kontrolu procesu, v četně zapnutí a vypnutí (ON / OFF), PMT detektor kontrolu procesu, v četně zapnutí a vypnutí (ON / OFF), PMT detektor 
je prostorov ě velmi blízkoje prostorov ě velmi blízkoje prostorov ě velmi blízkoje prostorov ě velmi blízko

�� hlavní výsledek je intenzita sv ětelného toku, podružnou informací je hlavní výsledek je intenzita sv ětelného toku, podružnou informací je 
závislost proudové odezvy elektrodyzávislost proudové odezvy elektrody

�� vhodné i pro velmi nestabilní látky (generování in situ)vhodné i pro velmi nestabilní látky (generování in situ)
�� možnost recyklování možnost recyklování -- zesilovací ú činekzesilovací ú činek
�� ECL lze provést i s luminolemECL lze provést i s luminolem
�� komplexy ruthenia s bipyridinem, komplexy ruthenia s bipyridinem, [[Ru(bpy)Ru(bpy) 33]] 2+2+

�� technologie se využívá v imunoanalyzátorech firmy R ochetechnologie se využívá v imunoanalyzátorech firmy R oche



Systém BioverisSystém Bioveris

Luminiscence
emise sv ětla

Chemi-
předání chem.
energie

620 nm620 nm

Elektro-
elektrochemická
iniciace

�� ruthenium a TPA jsou oxidovány po aplikaci nap ětí na elektroduruthenium a TPA jsou oxidovány po aplikaci nap ětí na elektrodu
�� radikál TPAradikál TPA .+.+ ztrácí proton, redukuje Ruztrácí proton, redukuje Ru 3+3+ na Runa Ru2+2+, které z , které z 

excitovaného stavu p řechází do základního za vyzá ření fotonuexcitovaného stavu p řechází do základního za vyzá ření fotonu
�� Ru se nespot řebovává Ru se nespot řebovává –– recykluje se recykluje se –– zesilovací mechanismuszesilovací mechanismus

–– zvýšení citlivosti stanovenízvýšení citlivosti stanovení



BioVeris tagBioVeris tag

�� stabilní neizotopická zna čkastabilní neizotopická zna čka
�� různé formy pro biomolekuly:různé formy pro biomolekuly:

–– BVBV--TagTag--NHSNHS--esterester aminy (bílkoviny)aminy (bílkoviny)
–– BVBV--TagTag--fosforamidfosforamid fosfoskupiny (nukleové kyseliny)fosfoskupiny (nukleové kyseliny)
–– BVBV--TagTag--maleimidmaleimid thiolythioly

N

Ru
2+

N

N

N

N

N

N

O

O
O

O

BVBV--TagTag--NHSNHS

–– BVBV--TagTag--maleimidmaleimid thiolythioly
–– BVBV--TagTag--hydrazidhydrazid sacharidysacharidy
–– BVBV--TagTag--aminamin karboxylykarboxyly

�� podobný je systém ELECSYSpodobný je systém ELECSYS
�� obvykle kombinováno se záchytem pomocí magnetického  nosi čeobvykle kombinováno se záchytem pomocí magnetického  nosi če



Biotin a (strept)avidinBiotin a (strept)avidin
�� široce používáno pro p řípravu konjugát ů, značení a imobilizaceširoce používáno pro p řípravu konjugát ů, značení a imobilizace

– 1927 - objeveno, že krysy krmené bílkem dostanou derm atitidu
– 1940 tu odstraní vitamin H
– 1941 efekt p řiřazen avidinu a objevena vysoká afinita avidinu k bio tinu
– 1976 praktické využití interakce pro zna čení - Wilchek



NHNH

S

O

O

OH

Biotin / Biotin / aavidinvidin
�� velmi pevnvelmi pevná interakce, á interakce, KKD D = 1.3 x 10= 1.3 x 10--1515 MM
�� odolnost komplexu odolnost komplexu -- stabilní v 8 M  guanidinustabilní v 8 M  guanidinu

při pH 5, disociuje až p ři pH sníženém na 1.5při pH 5, disociuje až p ři pH sníženém na 1.5

�� biotinbiotin , vitamin B, vitamin B 77, vitamin H , vitamin H 

�� avidinavidin
– tetramer (4 x 16.4 = 58 kDa)
– každá podjednotka má vazebné místo pro biotin

DD--biotinbiotin

– každá podjednotka má vazebné místo pro biotin
– glykoprotein, pI 9.5, izoluje se z vaje čného bílku

�� streptavidinstreptavidin
– obdobný (tetramer 4 x 15 kDa), ale strukturn ě i co do aa složení odlišný 

od avidinu
– pI 5-6 - menší celkový náboj - mén ě nespecifických interakcí
– ze Streptomyces avidinii
– výhodou mnohem menší nespecifické interakce

�� neutravidinneutravidin
– deglykosylovaná forma avidinu (nevadí lektiny), pI 6.3



�� avidinavidin streptavidinstreptavidin



Detaily vazebného místaDetaily vazebného místa
avidinavidin streptavidinstreptavidin



Reverzibilita komplexuReverzibilita komplexu

�� interakce mezi biotinem a interakce mezi biotinem a 
avidinem za normálních avidinem za normálních 
podmínek nelze p řerušitpodmínek nelze p řerušit

�� imobilizace r ůzných imobilizace r ůzných 
biotinylovaných biomolekulbiotinylovaných biomolekul
na avidinovaný povrchna avidinovaný povrch

BB
lze přerušitlze přerušit

nelzenelze

�� nitroavidinnitroavidin –– připraví se připraví se 
nitrací tyrosinových zbytk ů nitrací tyrosinových zbytk ů 
v avidinu (volný nebo v avidinu (volný nebo 
imobilizovaný) pomocí imobilizovaný) pomocí 
tetranitromethanutetranitromethanu

�� interakci mezi biotinem a interakci mezi biotinem a 
nitroavidinem lze narušit nitroavidinem lze narušit 
nadbytkem biotinu nebo p ři nadbytkem biotinu nebo p ři 
pH 10pH 10

BB
NONO22

lze přerušitlze přerušit



BiotinBiotinylaceylace -- lysin, ev. jiné lysin, ev. jiné --NHNH
22
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�� alternativn ě lépe rozpustnýalternativn ě lépe rozpustný nebo s delším spacerem:nebo s delším spacerem:

SulfoSulfo--NHSNHS--biotin:biotin: NHSNHS--LCLC--biotin:biotin:
(i sulfo varianta)(i sulfo varianta)

1.35 nm1.35 nm xx 2.24 nm2.24 nm



Biotinylace Biotinylace ––SHSH

N

NHNH

S

O

N
H

N
H

COOH OO
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maleimidomaleimido--propionylbiocytinpropionylbiocytin

R SH
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R S S ......

NN--[6[6--(biotinamido)hexyl](biotinamido)hexyl]--3’3’--(2’(2’--pyridyldithio)pr opionamidpyridyldithio)propionamid

biotinbiotin--HPDPHPDP
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Biotinylace Biotinylace sacharidůsacharidů

biocytinbiocytin--hydrazidhydrazid
po oxidaci jodistanem po oxidaci jodistanem 
na aldehydna aldehyd

s CDI účinkuje i na s CDI účinkuje i na 
Asp a GluAsp a Glu

2
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Biotinylace Biotinylace Tyr, HisTyr, His

diazobenzoyldiazobenzoyl--biocytinbiocytin
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UV light

FotobiotinFotobiotin

NN--(4(4--azidoazido--22--nitrofenyl)nitrofenyl)--aminopropylaminopropyl--
--N’N’--(N(N--DD--biotinylbiotinyl--33--aminopropyl)aminopropyl)--N’N’--
--methylmethyl--1,31,3--propandiaminpropandiamin

R NH2

N

N  

N

NO
O

N
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O

NH
R

fotoaktivace,
expanze kruhu



ModifikaceModifikace

�� genetické manipulacegenetické manipulace
– mutace Y33H - pH-nastavitelná vazba biotinu
– monovalentní protein (N23A, S27D, S45A) - odstran ění crosslink-

interakcí

�� cílená kovalentní vazba polymer ů reagujících na stimulycílená kovalentní vazba polymer ů reagujících na stimuly
– "molecular switches" - reakce na podn ěty - teplota, pH, sv ětlo, … 

změnou konformace
– "smart polymers"– "smart polymers"

�� fúzní chimerické proteinyfúzní chimerické proteiny
– dvojí afinita
– "single-chain"



Existující Existující aa budoucíbudoucí možnostimožnosti



Radioaktivní Radioaktivní 
značeníznačení

� sledování radioaktivn ě označené bílkoviny, nukleové kyseliny, 
substrátu nebo produktu enzymové reakce

� používané slou čeniny:
– jednoduché - 14CO2, 3H2O, 35SO4

2-

– uniform ě značené - [14C] alanin, [ 14C] ethanol
– specificky zna čené L-[methyl- 14C] methionin, [methyl- 3H] thymin

� jednotky: Bequerel ~ s -1 (dle SI), Curie ~ 1 g 226Ra, (µCi – mCi v praxi)
�� detektorydetektory

– ioniza ční (Geiger -Mullerova trubice) - scintila ční– ioniza ční (Geiger -Mullerova trubice) - scintila ční
– polovodi čové skenery - fotografický materiál

�� separace rad. produktuseparace rad. produktu
– precipitací, extrakce
– vývoj nebo inkorporace rad. plynu nebo t ěkavé látky
– elektroforesa, papírová nebo tenkovrstevná chromato grafie

�� výhody: p řesnost, chemická identita, m ěření radioaktivity nezávisí na výhody: p řesnost, chemická identita, m ěření radioaktivity nezávisí na 
form ě a podmínkáchform ě a podmínkách

�� problémy: nákladné vybavení i reagencie, pracovní r izikaproblémy: nákladné vybavení i reagencie, pracovní r izika



Radioaktivní Radioaktivní 
značeníznačení
�� vysoce citlivé zvysoce citlivé z hlediska detekcehlediska detekce
�� komplikací je striktní dodržování zásad bezpe čnosti práce komplikací je striktní dodržování zásad bezpe čnosti práce 

ss radioaktivním materiálem a získání pot řebného oprávn ěníradioaktivním materiálem a získání pot řebného oprávn ění
�� pro zna čení biomolekul p řichází do úvahy řada izotop ů:pro zna čení biomolekul p řichází do úvahy řada izotop ů:
�� β zářiče β zářiče -- 1414C, C, 3232P, P, 3535S a S a 33HH

– slabé zá ření vyžaduje použití scintila čních činidel

�� γ zářiče γ zářiče -- 131131I a I a 125125II
– lepší z hlediska citlivosti detekce sledovatelné p římo s několika řádově – lepší z hlediska citlivosti detekce sledovatelné p římo s několika řádově 

lepší odezvou

��
131131I má velmi silné zá ření a zejména krátký polo čas (8,1 dne)I má velmi silné zá ření a zejména krátký polo čas (8,1 dne)
– obojí je nevýhodné

��
125125II mámá delší polo čas rozpadu (60 dní) a je slabší zá řičdelší polo čas rozpadu (60 dní) a je slabší zá řič



JodaceJodace
�� lze využít p římo vodný roztok Ilze využít p římo vodný roztok I 22, který obsahuje reaktivní formu , který obsahuje reaktivní formu 

HH22OIOI++, vznikající v, vznikající v d ůsledku rovnovážných reakcídůsledku rovnovážných reakcí
�� dochází kdochází k substituci aktivovaných aromatických jader  tyrozinu (mono substituci aktivovaných aromatických jader tyrozinu  (mono 

i disubstituce) a histidinui disubstituce) a histidinu
�� mohou být najodovány n ěkteré um ěle vnesené skupinymohou být najodovány n ěkteré um ěle vnesené skupiny
�� jodace obvykle snižuje rozpustnost bílkovinjodace obvykle snižuje rozpustnost bílkovin
�� doba reakce ur čuje stupe ň jodacedoba reakce ur čuje stupe ň jodace
�� ukon čí se přidáním reduk čního činidla, nap ř. dithioni čitanuukon čí se přidáním reduk čního činidla, nap ř. dithioni čitanu�� ukon čí se přidáním reduk čního činidla, nap ř. dithioni čitanuukon čí se přidáním reduk čního činidla, nap ř. dithioni čitanu

OH

R

NN

R

OH

R

I

NN

R

I

H

OH

R

I

I

I2 + H2O

I3- I2 + I-

H2OI+ + I-

H2OI+

H2OI+ H2OI+



Jodační činidlaJodační činidla
�� pro oxidaci jodidu se používá nej častěji pro oxidaci jodidu se používá nej častěji chloramin Tchloramin T

�� dostupný i vdostupný i v imobilizované form ě na polystyrenových částicích jako imobilizované form ě na polystyrenových částicích jako 
tzv. IODOtzv. IODO--BEADS (Pierce)BEADS (Pierce)
– výhodou je pomalejší reakce a lepší kontrola pr ůběhu a stupn ě jodace

CH3

SO2 N Cl

CH3

SO2 NH2125I- + 2H+

125I-Cl

-

+

�� IODOIODO--GENGEN
– 1,3,4,6-tetrachloro-3 α,6α-difenylglykouril
– nerozpustný ve vod ě, potáhne se jím povrch

pracovní nádoby

�� laktoperoxidasová laktoperoxidasová jodacejodace
– nosi č s imobilizovanou glukosa oxidasou

(generuje s glukosou peroxid vodíku) a 
laktoperoxidasou - oxiduje jodid na jod

NN
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BoltonBolton--Hunterovo činidloHunterovo činidlo
�� často efektivn ější než p římá jodacečasto efektivn ější než p římá jodace
�� když nejsou k dispozici volné tyrosinové zbytkykdyž nejsou k dispozici volné tyrosinové zbytky
�� napřed se najoduje činidlo, to se pak konjuguje s bílkovinounapřed se najoduje činidlo, to se pak konjuguje s bílkovinou
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Radioaktivně značené protilátkyRadioaktivně značené protilátky
�� cílené radioterapeutické aplikacecílené radioterapeutické aplikace
�� radionuklidy radionuklidy -- 212212Bi, Bi, 8888Y, Y, 9090Y, Y, 9999Tc, Tc, 6767Cu, Cu, 186186Re, Re, 188188Re, Re, 6666Ga, Ga, 6767Ga, Ga, 111111In, In, 

114114In, In, 115115InIn
�� přímé metodypřímé metody

– jodace, interakce kov ů s povrchovými -SH skupinami

�� nepříménepřímé
– zavedení chelátových skupin komplexujících ionty kov ů

– BCA, "bifunctional chelating agents"
– DTPA, diethylentetraaminpentaoctová kyselina - na bázi dianhydridu pro – DTPA, diethylentetraaminpentaoctová kyselina - na bázi dianhydridu pro 

derivatizaci -NH 2 skupiny
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LiposomyLiposomy
�� poprvé popsal Bangham v roce 1965poprvé popsal Bangham v roce 1965
�� široké uplatn ění vširoké uplatn ění v bioanalytických aplikacích, jako nosi čů bioanalytických aplikacích, jako nosi čů 

terapeutických prost ředků nebo vakcín, kosmetický pr ůmyslterapeutických prost ředků nebo vakcín, kosmetický pr ůmysl
�� spontánn ě vznikající sférické lipidové struktury sestávající  spontánn ě vznikající sférické lipidové struktury sestávající  

zz fosfolipidových dvojvrstev fosfolipidových dvojvrstev (jedna nebo n(jedna nebo n ěkolik) tvo řených ěkolik) tvo řených 
amfifilními molekulamiamfifilními molekulami --
– mohou být p řítomny také nap ř. cholesterol, mastné kyseliny 

nebo další látky d ůležité pro funkcionalizaci povrchu liposom ů

�� amfifilní molekuly na rozhraní fází amfifilní molekuly na rozhraní fází –– voda / vzduch voda / vzduch -- vytvá ří vytvá ří �� amfifilní molekuly na rozhraní fází amfifilní molekuly na rozhraní fází –– voda / vzduch voda / vzduch -- vytvá ří vytvá ří 
orientovanou strukturu monovrstvy, kdy polární části molekuly orientovanou strukturu monovrstvy, kdy polární části molekuly 
směřují do vodné fáze a nepolární do prost ředí vzduchusměřují do vodné fáze a nepolární do prost ředí vzduchu

�� mezi jednotlivými dvojvrstvami je uzav řena vodná fáze mezi jednotlivými dvojvrstvami je uzav řena vodná fáze -- m ůže může 
obsahovat hydrofilní látky, do lipidové dvojvrstvy lze vpravit obsahovat hydrofilní látky, do lipidové dvojvrstvy lze vpravit 
hydrofobní látkyhydrofobní látky



Vrstvy a micelyVrstvy a micely

�� lipidová dvojvrstva sestává ze dvou monovrstev nad sebou lipidová dvojvrstva sestává ze dvou monovrstev nad sebou 
orientovaných tak, že nepolární části jsou uvnit ř struktury, kde orientovaných tak, že nepolární části jsou uvnit ř struktury, kde 
navzájem interagujínavzájem interagují
– základem p řirozených biomembránových struktur

�� sbalením monovrstvy do kulovitého tvaru vzniká mice la (ve vodném sbalením monovrstvy do kulovitého tvaru vzniká mice la (ve vodném 
prost ředí) nebo obrácená (invertovaná)prost ředí) nebo obrácená (invertovaná)
micela (v nevodném prost ředí)micela (v nevodném prost ředí)

~ ~ 4 nm4 nm



Uzavřené strukturyUzavřené struktury

�� sbalením dvojvrstvy do sférické struktury vznikají membránové sbalením dvojvrstvy do sférické struktury vznikají membránové 
váčky (vesikly) váčky (vesikly) –– liposomyliposomy , které uvnit ř obsahují vodnou fázi, které uvnit ř obsahují vodnou fázi

�� nejjednodušší jsou unilamelární (ULV) v praxi nejvh odnějšínejjednodušší jsou unilamelární (ULV) v praxi nejvh odnější
– 20 až 50 nm – SUV, „ small unilamellar vesicles “, velké zak řivení povrchu
– od 100 nm až do asi 1 µm LUV, „ large … “
– 1 až 200 µm GUV, „ giant … “

�� multilamelární (MLV, p řipravují se nejsnadn ěji a jsou stabiln ější), až multilamelární (MLV, p řipravují se nejsnadn ěji a jsou stabiln ější), až 
20 µm, uspo řádány koncentricky i nekoncentricky20 µm, uspo řádány koncentricky i nekoncentricky

�� multivesikulmultivesikul ární (MVV) ární (MVV) -- obsahují uvnit ř několik vesikl ůobsahují uvnit ř několik vesikl ů�� multivesikulmultivesikul ární (MVV) ární (MVV) -- obsahují uvnit ř několik vesikl ůobsahují uvnit ř několik vesikl ů



Příprava liposomů Příprava liposomů 

�� rozpušt ění směsi lipid ů vrozpušt ění směsi lipid ů v org. rozpoušt ědle (chloroform:methanol, 2:1)org. rozpoušt ědle (chloroform:methanol, 2:1)
– lze použít i rozpoušt ědla mísítelná s vodou, zejména ethanol; nejsou v n ěm ale 

rozpustné všechny lipidy pot řebné pro p řípravu liposom ů

�� rozptýlení ve vodné fázirozptýlení ve vodné fázi
– po odpa ření rozpoušt ědle ve vodné fázi se dá využít mechanické prot řepávání, 

vysokotlaká emulzifikace, ozvu čování, protla čování membránou s póry (extruze) 
nebo opakované zmražování / rozmražování - vznikají různé druhy liposom ů

– přidání detergent ů, které proces disperze usnadní do časným maskováním 
nepolárních částí (Triton X-100, cholát, oktylglukosid)

– přidání chaotropních činidel (mo čovina, guanidin HCl, thiokyanát, nitrát)– přidání chaotropních činidel (mo čovina, guanidin HCl, thiokyanát, nitrát)

�� izolaci žádané frakce zizolaci žádané frakce z populace liposom ůpopulace liposom ů

�� separace nadbyte čných modifikujících látek nezachycených uvnit ř liposom ů,separace nadbyte čných modifikujících látek nezachycených uvnit ř liposom ů,
– gelová filtrace (Sephadex G-50) nebo dialýza
– pro velikostní frakcionaci liposom ů (Sepharosa 2B nebo 4B)

�� uchováváníuchovávání
– ve vodném prost ředí obvykle vede k reorganizaci liposom ů

– zmražení poškozuje integritu vn ější membrány
– zmražení v p řítomnosti polyol ů nahrazujících vodu, nap ř. sorbitol



LipidyLipidy

�� složení je variabilní:složení je variabilní:
– cholesterol
– fosfatidylethanolamin (PE)
– fosfatidylglycerol (PG)
– fosfatidylcholin (PC lecithin)
– fosfatidylserin (PS)
– fosfatidylinositol (PI)
– roztoky je t řeba chránit p řed 

oxidací, udržovat ve tm ě
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fosfatidová fosfatidová 
kyselinakyselina

PCPC PEPE

�� R značí zbytek mastné R značí zbytek mastné 
kyseliny, nap ř.kyseliny, nap ř.
– kyselina myristová 

R = CH3(CH2)12-
– kyselina palmitová 

R = CH3(CH2)14-
– kyselina stearová 

R = CH3(CH2)16-
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CholesterolCholesterol
�� může tvo řit až 50% může tvo řit až 50% (mol.)(mol.) zz přítomných lipid ůpřítomných lipid ů

– je v membrán ě do značné míry rigidní
a nemá volnost ohybu

– jeho vzr ůstající podíl snižuje fluiditu 
membrány liposom ů a posouvá fázové p řechody k vyšším teplotám

�� NN11--cholesteryloxykarbonylcholesteryloxykarbonyl--3,73,7--diazanonandiazanonan--1,91,9--diamin  (Cdiamin  (C--DAN)DAN)
– polyaminový kladn ě

nabitý derivát
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nabitý derivát

�� dále je možné do liposom ů včlenit i sfingolipidy na bázi sfingosinu, dále je možné do liposom ů včlenit i sfingolipidy na bázi sfingosinu, 
běžné vběžné v p řirozených membránách, prakticky to omezuje vysoká c ena přirozených membránách, prakticky to omezuje vysoká c ena 
těchto složektěchto složek



Náboj liposomůNáboj liposomů
�� neutrální (PC, PE)neutrální (PC, PE)

– náchylné k agregaci a sedimentaci

�� záporn ě nabité (PG, k. fosfatidová, PS)záporn ě nabité (PG, k. fosfatidová, PS)
– dob ře vychytávány bu ňkami, uvolní obsah p ři cirkulaci

�� kladn ě nabité (dimethyldioktadecylamonium bromid, DoDAB, kladn ě nabité (dimethyldioktadecylamonium bromid, DoDAB, 
stearylamin, Cstearylamin, C--DAN)DAN)
– zejména pro p řenos nukleových kyselin (genová terapie)

Charakterizace vlastnostíCharakterizace vlastnostíCharakterizace vlastnostíCharakterizace vlastností

�� morfologické (velikost, tvar, stabilita, distribuce  velikostí morfologické (velikost, tvar, stabilita, distribuce  velikostí --
mono/polydisperzní, nábojmono/polydisperzní, náboj

�� strukturní organizace (permeabilita a fluidita)strukturní organizace (permeabilita a fluidita)
�� funkcionalizace (zachytávací kapacita, stabilita, r eaktivita, schopnost funkcionalizace (zachytávací kapacita, stabilita, r eaktivita, schopnost 

fúzování)fúzování)
�� technikytechniky

– elektronová mikroskopie (SEM, cryo-TEM)
– rozptyl sv ětla (statický SLS a dynamický DLS)
– separace (SEC, FFF, CZE)
– kalorimetrie (DSC) - určení teploty p řechodu Tm



�� interagujícíinteragující povrchov ě zakotvené molekulypovrchov ě zakotvené molekuly
makromolekulymakromolekuly

�� amfifilní molekulyamfifilní molekuly

malé ve vod ěmalé ve vod ě
rozpustné látkyrozpustné látky

�� zakotvenézakotvené

Funkcionalizace liposomuFunkcionalizace liposomu

�� zakotvenézakotvené
makromolekulymakromolekuly lipofilní látkylipofilní látky

�� ve vod ě rozpustnéve vod ě rozpustné
makromolekulymakromolekuly

hydrofilní proteinhydrofilní protein
zakotvený p řes zakotvený p řes 
hydrofobní částhydrofobní část

integrální proteinintegrální protein



(Chemická) modifikace liposomů(Chemická) modifikace liposomů

�� aktivace liposom ů je možná p ředemaktivace liposom ů je možná p ředem
– modifikací komponent tvo řících membránu
– biotinylované liposomy
– přímé zakotvení lipofilních antigen ů (kardiolipiny, 

glykosfingolipidy) nebo biomolekul modifikovaných l ipidy

�� nebo až u hotového liposomunebo až u hotového liposomu
– oxidace PG nebo PI v diolové části pomocí jodistanu – vznikne – oxidace PG nebo PI v diolové části pomocí jodistanu – vznikne 

aldehydová skupina
– volné aminoskupiny u fosfatidylethanolaminu a fosfatidylserinu, 

nebo p řidání stearylaminu
– karboxyskupina z PS, lze získat za členěním karboxylových 

kyselin s dostate čně dlouhým alifatickým řetězcem p římo do 
membrány

– hydroxylové skupiny u fosfatidylglycerolu a fosfatidylinositolu



Náplň liposomůNáplň liposomů

�� při přípravě mohou být dovnit ř vpraveny r ůzné látky při přípravě mohou být dovnit ř vpraveny r ůzné látky 
zz okolního vodného prost ředíokolního vodného prost ředí
–– barviva, fluorofory, enzymy, lé čiva, … barviva, fluorofory, enzymy, lé čiva, … 

�� liposomy pak fungují jako nosi če velkého množství liposomy pak fungují jako nosi če velkého množství 
detekovatelných nebo jinak "užite čných" komponentdetekovatelných nebo jinak "užite čných" komponent
– mohou být s vysokou citlivostí stanoveny po uvoln ění do 

okolního prost ředí rozrušením membrány liposomu detergentem -okolního prost ředí rozrušením membrány liposomu detergentem -
- zesilovací mechanismus

– postupn ě se uvol ňují v cílovém prost ředí po specifické vazb ě 
liposomu na vhodné determinanty na povrchu bun ěk, tzv. cílené 
směrování - "homing"



Homogenní imunostanoveníHomogenní imunostanovení
�� použití komplementu (skupina sérových bílkovin, ni čících cizí bu ňky)použití komplementu (skupina sérových bílkovin, ni čících cizí bu ňky)

– cizí bu ňka (resp. liposom) je opsonizována protilátkami, pak  se navážou 
složky komplementu a zlyzují bu ňku (resp. liposom - p řitom se uvolní 
značka) - CMLIA (complement mediated liposome IA)

�� lyze pomocí mellitinu (cytolysin, 26 AA) lyze pomocí mellitinu (cytolysin, 26 AA) -- CyMLIACyMLIA
– konjugát mellitinu s antigenem, v imunokomplexu mel litin blokován

kompetitivní stanoveníkompetitivní stanovení



Heterogenní stanoveníHeterogenní stanovení

�� LISA, liposome immunosorbent assaysLISA, liposome immunosorbent assays

�� varianta s využitím biotinu/avidinu varianta s využitím biotinu/avidinu -- univerzální použitíuniverzální použití�� varianta s využitím biotinu/avidinu varianta s využitím biotinu/avidinu -- univerzální použitíuniverzální použití

�� výhoda: vyšší citlivost oproti klasické ELISAvýhoda: vyšší citlivost oproti klasické ELISA



Boronátové komplexyBoronátové komplexy
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�� kyselina boritá je schopna vytvá řet komplexy se slou čeninami kyselina boritá je schopna vytvá řet komplexy se slou čeninami 
obsahujícími diolové uskupení obsahujícími diolové uskupení –– sacharidy, glykopro teinysacharidy, glykoproteiny

�� možnost využití pro reversibilní imobilizaci biomol ekul pomocí možnost využití pro reversibilní imobilizaci biomol ekul pomocí 
kyseliny kyseliny mm--aminofenylborité (aminofenylborité ( APBAAPBA ):):kyseliny kyseliny mm--aminofenylborité (aminofenylborité ( APBAAPBA ):):

�� nejznám ější je možnost m ěření hladiny glykosylovaného nejznám ější je možnost m ěření hladiny glykosylovaného 
hemoglobinuhemoglobinu
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�� velmi silnou komplexaci mezi kyselinou fenylboritou  (velmi silnou komplexaci mezi kyselinou fenylboritou  (PBAPBA) a ) a 
salicylhydroxamovou (salicylhydroxamovou ( SHASHA) využívá firma Prolinx pro generický ) využívá firma Prolinx pro generický 
způsob imobilizace biomolekulzpůsob imobilizace biomolekul či tvorbu biokonjugát ů:či tvorbu biokonjugát ů:

Boronátové komplexy (Versalinx)Boronátové komplexy (Versalinx)
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�� SHA je obvykle kovalentn ě navázána na  SHA je obvykle kovalentn ě navázána na  jednom partneru ajednom partneru a PBA PBA 
(nebo diboritá varianta PDBA) je v preaktivované fo rmě pro (nebo diboritá varianta PDBA) je v preaktivované fo rmě pro 
modifikaci biomolekul:modifikaci biomolekul:

PDBAPDBA--XX--NHSNHS



ImunoreagencieImunoreagencie
�� pro zna čení se využívá specifická interakce mezi vazebným m ístem pro zna čení se využívá specifická interakce mezi vazebným m ístem 

protilátkyprotilátky a rozpoznávaným místem (epitopem) a rozpoznávaným místem (epitopem) antigenuantigenu
– protein, lipopolysacharid, nízkomolekulární hapteny – peptidy, pesticidy, 

toxiny, lé čiva, …

�� protilátka protilátka –– prakticky výhradn ě prakticky výhradn ě imunoglobulin Gimunoglobulin G (IgG)(IgG)
– 160 kDa, 2 vazebná místa pro antigen, tvar Y, 1 Fc a  2 Fab fragmenty
– polyklonální (pAb), monoklonální (mAb), rekombinant ní (rAb)

�� primárníprimární protilátky protilátky –– rozpoznávají cílové místo, ale obvykle  nejsou rozpoznávají cílové místo, ale obvykle nejsou 
nijak dále ozna čenynijak dále ozna čenynijak dále ozna čenynijak dále ozna čeny
– jsou dostupné tisíce prim. Ab a nebylo by ekonomick é od každé 

připravovat r ůzně značené konjugáty
– je to ale samoz řejmě možné, má význam p ři dlouhodobém častém 

používání – zjednoduší se pracovní proces

�� sekundárnísekundární protilátky protilátky –– obvykle zna čené (konjugát s enzymem nebo obvykle zna čené (konjugát s enzymem nebo 
fluoroforem)fluoroforem)
– skupinová specifita – rozpoznávají všechny protilátky pocházející z 

určitého organismu, nap ř. kozí anti myší protilátka rozpozná všechny IgG 
připravené imunizací myší (nebo vytvo řené pomocí DNA pocházející z 
myši)



Sekundární protilátkySekundární protilátky

�� rozpoznávající (anti) protilátky p ůvodem:rozpoznávající (anti) protilátky p ůvodem:
– myší, králi čí, kozí, krysí, ov čí, koňské, lidské

�� specifita v ůči:specifita v ůči:
– celý IgG, IgM, Fc, Fab, IgG 1 2 ..., 

�� konjugované s:konjugované s:
– peroxidasa, alkalická fosfatasa
– fluorescein, rhodamin, Texas red, fykoerithrin
– biotin, streptavidin



Proteiny A, G, LProteiny A, G, L

�� některé kmeny některé kmeny Staphylococcus aureusStaphylococcus aureus produkují protein A produkují protein A 
– skupinový ligand, velmi pevn ě a specificky váže molekuly 

imunoglobulin ů v oblasti Fc fragmentu (až 4 vazná místa)
– 42 kDa, stabilní p ři pH 1 až 12, snadno renaturuje
– KA až 108 l/mol, neváže ale všechny podt řídy IgG

�� skupiny C a G streptokok ů skupiny C a G streptokok ů -- podobný protein Gpodobný protein G
– 23 kDa, nižší afinita k IgG, ale váže širší skupinu  IgG
– má vazebné místo pro albumin (odstran ěno v rekombinantní form ě)– má vazebné místo pro albumin (odstran ěno v rekombinantní form ě)
– produkují i podobné protein H (IgG Fc), protein B ( IgA), Arp (IgG a 

IgA)

�� Peptostreptococcus magnusPeptostreptococcus magnus -- protein Lprotein L
– 35.8 kDa, 4 vazná místa
– váže některé κ (ne však λ) řetězce L protilátek, i Fab a scFv 

fragmenty

�� rekombinantní hybridní varianty (L/G, L/A, …)rekombinantní hybridní varianty (L/G, L/A, …)



Použití proteinů A G Použití proteinů A G 
LL

�� orientovaná imobilizaceorientovaná imobilizace protilátekprotilátek
– na povrchu sensor ů nebo afinitních nosi čů

– vzniklý komplex lze zpevnit prok řížením pomocí 
dimethylpimelimidátu

�� purifikacepurifikace protilátekprotilátek
– po imobilizaci na vhodnou (agarosovou) matrici - Pro tein A 

Sepharose

�� obecn ě použitelné jako obecn ě použitelné jako detekční činidlodetekční činidlo pro pro 
imunokomplexyimunokomplexy
– Protein A zna čený peroxidasou nebo vhodným fluoroforem
– zviditeln ění přítomnosti protilátek



Porovnání specifityPorovnání specifity

Antibody Protein A Protein G Protein L (*)
Bovine ++ ++++ -
Cat + – ?
Chicken – +/– -
Dog +++ + ?
Goat - +++ -
Guinea pig ++++ ++ ?
Horse ++ ++++ ?
Human IgG 1, IgG2, IgG4 ++++ ++++ ++++
Human IgG 3 – ++++ ++++Human IgG 3 – ++++ ++++

Human IgM, IgA, IgE +/- – ++++

Human IgD – – ++++
Mouse IgG 1 + ++++ ++++
Mouse (others) ++ ++ ++++
Pig +++ +++ ++++
Rabbit ++++ +++ ++
Rat +/– ++ ++++
Sheep +/– ++ -

* pouze pokud má kapa řetězec



LektinyLektiny
�� buněčné proteoglykany, glykoproteiny a glykolipidy mohou  buněčné proteoglykany, glykoproteiny a glykolipidy mohou  

obsahovat širokou škálu oligosacharidových zbytk ůobsahovat širokou škálu oligosacharidových zbytk ů
– vyskytují se obvykle na povrchu bun ěk jako složky zakotvené do 

bun ěčné membrány
– pro r ůzné buňky mohou být specifické r ůzné sacharidové sekvence
– např. nádorové bu ňky mohou zm ěnit své povrchové oligosacharidy

�� lektiny lektiny -- proteiny schopné rozpoznávat a vázat spec ifické proteiny schopné rozpoznávat a vázat specifické 
konfigurace sacharidových molekulkonfigurace sacharidových molekul
– aglutinace bun ěk (aglutininy)– aglutinace bun ěk (aglutininy)
– precipitace komplexních oligosacharid ů

�� fluorescen čně značené lektiny se uplat ňují p ři:fluorescen čně značené lektiny se uplat ňují p ři:
– detekce povrchových bun ěčných struktur a intracelulárních 

glykoprotein ů v mikroskopii
– detekční postupy v histochemii a cytometrii
– lokalizace glykoprotein ů na gelech a v blotech
– precipitace glykoprotein ů

– aglutinace specifických bun ěk



Concanavalin AConcanavalin A
�� z bobu z bobu Canavalia ensiformisCanavalia ensiformis

((FabaceaeFabaceae , "jack bean", "pig bean"), "jack bean", "pig bean")
�� první známý lektin, 237 aa, Mr 26,5 kDa,první známý lektin, 237 aa, Mr 26,5 kDa,

dvě místa pro ionty kovu (Cadvě místa pro ionty kovu (Ca 2+2+, Mn, Mn2+2+))
�� vytvá ří dimery a z nich pak tetramervytvá ří dimery a z nich pak tetramer

– 4 dostate čně vzdálená vazebná místa
– výhodné pro tvorbu agregát ů,

(např. z erythrocyt ů)

�� má afinitu ke glukose a k manosemá afinitu ke glukose a k manose�� má afinitu ke glukose a k manosemá afinitu ke glukose a k manose
– nejlépe váže methyl-3,6-di-O-(-D-manopyranosyl)- α-D-manopyranosid

�� podjednotka Con Apodjednotka Con A



LektinyLektiny Izolován zIzolován z VlastnostiVlastnosti Vazebná specifitaVazebná specifita

Con ACon A brazilské boby, brazilské boby, 
Canavalia ensiformisCanavalia ensiformis

44--mer, 104 kDamer, 104 kDa
ionty Caionty Ca 2+2+ a Mna Mn2+2+

αα--Glc, Glc, αα--ManMan

WGAWGA obilní klí čky, Triticum obilní klí čky, Triticum 
vulgarisvulgaris

dimer, 36 kDadimer, 36 kDa (GlcNAc)(GlcNAc) 22, NeuNAc, NeuNAc

GSGS-- .. IA4, IA3B, .. IA4, IA3B, 
IA2B2, IAB3, IB4IA2B2, IAB3, IB4

africké boby,africké boby,
Griffonia simplifoliaGriffonia simplifolia

isolektiny, 4isolektiny, 4--
mery, 114 kDamery, 114 kDa

A: term. A: term. αα--GalNAc, B: term. GalNAc, B: term. αα--GalGal

GSGS--IIII -- " " -- 44--mer 113 kDamer 113 kDa term. nereduk. GlcNActerm. nereduk. GlcNAc

PHAPHA--LL fazol,fazol,
Phaseolus vulgarisPhaseolus vulgaris

44--mer, 126 kDamer, 126 kDa GlcNAc(1GlcNAc(1--2)Man2)Man

PNAPNA arašídyarašídy
Arachis hypogleaArachis hypoglea

44--mer, 110 kDamer, 110 kDa term. term. ββ--GalGal
Arachis hypogleaArachis hypoglea

HPAHPA hlemýždi,hlemýždi,
Helix pomatiaHelix pomatia

66--mer, 70 kDa, mer, 70 kDa, 
váže Aváže A--eryhtrocyteryhtrocyt

GalNAcGalNAc

SBASBA soja,soja, Glycine maxGlycine max 44--mer, 120 kDa, mer, 120 kDa, 
isolektinyisolektiny

term. GalNAc a Galterm. GalNAc a Gal

ABAABA žampionžampion , Agaricus , Agaricus 
bisporusbisporus

Monomer, 59 kDaMonomer, 59 kDa ββ--Gal(1Gal(1--3)GalNAc3)GalNAc

PSAPSA hrách,hrách,
Pisum sativumPisum sativum

49 kDa, 449 kDa, 4--mermer αα--ManMan

RCARCA Castor bean,Castor bean,
Ricinus comunisRicinus comunis

120 kDa, 4120 kDa, 4--mermer ββ--GalGal

BB--podjednotka z podjednotka z 
choleratoxinucholeratoxinu

Vibrio choleraeVibrio cholerae Gal, gangliosid GGal, gangliosid G



Fluorescenční značeníFluorescenční značení
pomocí lektinůpomocí lektinů

�� apoptické lidské keratinocyty zna čené ConAapoptické lidské keratinocyty zna čené ConA--
fluoresceinem (okraje membránových puchý řků) fluoresceinem (okraje membránových puchý řků) 
a propidium jodidema propidium jodidem

�� fixované a permeabilizované osteosarkomové fixované a permeabilizované osteosarkomové 
buňkybuňky

– ConA-AlexaFluor-488 - žlutozelen ě, glukopyranosyl
– WGA-AlexaFluor -594 - oranžov ě, GlcNac– WGA-AlexaFluor -594 - oranžov ě, GlcNac
– Hoechst 33342 - mod ře, nukleové kyseliny

�� kapilární endothely a mikroglie z kryo řezu krysího kapilární endothely a mikroglie z kryo řezu krysího 
mozkumozku

– GS-IB4-AlexaFluor 488 (žlutozelen ě)
– neurony - NeuroTrace 530/615 ( červeně)
– jádra - DAPI (mod ře)



HisHis--tagtag
�� purifikace geneticky modifikovaných rekombinantních  protein ů purifikace geneticky modifikovaných rekombinantních  protein ů 

exprimovaných v exprimovaných v E. coliE. coli nebo jiných mikroorganismechnebo jiných mikroorganismech
�� jinak "polyhistidinejinak "polyhistidine--tag" nebo "hexahistidinetag" nebo "hexahistidine--tag" je úsek tag" je úsek 

histidinových zbytk ů na Nhistidinových zbytk ů na N-- nebo Cnebo C--koncikonci
– volí se ten mén ě důležitý nebo dostupn ější

�� slouží k rychlé izolaci pomocí metaloafinitní chrom atografie s Nislouží k rychlé izolaci pomocí metaloafinitní chrom atografie s Ni 2+2+

nebo Conebo Co 2+2+ iontyionty
– eluce snížením pH (protonace His) nebo komplexotvorn ým činidlem 

(imidazol, EDTA)(imidazol, EDTA)
– další formáty - magn. nosi če, jednoú čelové kolony, …

�� po purifikaci se tento koncový úsek odstranípo purifikaci se tento koncový úsek odstraní
– pomocí exopeptidasy z N-konce
– na základ ě další krátké cílové sekvence endoproteinasy

�� vhodné i pro denaturované proteiny (d ůležitá je sekvence)vhodné i pro denaturované proteiny (d ůležitá je sekvence)
�� vadí peptidylprolylisomerasa (25 kDa, SlyD) vadí peptidylprolylisomerasa (25 kDa, SlyD) -- lépe použít SlyDlépe použít SlyD--

deficientní deficientní E. coliE. coli
�� vynalezeno u Roche (licence, akademická zdarma), vh odné vektory vynalezeno u Roche (licence, akademická zdarma), vh odné vektory 

distribuje Qiagendistribuje Qiagen



Vnesení HisVnesení His--tagutagu

�� vnesení DNA úseku kodujícího cílový proteinvnesení DNA úseku kodujícího cílový protein
do vektoru, kde je Hisdo vektoru, kde je His--tag sekvence p řítomnatag sekvence p řítomna
na Cna C--koncikonci

�� použití primeru s Hispoužití primeru s His--tag sekvencí ke spojenítag sekvencí ke spojení
s cílovou DNA v pr ůběhu PCRs cílovou DNA v pr ůběhu PCR

PCRPCR

��

�� primery s repetitivními His sekvencemi (CAC nebo CA T)primery s repetitivními His sekvencemi (CAC nebo CA T)



�� komplexotvorná reakce nitrilotrioctové kyseliny (NT A) s vhodným komplexotvorná reakce nitrilotrioctové kyseliny (NT A) s vhodným 
iotem kovu (Niiotem kovu (Ni 2+2+, Cu, Cu2+2+) a imidazolovým kruhem histidinových ) a imidazolovým kruhem histidinových 
zbytk ůzbytk ů

�� lysinlysin--NTANTA

Metaloafinitní interakceMetaloafinitní interakce
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GSTGST--tagtag
�� glutathionglutathion--SS--transferasa (26 kDa) transferasa (26 kDa) -- má silnou afinitu k nosi čům s má silnou afinitu k nosi čům s 

imobilizovaným glutathionemimobilizovaným glutathionem
�� GST reprezentuje skupinu multifunk čních cytosolických protein ů u GST reprezentuje skupinu multifunk čních cytosolických protein ů u 

eukaryoteukaryot
�� nevyskytují se u prokaryot nevyskytují se u prokaryot -- není tedy žádná kompet ice s není tedy žádná kompetice s 

glutathionovou matricíglutathionovou matricí
�� připraví se fúzí konjugát cílového protein ů s GSTpřipraví se fúzí konjugát cílového protein ů s GST

– exprese se provede v bakteriích– exprese se provede v bakteriích
– GST část může zlepšit rozpustnost eukaryotických bílkovin v 

prokarytickém prost ředí
– purifikace na glutathionové matrici
– odstran ění GST části št ěpením proteasou

OH N
H

N
H

O

NH2

O
SH

O

OH

O

glutathion,glutathion,
γγ--GluGlu--CysCys--GLyGLy



DalDalší "tagy"ší "tagy"
�� tyto cizorodé sekvence se vkládají pomocí rekombina ntních technik tyto cizorodé sekvence se vkládají pomocí rekombina ntních technik 

do cílových gen ůdo cílových gen ů

�� kódují krátké peptidy, které vytvá ří antigenní determinanty (epitopy), kódují krátké peptidy, které vytvá ří antigenní determinanty (epitopy), 
které rozpoznávají specifické protilátkykteré rozpoznávají specifické protilátky

�� výsledkem je "ozna čení" exprimovaného proteinu daným úsekem výsledkem je "ozna čení" exprimovaného proteinu daným úsekem 
("tagged protein")("tagged protein")

�� běžně komer čně dostupné protilátky proti tag sekvencím zjednodušu jí běžně komer čně dostupné protilátky proti tag sekvencím zjednodušu jí 
identifikaci, imunoprecipitaci nebo imunoafinitní p urifikaci identifikaci, imunoprecipitaci nebo imunoafinitní p urifikaci 
označených bílkovinoznačených bílkovin

�� tyto fúzní proteiny se vzhledem ke krátké zna čce neliší od nativních tyto fúzní proteiny se vzhledem ke krátké zna čce neliší od nativních 
bílkovin co se týká bioaktivity nebo biodistribucebílkovin co se týká bioaktivity nebo biodistribuce

�� příklady "tag ů":příklady "tag ů":
– HIS HHHHHH
– c-MYC EQKLISEEDL
– HA YPYDVPDYA
– VSVG YTDIEMNRLGK
– HSV QPELAPEDPED

V5 GKPIPNPLLGLDST
– FLAG DYKDDDDK 



ZnaZnačení glykoproteinůčení glykoproteinů

�� mapování glykomu mapování glykomu –– metabolické metabolické 
značení pomocí acetylovaných značení pomocí acetylovaných 
derivát ů:derivát ů:

– N-azidoacetylgalaktosamin (GalNAz)
– N-azidoacetylglukosamin (GlcNAz)
– N-azidoacetylmanosamim (ManNAz)

�� v metabolismu bu ňky se vestaví do v metabolismu bu ňky se vestaví do 
glykoprotein ůglykoprotein ů

�� chemicky se ozna čí Staudingerovou chemicky se ozna čí Staudingerovou �� chemicky se ozna čí Staudingerovou chemicky se ozna čí Staudingerovou 
ligací pomocí FLAGligací pomocí FLAG--fosfinového fosfinového 
derivátuderivátu

�� vhodné pro proteomickou analýzu vhodné pro proteomickou analýzu 
postransla čních modifikacípostransla čních modifikací

�� FLAG se „zviditelní“ pomocí FLAG se „zviditelní“ pomocí 
značené anti FLAG protilátkyznačené anti FLAG protilátky



Značení red. konceZnačení red. konce

�� anthranilová kyselina (2AA) anthranilová kyselina (2AA) 
nebo 2nebo 2--aminobenzamid (2AB) aminobenzamid (2AB) 
–– fluorescen ční značkyfluorescen ční značky

�� reduk ční aminacereduk ční aminace
– Schiffova báze stabilizovaná 

redukcí NaBH 4



NanočásticeNanočástice

�� techniky zna čení biomolekul pomocí r ůzných částic se techniky zna čení biomolekul pomocí r ůzných částic se 
používají již n ěkolik desetiletí, „používají již n ěkolik desetiletí, „ immunogoldimmunogold “ “ 
– částice zlata potažené protilátkou se zmi ňují už kolem roku 1970
– rutinn ě se používají nap ř. v elektronové mikroskopii

�� značná popularita se zvedla vznačná popularita se zvedla v posledních letech se posledních letech se 
všeobecným trendem nanotechnologií, kam řada všeobecným trendem nanotechnologií, kam řada 
tradi čních zna ček „rozm ěrově“ samoz řejmě zapadátradi čních zna ček „rozm ěrově“ samoz řejmě zapadátradi čních zna ček „rozm ěrově“ samoz řejmě zapadátradi čních zna ček „rozm ěrově“ samoz řejmě zapadá



Koloidní zlato Koloidní zlato 

�� stabilní suspenze dispergovaných částic kovu vel. 5 až asi 150 nmstabilní suspenze dispergovaných částic kovu vel. 5 až asi 150 nm
– v roztoku se jeví jako intenzívn ě zbarvené ( červen ě, dle velikosti částic –

při koagulaci – zv ětšování velikosti – se barva posouvá do modra)
– Casiův purpur - již od st ředověku k barvení skla či hedvábí

�� příprava konjugát ů spříprava konjugát ů s proteiny proteiny -- řada způsobů podle tohořada způsobů podle toho
– který typ interakce bude zodpov ědný za vazbu proteinu na povrch 

částice; ta nese obvykle záporný náboj
– mohou se uplatnit i hydrofobní vazby
– velmi často se používá pevné adsorbce thioslou čenin na zlato (SAM, – velmi často se používá pevné adsorbce thioslou čenin na zlato (SAM, 

„self assembled monolayers“)
– v roztoku se záporn ě nabité částice odpuzují, ale existují mezi nimi a 

jinými molekulami i p řitažlivé síly, v závislosti na iontové síle prost ředí

�� adsorbované bílkoviny stabilizují sol zlata a brání  koagulaci, kterou adsorbované bílkoviny stabilizují sol zlata a brání  koagulaci, kterou 
lze jinak vyvolat nap ř. přídavkem NaCllze jinak vyvolat nap ř. přídavkem NaCl
– vazba bílkovin by m ěla probíhat v blízkosti jejich izoelektrického bodu, 

ale proces samoz řejmě ovlivní i další faktory
– sledovat se adsorbce dá p ři 580 nm.



PřípravaPříprava
�� prakticky je výhodné používat monodisperzní částiceprakticky je výhodné používat monodisperzní částice
�� redukce kyseliny chlorozlatité HAuClredukce kyseliny chlorozlatité HAuCl 44 pomocí r ůzných činidelpomocí r ůzných činidel
�� obecn ě větší „reduk ční síla“ poskytuje menší částiceobecn ě větší „reduk ční síla“ poskytuje menší částice

– redukce citrátem sodným poskytuje částice 15 až 150 nm velké dle 
použitých koncentra čních pom ěrů

– střední částice 6 až 15 nm se získají nejlépe pomocí askorbátu  sodného
– nejmenší lze p řipravit redukcí bílým fosforem (pod 5 nm)
– nebo pomocí borohydridu sodného (2 nm)

�� struktura koloidní částice struktura koloidní částice -- Au obalenéAu obalené
záporn ě nabitými záporn ě nabitými [[AuClAuCl 22]] --

– neshlukují se, p řitahují kationty



Adsorbce bílkovinAdsorbce bílkovin

�� inkubace sinkubace s proteinem, zcentrifugování částic, rozsuspendujíproteinem, zcentrifugování částic, rozsuspendují
�� částice sčástice s proteinem A (G, L) proteinem A (G, L) -- univerzální zviditeln ění imunokomplex ůuniverzální zviditeln ění imunokomplex ů

– adsorbce p ři pH 6,9 v p řítomnosti polyethylenglykolu (PEG 20 kDa, 
0,025%) jako stabiliza čního činidla

– produkt se uchovává v 10 mM fosfátovém pufru pH 7,4  s 1% PEG

�� adsorbce protilátek adsorbce protilátek -- pH 8 až 9, PEG lze nahradit a lbuminem (0,25%)pH 8 až 9, PEG lze nahradit albuminem (0,25%)
�� další často používané kombinacedalší často používané kombinace

– lektiny - detekce sacharidových struktur na povrchu bun ěk – lektiny - detekce sacharidových struktur na povrchu bun ěk 
– avidin / streptavidin - široké univerzální použit. 

�� rychlé vizuáln ě vyhodnocované imunotestyrychlé vizuáln ě vyhodnocované imunotesty
– červená barva snadno a citliv ě detekovatelná
– výhodou je stabilita nano částic - nepodléhají degradaci na rozdíl od 

biomolekul
– nulová toxicita



Depozice stříbraDepozice stříbra
�� zlepšení citlivosti detekcezlepšení citlivosti detekce

– zvětšením velikosti nano částic
v průběhu stanovení

– specificky zachycené částice fungují jako
nuklea ční místa pro r ůst krystal ů 
v přítomnosti Ag + solí nebo HAuCl 4



Nanočástice zlataNanočástice zlata

�� nanoklastry zlata jsou vlastn ě koordina ční komplexemnanoklastry zlata jsou vlastn ě koordina ční komplexem
�� centrální atomy Au jsou v dané konfiguraci, na povr chu jsou koordina čně centrální atomy Au jsou v dané konfiguraci, na povr chu jsou koordina čně 

vázány s vhodným ligandem, takže zlato je valen čně saturováno a tím vázány s vhodným ligandem, takže zlato je valen čně saturováno a tím 
stabilizováno stabilizováno -- Undecagold a NanogoldUndecagold a Nanogold

– tris (aryl) fosfin
– halidové anionty

�� menší klastry Hmenší klastry Hexagold (6 exagold (6 AuAu) a ) a OOctagold (8 ctagold (8 AuAu) ) mohou nést nábojmohou nést náboj

�� ukázka nanoklastruukázka nanoklastru
Au aktivovanéhoAu aktivovaného
maleimidovoumaleimidovou
skupinouskupinou



Au nanočástice v mikroskopiiAu nanočástice v mikroskopii

�� svazek svazek mimikkrotubulrotubul ůů
– anti-tubulinová Ab, kozí 

Ab anti myší IgG zna čená 
koloidním zlatem (vlevo) 
nebo nano částicemi 
NANOGOLD (vpravo) 

– zvětšení 1300x

�� adenokarcinomyadenokarcinomy prostatprostatyy
– Ab anti cytokeratin 

antibody, konjugát Alexa 
Fluor 488 FluoroNanogold 
s Fab' fragmentem kozí
Ab anti myší IgG

– vlevo, fluorescence
– vpravo, lokalizace Au po 

zesílení Ag+



Magnetické poleMagnetické pole
�� permanentní magnetpermanentní magnet má dva póly, které vytvá římá dva póly, které vytvá ří

magnetický dipól ( často reprezentován šipkou,magnetický dipól ( často reprezentován šipkou,
směr od S do N), mezi póly se ší ří magnetické polesměr od S do N), mezi póly se ší ří magnetické pole

�� magn. dipól magn. dipól mm v magn. poli o hustot ě toku v magn. poli o hustot ě toku BB
je natáčen torzní silou do sm ěruje natáčen torzní silou do sm ěru
rovnob ěžného se silo čarami pole:rovnob ěžného se silo čarami pole:

�� magnetické materiály mají volný magnetickýmagnetické materiály mají volný magnetický
moment, vykazují magnetizaci moment, vykazují magnetizaci MM, která závisí na:, která závisí na:
– hustot ě magn. dipól ů na jednotkový objem materiálu– hustot ě magn. dipól ů na jednotkový objem materiálu
– velikosti a vzájemné orientaci dipól ů

– je důsledkem nespárovaných spin ů elektron ů, v malé mí ře i pohybem 
elektronu v rámci orbitalu

�� magn. pole m ůže vyvolat i magn. pole m ůže vyvolat i elektromagnetelektromagnet
– elektrický proud procházející vodivou smy čkou

(solenoid) vytvá ří uvnit ř homogenní pole

�� hustota toku B je dána intenzitou H a permeahustota toku B je dána intenzitou H a permea--
bilitou vakua bilitou vakua µµ00::

)(
0

MHB += µ



MagnetizaceMagnetizace
�� magnetizace M se m ění v závislosti na intenzit ě pole Hmagnetizace M se m ění v závislosti na intenzit ě pole H

– konstantou úm ěrnosti je magnetická susceptibilita χ

– velikost zm ěny závisí na typu materiálu,
teplot ě a někdy i na historii p ředcházejícího
magn. pole (hystereze)

�� zahřívání zmagnetizovaného materiálu snižuje jeho magne tizaci, p ři zahřívání zmagnetizovaného materiálu snižuje jeho magne tizaci, p ři 
zahřátí nad zahřátí nad TTcc (Curieova teplota) pak (Curieova teplota) pak MM zcela vymizízcela vymizí

H
M=χ



Magnetické materiályMagnetické materiály

�� magnetickémagnetické -- mají tendenci "zahuš ťovat" silo čárymají tendenci "zahuš ťovat" silo čáry
– železo, kobalt
– vykazují magnetizaci i p ři absenci magn. pole

�� diamagnetickédiamagnetické -- silo čáry slab ě odpuzujísilo čáry slab ě odpuzují
– bílkoviny, tuky, voda
– malá negativní magnetická susceptibilita

�� paramagneticképaramagnetické
– v magn. poli se u nich orientují magn. dipóly a získ ávají magnetizaci

�� superparamagnetickésuperparamagnetické
– nano částice, 1 až 10 nm
– orientují se 

v magn. poli



MagnetickMagnetické částiceé částice

�� široká škála aplikací zahrnující:široká škála aplikací zahrnující:
– imunostanovení
– separace protein ů a buněk
– distribuce lé čiv, oligonukleotid ů

– magnetická hypertermie
– magnetické zna čení
– zobrazování p ři magnetické resonanci (MRI)– zobrazování p ři magnetické resonanci (MRI)

�� superparamagnetické materiály na bázi superparamagnetické materiály na bázi 
maghemitumaghemitu ((γγ--FeFe22OO33) a ) a magnetitumagnetitu (Fe(Fe33OO44))
– dobré magnetické vlastnosti, nízká toxicita
– žádané vlastnosti: uniformní tvar, definovaná kryst alinita, 

monodispersnost, stabilita ve vodném prost ředí, povrchové 
funk ční skupiny

– nanočástice nebo duté koule (vyšší magnetický moment)



Metody přípravyMetody přípravy

�� depozice z plynné fázedepozice z plynné fáze
�� tepelný rozkladtepelný rozklad

– Fe(CO)5, Fe(oleát) 2, Fe tris(acetylacetonát)

�� mikroemulzní precipitacemikroemulzní precipitace
�� sonochemická syntézasonochemická syntéza
�� hydrolytické postupyhydrolytické postupy

– zahřívání FeCl 3.6H2O s hexamethylendiaminem a NaAc v glykolu 
(6 hod, 200 oC)(6 hod, 200 oC)

– vzniknou částice rovnou s -NH 2 na povrchu

�� bakteriální (BMP) produkcebakteriální (BMP) produkce
– vznikají potažené fosfolipidovou

vrstvou (magnetosomy)

�� povrchová funkcionalizacepovrchová funkcionalizace
– vrstvi čka zlata
– polymerní povlak s funk čními skupinami
– silanizace pomocí aminopropyltriethoxysilanu (APTES )
– elektrostatická adheze (p řes polyaminový povlak)

100 nm



Magn. částice v kapaliněMagn. částice v kapalině

�� vliv vn ějšího magn. polevliv vn ějšího magn. pole
– uniformní pole částici otá čí - orientace dle jejího magn. dipólového 

momentu, nedochází ale k jejímu transla čnímu pohybu
– pouze gradient magn. pole zp ůsobí transla ční pohyb

�� viskozitní efektyviskozitní efekty
�� mezičásticové magnetické a elektrostatické sílymezičásticové magnetické a elektrostatické síly

– může docházet k agregaci až precipitaci
– el. odpuzování zabra ňuje agregaci



Separace buněkSeparace buněk

�� přímá metodapřímá metoda
– ligand imobilizovaný na povrchu mg. nano částice (kolem 50 nm -

nezpůsobit mech. stres)
– přidá se ke vzorku, naváže se na povrch cílové bu ňky

�� nepřímá metodanepřímá metoda
– cílové bu ňky se ozna čí ligandem, nap ř. protilákou (biotinylovanou, …)
– vymyje se nadbytek ligandu (pokud možno)
– označené buňky se pak zachytí na modifikovaných mg. částicích

�� získaný mg. komplex se zachytí mg. separátoremzískaný mg. komplex se zachytí mg. separátorem�� získaný mg. komplex se zachytí mg. separátoremzískaný mg. komplex se zachytí mg. separátorem
�� pozitivní nebo negativní izolacepozitivní nebo negativní izolace

– odseparují se cílové nebo balastní bu ňky



Cílená distribuce (magnetic targeting)Cílená distribuce (magnetic targeting)
�� akumulace podaných látek ve zvolené cílové oblasti organismuakumulace podaných látek ve zvolené cílové oblasti organismu
�� injekce do cévy zásobující orgáninjekce do cévy zásobující orgán
�� v přítomnosti externího mg. polev přítomnosti externího mg. pole

– musí p řekonat lokální lineární toky odnášející nosi č (0.05 až 10 cm/s, dle 
průřezu a rozv ětvení cévního systému)

– dlouhodobé zadržení nosi če v daném míst ě (až 70%)
– lokální vysoká koncentrace uvol ňované látky (až 8x)
– mnohem menší zatížení pro další části organismu než p ři systémové 

aplikaciaplikaci

�� termocitlivé magnetoliposomytermocitlivé magnetoliposomy
– v cílovém míst ě se přenášená látka uvolní lokálním zah řátím pomocí 

elmg. pole

Hypertermie prost řednictvím magnetické kapalinyHypertermie prost řednictvím magnetické kapaliny
�� metoda likvidace nádoru lokálním zvýšením teploty n a 42 až 46 metoda likvidace nádoru lokálním zvýšením teploty n a 42 až 46 ooCC

– sníží se viabilita bun ěk a ty jsou citliv ější na chemoterapii a radiaci
– mg. subdoménové nano částice se bioselektivn ě zachytí na povrch 

maligních bun ěk
– aplikace externího st řídavého mg. pole generuje teplo mech. pohybem 



Kontrastní zobrazováníKontrastní zobrazování

�� MRI, "magnetic resonance imaging" MRI, "magnetic resonance imaging" -- HH--NMR aplikov ané na tkán ěNMR aplikované na tkán ě

�� při MRI je kontrast zobrazení d ůsledkem rozdílných odezev r ůzných při MRI je kontrast zobrazení d ůsledkem rozdílných odezev r ůzných 
tkání na aplikované radiofrekven ční pulsytkání na aplikované radiofrekven ční pulsy
– hustota proton ů a mg. relaxa ční časy dané chemickým složením
– zejména množství vody a lipid ů

�� přítomnost superparamagnetických nano částic (magnetitpřítomnost superparamagnetických nano částic (magnetit--dextran) dextran) 
v cílovém míst ě velmi výrazn ě zvyšuje kontrastv cílovém míst ě velmi výrazn ě zvyšuje kontrast
– více nano částic vede k tmavšímu zobrazení, m ění se rychlost relaxace 

proton ů z excitovaného stavuproton ů z excitovaného stavu
– např. zdravé bu ňky nano částice p řijmou, ty odum řelé či poškozené ne

�� sledování bun ěk značených uvnit ř umíst ěnými mg. nano částicemi in sledování bun ěk značených uvnit ř umíst ěnými mg. nano částicemi in 
vivo vivo -- nap ř. dodané bu ňky kostní d řeně, případně v budoucnu např. dodané bu ňky kostní d řeně, případně v budoucnu 
kmenové bu ňkykmenové bu ňky



Bioanalytické aplikaceBioanalytické aplikace

�� imunomagnetické sensoryimunomagnetické sensory -- snadná regenerace citlivého povrchusnadná regenerace citlivého povrchu
– na povrchu vhodného p řevodníku jsou zachyceny (magnet, 

elektromagnet) mg. mikro částice s imobilizovanou protilátkou
– provede se imunostanovení, na konci se mg. částice uvolní a nahradí 

novými
– vhodné zejména pro komplexní vzorky (potraviny, krev) , které normáln ě 

degradují imunorekogni ční vrstvu

�� enzymové sensoryenzymové sensory -- regenerace p ři stanovení ireverzibilních regenerace p ři stanovení ireverzibilních �� enzymové sensoryenzymové sensory -- regenerace p ři stanovení ireverzibilních regenerace p ři stanovení ireverzibilních 
inhibitor ůinhibitor ů

�� analýza DNAanalýza DNA
– specifická extrakce cílové sekvence z komplexního ma teriálu



EnzymovEnzymové značkyé značky

�� jedna molekula zna čky p ři detek ční enzymové reakci jedna molekula zna čky p ři detek ční enzymové reakci 
konvertuje mnoho molekul substrátukonvertuje mnoho molekul substrátu
– chromogenní, fluorogenní nebo poskytující jiné dete kovatelné 

produkty

�� takže je zde využit jistý zesilovací mechanismustakže je zde využit jistý zesilovací mechanismus
�� nejběžnější využití je v bioanalytice nejběžnější využití je v bioanalytice -- vv imunochemických imunochemických 

technikách typu ELISAtechnikách typu ELISA



ELISAELISA
�� enzyme linked immunosorbent assay“enzyme linked immunosorbent assay“
�� enzymové konjugáty („tracery“) slouží pro detekci vzniku  enzymové konjugáty („tracery“) slouží pro detekci vzniku  

a množství imunokomplex ůa množství imunokomplex ů

�� enzymová zna čka se zachytí venzymová zna čka se zachytí v komplexu na pevné fázikomplexu na pevné fázi
– povrch zkumavky, mikrotitra ční desti čky, imunostripu

�� přidáním substrátové sm ěsi se vyvolá barevná zm ěnapřidáním substrátové sm ěsi se vyvolá barevná zm ěna

�� enzymová zna čkaenzymová zna čka protilátkaprotilátka analyt analyt 

kkompetitiompetitivnívní sendvi čová (vícevrstevná)sendvi čová (vícevrstevná)



Vlastnosti enzymu vhodného pro značeníVlastnosti enzymu vhodného pro značení
�� dostate čně vysoká aktivitadostate čně vysoká aktivita

– vysoké číslo p řeměny

�� stabilitastabilita
�� snadná detekovatelnostsnadná detekovatelnost
�� skupiny vhodné pro konjugaciskupiny vhodné pro konjugaci

– konjugáty lze p řipravit mezi zvoleným enzymem a zna čenou 
komponentou
výhodn ě lze používat univerzáln ě např. biotinylované enzymy– výhodn ě lze používat univerzáln ě např. biotinylované enzymy
nebo protein A (G) - enzymové konjugáty



PeroxidasaPeroxidasa
�� zz kořenů křenu (HRP, „horse radish peroxidase“, EC 1.11.1.7)kořenů křenu (HRP, „horse radish peroxidase“, EC 1.11.1.7)
�� malý (40 kDa) oxidoreduk ční enzym smalý (40 kDa) oxidoreduk ční enzym s hemem (protohem IX) hemem (protohem IX) 

vv aktivním míst ě, glykoprotein, katalyzuje oxidaci široké škály aktivním míst ě, glykoprotein, katalyzuje oxidaci široké škály 
substrát ů pomocí peroxidu vodíkusubstrát ů pomocí peroxidu vodíku (i MeOOH a EtOOH)(i MeOOH a EtOOH)

�� donory fenolické povahy nebo aromatické aminy, kter é jsou bezbarvé donory fenolické povahy nebo aromatické aminy, kter é jsou bezbarvé 
(leukoformy) a po oxidaci vznikají intenzívn ě barevné produkty(leukoformy) a po oxidaci vznikají intenzívn ě barevné produkty

�� pH optimum je 5 až 7, pH optimum je 5 až 7, stabilita pstabilita p ři pH 4 až 10ři pH 4 až 10
�� enzym je inhibován mimo jiné azidem, kyanidy a sulf idyenzym je inhibován mimo jiné azidem, kyanidy a sulf idy
�� mnoho isoenzym ů, komer čně dostupná HRP Cmnoho isoenzym ů, komer čně dostupná HRP C�� mnoho isoenzym ů, komer čně dostupná HRP Cmnoho isoenzym ů, komer čně dostupná HRP C

�� peroxidasa ze sojových bob ů (40 kDa) je termostabilní (do 90 peroxidasa ze sojových bob ů (40 kDa) je termostabilní (do 90 °°C) a C) a 
aktivní vaktivní v širokém rozsahu pH 2 až 10širokém rozsahu pH 2 až 10



Konjugace Konjugace peroxidasyperoxidasy

�� při tvorb ě konjugát ů se peroxidasa m ůže jednoduše sledovat a při tvorb ě konjugát ů se peroxidasa m ůže jednoduše sledovat a 
stanovovat na základ ě absorbance p ři 403 nm (typické pro stanovovat na základ ě absorbance p ři 403 nm (typické pro 
hemoproteiny)hemoproteiny)

�� poměr absorbancí p ři 403 a 275 nm charakterizuje čistotu enzymupoměr absorbancí p ři 403 a 275 nm charakterizuje čistotu enzymu
– toto jednoduché stanovení komplikuje existence n ěkolika isoenzym ů

– velmi kvalitní preparáty mají tuto hodnotu (R.Z., r einheitzahl) mezi 3 až 
3.4, nemá to ale vazbu na aktivitu

�� reakce mohou využít εreakce mohou využít ε--aminoskupiny zbytk ů lyzinu aminoskupiny zbytk ů lyzinu –– ty jsou ale ty jsou ale 
pouze 2, což je velmi málopouze 2, což je velmi málopouze 2, což je velmi málopouze 2, což je velmi málo

�� využívají se sacharidové postranní řetězcevyužívají se sacharidové postranní řetězce
– snadno se aktivují pomocí oxidace jodistanem a tak se získají 

aldehydové skupiny



Chromogenní substráty HRPChromogenní substráty HRP
�� DHDH22 + H+ H22OO22 D + 2 HD + 2 H22OO

bezbarvýbezbarvý barevnýbarevný … obecná reakce… obecná reakce

�� ABTSABTS , 2,2, 2,2’’--azinoazino--bis(3bis(3--ethylbenzothiazolinethylbenzothiazolin--66--sulfonová kyselina)sulfonová kyselina)
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TMBTMB

�� 3,3’,5,5’3,3’,5,5’--tetramethylbenzidintetramethylbenzidin
– měří se při 620 až 650 nm v pr ůběhu

reakce, nebo po zastavení kyselinou sírovou p ři 450 nm)



Luminogenní substráty HRPLuminogenní substráty HRP

�� pro citlivou detekci HRP se používá pro citlivou detekci HRP se používá luminolluminol
– 5-amino-2,3-dihydroftalazin-1,4-dion

�� v nadbytku Hv nadbytku H 22OO2 2 je intensita sv ětla (425 nm) úm ěrná množství HRPje intensita sv ětla (425 nm) úm ěrná množství HRP
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HRP -N2
hνννν + 3-aminoftalát

�� zlepšení luminiscence (vyšší výt ěžek) zlepšení luminiscence (vyšší výt ěžek) -- přítomnost "enhancers" přítomnost "enhancers" 
slou čenin slou čenin -- pp --jodofenol, jodofenol, pp --fenylfenolfenylfenol
– nejde již o záblesk, ale o stabiln ější sv ětelný tok
– výsledek siln ě závisí na podmínkách reakce
– raději použít komer čně namíchané sm ěsi

�� vyšší výt ěžek dávávyšší výt ěžek dává
77--dimethylaminonaftalendimethylaminonaftalen--1,21,2--dikarboxyhydraziddikarboxyhydrazid
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AkridanovAkridanové luminogenyé luminogeny

�� alternativní substráty pro HRPalternativní substráty pro HRP
�� emise p ři 435 nmemise p ři 435 nm
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Alkalická fosfatasaAlkalická fosfatasa
�� katalyzuje št ěpení orthokatalyzuje št ěpení ortho--ester ů kyseliny fosfore čné vesterů kyseliny fosfore čné v zásadité oblasti zásadité oblasti 

pH (AP, EC 3.1.3.1)pH (AP, EC 3.1.3.1)
�� řada isoenzym ů, používá se enzym izolovaný zřada isoenzym ů, používá se enzym izolovaný z mukosy telecích st řevmukosy telecích st řev

– CIAP, 140 kDa dimer, 2 Zn 2+ na podjednotku, vysoké číslo p řeměny 3500 
s-1 při reakci kolem pH 9,8 (pH optimum je 8 až 10)

– aktivována aminoalkoholy (diethanolamin, Tris)

�� uchovává se lyofilizovaná nebo vuchovává se lyofilizovaná nebo v 3 M NaCl3 M NaCl
– nesnáší kyselé prost ředí
– poškozuje ji opakované– poškozuje ji opakované

zmrazování / rozmrazování

�� relativn ě dob ře snáší vyššírelativn ě dob ře snáší vyšší
teplotyteploty
– např. v průběhu hybridizace
– značka při detekci nukleových

kyselin



Konjugace ALPKonjugace ALP
�� příprava konjugát ů není snadná a často dochází ke ztrátám aktivitypříprava konjugát ů není snadná a často dochází ke ztrátám aktivity
�� pomocí glutaraldehydu nebo lépe pomocí glutaraldehydu nebo lépe 
�� heterobifunk čními činidly SMCC a SPDP heterobifunk čními činidly SMCC a SPDP 

– je dobré provád ět konjugaci ve fosfátovém pufru, který chrání aktiv ní 
místo jako reverzibilní inhibitor

�� komer čně dostupná je ALP s maleimidem (EZkomer čně dostupná je ALP s maleimidem (EZ--link od Pierce):link od Pierce):

�� protilátky se redukují merkaptoethanolem a po dialy se lze provést protilátky se redukují merkaptoethanolem a po dialy se lze provést 
konjugacikonjugaci

�� pro zavedení pro zavedení --SH slouží SATASH slouží SATA



Měření aktivityMěření aktivity
�� pp --nitrofenylfosfátnitrofenylfosfát (PNPP, 405 nm),(PNPP, 405 nm),

hydrolýzou vzniká nitrofenolhydrolýzou vzniká nitrofenol
– intenzivn ě žlutý v alkalickém prost ředí

� od fluoresceinu - fluoresceindifosfátfluoresceindifosfát
�� 44--MUP MUP (methylumbelliferylfosfát)
�� luminogenní substrát luminogenní substrát -- Lumigen PPDLumigen PPD

– chloro-4-methoxy-4-(3-fosfátophenyl)spiro[1,2-dioxe tan-3,2'-adamantan])
– patří do skupiny dioxetanových luminogen ů
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– substibuce halegenem v adamantanovém skeletu zlepšuj e citlivost 
detekce (už 600 molekul ALP, zeptomoly)

– 477 až (dle enhanceru) 620 nm
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55--bromobromo--44--chlorochloro--indolylfosfát (BCIP)indolylfosfát (BCIP)
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�� hydrolytickou reakcí vzniká indoxyl, který po oxida ci (nap ř. hydrolytickou reakcí vzniká indoxyl, který po oxida ci (nap ř. 
tetrazolium) p řechází na modré nerozpustné tetrazolium) p řechází na modré nerozpustné indigoindigo

indigoindigo



GalaktosidasaGalaktosidasa
�� ββ--galaktosidasa ( βGal, EC 3.2.1.23) je velký enzym (540 kDa, 4 galaktosidasa ( βGal, EC 3.2.1.23) je velký enzym (540 kDa, 4 

podjednotky po 135 kDa) a je tedy snadno inaktivová npodjednotky po 135 kDa) a je tedy snadno inaktivová n
�� katalyzuje hydrolýzu galaktosid ů, pI 4,6, pH optimum má 7 až 7,5 katalyzuje hydrolýzu galaktosid ů, pI 4,6, pH optimum má 7 až 7,5 

(enzym z(enzym z Escherichia coliEscherichia coli ))
�� má dostatek sulfhydrylových skupin pro konjuga ční reakce, takže lze má dostatek sulfhydrylových skupin pro konjuga ční reakce, takže lze 

jednoduše spojit sjednoduše spojit s protilátkami aktivovanými p ředem SMCCprotilátkami aktivovanými p ředem SMCC
�� chromogen. substrátem je ONPGchromogen. substrátem je ONPG

– o-nitrofenyl- β-D-galaktopyranosid
– v hydrolytické reakci nitrofenol– v hydrolytické reakci nitrofenol

�� Xgal produkuje indigoXgal produkuje indigo
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Gal jako reporter genové expreseGal jako reporter genové exprese

�� enzymenzym může být rozd ělen na dva může být rozd ělen na dva peptidpeptidyy LacZ α a LacZΩLacZα a LacZΩ
– samy o sob ě nemají aktivitu
– ale spontánn ě se spojí do funk čního enzymu

�� využívá se v mnoha klonovacích vektorech pro dosaže ní využívá se v mnoha klonovacích vektorech pro dosaže ní αα--
komplementace u speciálních lab. kmen ů komplementace u speciálních lab. kmen ů E. coliE. coli
– malý LacZ α peptid je kodován v plasmidu
– velký LacZ Ω je kodován bakteriálním chromosomem
– když se DNA fragment vpraví do vektoru a produkce LacZα se přeruší, – když se DNA fragment vpraví do vektoru a produkce LacZα se přeruší, 

ztratí se β-galaktosidasová aktivita
– základem pro modro/bílý screening rekombinantních kl onů

��



Glukosa oxidasaGlukosa oxidasa

�� (β(β--DD--glukglukososa:Oa:O22--11--oxidoreduktoxidoreduktasasa, EC 1.1.3.4, GOD)a, EC 1.1.3.4, GOD)
�� dostupná z plísní dostupná z plísní Aspergillus nigerAspergillus niger nebo nebo Penicillinum notatumPenicillinum notatum
�� 160 kDa, dimer se dv ěma FAD kovalentn ě vázanými na podjednotky160 kDa, dimer se dv ěma FAD kovalentn ě vázanými na podjednotky
�� obsahuje asi 16% glykosylových zbytk ůobsahuje asi 16% glykosylových zbytk ů

�� specifická aktivita preparát ů přesahuje 200 IU/mgspecifická aktivita preparát ů přesahuje 200 IU/mg
�� velmi stabilnívelmi stabilní
�� v imunostanoveních často "spolupracuje" s HRP, pro kterou v imunostanoveních často "spolupracuje" s HRP, pro kterou 

generuje peroxid vodíku oxidací glukosygeneruje peroxid vodíku oxidací glukosygeneruje peroxid vodíku oxidací glukosygeneruje peroxid vodíku oxidací glukosy
– tunelovací stanovení, imunosensory



UreasaUreasa

�� substrátem je mo čovinasubstrátem je mo čovina
– změna pH vyvolaná hydrolysou, m ěří se
– pomocí indikátoru bromkresolová mod ř při 588 nm
– potenciometricky (light addressable potenciometric sensor, na 

bázi pH ISFETu) - pro imunosensory



LakasaLakasa

�� z choroše z choroše Coriolus hirsutusCoriolus hirsutus , Cu, Cu--dependentní 1,4dependentní 1,4--benzendiol oxidasa benzendiol oxidasa 
(EC 1.10.3.2)(EC 1.10.3.2)

�� oxiduje fenolické substráty pomocí kyslíkuoxiduje fenolické substráty pomocí kyslíku
– alternativa k peroxidase
– menší problémy s dlouhodobou stabilitou substrátové  směsi



AcetylcholinesterasaAcetylcholinesterasa

�� vysoké číslo p řeměny (10vysoké číslo p řeměny (10 55 ss --11))
�� z elektrického úho řez elektrického úho ře
�� vysoká citlivost stanovenívysoká citlivost stanovení
�� substrát acetylthiocholin a DTNBsubstrát acetylthiocholin a DTNB

– dithiobis(nitrobenzoová kyselina),
Ellmanovo činidlo

– poskytuje žluté zbarvení



LuciferasyLuciferasy
�� patří mezi oxygenasy, št ěpí substrát luciferin za ú časti ATPpatří mezi oxygenasy, št ěpí substrát luciferin za ú časti ATP

– meziproduktem je luciferyladenylát, ten je poté oxid ován
– luciferin-4-monooxygenasa, 61 kDa, 550 aa
– dochází k emisi sv ětla p ři 560 nm (žlutozelené sv ětlo), výt ěžek asi 0.88 !

�� zdrojem sv ětluška (firefly, zdrojem sv ětluška (firefly, Photinus pyralisPhotinus pyralis ), (EC 1.13.12.7)), (EC 1.13.12.7)
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ATP, O2, Mg2+

+ AMP + PiPi + hν
+ CO2 + H2O



Reakce luciferasyReakce luciferasy

�� kroky I a II jsou enzymové (ligace a oxygenace)kroky I a II jsou enzymové (ligace a oxygenace)



Luciferasa z Luciferasa z RenillaRenilla

�� mořská sasanka ("sea pansy",mořská sasanka ("sea pansy",
Renilla reniformis) Renilla reniformis) svítí p ři drážd ěnísvítí p ři drážd ění

�� emituje modré sv ětlo 480 nm, p řenosememituje modré sv ětlo 480 nm, p řenosem
na GFP vzniká zelené zá řenína GFP vzniká zelené zá ření

�� 36 kDa monomer36 kDa monomer
�� luciferinem je luciferinem je coelenterazincoelenterazin
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Luciferasa z broukůLuciferasa z brouků

�� zdrojem je "clickzdrojem je "click--beetle", beetle", Pyrophorus plagiophthalamusPyrophorus plagiophthalamus
�� různé enzymy emitující od 544 do 593 nm (zelen ě až oranžov ě)různé enzymy emitující od 544 do 593 nm (zelen ě až oranžov ě)

– byly geneticky upraveny pro emisi p ři 611 nm a 544 nm

– luc RD červená emise ("Chroma-Glo"¨), luc GR zelená emise
(nebo CBR luc , CBGluc )



Luciferasa z bakteriíLuciferasa z bakterií

�� mořské bakterie mořské bakterie -- luciferasa (EC 1.14.14.3) oxiduje al dehydy (>C8, luciferasa (EC 1.14.14.3) oxiduje aldehydy (>C8, 
dekanal, tetradekanal)dekanal, tetradekanal)
– Vibrio fischeri, Vibrio harveyi, Photobacterium pho sphoreum

�� nemají význam pro použití v eukaryotických bu ňkách, pouze u nemají význam pro použití v eukaryotických bu ňkách, pouze u 
prokaryotprokaryot

NAD(P)H + FMN + H+                                  
          NAD(P)+ + FMNH2 

 
FMNH2 + R-CHO + O2                         FMN + R-COOH + H2O + hν 

NADH oxidoreduktasa 
 
Luciferasa 
 

 

FMNH2 + R-CHO + O2                         FMN + R-COOH + H2O + hν  



Geneticky upravené luciferasyGeneticky upravené luciferasy

�� světluškysvětlušky ::
– luc nativní varianta, luc+ "enhanced", zvýšená luminiscence (vyšší 

svítivost) - vyžadují zlyzování bun ěk před přidáním substrát ů

– hluc+ optimalizované kodony pro expresi v sav čích bu ňkách, svítí déle, 
polo čas přes 5 hod, "Steady-Glo", h luc P+ zkrácená stabilita uvnit ř buňky, 
polo čas 30 min, "Bright-Glo", h luc CP+ velmi krátká živostnost - svítí 
přímo v bun ěčné kultu ře, vhodné pro mikrodesti čkový formát

– nahrazení C-terminální sekvence Ser-Lys-Leu cílové p ro peroxisomy za 
Ile-Ala-Val

�� u u RenillaRenilla obdobné: Robdobné: R lucluc , hR, hRlucluc , hR, hRlucluc P, hRP, hRlucluc CP, nemá CCP, nemá C--term. term. �� u u RenillaRenilla obdobné: Robdobné: R lucluc , hR, hRlucluc , hR, hRlucluc P, hRP, hRlucluc CP, nemá CCP, nemá C--term. term. 
cílovou sekvencicílovou sekvenci

�� "Dual"Dual--Luciferase" Luciferase" -- použijí se oba typy luciferas, lyze b uněk, dva použijí se oba typy luciferas, lyze bun ěk, dva 
substráty, postupné m ěření emisesubstráty, postupné m ěření emise
– "Dual-Glo" - stejné, ale p římo v bun ěčné kultu ře

�� optimalizace kodon ů pro dobrou expresi v sav čích bu ňkáchoptimalizace kodon ů pro dobrou expresi v sav čích bu ňkách
�� odstran ění skrytých ("cryptic") regula čních a potenciálních odstran ění skrytých ("cryptic") regula čních a potenciálních 

sest řihových sekvencísest řihových sekvencí
�� www.promega.comwww.promega.com



Vylepšené luciferasyVylepšené luciferasy
�� z z lucluc + na + na lucluc 2 2 -- mnohemmnohem

vyšší expresevyšší exprese
�� odstran ění konsensuálníchodstran ění konsensuálních

sekvencí pro vazbu transkr.sekvencí pro vazbu transkr.
faktor ů faktor ů -- vyšší specifitavyšší specifita



Reportery genové expreseReportery genové exprese

�� molekul luciferasy je pro zobrazení pot řeba mnohem mén ě než nap ř. molekul luciferasy je pro zobrazení pot řeba mnohem mén ě než nap ř. 
GFP (musí mít siln ější promotor, je velmi stabilní)GFP (musí mít siln ější promotor, je velmi stabilní)
– rychlejší metabolismus (za členění sekvence pro degradaci - PEST, Pro-

Glu-Ser-Thr)
– lepší pro zobrazení dynamiky exprese
– efektorová specifita, uniformní a

optimální exprese v hostitelských bu ňkách

�� zobrazení žádané bun ěčné linie po úsp ěšné transfekcizobrazení žádané bun ěčné linie po úsp ěšné transfekci�� zobrazení žádané bun ěčné linie po úsp ěšné transfekcizobrazení žádané bun ěčné linie po úsp ěšné transfekci
– hledání a studium ú činku nových lé čiv
– efekty cizorodých látek na bun ěčné procesy

�� identifikace interagujících protein ůidentifikace interagujících protein ů
– spole čně spustí p řepis reporterového genu

�� interakce a vzdálenosti biomolekul interakce a vzdálenosti biomolekul -- BRETBRET
– fúze studovaného proteinu s luciferasou

(Rluc) a druhého partnera s vhodným
fluoroforem (GFP)



Luciferasový reporterový vektor pGL4Luciferasový reporterový vektor pGL4

�� pro p řenos reporterového genu do hostitelských bun ěk, obsahuje:pro p řenos reporterového genu do hostitelských bun ěk, obsahuje:
– promotorové sekvence (HSV-TK, SV-40, CMV)
– savčí selekční sekvence (Hygr - resistence k hygromycinu)
– poly(A) úseky
– klonovací místa
– luc gen (dle volby), 

• luc2 nebo 
RlucNeo



Přehled dostupných vektorůPřehled dostupných vektorů



BRETBRET
�� bioluminiscence resonance energy transferbioluminiscence resonance energy transfer

– neradia ční přenos energie z luminiscentního donoru na fluorescent ní 
akceptor

– vyskytuje se také in vivo (rod Renilla obsahuje luciferasu emitující modré 
světlo, BRET p řenosem na GFP se ale m ění na zelené

– účinnost BRET se stanovuje jako pom ěr intenzit emise akceptoru a emise 
donoru - eliminují se tak vlivy techniky m ěření, po čtu bun ěk, prost ředí

�� aplikace in vivo aplikace in vivo -- studium interagujících biomoleku lstudium interagujících biomolekul
– jeden z partner ů se na úrovni DNA sfúzuje s genem luciferasy (rluc),  – jeden z partner ů se na úrovni DNA sfúzuje s genem luciferasy (rluc),  

druhý partner pak s genem GFP

�� výhodyvýhody
– není problém s fotorozkladem
– lze studovat bu ňky citlivé na sv ětlo, p řípadn ě buňky s vysokou 

přirozenou autofluorescencí

�� při sterických problémech lze použít velmi malou luci ferasu z rodu při sterických problémech lze použít velmi malou luci ferasu z rodu 
GaussiaGaussia (20 kDa)(20 kDa)



Bioluminiscence vs. fluorescenceBioluminiscence vs. fluorescence

�� FF -- vysoký jas, excitované stavy mohou vznikat rychle  díky masívnímu vysoký jas, excitované stavy mohou vznikat rychle d íky masívnímu 
excita čnímu zá ření (napumpování energie)excita čnímu zá ření (napumpování energie)
– ale zvyšuje se i signál pozadí, rozhoduje pom ěr signál/šum
– detektory nerozliší excita ční a emitované fotony (geometrická 

diskriminace ani filtry nejsou 100% ú činné)
– emitují i nežádoucí fluorofory p řítomné v komplexním biomateriálu
– uplatní se p ři zobrazování detail ů - rozhraní, kdy S/N nemá takový vliv
– mikroskopie, cytometrie, kdy stejn ě optická konstrukce limituje citlivost 

detektorudetektoru

�� BLBL -- nižší intenzita sv ětla, ale sou časně prakticky nulové pozadínižší intenzita sv ětla, ale sou časně prakticky nulové pozadí
– uplatní se p ři "v ětších" vzorcích, kdy je pouze jednoduchá optika (žádné  

filtry) a detekce foton ů je tedy efektivn ější (detektor blíže vzorku)
– stanovení ve zkumavkách, v mikrodesti čkách, detaily u v ětších organism ů 

(myši, …)
– široká lineární oblast (6 až 8 koncentra čních řádů)
– při bioanalytických stanoveních dosahuje 10 až 1000x v yšší citlivosti a 

limity detekce (10 -20 mol, cca 10 4 molekul/vzorek, n ěkolik molekul v bu ňce)
– luminofor je chrán ěn při emisi uvnit ř bílkovinného obalu



AcetátkinasaAcetátkinasa

�� jako zna čka pro vysoce citlivá imunostanoveníjako zna čka pro vysoce citlivá imunostanovení
�� generuje ATP z acetylfosfátu a ADPgeneruje ATP z acetylfosfátu a ADP
�� vzniklé ATP se pak použije pro vyvolání bioluminiscen ce vzniklé ATP se pak použije pro vyvolání bioluminiscen ce 

luciferinu s luciferasouluciferinu s luciferasou
�� citlivost až 10citlivost až 10 --2222 molmol



Imobilizace biomolekul vImobilizace biomolekul v afinitní afinitní 
chromatografiichromatografii

�� separaseparační postupy využívající vysokou specifitu ční postupy využívající vysokou specifitu 
bioafinitních interakcí bioafinitních interakcí -- afinitní chromatografieafinitní chromatografie

�� možnost opakovaného použití biomolekul možnost opakovaného použití biomolekul -- snížení snížení 
pracovních náklad ůpracovních náklad ů

– imobilizované enzymové reaktory



Afinitní chromatografieAfinitní chromatografie
�� separace biomolekul na základ ě reversibilní interakce s ligandem separace biomolekul na základ ě reversibilní interakce s ligandem 

imobilizovaným na vhodném nosi čiimobilizovaným na vhodném nosi či
�� ekvilibrace matrice ve vazebném pufruekvilibrace matrice ve vazebném pufru

�� nanesení vzorku za podmínek, které jsounanesení vzorku za podmínek, které jsou
vhodné pro vznik afinitního komplexu,vhodné pro vznik afinitního komplexu,
vymytí nenavázaných složek vzorkuvymytí nenavázaných složek vzorku

�� uvoln ění biomolekuly zm ěnou podmínekuvoln ění biomolekuly zm ěnou podmínek
– přidání volného kompetujícího ligandu
– změna pH, iontové síly, polarity, …
– biomolekula se získá v čisté podob ě a 

v zakoncentrovaném stavu

�� reekvilibrace nosi če s vazebným pufremreekvilibrace nosi če s vazebným pufrem



Průběh afinitní separacePrůběh afinitní separace



Nosiče (bio)ligandůNosiče (bio)ligandů

�� ve vod ě nerozpustné materiály obvykle sférického tvaruve vod ě nerozpustné materiály obvykle sférického tvaru
– kuli čky "beads"
– gelové materiály
– membránové separa ční techniky
– monolitické materiály
– magnetické nosi če

�� vv zásad ě lze připravit vlastní materiály, je vhodn ější zásadě lze připravit vlastní materiály, je vhodn ější 
používat komer čně dostupné matricepoužívat komer čně dostupné matricepoužívat komer čně dostupné matricepoužívat komer čně dostupné matrice
– výrobci poskytují materiály dostate čně reprodukovatelné
– charakterizující informace, bohatá firemní literatu ra
– doporu čené postupy imobilizace

�� povrchové reaktivní nebo derivatizovatelné skupinypovrchové reaktivní nebo derivatizovatelné skupiny
– obvykle nej častěji hydroxyly - dob ře se aktivují, vykazují nízkou 

nespecifickou adsorbci
– aminy, karboxyskupiny - snadná vazba biomolekul, ale  vyšší podíl 

nespecifických interakcí (mohou nést náboj)



Mechanické parametry nosičůMechanické parametry nosičů
�� mechanická a chemická stabilita nosi če může být aktiva čními mechanická a chemická stabilita nosi če může být aktiva čními 

reakcemi negativn ě ovlivn ěnareakcemi negativn ě ovlivn ěna
�� mechanické parametrymechanické parametry

– ovliv ňují možnost použití vysokých tlak ů a rychlých pr ůtoků
– rigidní nosi če na bázi skla a silikát ů či zesíťovaných polymer ů

– měkké gelovité nosi če jsou málo odolné a nemusí snášet ani míchání p ři 
derivatizaci

�� chemická odolnostchemická odolnost
– vhodná pro použití r ůzných typ ů solvent ů– vhodná pro použití r ůzných typ ů solvent ů
– možnost pracovat v širším rozsahu pH mezi 3 až 11

�� odolnost v ůči mikroorganism ůmodolnost v ůči mikroorganism ům
– uchovávání v chladu, p řidání konzerva ční bakteriocidních činidel (azid)



Průtočné vlastnostiPrůtočné vlastnosti

�� dobrý pr ůtok p řes daný nosi č závisí na pr ůměru použitých částicdobrý pr ůtok p řes daný nosi č závisí na pr ůměru použitých částic
– pro b ěžné účely v laborato ři vyhovuje asi 100 µm
– přesná definice pr ůměru není pro afinitní techniky až tak kritická jako p ro 

jiné druhy chromatografických separací
– typický rozsah pro Sepharosu CL-6B je 45 až 160 µm
– pohyb kapaliny p řes sloupec mohou komplikovat jemné fragmenty 

vznikající mechanickým poškozením částic nap ř. při intenzívním míchání

�� velikost částic spole čně svelikost částic spole čně s porozitou samoz řejmě ovliv ňují kapacitu porozitou samoz řejmě ovliv ňují kapacitu 
připraveného sloupcepřipraveného sloupce
– vzrůstá pro menší částice



Vazebná kapacita nosičeVazebná kapacita nosiče

�� udává množství cílové molekuly navázané na jednotku  nosi čeudává množství cílové molekuly navázané na jednotku  nosi če
�� teoretická vs. praktickáteoretická vs. praktická

– vhodn ější je vztahovat tento údaj na nosi č při reálném použití, tedy ne 
v suchém, ale v nabobtnalém stavu

– často se m ůže výsledná kapacita nap ř. pro protein výrazn ě odlišovat od 
udávaného množství reaktivních skupin pro imobilizaci  ligandu (výrobci 
počítají s malou molekulou …)

– dostupnost molekul ligandu na povrchu a uvnit ř v pórech matrice
– roli hraje také vzdálenost mezi povrchem matrice a li gandem– roli hraje také vzdálenost mezi povrchem matrice a li gandem
– spojovací m ůstková část ("spacer" nebo "linker"), jeho délka m ůže 

výrazn ě ovlivnit probíhající afinitní interakci



Nespecifické interakceNespecifické interakce

�� nespecifická vazbanespecifická vazba balastních molekul vbalastních molekul v separovaném roztoku separovaném roztoku 
probíhají na bázi iontových nebo hydrofobních vazebprobíhají na bázi iontových nebo hydrofobních vazeb

�� proces lze ovlivnitproces lze ovlivnit
– složením pracovních pufr ů

– promývacími kroky
– také volbou teploty

�� obvykle nelze zcela vylou čit oba typy rušivých vazebobvykle nelze zcela vylou čit oba typy rušivých vazeb
�� různé typy matric vždy vykazují zbytkové interakcerůzné typy matric vždy vykazují zbytkové interakce



Volba nosičeVolba nosiče

�� kombinace výše zmín ěných parametr ůkombinace výše zmín ěných parametr ů

�� cena a dostupnost daného materiálucena a dostupnost daného materiálu
�� předchozí zkušenostipředchozí zkušenosti

Postup modifikacePostup modifikace

�� nosi čnosi č
�� nosi č s aktivními skupinaminosi č s aktivními skupinami
�� imobilizace bioliganduimobilizace bioligandu�� imobilizace bioliganduimobilizace bioligandu
�� blokování zbylých aktivních místblokování zbylých aktivních míst

– glycin, ethanolamin, glycerol
– hydrolysa p ři zvýšeném pH

�� volba pracovního uspo řádánívolba pracovního uspo řádání
– napln ění do kolony, …



Způsob vazby liganduZpůsob vazby ligandu

�� vliv vzdálenosti ligandu od povrchu nosi če vliv vzdálenosti ligandu od povrchu nosi če -- ovlivní se délkou ovlivní se délkou 
spojovacího m ůstku spojovacího m ůstku -- "linker", "spacer arm""linker", "spacer arm"
– je pot řebný pro ligandy menší než asi 1 kDa
– příliš krátký - biomolekula ligand neváže efektivn ě, sterické zábrany 

vzniku pevného biokomplexu
– příliš dlouhý - balastní biomolekuly s ním mohou reago vat nespecificky



SilikagelSilikagel
�� "silica", SiO"silica", SiO 22 x Hx H22O, voda chemicky vázaná v nestechiometrickém O, voda chemicky vázaná v nestechiometrickém 

poměru, obsahuje vazbypoměru, obsahuje vazby
– siloxanové (Si-O-Si)
– silanolové (Si-OH)

�� amorfní struktura, výborná mechanická stabilita amorfní struktura, výborná mechanická stabilita -- v ysoké tlakyvysoké tlaky
�� omezená pH stabilita (mezi 2 a 8)omezená pH stabilita (mezi 2 a 8)
�� náchylný na nespecifické interakcenáchylný na nespecifické interakce
�� povrchové silanolové skupiny (Sipovrchové silanolové skupiny (Si--OH) se musí aktiv ovatOH) se musí aktivovat, , nap ř. např. 

silanizacísilanizacísilanizacísilanizací



PoresnPoresní skloí sklo

�� CPG, "controlled pore glass" stejn ě jako obdobné anorganické CPG, "controlled pore glass" stejn ě jako obdobné anorganické 
silikáty, alumina a zeolity vynikají p ředevším výbornými silikáty, alumina a zeolity vynikají p ředevším výbornými 
mechanickými vlastnostmimechanickými vlastnostmi
– pro techniky pracující s vysokými tlaky
– poměrně křehké, p ři aktivacích rad ěji jemn ě třepat a nemíchat
– při vým ěně roztok ů je dobré používat vakuum, aby se odstranily bublink y 

zachycené v pórech

�� ppříprava říprava -- borosilikátové sklo se zah řeje borosilikátové sklo se zah řeje -- dojde k separaci borátové a dojde k separaci borátové a 
silikátové fáze, boráty se odstraní vylouhováním, v zniknou uniformní silikátové fáze, boráty se odstraní vylouhováním, v zniknou uniformní 
pórypóry

�� chemická stabilitachemická stabilita
– toleruje dob ře kyselé pH
– v alkalické oblasti nad pH 8 se rychle degraduje

�� pro modifikace se využívá silanizacepro modifikace se využívá silanizace
�� komer čně dostupné jsou aminované CPG i jiné derivátykomer čně dostupné jsou aminované CPG i jiné deriváty
�� nízká nespecifická adsorpce biomolekulnízká nespecifická adsorpce biomolekul



CPGCPG

�� vysoký povrch uvnit ř pórůvysoký povrch uvnit ř pórů
�� velikosti částic:velikosti částic:

– grade A: 80/120 mesh, 125–177 µm
– grade B: 120/200 mesh, 74 – 125 µm
– grade C: 200/400 mesh, 37 – 74 µm

Průměr pór ůPrůměr pór ů
(nm)(nm)

PlochaPlocha
(m(m22/g)/g)

7.57.5 340340

1717 150150

3535 7575

100100 2525

200200 1313200200 1313

300300 99



SilanizaceSilanizace
�� aktivace aktivace inertninertních povrch ů pokrytých vrstvou oxidu (sklo, silikáty, ích povrch ů pokrytých vrstvou oxidu (sklo, silikáty, 

slída, oxidy kov ů)slída, oxidy kov ů)
– v hydratovaném stavu obsahuje hydroxylové skupiny, např. Si-OH, 

silanolový zbytek

�� reakcí se silany vzniká spontánn ě uspo řádaná vrstvareakcí se silany vzniká spontánn ě uspo řádaná vrstva
– obvykle n ěkolik vrstev, ne monovrstva
– nepoužívají se organické halogenované silany (jsou p říliš reaktivní a 

žádná další skupina už by nezbyla), ale mén ě reaktivní alkoxyderiváty

�� silanizací se na povrch modifikovaného nosi če zavedou vhodné silanizací se na povrch modifikovaného nosi če zavedou vhodné �� silanizací se na povrch modifikovaného nosi če zavedou vhodné silanizací se na povrch modifikovaného nosi če zavedou vhodné 
reaktivní skupiny Xreaktivní skupiny X

| OH

| OH

Si

OR

OR

RO X

| O Si

| O Si

O

X

X

O

O

| |

ROH



Silanizační činidlaSilanizační činidla�� aaminosilanminosilanyy
– APTES

(3-aminopropyl)-triethoxysilan
APDEMS
(3-aminopropyl)-diethoxy-methylsilan
APMES
(3-aminopropyl)-dimethyl-ethoxysilan,
monofunk ční - vede ke vzniku monovrstvy

�� gglycidoxysilanlycidoxysilanyy
– GOPS

glycidoxypropyl-trimethoxysilan
– GPMES

(CH3CH2O)3Si (CH2)3-NH2

Si (CH2)3-NH2CH3CH2O

CH3

CH3

Si (CH2)3-NH2CH3

OCH2CH3

OCH2CH3

CH

CH2C
H

O

C
H2

(CH3O)3Si

– GPMES
(3-glycidoxypropyl)-dimethyl-ethoxysilan

�� mmererkkaptosilanaptosilanyy
– MPTS

(3-merkaptopropyl)-trimethoxysilan 
– MPDMS

(3-merkaptopropyl)-methyl-dimethoxysilan

�� další činidladalší činidla
– MPS

(3-trimethoxysilylpropyl)methakrylát

Si (CH2)3-SHCH3

OCH2CH3

OCH2CH3

CH2C
H

O

SiCH3CH2O

CH3

CH3

C
H2

(CH3O)3Si (CH2)3-SH

(CH3CH2O)3Si (CH2)3-O

O

CH2

CH3



Silanizační reakceSilanizační reakce

� lze provád ět z organické fáze
– 10% roztok silanu v toluenu, v n ěm se daný povrch refluxuje 12 až 24 

hod, po promytí toluenem či acetonem a vysušení se dále zah řívá 2 až 4 
hod p ři 110 oC

� z vodné fáze se dosáhne menší vazebná kapacita, ale  vrstva je 
stabiln ější p ři použití ve vodném prost ředí
– povrch se hydratuje 30 min pova řením ve vod ě

– zahřívá 3 až 4 hod p ři 75 oC v 10% vodném roztoku silanu, pH  4

– po usušení se zah řívá přes noc p ři 110 oC– po usušení se zah řívá přes noc p ři 110 oC

� odpa řovací nanesení je nejjednodušší
– povrch se inkubuje 1 hod v 1% roztoku silanu v aceto nu
– po opláchnutí acetonem a vysušení se zah řívá 1 hod p ři 110 oC

� nanášení silanu z vodné fáze nebo z polárních rozpo ušt ědel vede ke 
tvorb ě složit ějších struktur (4 až 5 vrstev silanu)



Agarosa (Sepharosa)Agarosa (Sepharosa)

�� polysacharid tvo řen zpolysacharid tvo řen z DD--galaktosy a galaktosy a 
33--anhydrogalaktosyanhydrogalaktosy

�� polypoly--{{ ββ--1,31,3--DD--galaktosagalaktosa-- αα--1,41,4--(3,6(3,6--anhydro)anhydro)--
--LL--galaktosagalaktosa }}

�� sekundární a primární struktura je sekundární a primární struktura je 
komplexní, vláknitá skomplexní, vláknitá s p řítomnými pórypřítomnými póry

�� přirozená je mechanicky labilnípřirozená je mechanicky labilní

O

OHO

CH2OH

OH

OH

O

O

O

CH2

O

�� přirozená je mechanicky labilnípřirozená je mechanicky labilní
(zahřátím nad 40 ºC se rozpouští)(zahřátím nad 40 ºC se rozpouští)
– modifikuje se zesí ťováním pomocí epichlorhydrinu nebo 

divinylsulfonu
– ztratí se tím část využitelných hydroxylových skupin
– zesítěná je relativn ě stabilní (rozpoušt ědla mísitelná s vodou, pH 3 

až 14),
– neměla by se nechat vyschnout



SepharosaSepharosa

�� nejběžnější je Sepharosa CLnejběžnější je Sepharosa CL--6B6B
– zavedená firmou Pharmacia (Amersham Biosciences, dne s GE 

Healthcare)
– CL = „crosslinked“, 6B = 6% „beaded“ agarose
– póry dostate čné pro biomolekuly do 1 MDa, varianty 2B a 4B do 10  MDa
– nosi č dodávají i firmy BioRad jako Bio-Gel A a IBF jako Ultrogel

�� pro aktivaci vhodné metody zam ěřené na hydroxylové skupinypro aktivaci vhodné metody zam ěřené na hydroxylové skupiny

SepharoseSepharose Forma (částice vesměs 90 µm)SepharoseSepharose Forma (částice vesměs 90 µm)

High Performance 6% highly cross-linked agarose (34 
µm)

6 Fast Flow 6% highly cross-linked agarose

4 Fast Flow 4% highly cross-linked agarose

CL-6B 6% cross-linked agarose

CL-4B 4% cross-linked agarose

6B 6% agarose

4B 4% agarose



Preaktivované SepharosyPreaktivované Sepharosy

NHS-activated Sepharose High 
Performance

12-atom. hydrofil. můstek, přes -NH2

NHS-activated Sepharose 4 Fast Flow viz výše

CNBr-activated Sepharose 4 Fast Flow vazba primárních -NH2 skupin

EAH Sepharose 4B 10-atom. můstek, přes -NH2

ECH Sepharose 4B 9-atom. můstek, přes -COOH

Epoxy-activated Sepharose 6B 12-atom. hydrofil. můstek, přes -OH,Epoxy-activated Sepharose 6B 12-atom. hydrofil. můstek, přes -OH,
-NH2 nebo -SH skupiny

Activated Thiol Sepharose 4B 10-atom. můstek pro reversibilní vazbu 
přes volné thioskupiny

Thiopropyl Sepharose 6B 4-atom. hydrofilní pro reversibilní vazbu 
proteinů a thiolovaných ligandů. 
Reaguje i s těžkými kovy, alkyl- a 
arylhalogenidy a dává adiční reakce s 
C=O, C=C a N=N vazbami



Preaktivované SepharosyPreaktivované Sepharosy



Aktivace Aktivace --OH v sacharidových matricíchOH v sacharidových matricích

�� epoxyskupiny (bisoxiran, epichlorhydrin)epoxyskupiny (bisoxiran, epichlorhydrin)
�� bromkyanová metodabromkyanová metoda
�� divinylsulfondivinylsulfon

�� sulfonylchloridysulfonylchloridy

| OH

CH2=CH-SO2-CH=CH2

| O-CH2-CH2-SO2-CH=CH2

R-NH2

| O-CH2-CH2-SO2-CH2-CH2-NH-R

(R-OH, R-SH)

�� sulfonylchloridysulfonylchloridy
– tosylchlorid = p-toluensulfonylchlorid
– tresylchlorid = 2,2,2-trifluorethansulfonylchlorid

| OH | O-SO2-CH2CF3

R-NH2

| NH-R

Cl-SO2-CH2CF3
HO-SO2-CH2CF3

Cl-SO2 CH3 tosylchloridtosylchlorid

tresylchloridtresylchlorid



Srovnání reakčních parametrůSrovnání reakčních parametrů



Množství navazovaného ligandu Množství navazovaného ligandu --
kolik ho použít?kolik ho použít?

�� když ho máme dostatekkdyž ho máme dostatek
– 10 až 100x molární p řebytek v ůči přítomným reaktivním skupinám

�� malé biomolekuly malé biomolekuly 
– 1 až 20 µmol na 1 ml media (2 µmol typicky)

�� proteinové ligandyproteinové ligandy
– 5 až 10 mg na 1 ml media– 5 až 10 mg na 1 ml media

�� protilátkyprotilátky
– 5 mg proteinu na 1 ml media

�� velmi slab ě interagující systemyvelmi slab ě interagující systemy
– co nejvyšší koncentrace ligandu
– vyšší koncentrace vede k vyšší vazb ě



Dextranové nosičeDextranové nosiče

�� materiály materiály SephadexSephadex , Superdex, Superdex
�� glukosové jednotky spojené 1,6 vazbou,glukosové jednotky spojené 1,6 vazbou,

větvení i p řes 1,2 / 1,3 a 1,4 spojevětvení i p řes 1,2 / 1,3 a 1,4 spoje
�� mechanicky málo stabilnímechanicky málo stabilní
�� náchylné na bakteriální degradacináchylné na bakteriální degradaci
�� glykosidické vazby nestabilní p řiglykosidické vazby nestabilní p ři

nízkém pHnízkém pH

O

O

O
OH

OH

O

O

OH

OH

OH

O
CH2

CHOH

CH2

O

OH

OH O

O

O



CelulosaCelulosa
�� použití není tak b ěžné, spíše vpoužití není tak b ěžné, spíše v pr ůmyslové oblastiprůmyslové oblasti
�� velmi často se objevuje ve form ě membránvelmi často se objevuje ve form ě membrán
�� lineární polymer zlineární polymer z 1,41,4--ββ--DD--glukosových jednotekglukosových jednotek
�� nativní polymer je ve form ě vláken bez poresní struktury, nativní polymer je ve form ě vláken bez poresní struktury, 

reinformovaná celulosa je ve form ě kuli čekreinformovaná celulosa je ve form ě kuli ček
�� snáší pH 3 až 10, stabiln ější je p ři kyselé oblasti pH, p ři pH 7 může snáší pH 3 až 10, stabiln ější je p ři kyselé oblasti pH, p ři pH 7 může 

být autoklávovánabýt autoklávována
�� vláknitá celulosa se dodává jako suchý prášekvláknitá celulosa se dodává jako suchý prášek

O

CH2OH

OH

OH
O

O

�� vláknitá celulosa se dodává jako suchý prášekvláknitá celulosa se dodává jako suchý prášek
– Whatman, BioRad, Schleicher & Schuell
– v roztoku je náchylná na mechanické poškození (NE magn . míchání)

�� aktivace aktivace -- karbonyldiimidazol a divinylsulfonkarbonyldiimidazol a divinylsulfon
chloroformiátchloroformiát

�� celulosové částice, pr ůměr kolem 450 celulosové částice, pr ůměr kolem 450 µµmm

O

O

O
OH

OH

Cl-CO-O-CH2CH3

- HCl, CH3CH2OH

R-NH2 O
O

N
H

R

OH



Polyakrylamidové nosičePolyakrylamidové nosiče

�� vv biochemické oblasti velmi oblíbenébiochemické oblasti velmi oblíbené
�� připravují se kopolymerací akrylamidu a N,Npřipravují se kopolymerací akrylamidu a N,N’’--methyl enmethylen--

bis(akrylamidu), probíhá radikálovým mechanismem vbis(akrylamidu), probíhá radikálovým mechanismem v p řítomnosti přítomnosti 
tetramethylendiaminu (TEMED) a peroxodvojsíranu amo nného jako tetramethylendiaminu (TEMED) a peroxodvojsíranu amo nného jako 
iniciátoruiniciátoru

�� BioBio--Gel PGel P dodává materiál firma BioRaddodává materiál firma BioRad
– póry poskytují vylu čovací limity od 2 do 400 kDa
– nízké nespecifické vazby– nízké nespecifické vazby
– dobrá pH stabilita (2 – 10)

�� nevýhodou je malá mechanická stabilitanevýhodou je malá mechanická stabilita
– variabilita matrice p ři změně složení pufr ů

– nízké pr ůtočné rychlosti

�� aktivace se nejsnáz provádí částečnou hydrazinolýzou p ři 50 ºCaktivace se nejsnáz provádí částečnou hydrazinolýzou p ři 50 ºC
– dostupné jsou i preaktivované materiály (Enzacryl)

�� glutaraldehydem glutaraldehydem -- uplatní se adice amidové skupiny na dvojné vazby uplatní se adice amidové skupiny na dvojné vazby 
přítomné vpřítomné v polymerní form ě glutaraldehydu.polymerní form ě glutaraldehydu.



TrisacrylTrisacryl
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NH-C(CH2OH)3
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+ trisacryl

N,N’-diallyltartradiamid

N-akryloyl-2 amino-2 hydroxymethyl- 1,3 propandiol

�� kopolymerace:kopolymerace:
�� dodává IBFdodává IBF

�� tris(hydroxymethylové) uskupení poskytuje materiálu  výborné tris(hydroxymethylové) uskupení poskytuje materiálu  výborné 
hydrofilní vlastnostihydrofilní vlastnostihydrofilní vlastnostihydrofilní vlastnosti

�� zesíťovaný charakter p řináší zlepšení mechanických vlastností oproti zesíťovaný charakter p řináší zlepšení mechanických vlastností oproti 
polyakrylamidupolyakrylamidu

�� tolerance pH je od 1 do 11tolerance pH je od 1 do 11
�� snáší zmražení, teploty do 120 ºC a organická rozpo ušt ědlasnáší zmražení, teploty do 120 ºC a organická rozpo ušt ědla
�� aktivace je možná pomocíaktivace je možná pomocí

– karbonyldiimidazolu
– bromkyanu
– divinylsulfonu



SephacrylSephacryl

�� na bázi dextranového gelu sna bázi dextranového gelu s vnesenými allylovými pos tranními vnesenými allylovými postranními 
skupinami zesí ťovanými pomocí N,Nskupinami zesí ťovanými pomocí N,N’’--methylenmethylen--bis(akrylamidu)bis(akrylamidu)

�� obsahuje tedy lineární glukosové řetězce spojené p řes molekuly obsahuje tedy lineární glukosové řetězce spojené p řes molekuly 
bis(akrylamidu) a také lineární části polymerního bis(akrylamidu)bis(akrylamidu) a také lineární části polymerního bis(akrylamidu)

�� vyrábí Pharmaciavyrábí Pharmacia
�� Sephacryl SSephacryl S--300 a S300 a S--400 400 -- vylu čovací limity 1,5 a 8 MDavylu čovací limity 1,5 a 8 MDa
�� gely HR řady gely HR řady -- vylepšené pr ůtočné vlastnostivylepšené pr ůtočné vlastnosti
�� materiál je dostate čně chemicky i mechanicky odolnýmateriál je dostate čně chemicky i mechanicky odolný
�� aktivace aktivace -- p řes sekundární hydroxylové skupinypřes sekundární hydroxylové skupiny



Methakrylátové matriceMethakrylátové matrice
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I pentaerythritol 
dimethakrylát

II polyethylenglykol

I

II

�� TSKTSK--GelGel Toyopearl (vyr. Tosoh, distribuce Merck jako Fracto gel TSK)Toyopearl (vyr. Tosoh, distribuce Merck jako Fracto gel TSK)
– kopolymerace glycidylmethakrylátu, pentaerythritol dimethakrylátu a 

polyethylenglykolu - velký po čet hydroxyl ů a etherových vazeb

�� částečně hydrofilní, výborné mech. vlastnosti, tolerancí pH  2 až 12částečně hydrofilní, výborné mech. vlastnosti, tolerancí pH  2 až 12
�� velikosti S („superfine“, 20 až 40 µm), F („fine“, 30 až 60 µm) a C velikosti S („superfine“, 20 až 40 µm), F („fine“, 30 až 60 µm) a C 

(„coarse“, 50 až 100 µm)(„coarse“, 50 až 100 µm)
�� střední typ rozsah 50 kDa až 5 MDa střední typ rozsah 50 kDa až 5 MDa -- nejvhodn ější pro afin. separacenejvhodn ější pro afin. separace
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HEMAHEMA

�� poprvé p řipraven vpoprvé p řipraven v ČeskoslovenskuČeskoslovensku
– distribuován pod názvy Separon a Spheron

n

– distribuován pod názvy Separon a Spheron
– vzniká kopolymerací 2-hydroxyethylmethakrylátu se sí ťujícím 

ethylendimethakrylátem
– zesíťovaná struktura vytvá ří makro i mikropóry, které poskytují vysokou 

odolnost v ůči tlaku

�� chemická odolnost je pro pH 2 až 12chemická odolnost je pro pH 2 až 12
– krátké promytí je možné i 2 M NaOH či 2 M HCl

�� tepelná odolnost až do 170 ºCtepelná odolnost až do 170 ºC
�� dodávané velikosti částic jsou 5, 10 a 60 µmdodávané velikosti částic jsou 5, 10 a 60 µm

– v tuzemsku nyní vyrábí firma Tessek
– k dispozici i p ředaktivované matrice s r ůznými reaktivními skupinami
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– kopolymerací methakrylamidu, N,N’-methylen-bis(meth akrylamidu) a 
složky s oxiranovou skupinou, glycidylmethakrylátu ne bo 
allylglycidyletheru (na obr. dole)

– Rohm Pharma, v USA jako Spectra/Cryl 

�� porézní částice 30, 150 a 250 µm, neporézní 1 µmporézní částice 30, 150 a 250 µm, neporézní 1 µm
– mechanická stabilita výborná

�� imobilizace probíhá adicí na oxiranové uskupeníimobilizace probíhá adicí na oxiranové uskupení
– reagovat mohou primární aminy, sulfhydrylové skupin y či hydroxyly
– doporu čována p řítomnost fosfátového pufru, urychlí se tím reakce a  může 

probíhat blízko neutrálního pH



Polyamidové nosičePolyamidové nosiče
�� polykondenza ční reakcepolykondenza ční reakce

– Nylon 66 z 1,6-diaminohexanu a hexan-1,6-dikarboxylo vé kyseliny
– tuzemský Silon vzniká kondenzací ε-kaprolaktamu
– ve form ě membrán, sít ěk, kuli ček a trubi ček pro imobilizaci enzym ů

�� přirozený materiál má pro imobilizaci málo volných ko nc. skupinpřirozený materiál má pro imobilizaci málo volných ko nc. skupin
– je nutné jeho strukturu částečně narušit opatrnou hydrolýzou
– asi 3 M HCl, doba p ůsobení závisí na form ě materiálu, 10 sec až 1 hod

�� aktiva ční postupy, které amidovou vazbu nep řerušujíaktiva ční postupy, které amidovou vazbu nep řerušují
– O-alkylace peptidové vazby oxoniovou solí (triethyloxo nium – O-alkylace peptidové vazby oxoniovou solí (triethyloxo nium 

tetrafluoroboritan)            - dimethylsulfátem
– vzniklý imidoester reaguje v slab ě alkalickém prost ředí s aminoskupinou 

(lyzin, 1,6-diaminohexan) za vzniku amidinu
– kladný náboj zvyšuje polaritu polymeru
– získá se v ětší povrchová hustota využitelných karboxy nebo amin oskupin
– na trhu dostupná řada aktivovaných membrán

 C NH

O

C NH

OCH3

C NH

NH R

(CH3)2SO4 R-NH2

- CH3OH
Aktivace polyamidu dimethylsulfátem



Skupinově specifické ligandySkupinově specifické ligandy
�� interaguje s t řídou podobných biomolekul interaguje s t řídou podobných biomolekul -- skupinová separaceskupinová separace

NADNAD++, NADP, NADP++, , Blue BBlue B ddehydrogenasehydrogenasyy

5’5’--AMPAMP, , Blue F3GBlue F3G--A A NADNAD++--dependentdependentníní enzymenzym yy

2',5'2',5'--ADPADP, , Red HERed HE--3B3B NADPNADP++--dependentdependentníní enzymenzym yy

kalmodulin, Blue Bkalmodulin, Blue B kinasykinasy

gglutathionlutathion gglutathionlutathion--SS--transferastransferasaa (f(fúzní proteinyúzní proteiny))

cchitinhitin cchitin hitin vážícívážící protein (fprotein (f úzní proteinyúzní proteiny ))cchitinhitin cchitin hitin vážícívážící protein (fprotein (f úzní proteinyúzní proteiny ))

aamylosmylosaa mmaltosaltosuu vážící vážící protein (fprotein (fúzní proteinyúzní proteiny))

Green Green AA CoA proteinCoA proteinyy, HSA , HSA 

bbenzamidinenzamidin sserinerinovéové proteproteinainassyy

hheparieparinn llipoproteinipoproteinyy, , hormony, hormony, DNA, RNA DNA, RNA 

ppolymyxiolymyxinn eendotoxinndotoxinyy

konkanavalin Akonkanavalin A glukogluko-- a manopyranosylové zbytkya manopyranosylové zbytky

ppoly U, oligooly U, oligo--dTdT ppoly(A)+mRNA oly(A)+mRNA 



Cibacron blueCibacron blue
F3GF3G--AA

�� příklad racionálníhopříklad racionálního
návrhu skupinov ěnávrhu skupinov ě
specifického liganduspecifického ligandu

�� původn ě textilní barvivopůvodn ě textilní barvivo
�� váže se pevn ě do aktiv.váže se pevn ě do aktiv.

místa dehydrogenasmísta dehydrogenas
namísto p řirozeného substrátu NADnamísto p řirozeného substrátu NAD ++

N

NN

O

O

SO3H

NH2

NH

SO3H

N
H

N
H

SO3H

Cl

X

Y

namísto p řirozeného substrátu NADnamísto p řirozeného substrátu NAD
– antrachinonová část - odpovídá adeninové kapse
– diaminobenzensulfonát - interaguje s guanidinovou sku pinou Arg zbytku
– triazinový cyklus - atom chloru se váže v pyrofosfátov ém míst ě

�� substituenty X a Y pak jemn ě dolaďují afinitu ligandusubstituenty X a Y pak jemn ě dolaďují afinitu ligandu
– nejvyšší afinitu má derivát s -COOH v meta poloze (Y )
– vliv na velikost disocia ční konstanty a tím pevnost vazby na afinitní nosi č

�� další aplikace další aplikace -- odstran ění albuminuodstran ění albuminu
�� vazba na nosi č vazba na nosi č -- substituce v míst ě chloru triazinového cyklu, nap ř. substituce v míst ě chloru triazinového cyklu, nap ř. 

Blue SepharoseBlue Sepharose
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�� polycyklické barvivo vykazující jistou strukturní p odobnost k NADPpolycyklické barvivo vykazující jistou strukturní p odobnost k NADP ++

�� dále interagují albumin, lipoproteiny, interferon, koagula ční faktorydále interagují albumin, lipoproteiny, interferon, koagula ční faktory
– méně specifické - elektrostatické a hydrofobní interakce



PolystyrenPolystyren
�� zejména požíván jako materiál pro mikrodesti čkyzejména požíván jako materiál pro mikrodesti čky
�� nejjednodušší imobilizace nejjednodušší imobilizace -- adsorpce protein ů na povrch na základ ě adsorpce protein ů na povrch na základ ě 

hydrofobních interakcí ("coating" protilátek)hydrofobních interakcí ("coating" protilátek)
– třeba vysytit zbývající vazená místa vhodnou inertní bí lkovinou (albumin, 

kasein, želatina, sušené mléko bez tuku, …)

�� imobilizace malých molekul imobilizace malých molekul -- t řeba kovalentní vazbytřeba kovalentní vazby
�� modifikace PS modifikace PS -- nitrace a redukce poskytnou povrcho vé nitrace a redukce poskytnou povrchové 

aminoskupinyaminoskupiny

�� komer čně dostupné (Nunc) i modifikované mikrodesti čkykomer čně dostupné (Nunc) i modifikované mikrodesti čky
– "vážící aminoslou čeniny"
– se streptavidinem

| |
NO2

|
NH2

HNO3, H2SO4 Zn, HCl



Monolitické kolonyMonolitické kolony
�� poresní chromatografické sorbenty ve form ě vypl ňující celý poresní chromatografické sorbenty ve form ě vypl ňující celý 

separa ční prostorsepara ční prostor
– Hjerten 1989 - PAG - "continuous bed"
– Švec a Frechet 1992 - "monolith" na bázi makroporesního or g. polymeru

�� polymerace uvnit ř kolony (i kapilární)polymerace uvnit ř kolony (i kapilární)
– polyakrylamid a methylenbis(akrylamid) nebo piperazi ndiakrylamid
– styren a jeho deriváty, sí ťovadlo divynylbenzen
– deriváty methakrylát - butylmetakrylát, methakrylová  kyselina, 

glycidylmethakrylát, zesí ťují se ethylendimethakrylátem (Bioseparations)glycidylmethakrylát, zesí ťují se ethylendimethakrylátem (Bioseparations)

�� modifikované silikagely, spe čené chemicky modifikované modifikované silikagely, spe čené chemicky modifikované 
silikagelové částice (Chromolith, Merck)silikagelové částice (Chromolith, Merck)

�� kombinace malých ("mesopores", vhodnékombinace malých ("mesopores", vhodné
pro imobilizace ligand ů, nm rozm ěry, difuse) pro imobilizace ligand ů, nm rozm ěry, difuse) 
a velkých ("through pores", zajiš ťují tok a velkých ("through pores", zajiš ťují tok 
kapaliny, kapaliny, µµm rozm ěry, konvekce)m rozm ěry, konvekce)



Monolitické materiályMonolitické materiály

�� porogenní rozpoušt ědla: A MeOH, B 75% EtOH, C 75% PrOH, D 75% porogenní rozpoušt ědla: A MeOH, B 75% EtOH, C 75% PrOH, D 75% 
dodekanoldodekanol



CIMsCIMs
�� "convective interaction media" "convective interaction media" -- separa ční monolitický materiál ve separa ční monolitický materiál ve 

form ě disk ů form ě disk ů -- výborné pr ůtočné vlastnosti díky p řevažující konvekcivýborné pr ůtočné vlastnosti díky p řevažující konvekci
– celý tok media jde p řes separa ční oblast, u částicových nosi čů dochází k 

neefektivnímu obtékání částic
– průtočné rychlosti až o řád vyšší bez vlivu na separa ční vlastnosti a 

vazebnou kapacitu materiálu
– kombinovatelnost r ůzných materiál ů v jednom "sloupci" - seriové spojení 

různých disk ů



Kombinace AC / IEC     Kombinace AC / IEC     Selektivní frakcionaceSelektivní frakcionace



Imobilizace Imobilizace 
enzymůenzymů
�� enzymy enzymy -- pr ůmyslové použitíprůmyslové použití

– biokatalytické konverse
– bioanalytické aplikace, enzymové sensory

�� ekonomický aspektekonomický aspekt -- snížení výrobních náklad ů enzymových proces ů snížení výrobních náklad ů enzymových proces ů 
díky opakovanému použitídíky opakovanému použití

�� dlouhodobá dlouhodobá stabilizacestabilizace enzymové aktivityenzymové aktivity
�� snadná snadná separaceseparace výsledného produktuvýsledného produktu

– dvoufázový systém, enzym zachycen na heterogenní fázi– dvoufázový systém, enzym zachycen na heterogenní fázi
– substrát, produkt voln ě v roztoku
– realizace kontinuáln ě pracujících proces ů (enzymové reaktory)

�� nevhodné, pokud je i enzymový substrát nerozpustnýnevhodné, pokud je i enzymový substrát nerozpustný



Ideální nosič enzymuIdeální nosič enzymu

�� levný, inertní, mechanicky pevný, chemicky stabilnílevný, inertní, mechanicky pevný, chemicky stabilní
�� zachovává nebo zvyšuje specifitu enzymu (dána zachovává nebo zvyšuje specifitu enzymu (dána 

pom ěrem pom ěrem kk catcat//KKmm))
�� snižuje inhibici enzymu produktemsnižuje inhibici enzymu produktem
�� posunuje pH optimum enzymu žádaným sm ěremposunuje pH optimum enzymu žádaným sm ěrem
�� zabraňuje mikrobiální kontaminacizabraňuje mikrobiální kontaminaci
�� omezuje nespecifickou adsorpciomezuje nespecifickou adsorpci�� omezuje nespecifickou adsorpciomezuje nespecifickou adsorpci



Způsoby imobilizaceZpůsoby imobilizace
�� aa adsorbceadsorbce
�� bb kovalentní vazbakovalentní vazba
�� cc zachycení v polymeru,zachycení v polymeru,

"entrapment""entrapment"
�� dd zachycení v membránovémzachycení v membránovém

váčku, "cofinement"váčku, "cofinement"

Volba nosičeVolba nosiče

�� nízká cena (po zni čení enzymové aktivity se vyhodí)nízká cena (po zni čení enzymové aktivity se vyhodí)�� nízká cena (po zni čení enzymové aktivity se vyhodí)nízká cena (po zni čení enzymové aktivity se vyhodí)
�� drahé nosi če drahé nosi če -- při malém rozsahu procesu, p řípadně pokud je lze při malém rozsahu procesu, p řípadně pokud je lze 

použít opakovan ě (opakovaná imobilizace enzymu)použít opakovan ě (opakovaná imobilizace enzymu)
�� uplatní se forma, tvar, mech. stabilita, hustota, p orosita, distribuce uplatní se forma, tvar, mech. stabilita, hustota, p orosita, distribuce 

velikosti pór ů, povrchový náboj (posun pH optima reakce), hustota  velikosti pór ů, povrchový náboj (posun pH optima reakce), hustota  
reaktivních skupin (vazebná kapacita)reaktivních skupin (vazebná kapacita)

�� speciální vlastnostispeciální vlastnosti
– magnetismus
– rozklad nežádoucích produkt ů (MnO2 a peroxid vodíku)
– povrch s reduk čními vlastnostmi (TiO 2)



Geometrické uspořádáníGeometrické uspořádání
�� částicečástice („beads“)(„beads“)

– definovaná velikost a porosita
�� filmové povlakyfilmové povlaky

– tenké vrstvy na vhodném neutrálním nosném materiálu
�� membránymembrány

– sou časně je možné realizovat biokatalytickou reakci a separac i na 
základ ě rozdílné velikosti substrátu a produktu

�� vláknité materiályvláknité materiály
– vysoký podíl povrchu – velká objemová aktivita

�� pěnypěny -- zachycení uvnit ř (polyurethany)zachycení uvnit ř (polyurethany)�� pěnypěny -- zachycení uvnit ř (polyurethany)zachycení uvnit ř (polyurethany)

StrukturaStruktura
– mikroporesní 0.1 až 10 nm
– mesoporesní 3 až 10 nm – srovnatelné s velikostí enzym ů

– makroporesní 8 až 1000 nm, povrch 25 až 100 m 2/g
– neporesní – výborná pr ůtočnost, ale malá kapacita a malý povrch
– gelovitá – nemá stálé póry, ty vznikají až p ři nabobtnání; obdoba 

neporesního uspo řádání



Adsorpce enzymů na nosičAdsorpce enzymů na nosič

�� jednoduchý, široce použitelný postup jednoduchý, široce použitelný postup –– velmi mírné podmínky, velmi mírné podmínky, 
zachování aktivity zachování aktivity –– není kovalentní vazba, není na rušení konformacenení kovalentní vazba, není narušení konformace

�� reversibilita reversibilita –– jak enzymujak enzymu (purifikace)(purifikace), tak vlastn, tak vlastní matrice í matrice –– obojí lze obojí lze 
regenerovat a použít znovuregenerovat a použít znovu

�� možnost vysokých obsah ů (až 1 g enzymu na 1 g nosi če)možnost vysokých obsah ů (až 1 g enzymu na 1 g nosi če)
�� ale slabá interakce ale slabá interakce –– enzymy se mohou postupn ě spontánn ě enzymy se mohou postupn ě spontánn ě 

uvol ňovat z matriceuvol ňovat z matrice
�� zúčastněné interakcezúčastněné interakce

– nespecifické (van der Waalsovy síly, vodíkové m ůstky, hydrofilní – nespecifické (van der Waalsovy síly, vodíkové m ůstky, hydrofilní 
interakce): CPG, silikagely

– biospecifické – p řes ligand interagující s enzymem (mimo aktivní místo )
– interakce s imobilizovanými barvivy nebo ionty kov ů

– iontové interakce (ionexy)
– hydrofobní interakce: PET, HDPE, polyethylenterefta lát, latex 

(polystyren), poly(ST-DVB), amberlit XAD, silikáty,  zeolity, talek

�� částečná desolvatace v pr ůběhu vazby na nosi č, může docházet ke částečná desolvatace v pr ůběhu vazby na nosi č, může docházet ke 
změnám konformacezměnám konformace
– stabilizace, zm ěny aktivity a specifity katalyzované reakce



Iontové interakceIontové interakce

�� syntetické prysky řicesyntetické prysky řice (SP)(SP)
– kopolymery akrylamidu a kys. maleinové nebo itakono vé, 

fenolformaldehydové kondenzáty

�� SP s povrchovými skupinami SP s povrchovými skupinami –– Dowex, Amberlit, Duoli tDowex, Amberlit, Duolit
�� polysacharidové deriváty polysacharidové deriváty –– DEAEDEAE--celulosa, DEAEcelulosa, DEAE--dextran, DEAEdextran, DEAE--

Sephadex, CMSephadex, CM --celulosa, CHcelulosa, CH--Sepharosa, AHSepharosa, AH--Sepharosa, QSepharosa, Q--
Sepharosa, SSepharosa, S--SepharosaSepharosa
– DEAE … diethylaminoethyl, CM … -O-CH2-COOH, CH … -NH(CH2)COOH, 

AH … NH-(CH2)6-NH2, Q … -CH2-N+(CH3)3, S … -CH2-SO3HAH … NH-(CH2)6-NH2, Q … -CH2-N (CH3)3, S … -CH2-SO3H
– všeobecn ě velmi hydrofilní materiály, náboj závisí na pH okol ního 

roztoku

�� důležitou roli hrají podmínky, zejména pH, p ři adsorpcidůležitou roli hrají podmínky, zejména pH, p ři adsorpci

Invertasa  Typ nosi če 

% vazby  
DEAE-Sephadex  

(anex)  
CM-Sephadex  

(katex)  
pH 2.5    0    100 
pH 4.7    100    75 
pH 7.0    100    34 
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�� poresní / neporesní nosi če, vzájemná velikost pór ů a molekul poresní / neporesní nosi če, vzájemná velikost pór ů a molekul 
enzymuenzymu

�� povrchová hustota navázaných molekulpovrchová hustota navázaných molekul
�� reaktivní skupiny vhodné pro kovalentní imobilizacereaktivní skupiny vhodné pro kovalentní imobilizace

Kovalentní imobilizace enzymůKovalentní imobilizace enzymů

aa bb cc dd

O

N3

N=C=O
O

N

O

O

O

NO2

�� aa anhydrid, anhydrid, bb karbonát, karbonát, cc aldehyd, aldehyd, dd epoxid, epoxid, ee azid, azid, ff isothiokyanát,isothiokyanát,
gg nitrofenylester karboxylové kyseliny, nitrofenylester karboxylové kyseliny, hh azlaktonazlakton

�� typické množství 0.02 g enzymu na 1 g nosi četypické množství 0.02 g enzymu na 1 g nosi če

ee ff gg hh



Relativní užitečnost aa pro imobilizaciRelativní užitečnost aa pro imobilizaci

AA zbytek  Obsah  Dostupnost  Reaktivita  
Stabilita 
spojení  

Použití  

Asp +    ++    +    +    + 

Arg +    ++    -    ±    - 

Cys -    ±    ++    -    - 

cystin +    -    ±    ±    - 

Glu +    ++    +    +    + 

His ±    ++    +    +    + 

Lys ++    ++    ++    ++    ++ 

Met -    -    ±    -    - 

Ser ++    +    ±    +    ± Ser ++    +    ±    +    ± 

Thr ++    ±    ±    +    ± 

Trp -    -    -    ±    - 

Tyr +    -    +    _+    + 

C konec -    ++    +    +    + 

N konec -    ++    ++    ++    + 

sacharid. zbytek - ~ ++    ++    +    +    ± 
 



Orientace enzymuOrientace enzymu

�� nesmí dojít (a) ke zm ěně konformacenesmí dojít (a) ke zm ěně konformace
vazebného místa, aby docházelo k optivazebného místa, aby docházelo k opti--
mální vazb ě mální vazb ě substrsubstrátu (b)átu (b)

�� nevhodné je nep řístupné aktivní místonevhodné je nep řístupné aktivní místo
(c) v důsledku sterické zábrany(c) v důsledku sterické zábrany

�� méně efektivní až nefunk ční může býtméně efektivní až nefunk ční může být
vazebné místo deformované v d ůsledkuvazebné místo deformované v d ůsledku
distorse (d)distorse (d)distorse (d)distorse (d)

�� v obou p řípadech m ůže pomoci "oddálení" molekuly enzymu od v obou p řípadech m ůže pomoci "oddálení" molekuly enzymu od 
nosi če použitím vhodn ě dlouhého raménka (spacer, linker, …)nosi če použitím vhodn ě dlouhého raménka (spacer, linker, …)



Zachycení enzymu v polymeruZachycení enzymu v polymeru
�� může se jednat o čist ě fyzikální zachycení na základ ě velikostimůže se jednat o čist ě fyzikální zachycení na základ ě velikosti

– v gelu, zapolymerování uvnit ř vhodné matrice

�� kombinace zachycení a kovalentní vazbykombinace zachycení a kovalentní vazby
– derivatizace lyzinových zbytk ů akryloylchloridem CH 2=CH-CO-Cl
– vzniklý na enzym vázaný akrylamid se pak kopolymerizuje  s klasickou 

směsí akrylamidu a bisakrylamidu

�� vhodné pro imobilizaci "komplexn ějších" systém ů obsahujících daný vhodné pro imobilizaci "komplexn ějších" systém ů obsahujících daný 
enzym (bu ňky, organely, …)enzym (bu ňky, organely, …)

�� metoda je vhodná pouze pro enzymy ú činkující na nízkomolekulární metoda je vhodná pouze pro enzymy ú činkující na nízkomolekulární �� metoda je vhodná pouze pro enzymy ú činkující na nízkomolekulární metoda je vhodná pouze pro enzymy ú činkující na nízkomolekulární 
substrátysubstráty

�� stabilita chymotrypsinustabilita chymotrypsinu
�� v závislosti na zp ůsobuv závislosti na zp ůsobu

imobilizaceimobilizace
– volný (a), derivatizovaný

akryloyl Cl (b)
– zachycený v polymethakryl.

gelu (d), kombinovan ě (c)



Gelové matriceGelové matrice
�� enzym se zachytí v pr ůběhu p řípravy geluenzym se zachytí v pr ůběhu p řípravy gelu

– alginát , chitosan , želatina , PAG, PVA plus MNOHO dalších polymer ů

�� vznikne tak monolitický materiálvznikne tak monolitický materiál

�� enzym se nechá vsáknout do hotového gelu ve form ě kuli ček enzym se nechá vsáknout do hotového gelu ve form ě kuli ček 
(Sepharosa, Sephadex) a následn ě se chemicky zesí ťuje (Sepharosa, Sephadex) a následn ě se chemicky zesí ťuje 
(glutaraldehydem)(glutaraldehydem)

�� prosté zesí ťování nedává geometricky definované tvaryprosté zesí ťování nedává geometricky definované tvary�� prosté zesí ťování nedává geometricky definované tvaryprosté zesí ťování nedává geometricky definované tvary

�� "smart" polymery "smart" polymery -- m ění vlastnosti pod vlivem externích vliv ů (pH, mění vlastnosti pod vlivem externích vliv ů (pH, 
teplota, iontová síla) a mohou tak cílen ě např. uvolnit vázaný enzym teplota, iontová síla) a mohou tak cílen ě např. uvolnit vázaný enzym 
do roztokudo roztoku



SolSol--gel imobilizacegel imobilizace

(CH(CH33O)O)44Si + HSi + H22OO (CH(CH33O)O)33SiSi--OH + CHOH + CH33OHOH

2 (CH2 (CH33O)O)33SiSi--OHOH (CH(CH33O)O)33SiSi--OO--Si(CHSi(CH33O)O)33 + H+ H22OO

2 (CH2 (CH33O)O)33SiSi--OHOH (CH(CH33O)O)33SiSi--OO++--Si(CHSi(CH33O)O)33 + OH+ OH--

HH solsol

�� solsol--gel proces gel proces –– vznik „skla“ hydrolytickou polymerací monomolevznik „skla“ hydrolytickou polymerací monomole--
kulárních prekursor ů (CHkulárních prekursor ů (CH33O)O)44Si tetramethylSi tetramethyl-- oo --křemičitan (křemičitan ( TMOSTMOS):):

HH solsol

SiSi xxOOyy((µµ--OH)OH)zz(t(t--OH)OH)4x4x--2y2y--2z2z gelgel

SiSi xxOOyy + zH+ zH++ + (2x+ (2x--yy--z) Hz) H22OO xerogelxerogel (mech. stabilní)(mech. stabilní)

enzymenzym

zachycení v pórechzachycení v pórech

gelovat ěnígelovat ění

stárnutí a vysychánístárnutí a vysychání



Zachycení v membránových systémechZachycení v membránových systémech

�� enzym je od pracovního prost ředí odd ělen semipermeabilní enzym je od pracovního prost ředí odd ělen semipermeabilní 
membránou, pr ůchozí pro substráty a produktymembránou, pr ůchozí pro substráty a produkty

�� membránová dutá vlákna "membránová dutá vlákna " hollow fiber membraneshollow fiber membranes " obsahují enzym " obsahují enzym 
uvnit ř, pracovní roztok proudí okolouvnit ř, pracovní roztok proudí okolo
– povrch membrány i více než 20 m 2/l

�� jednoduché jednoduché -- není t řeba nic optimalizovatnení t řeba nic optimalizovat
�� relativn ě drahérelativn ě drahé

�� membrána m ůže být i ve form ě váčků ("membrána m ůže být i ve form ě váčků ("dropletsdroplets ")")
– enzym se rozpustí ve vodném roztoku 1,6-diaminohexanu
– disperguje se v roztoku 1,6-hexandiové kyseliny v ch loroformu
– vzniknou kapi čky enzymu obalené tenkou membránou z nylonu (Nylon-

6,6)

�� je možné použít i liposomy s enzymem uvnit řje možné použít i liposomy s enzymem uvnit ř



Srovnání imobilizačních postupůSrovnání imobilizačních postupů

Charakteristika Adsorpce  Kovalentn ě Entrapment  Zachycení v 
membrán ě 

Příprava  snadné obtížné obtížné snadné 

Náklady  nízké vysoké střední vysoké 

Vazebná síla  různé silné slabé silné 

Únik enzymu  ana ne ano ne 

Použitelnost  široká selektivní široká univerzální 

Pracovní problémy  vysoké nízké vysoké vysoké 

Matricové efekty  ano ano ano ne 

Velká difúzní bariéra  ne ne ano ano 

Ochrana p řed mikroby  ne ne ano ano 
 



Vliv imobilizace na pH optimum enzymuVliv imobilizace na pH optimum enzymu

�� náboj nosi če posouvá pH optimumnáboj nosi če posouvá pH optimum
�� důsledek partitice Hdůsledek partitice H ++ iont ů v mikrookolí enzymu na povrchu nebo v iont ů v mikrookolí enzymu na povrchu nebo v 

pórech nosi čepórech nosi če
�� posun pH pracovního roztoku m ůže být výhodný pro zlepšení posun pH pracovního roztoku m ůže být výhodný pro zlepšení 

rozpustnosti substrátu či produkturozpustnosti substrátu či produktu

�� nativnínativní enzym v roztokuenzym v roztoku
�� imobilizace na imobilizace na kladn ěkladn ě nebo nebo záporn ězáporn ě nabitý nosi čnabitý nosi č



Difúzní vlivyDifúzní vlivy
�� substrát se musí dostat z okolního prost ředí do aktivního místasubstrát se musí dostat z okolního prost ředí do aktivního místa
�� překonává se nemíchaná vrstva na povrchu nosi če překonává se nemíchaná vrstva na povrchu nosi če -- externí difúzeexterní difúze
�� poté se pohybuje uvnit ř pórů nosi če poté se pohybuje uvnit ř pórů nosi če -- interní difúzeinterní difúze
�� koncentra ční gradienty substrátu a produktu v p řípadě poresního koncentra ční gradienty substrátu a produktu v p řípadě poresního 

nosi čenosi če

�� aa pouze reakce a interní difúzepouze reakce a interní difúze
�� bb navíc partitice S a P v mikronavíc partitice S a P v mikro�� bb navíc partitice S a P v mikronavíc partitice S a P v mikro

prost ředí nosi čeprost ředí nosi če
�� cc jako jako aa, navíc externí difúze, navíc externí difúze
�� dd kombinace difúzních a partikombinace difúzních a parti--

tičních efekt ůtičních efekt ů

�� partiti ční vrstva je cca 1000xpartiti ční vrstva je cca 1000x
tenčí než difúzní vrstvatenčí než difúzní vrstva



Difúzní kontrola enzymové konverzeDifúzní kontrola enzymové konverze

�� při imobilizování velkého množství enzymu se jeho akt ivita jakoby při imobilizování velkého množství enzymu se jeho akt ivita jakoby 
zdánliv ě ztrácí zdánliv ě ztrácí 

�� efektivní aktivitaefektivní aktivita enzymu na nosi či je mnohem menší než teoreticky enzymu na nosi či je mnohem menší než teoreticky 
navázaná navázaná -- d ůsledek difúzních problém ů důsledek difúzních problém ů -- omezený pohyb substrátuomezený pohyb substrátu

�� pozitivní projev pozitivní projev -- zdánlivá stabilizace imobilizova ného enzymuzdánlivá stabilizace imobilizovaného enzymu

vnesená aktivitavnesená aktivita

nalezenánalezená
aktivitaaktivita

časčas

aktivitaaktivita
skute čně přítomnáskute čně přítomná

nalezenánalezená



Enzymové biosensoryEnzymové biosensory

�� imobilizace enzymu na povrch fyzikáln ěimobilizace enzymu na povrch fyzikáln ě--chemického p řevodníkuchemického p řevodníku
�� využívají se postupy imobilizace zmín ěné dříve i další speciální využívají se postupy imobilizace zmín ěné dříve i další speciální 

metodikymetodiky
�� nejčastější jsou enzymové elektrody nejčastější jsou enzymové elektrody -- kombinace enzymu a kombinace enzymu a 

elektrochemického p řevodníkuelektrochemického p řevodníku
�� enzymové optody (optrody) enzymové optody (optrody) -- analogie, nosi čem je ale obvykle analogie, nosi čem je ale obvykle 

světlovod (optické vlákno)světlovod (optické vlákno)



Membrány a biosensoryMembrány a biosensory

mechanická
                kontrola transportu

         imobilizace

                          E
převodník            E

                          E

�� membrány v biosensorech plní n ěkolik funkcí:membrány v biosensorech plní n ěkolik funkcí:
�� imobilizace enzymových molekul imobilizace enzymových molekul –– nosná funkcenosná funkce
�� řízení transportu látek bu ď prost řednictvím difúzní řízení transportu látek bu ď prost řednictvím difúzní 

kontroly nebo ovlivn ěním selektivitykontroly nebo ovlivn ěním selektivity (anti(antiinterferen ční)interferen ční)
�� zlepšenízlepšení mechanické stabilitymechanické stability
�� biokompatibilitabiokompatibilita



Rozdělení membránRozdělení membrán

�� mmembrána embrána = = porézní prost ředí, rozd ělporézní prost ředí, rozd ěleníení::
�� hrub ě porézníhrub ě porézní -- pórypóry nad 5 nm (skelná frita), nad 5 nm (skelná frita), 

permeabilitu ovliv ňuje rozdíl hydrostatického tlaku na permeabilitu ovliv ňuje rozdíl hydrostatického tlaku na 
obou stranách, osmotický tlak se neuplat ňuje (pokud obou stranách, osmotický tlak se neuplat ňuje (pokud 
polymer membrány neinteraguje s rozpoušt ědlem)polymer membrány neinteraguje s rozpoušt ědlem);;
ppermselektivita je velmi špatná až žádná (prochází ermselektivita je velmi špatná až žádná (prochází ppermselektivita je velmi špatná až žádná (prochází ermselektivita je velmi špatná až žádná (prochází 
všechny látky)všechny látky)

�� jemně porézníjemně porézní -- póry 1 až 5 nm  (nap ř. acetylcelulosa), póry 1 až 5 nm  (nap ř. acetylcelulosa), 
rozpoušt ědlo prochází konvekcí a difúzí, permeabilita je rozpoušt ědlo prochází konvekcí a difúzí, permeabilita je 
dána velikostí rozpušt ěných látekdána velikostí rozpušt ěných látek

�� neporézníneporézní (husté) (husté) -- nevykazují porézní strukturu, nevykazují porézní strukturu, 
rozpoušt ědlo prochází pouze difúzírozpoušt ědlo prochází pouze difúzí



Příprava membránPříprava membrán

�� je je pot řeba pečlivě kontrolovat podmínky (vlhkost, teplota), které pot řeba pečlivě kontrolovat podmínky (vlhkost, teplota), které 
siln ě ovliv ňují vlastnosti vznikajících membránsiln ě ovliv ňují vlastnosti vznikajících membrán

�� fázovfázováá konverzkonverzee -- rroztok polymeru ve vhodném rozpoušt ědle se oztok polymeru ve vhodném rozpoušt ědle se 
nalije na pevný povrch a vy čká se odpa ření rozpoušt ědlanalije na pevný povrch a vy čká se odpa ření rozpoušt ědla
– polyvinyl chlorid (tetrahydrofuran - THF), acetylcel ulosa (aceton), 

polyethersulonát (dimethylsulfoxid) nebo polyuretha n (THF, aceton)
– vyšší vlkost a nižší teplota okolí - vznikají v ětší póry
– nalití roztoku polymeru v org. rozpoušt ědle nemísitelném s vodou na 

vodní hladinu, zde se na rozhraní utvo ří asymetrická membránavodní hladinu, zde se na rozhraní utvo ří asymetrická membrána

�� polymeracepolymerace z mono či oligomer ů přímo na míst ě použití (tvorba „in z mono či oligomer ů přímo na míst ě použití (tvorba „in 
situ“) situ“) -- vhodná k p řípravě fragilních gelovitých membrán vhodná k p řípravě fragilních gelovitých membrán 
(polyvinylalkohol, polyakrylamid), které obsahují v elký podíl vody(polyvinylalkohol, polyakrylamid), které obsahují v elký podíl vody

�� dodate čná tvorba pór ůdodate čná tvorba pór ů -- tzv. nukleární membrántzv. nukleární membrányy (Nucleopore)(Nucleopore)
– vrstva polymeru se „prost řílí“ urychlenými nukleony, lokáln ě narušená

struktura polymeru se naleptá a vzniknou póry
– velmi dobrá reprodukovatelnost a homogenita pór ů o pom ěrně přesně 

definovaném pr ůměru
– lokální zm ěny lze vyvolat mechanickým natahováním (polyenové 

membrány, obsahující krystalické a amorfní oblasti,  v amorfních pak 
následn ě vzniknou póry)



Úpravy membránÚpravy membrán

�� vvelikost pór ů membrányelikost pór ů membrány
lze dodate čně změnitlze dodate čně změnit::

�� zvětšení pr ůchodnosti se dosáhne naleptáním polymeru zvětšení pr ůchodnosti se dosáhne naleptáním polymeru 

NucleoporeNucleopore
membránamembrána

�� zvětšení pr ůchodnosti se dosáhne naleptáním polymeru zvětšení pr ůchodnosti se dosáhne naleptáním polymeru 
membrány, které vede ke zv ětšení pr ůměru pór ůmembrány, které vede ke zv ětšení pr ůměru pór ů
– alkalická hydrolýza acetylcelulosy nebo polykarbonát ů

�� zzmenšení pr ůchodnosti a zlepšení permselektivity se menšení pr ůchodnosti a zlepšení permselektivity se 
dosáhne depozicí vhodných látek uvnit ř pórůdosáhne depozicí vhodných látek uvnit ř pórů
– např. organosilan ů nebo lipidických látek

�� symetrické symetrické mmembrány embrány -- ob ě strany jsou rovnocenné, obě strany jsou rovnocenné, 
průchodnost ob ěma směry je stejnáprůchodnost ob ěma směry je stejná

�� asymetrické asymetrické mmembrány embrány -- p řipravují se na rozhraní dvou fázípřipravují se na rozhraní dvou fází



BiokompatibilitaBiokompatibilita

�� při při použití biosensor ů v živém organismu (in vivo) nebo v klinické použití biosensor ů v živém organismu (in vivo) nebo v klinické 
praxi p ři kontaktu zejména s krví (in vitro)praxi p ři kontaktu zejména s krví (in vitro)

�� ppři kontaktu povrchu membrán ři kontaktu povrchu membrán s prost ředíms prost ředím dochází k adsorpci dochází k adsorpci 
protein ů protein ů –– zejména albuminu a fibrinogenu na povrchzejména albuminu a fibrinogenu na povrch

�� pak se pak se vytvá ří další vrstva krevních desti ček (koagula ční vytvá ří další vrstva krevních desti ček (koagula ční 
trombóza)trombóza)

�� ppři dlouhodobři dlouhodobéé implantaci docházimplantaci docházíí k zar ůstání k zarůstání biobiosensoru tkánísensoru tkání
�� postupné snižování citlivosti d ůsledkem snížené prostupnostipostupné snižování citlivosti d ůsledkem snížené prostupnosti�� postupné snižování citlivosti d ůsledkem snížené prostupnostipostupné snižování citlivosti d ůsledkem snížené prostupnosti

�� biosensor m ůže vyvolávat rušivé reakce biosensor m ůže vyvolávat rušivé reakce u u živého organismuživého organismu
– srážení krve, zán ětlivé procesy

�� je pot řeba povrch biosensoru povléknout vhodnými polymeryje pot řeba povrch biosensoru povléknout vhodnými polymery
– silikon, polytetrafluorethylen a zejména polyurethan y

�� modifikovat povrchní obalmodifikovat povrchní obal
– hydrofilizace, konverze aminoskupin na hydroxyskupiny

�� do vn ější vrstvy vpravit látky omezující rušivé reakcedo vn ější vrstvy vpravit látky omezující rušivé reakce
– fosforylcholin, fosfolipidy, heparin



Mechanické zachycení enzymuMechanické zachycení enzymu

převodník
                      o-kroužek

E   E    E
 E      E        dialyzační
                    membrána

�� nejjednodušší nejjednodušší -- kápne se roztok kápne se roztok 
biokomponenty na povrch p řevodníku biokomponenty na povrch p řevodníku 
a překryje se dialyza ční membránoua překryje se dialyza ční membránou

�� alternativní metodou je zachycení alternativní metodou je zachycení 
biomolekul uvnit ř vhodného polymeru biomolekul uvnit ř vhodného polymeru 
(inkluze), polymerní vrstva se vytvo ří (inkluze), polymerní vrstva se vytvo ří 
na povrchu podp ůrné dialyza ční na povrchu podp ůrné dialyza ční 
membránymembrány



Zachycení v geluZachycení v gelu

�� želatina je často používána pro enzymové membrány; 5% roztok se želatina je často používána pro enzymové membrány; 5% roztok se 
rozpustí p ři zvýšené teplot ě (až 50 rozpustí p ři zvýšené teplot ě (až 50 ooC) a přidá se enzym, promíchá se C) a přidá se enzym, promíchá se 
a naleje na podložku (nap ř. dialyza ční membrána)a naleje na podložku (nap ř. dialyza ční membrána)

�� Nafion je polymer rozpušt ěný ve sm ěsi alkohol ů s vodouNafion je polymer rozpušt ěný ve sm ěsi alkohol ů s vodou
– používá se pro tvorbu permselektivních membrán - jako  iontom ěnič
– může zachycovat biomolekuly

 [(CF2 CF2)m CF CF2]n
O

CF2

CFCF3 O CF2 CF2 SO3H

p

Nafion



Zachycení v PVAZachycení v PVA

�� polyvinylalkohol (PVA) je hydrofilní, neutrální a b iokompatibilní polyvinylalkohol (PVA) je hydrofilní, neutrální a b iokompatibilní 
polymer, ve vod ě siln ě bobtná; dostupný ve form ě oligomer ů (90 polymer, ve vod ě siln ě bobtná; dostupný ve form ě oligomer ů (90 
kDa), které po zesí ťování vytvo ří konečný polymerkDa), které po zesí ťování vytvo ří konečný polymer

�� radia ční polymerace využívá ozá ření směsi oligomer ů a enzymu γradia ční polymerace využívá ozá ření směsi oligomer ů a enzymu γ--
zářením (generuje zářením (generuje 6060Co)Co)
– vzniklé radikály vyvolají další polymeraci a zesí ťování
– výsledná membrána neobsahuje žádné nežádoucí produkty  a sou časně 

je sterilizována

�� chemické sí ťování chemické sí ťování –– triisokyanátytriisokyanáty  �� chemické sí ťování chemické sí ťování –– triisokyanátytriisokyanáty
(TIC), spojí postranní hydroxyly(TIC), spojí postranní hydroxyly

�� UV polymerace UV polymerace -- PVA obsahující PVA obsahující 
styrylbipyridiniové skupinystyrylbipyridiniové skupiny
(PVA(PVA--SbQ, 1.3%) SbQ, 1.3%) 
– vůbec nejšetrn ější postup 

imobilizace pomocí PVA

 
O C N CH2

CH2OCN

NCO

N C O HO NH C O

O

TIC

 +

              zesítění



Multifunkční polymeryMultifunkční polymery

�� kombinují imobilizaci enzymu s polymerní strukturou  nesoucí kombinují imobilizaci enzymu s polymerní strukturou  nesoucí 
skupiny mediátor ů přenášející elektrony, tzv. skupiny mediátor ů přenášející elektrony, tzv. redox relaysredox relays

�� polypoly--44--vinylpyridin (oligomer kolem 50 kDa) se částečně využije pro vinylpyridin (oligomer kolem 50 kDa) se částečně využije pro 
tvorbu komplexu s osmiem (mediátor), a částečně se do n ěj tvorbu komplexu s osmiem (mediátor), a částečně se do n ěj 
kvarternizací zavedou aminoskupinykvarternizací zavedou aminoskupiny

�� směs modifikovaného oligomeru, enzymu a bifunk čního činidla směs modifikovaného oligomeru, enzymu a bifunk čního činidla 
PEGDE (polyethylenglykoldiglycidylether) se nanese na elektroduPEGDE (polyethylenglykoldiglycidylether) se nanese na elektrodu

 parc. komplexace (1/6)  
CH2 CH

N
N

CH2 CH2 NH2

N

Os(bpy)2Cl

CHH2C
O

CH2 O CH2 CH2 O CH2 CH
O

CH2

parc. komplexace (1/6)
+ Os(bpy)2Cl2

n

kvarternizace
+ 2-bromoethylamin

PEGDE

 

E

M

M
M

M

M

E

E

E



Zesíťování enzymu na Zesíťování enzymu na 
povrchupovrchu

O CH (CH2)3 CH O

CH O H2N

CH N

glutaraldehyd
                  +

                     Schiffova báze

                      redukce (NaBH4)

E E

E

E

BSA

BSA
BSA

BSABSA

�� nejčastěji se používá nejčastěji se používá glutaraldehydglutaraldehyd ; směs s roztokem bílkoviny v závislosti ; směs s roztokem bílkoviny v závislosti 
na koncentraci složek vytvá ří spontánn ě retikulum bu ď přímo na povrchu na koncentraci složek vytvá ří spontánn ě retikulum bu ď přímo na povrchu 
sensoru, nebo na vhodném podkladovém materiálu (pol yamidová sí ťka, sensoru, nebo na vhodném podkladovém materiálu (pol yamidová sí ťka, 
dialyza ční membrána)dialyza ční membrána)

�� reakcí mezi aldehydovou skupinou činidla s aminoskupinou bílkoviny reakcí mezi aldehydovou skupinou činidla s aminoskupinou bílkoviny 
(postranní lyzinové zbytky) vzniká propojením Schiffov a báze(postranní lyzinové zbytky) vzniká propojením Schiffov a báze

– může se zredukovat na stabiln ější aminovou vazbu

CH2 NH

E

retikulum



Imobilizace pomocí elektropolymeraceImobilizace pomocí elektropolymerace

�� využívá elektrochemickou oxidaci k p řípravě reaktivních využívá elektrochemickou oxidaci k p řípravě reaktivních 
monomer ů, které pak spontánn ě vytvá ří polymerní film na povrchu monomer ů, které pak spontánn ě vytvá ří polymerní film na povrchu 
elektrodyelektrody

�� filmy se dají vytvo řit i na členitém povrchu nebo na povrchu filmy se dají vytvo řit i na členitém povrchu nebo na povrchu 
mikroelektrod (cílená modifikace)mikroelektrod (cílená modifikace)

�� pokud jsou v pr ůběhu elektropolymerace v roztoku p řítomné pokud jsou v pr ůběhu elektropolymerace v roztoku p řítomné 
biomolekuly, dochází k jejich zachycení uvnit ř vznikající biomolekuly, dochází k jejich zachycení uvnit ř vznikající 
membrány; mén ě se může uplatnit také kladný náboj polymerumembrány; mén ě se může uplatnit také kladný náboj polymeru

�� vlastnosti membrány je možné ovlivnit p řídavkem dalších látek do vlastnosti membrány je možné ovlivnit p řídavkem dalších látek do �� vlastnosti membrány je možné ovlivnit p řídavkem dalších látek do vlastnosti membrány je možné ovlivnit p řídavkem dalších látek do 
elektropolymera ční směsielektropolymera ční směsi

�� tlouš ťku membrány ur čuje velikost prošlého náboje, tak se dá tlouš ťku membrány ur čuje velikost prošlého náboje, tak se dá 
snadno reprodukuvateln ě ovlivnit množství imobilizované snadno reprodukuvateln ě ovlivnit množství imobilizované 
biomolekulybiomolekuly

�� některé elektropolymerní vrstvy mohou být navíc některé elektropolymerní vrstvy mohou být navíc vodivévodivé , což , což 
usnad ňuje p řenos elektron ů mezi elektrodou a biomolekulamiusnad ňuje p řenos elektron ů mezi elektrodou a biomolekulami
– tyto polymery jsou obvykle barevné



Polypyrrol (PPY)Polypyrrol (PPY)

�� klasický p říklad, provádí se oxidací 50 až 200 mM pyrrolu klasický p říklad, provádí se oxidací 50 až 200 mM pyrrolu 
amperometrickou oxidací p ři potenciálu kolem 0.8 V, jako elektrolyt amperometrickou oxidací p ři potenciálu kolem 0.8 V, jako elektrolyt 
se přidává KCl, pracuje se v anaerobním prost ředíse přidává KCl, pracuje se v anaerobním prost ředí

�� tlouš ťka filmu je úm ěrná množství prošlého náboje (5 mC/cmtlouš ťka filmu je úm ěrná množství prošlého náboje (5 mC/cm 22

odpovídá 13 nm), lze dosáhnout až 100 nm tlustých v rstevodpovídá 13 nm), lze dosáhnout až 100 nm tlustých v rstev
�� vzniklý PPy film vzniklý PPy film je vodivýje vodivý , vodivost dosahuje asi 500 S/cm, vodivost dosahuje asi 500 S/cm

– pro srovnání jsou vodivosti m ědi 106, křemíku 10 -4 a skla 10 -11 S/cm). 

�� obdobn ě probíhá elektropolymerace methylpyrroluobdobn ě probíhá elektropolymerace methylpyrrolu�� obdobn ě probíhá elektropolymerace methylpyrroluobdobn ě probíhá elektropolymerace methylpyrrolu
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Polyfenylenoxid (PPO)Polyfenylenoxid (PPO)

�� vvelmi tenké a mechanicky stabilní filmy PPO na pov rchu elektrod elmi tenké a mechanicky stabilní filmy PPO na povrc hu elektrod 
vznikají elektropolymerací fenoluvznikají elektropolymerací fenolu

�� nevodivénevodivé , takže elektropolymerace se samovoln ě zastaví, jakmile , takže elektropolymerace se samovoln ě zastaví, jakmile 
je povrch elektrody elektricky izolovánje povrch elektrody elektricky izolován

�� pprůběžně se dá pozorovatrůběžně se dá pozorovat
pokles oxida čního proudupokles oxida čního proudu
při vzniku filmupři vzniku filmu:: I                                    I 1

2

�� mméně stabilní jsou éně stabilní jsou 
polyanilinové (polyanilinové ( PANIPANI))
filmy vzniklé z anilinufilmy vzniklé z anilinu::

čas                            potenciál

2
3

Elektropolymerace fenolu
amperometricky a cyklickou voltametrií

 
N N

PANI                            n



Kontrolní membrányKontrolní membrány

�� eelektropolymerní vrstvy jsou také vhodné pro ovliv ňování lektropolymerní vrstvy jsou také vhodné pro ovliv ňování 
transportu látek jako kontrolní membránytransportu látek jako kontrolní membrány -- polyfenylendiaminovépolyfenylendiaminové
(PPD) filmy z 1,2 diaminobenzenu(PPD) filmy z 1,2 diaminobenzenu

�� nevodivé o tlouš ťce kolem 10 nm; snadno p řes ně prochází nevodivé o tlouš ťce kolem 10 nm; snadno p řes ně prochází 
peroxid vodíku, p řitom jiné rušivé látky jsou odstín ěnyperoxid vodíku, p řitom jiné rušivé látky jsou odstín ěny

�� pprotože zachycení bílkovin uvnit ř polymeru je pom ěrně volné, rotože zachycení bílkovin uvnit ř polymeru je pom ěrně volné, �� pprotože zachycení bílkovin uvnit ř polymeru je pom ěrně volné, rotože zachycení bílkovin uvnit ř polymeru je pom ěrně volné, 
dochází časem k uvoln ění do roztoku a tím k poklesu aktivitydochází časem k uvoln ění do roztoku a tím k poklesu aktivity

�� jjiné postupy proto použivají elektropolymerní film  jen jako výchozí iné postupy proto použivají elektropolymerní film j en jako výchozí 
chemickou modifikaci povrchu elektrody, a film se p ak dále chemickou modifikaci povrchu elektrody, a film se p ak dále 
upravuje chemickými reakcemi.upravuje chemickými reakcemi.



Modifikace elektropolymerůModifikace elektropolymerů

�� polypyrrol se dá polypyrrol se dá nitrovatnitrovat v β poloze a elektrochemickou redukcí v β poloze a elektrochemickou redukcí 
nitroskupiny se získá aminoskupina vhodná pro další  kovalentní nitroskupiny se získá aminoskupina vhodná pro další  kovalentní 
vazbu biomolekul:vazbu biomolekul:
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acetanhydrid

elektrochemická
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N
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N

C
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NO2

p-nitrobenzoylchlorid

           - HCl

�� jinou možností je reakce PPy s nitrobenzoylchloride m, jinou možností je reakce PPy s nitrobenzoylchloride m, 
nitroskupinu je pak možné redukovat také chemicky z inkemnitroskupinu je pak možné redukovat také chemicky z inkem
v kys. octové:v kys. octové:

2NO 2NHH Derivatizace PPy



Elektropolymerace bílkovinElektropolymerace bílkovin

�� elektropolymerelektropolymerovatovat se dají také vhodné deriváty biomolekul ve se dají také vhodné deriváty biomolekul ve 
směsi nap ř. s pyrrolemsměsi nap ř. s pyrrolem

�� kk postranním skupinám enzym ů je možné p řipojit pyrrolová jádra, postranním skupinám enzym ů je možné p řipojit pyrrolová jádra, 
takže po skon čení elektropolymerace je enzym nedílnou sou částí takže po skon čení elektropolymerace je enzym nedílnou sou částí 
řetězce polymeruřetězce polymeru::

  
N ( C H 2 ) 2 C O O H N ( C H 2 ) 2 C 

O 1. karbodiimid 

�� podobn ě je možné využít i derivát s koncovou aminoskupinoupodobn ě je možné využít i derivát s koncovou aminoskupinou

N ( C H 2 ) 2 C O O H 
N H 

N ( C H 2 ) 2 C 

2. enzym E E 



Aktivace inertních povrchůAktivace inertních povrchů

�� pracovní povrch sensor ů tvo ří malá skupina pom ěrně pracovní povrch sensor ů tvo ří malá skupina pom ěrně 
inertních materiál ů: sklo, k řemík, různé modifikace inertních materiál ů: sklo, k řemík, různé modifikace 
uhlíku (grafit, skelný uhlík, kompozitní sm ěsi) a uhlíku (grafit, skelný uhlík, kompozitní sm ěsi) a 
ušlechtilé kovy (zejména zlato a platina)ušlechtilé kovy (zejména zlato a platina)

�� některé biomolekuly se na tyto materiály adsorbují s některé biomolekuly se na tyto materiály adsorbují s 
různou pevností, avšak spolehlivá a dlouhodob ě stabilní různou pevností, avšak spolehlivá a dlouhodob ě stabilní různou pevností, avšak spolehlivá a dlouhodob ě stabilní různou pevností, avšak spolehlivá a dlouhodob ě stabilní 
imobilizace vyžaduje kovalentní vazbu mezi imobilizace vyžaduje kovalentní vazbu mezi 
biomolekulou a povrchembiomolekulou a povrchem

�� prvním krokem imobilizace jsou aktiva ční postupy, které prvním krokem imobilizace jsou aktiva ční postupy, které 
na málo reaktivní povrch sensoru zavád ějí reaktivní na málo reaktivní povrch sensoru zavád ějí reaktivní 
skupiny schopné pak kovalentní vazby s biomolekulamiskupiny schopné pak kovalentní vazby s biomolekulami



Spontánní vznik monovrstevSpontánní vznik monovrstev

�� monovrstvy (monovrstvy ( SAMSAM, „, „ selfself--assembled monolayerassembled monolayer “)“)
– molekulární soubor vzniklý samovolnou organizací mole kul 

aktivního surfaktantu na nosném substrátu, který se  pono ří do 
jejich roztoku ve vhodném rozpoušt ědle

– tři části molekuly - povrchov ě aktivní skupina (pevn ě se váže na 
povrch, head), alkylový spojovací m ůstek, koncová funk ční
skupina (na povrchu monovrstvy, tail)

�� 1940, Zisman 1940, Zisman -- Pt v roztoku amfifilních molekul se stává Pt v roztoku amfifilních molekul se stává 
hydrofobní hydrofobní -- monovrstvamonovrstvahydrofobní hydrofobní -- monovrstvamonovrstva

�� 1983, Nuzzo a Allara 1983, Nuzzo a Allara -- thioly na zlat ěthioly na zlat ě

�� další SAM:další SAM:
– alkylsilany na hydroxylovaných površích (nap ř. SiO2)
– mastné kyseliny na povrchu kov ů

– alkylfosfoniové soli na zirkonu



Spontánní vznik monovrstevSpontánní vznik monovrstev
�� AuAu--S monovrstvy S monovrstvy -- vznikvznik vvelmielmi

pevné vazby mezi zlatem a síroupevné vazby mezi zlatem a sírou

S (CH2)2
S (CH2)2

NH2

NH2Au

S (CH2)2 NH2

S (CH2)2 NH2
Au

+

�� nejběžnějším nejběžnějším 
příkladem je velmi příkladem je velmi 
pevná adsorpce pevná adsorpce 
thioslou čenin na thioslou čenin na Au Au

Adsorpce thiosloučenin na zlato

X

X

S
S
S
S
S
S

X
X
X
X
X
X

S
S
S
S
S
S

Organizovaná vrstva      zmenšení hustoty skupiny
                              zředěním inertním thiolem

thioslou čenin na thioslou čenin na 
povrchu zlatapovrchu zlata

�� vhodnou volbou vhodnou volbou 
dalších funk čních dalších funk čních 
skupin thiolu nebo skupin thiolu nebo 
disulfidu lze získat disulfidu lze získat 
reaktivní skupiny reaktivní skupiny 
využitelné pro další využitelné pro další 
imobiliza ční krokyimobiliza ční kroky



ThiosloučeninyThiosloučeniny
�� používají se thioly obsahující v molekulepoužívají se thioly obsahující v molekule

další vhodnou funk ční skupinudalší vhodnou funk ční skupinu

�� aminoskupinaaminoskupina -- nejběžnější, monovrstvynejběžnější, monovrstvy
na bázi krátkých řetězců na bázi krátkých řetězců -- dob ře prostupné,dob ře prostupné,
vhodné pro elektrochemické aplikacevhodné pro elektrochemické aplikace

�� hydroxyskupinahydroxyskupina -- slouží spíše pro inaktivacislouží spíše pro inaktivaci
povrchu, vnesení hydrofilního charakterupovrchu, vnesení hydrofilního charakteru

S

S

NH2

NH2

SH
NH2

NH2SH

cysteamincysteamin

cystamincystamin

thiofenolthiofenol

merkaptomerkapto--
ethanol / ethanol / 
propanol / propanol / 

SH
OH

SH OH
povrchu, vnesení hydrofilního charakterupovrchu, vnesení hydrofilního charakteru
a zabránění nespecifickým vazbám biomolekula zabránění nespecifickým vazbám biomolekul

1212--merkaptododekanol, 16merkaptododekanol, 16--merkaptomerkapto--hexadekanolhexadekanol

�� karboxyskupinakarboxyskupina -- vhodná pro aktivacivhodná pro aktivaci
pomocí EDC/NHSpomocí EDC/NHS

MUA, merkaptoundekanová k.MUA, merkaptoundekanová k.

propanol / propanol / 
butanol ...butanol ...

merkaptomerkapto--
octová / octová / 
propionová propionová 
/ …/ …

SH
OH

SH C
H2

OHn
 

SH COOH

SH
COOH

SH C
H2

n
 COOH



Speciální tSpeciální thioslouhiosloučeninyčeniny
�� bis(Nbis(N--hydroxysukcinimidester) kyselinyhydroxysukcinimidester) kyseliny

3,3’3,3’--dithiopropionové (DSP)dithiopropionové (DSP)
– váže na zlato, vnáší reaktivní NHS skupiny pro

vazbu biomolekul

�� PEO (polyethylneoxid, nebo jinak EG, PEO (polyethylneoxid, nebo jinak EG, 
ethylenglykol) jako koncová hydrofilní skupinaethylenglykol) jako koncová hydrofilní skupina
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�� případně nesoucí na konci ješt ě biotin případně nesoucí na konci ješt ě biotin -- smíšené SAM, kontrolovaná smíšené SAM, kontrolovaná 
hustota biotinových zbytk ůhustota biotinových zbytk ů

�� 1111--merkaptoundecylfosforylcholin merkaptoundecylfosforylcholin -- biokompatibilní pov rchybiokompatibilní povrchy
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N+(CH3)3



SAMsSAMs
�� vždy vzniká monomolekulární vrstva,vždy vzniká monomolekulární vrstva,

která m ůže být tak hustá, že povrch je která m ůže být tak hustá, že povrch je 
prakticky elektricky izolovánprakticky elektricky izolován

�� naopak adsorpce krátkých thioderivát ůnaopak adsorpce krátkých thioderivát ů
často zlepšuje elektrochemické odezvyčasto zlepšuje elektrochemické odezvy
bílkovin a jiných látek (usnadn ěná vým ěna elektron ů s cyt c)bílkovin a jiných látek (usnadn ěná vým ěna elektron ů s cyt c)

�� hustotu a kompaktnost vrstvy hustotu a kompaktnost vrstvy 
lze určit elektrochemicky lze určit elektrochemicky 

– na základ ě signálu vhodné 
elektroaktivní látky (ferrikyanid) 

– nebo sledovat pokles vodivosti

-0.4 0.0 0.4
-200

0

200

 Au elektroda
 modifikace SAM/MUA

E (mV)

Odezva ferrokyanidu
linearni voltamogram

  i
(nA)

– nebo sledovat pokles vodivosti
povrchu v pr ůběhu vzniku SAM



Povrch zlataPovrch zlata
�� v zásadě může být jakýkoliv (zlato je inertní v ůči oxidaci)v zásadě může být jakýkoliv (zlato je inertní v ůči oxidaci)
�� pro dobrou kvalitu SAM je nejlepší povrch Au(111)pro dobrou kvalitu SAM je nejlepší povrch Au(111)

– připravitelný termálním napa řováním ve vysokém vakuu
– tlouš ťka 100 až 200 nm optimální

�� nosi čem křemík nebo sklo (slída, k řemen, …)nosi čem křemík nebo sklo (slída, k řemen, …)
�� adhezi zlepší mezivrstvi čka (1 adhezi zlepší mezivrstvi čka (1 -- 5 nm) Ti nebo Cr, poté povrch lépe 5 nm) Ti nebo Cr, poté povrch lépe 

snáší kapaliny i agresivn ější chemikálie (neodchlípne se)snáší kapaliny i agresivn ější chemikálie (neodchlípne se)
�� zvýšení hrubosti povrchu (nap ř. pro SERS)zvýšení hrubosti povrchu (nap ř. pro SERS)

– elektrochemické leptání– elektrochemické leptání
– nanesení vrstvy nano částic zlata

�� čišt ění povrchu zlatačišt ění povrchu zlata
– aqua regia z ředěná, HCl:HNO 3:H2O 3:1:6
– piranha, H 2SO4:H2O2 poměr
– elektrochemické cyklování 0.17 až 1.87 V
– UV ozáření, následn ě oplach ethanolem
– čerstvý povrch se rychle na vzduchu kontaminuje (stáv á se 

hydrofobn ějším)



Depozice thiolůDepozice thiolů

�� obecn ě doporu čovaný postup:obecn ě doporu čovaný postup:
�� 1 mM roztok thiolu v ethanolu po dobu 16 až 24 hod,  následn ě oplach 1 mM roztok thiolu v ethanolu po dobu 16 až 24 hod,  následn ě oplach 

ethanolemethanolem
– kratší časy (1 - 2 hod) - monovrstva nemusí být úpln ě kompaktní ani 

dokonale organizovaná (crystalinity)
– objemné thioslou čeniny - m ůže pomoci zah řátí (60 °C)
– změny podmínek (optimalizace) mají často na výslednou monovrstvu 

zanedbatelný vliv

�� alternativní rozpoušt ědlaalternativní rozpoušt ědla�� alternativní rozpoušt ědlaalternativní rozpoušt ědla
– voda, hexan, toluen, THF, dichlormethan, acetonitri l, DMF
– rozpoušt ědla s dlouhými uhlíkatými řetězci - defekty v monovrstv ě 

(kontaminace rozpoušt ědlem)

�� depozice par thiolu (v proudu dusíku, nebo ve vysok ém vakuu)depozice par thiolu (v proudu dusíku, nebo ve vysok ém vakuu)
�� chemický proces:chemický proces:

– vývoj vodíku se nevylu čuje
– v přítomnosti kyslíku m ůže

přecházet na vodu

Au + R-SH Au-S-R + 1/2 H2

2Au + RS-SR                    2 Au-S-R



Postupná organizacePostupná organizace
na povrchuna povrchu

�� nejprve velmi pohyblivé, náhodn ěnejprve velmi pohyblivé, náhodn ě
rozmíst ěné molekulyrozmíst ěné molekuly

�� nad kritickou mezí za čnou vznikatnad kritickou mezí za čnou vznikat
ostr ůvky z n ěkolika molekulostr ůvky z n ěkolika molekul

�� až dojde k pokrytí celého povrchuaž dojde k pokrytí celého povrchu
�� a začnou vznikat husté domény,a začnou vznikat husté domény,

fungující jako nuklea ční místafungující jako nuklea ční místa
�� nakonec je celý povrch pokrytnakonec je celý povrch pokryt�� nakonec je celý povrch pokrytnakonec je celý povrch pokryt

organizovanou strukturouorganizovanou strukturou
– mohou v ní být ale malé defekty
– pinholes, pr ůměr kolem 0.25 nm

�� povrch zlata se m ůže částečně rozpoušt ět,povrch zlata se m ůže částečně rozpoušt ět,
zejména v konc. roztocích thioslou čeninzejména v konc. roztocích thioslou čenin



Smíšené monovrstvySmíšené monovrstvy

�� současná adsorpce dvou r ůzných thioslou čenin současná adsorpce dvou r ůzných thioslou čenin -- vznikne smíšená vznikne smíšená 
vrstva tvo řená oběma komponentami roztokuvrstva tvo řená oběma komponentami roztoku

�� obecn ě složení monovrstvy neodpovídá složení nanášecího r oztokuobecn ě složení monovrstvy neodpovídá složení nanášecího r oztoku
�� více se váží delší thioly a mén ě polární thiolyvíce se váží delší thioly a mén ě polární thioly
�� méně se váží thioly s polární nebo dokonce s nabitou ko ncovou méně se váží thioly s polární nebo dokonce s nabitou ko ncovou 

skupinouskupinou
�� méně se váží thioly s objemnými koncovými skupinamiméně se váží thioly s objemnými koncovými skupinami
�� silný vliv na složení má povaha rozpoušt ědlasilný vliv na složení má povaha rozpoušt ědlasilný vliv na složení má povaha rozpoušt ědlasilný vliv na složení má povaha rozpoušt ědla

– nejmén ě rozpustný thiol se váže p řednostn ě

�� při vyšší teplot ě nemusí vznikat smíšenépři vyšší teplot ě nemusí vznikat smíšené
monovrstvy, ale odd ělené oblasti tvo řenémonovrstvy, ale odd ělené oblasti tvo řené
např. krátkými a dlouhými thiolynapř. krátkými a dlouhými thioly

�� lze použít i asymetrické disulfidy Rlze použít i asymetrické disulfidy R--SS--SS--RR''
�� v existující monovrstv ě lze nahradit již adsorbované thioly novými z v existující monovrstv ě lze nahradit již adsorbované thioly novými z 

roztoku (displacement), probíhá zejména v oblastech  rozhraníroztoku (displacement), probíhá zejména v oblastech  rozhraní



Stabilita thioStabilita thio--SAMSAM

�� obecn ě je stabilita monovrstev velmi vysoká za normálních  obecn ě je stabilita monovrstev velmi vysoká za normálních  
laboratorních podmíneklaboratorních podmínek
– snáší až 1 M roztoky kyselin a zásad

�� při uchovávání na vzduchu lze za cca 20 dn ů pozorovat zm ěny úhlu při uchovávání na vzduchu lze za cca 20 dn ů pozorovat zm ěny úhlu 
alk. řetězců alk. řetězců -- postupná oxidace atom ů síry na povrchu zlatapostupná oxidace atom ů síry na povrchu zlata
– vznik sulfid ů RS- až sulfonát ů RSO3

-

– vzdušnou oxidaci výrazn ě urychluje UV zá ření

�� nestabilní v p řítomnosti:nestabilní v p řítomnosti:
– silná oxida ční činidla (piranha, halogeny, ozon, peroxid vodíku)– silná oxida ční činidla (piranha, halogeny, ozon, peroxid vodíku)
– činidla atakující zlato (jodidy, kyanidy, aqua regia)
– organická rozpoušt ědla
– zahřívání nad 70 až 80 °C, p ři 300 °C kompletní desorbce
– elektrochemická reduktivní desorbce pod -1.5 V (rev erzní d ěj k adsorpci)
– elektrochemická oxidace (0.5 až 1.5 V) v alkalickém (0.1 M KOH) nebo 

neutrálním prost ředí



Vlastnosti thioVlastnosti thio--SAMSAM

�� tlouš ťka a stupe ň pokrytítlouš ťka a stupe ň pokrytí
– elipsometrie

• polarizace světla odráženého od modifikovaného povrchu závisí na 
tloušťce a indexu lomu nanesené vrstvy

– povrchová plasmonová resonance (SPR) 
• p-polarizovaný koherentní paprsek se odráží hranolem umístěným 

pod sklíčkem s napařenou tenkou vrstvičkou kovu
• při jistém resonančním úhlu se část světla absorbuje díky excitaci • při jistém resonančním úhlu se část světla absorbuje díky excitaci 

volných elektronů ve vrstvičce kovu (plasmony)
• jev závisí na tloušťce a indexu lomu nanesené modifikující vrstvy
• funguje v suchém stavu i v kapalině - studium vzniku filmů in situ

– piezoelektrické k řemenné mikrovážky (QCM)
• resonační frekvence vibrujícího krystalu závisí na jeho hmotnosti, 

včetně pevně adherovaných modifikujících filmů

• funguje v suchém stavu i v kapalině - studium vzniku filmů in situ



Vlastnosti thioVlastnosti thio--SAMSAM

�� struktura a chemické složenístruktura a chemické složení
– FTIR spektroskopie

• IR paprsek se odráží pod malým (grazing) úhlem od povrchu monovrstvy
• je možné vypočítat orientaci funkčních skupin v monovrstvě

– SERS (surface enhanced Raman spectroscopy)
• je potřeba hrubý povrch pro zvýšení intenzity
• citlivé na funkční skupiny blízko povrchu kovu (0.35 až 0.7 nm)
• funguje v suchém stavu i v kapalině (normální Ramanovo spektrum je 

zanedbatelné)zanedbatelné)
• informace o chemickém složení povrchu

– X-ray fotoelektronová spektroskopie (XPS, ESCA)
• měří se energie elektronů vyražených z obalu atomů po ozáření 

rentgenovým paprskem ve vakuu
• specifické pro atomy - elementární

analýza monovrstvy, schopnost rozlišit 
i oxidační stavy (amino x nitro)



Vlastnosti thioVlastnosti thio--SAMSAM

�� struktura a chemické složení …struktura a chemické složení …
– SIMS (secondary ion MS)

• vzorek se bombarduje primárními ionty,
obvykle Ar+ nebo Xe+

• detekují se vyražené sekundární ionty

– difrak ční techniky
• GIXD (grazing incidence X-ray diffraction) malý úhel dopadu, analýza 

reflektivity a rozptylu, informace o mol. struktuře, tloušťce a indexu lomu

– elektrochemické techniky– elektrochemické techniky
• cyklická voltametrie - odezvy redoxní proby - blokování elektronového 

transportu při vzniku kompaktní monovrstvy
• impedanční techniky - snižování vodivosti



Vlastnosti thioVlastnosti thio--SAMSAM
�� povrchové vlastnostipovrchové vlastnosti

– kontaktní úhel - smá čitelnost
– kapka umíst ěná na zkoumaném

povrchu, velikost úhlu závicí na 
hydrofobnosti povrchu

– hydrofobní                     hydrofilní



AFM / STM studiumAFM / STM studium

�� STM, merkaptoethansulfonovSTM, merkaptoethansulfonová k., w=30 nmá k., w=30 nm
– zřetelné poruchy struktury (pits, pinholes)

�� oktadekanthiolová vrstvaoktadekanthiolová vrstva
– zobrazení výškových profil ů

– periodicita odpovídá rozm ěrům daným molekulovými modely



ThioThio--SAM na povrchu Au koloidů či SAM na povrchu Au koloidů či 
nanočásticnanočástic

�� vytvo ření Au nano částicvytvo ření Au nano částic
v přítomnosti thiolu, v org.v přítomnosti thiolu, v org.
rozpoušt ědlerozpoušt ědle

�� reakční pom ěry (Au ku RSH)reakční pom ěry (Au ku RSH)
ovlivní velikost nano částicovlivní velikost nano částic

�� disperse klasického Au soludisperse klasického Au solu
v ethanolu obsahujícím thiolv ethanolu obsahujícím thiol

�� třepání Au solu s roztokemtřepání Au solu s roztokem
thiolu v toluenuthiolu v toluenu

AuAu

thiolu v toluenuthiolu v toluenu



Další derivatizace povrchu Au nanočásticDalší derivatizace povrchu Au nanočástic

�� kombinace se silaniza čním thio činidlem:kombinace se silaniza čním thio činidlem:

�� následuje hydrolýza:následuje hydrolýza:�� následuje hydrolýza:následuje hydrolýza:

�� lze i opa čně umístitlze i opa čně umístit
Au nano částice na Au nano částice na 
silanizovaný povrchsilanizovaný povrch



Dynamické povrchy Dynamické povrchy -- světlocitlivésvětlocitlivé

�� deriváty aderiváty azobenzenzobenzenu: u: ciscis--trans isomerizatrans isomerizace, po osv ětleníce, po osv ětlení
– UV (366nm) - cis isomer
– modré (436nm) - trans isomer

�� změna konfigurace vede ke zm ěně polarityzměna konfigurace vede ke zm ěně polarity
�� pohyb kapky po povrchu pohán ěný sv ětlempohyb kapky po povrchu pohán ěný sv ětlem



Dynamické povrchy Dynamické povrchy -- redoxní aktivaceredoxní aktivace
�� elektrochemická oxidace na chinon vede k aktivaci p ovrchu elektrochemická oxidace na chinon vede k aktivaci p ovrchu --

kondenzace s derivátem stimulujícím adhezi bun ěkkondenzace s derivátem stimulujícím adhezi bun ěk
�� cílená kultivacecílená kultivace



Dynamické povrchy Dynamické povrchy -- změny polarityzměny polarity

�� v závislosti na aplikovaném potenciálu elektrody vy kazuje její povrch v závislosti na aplikovaném potenciálu elektrody vy kazuje její povrch 
hydrofilní nebo hydrofobní charakterhydrofilní nebo hydrofobní charakter



Dynamické povrchy Dynamické povrchy -- biosensingbiosensing

�� SAM oligonukleotidovéSAM oligonukleotidové
proby specificky proby specificky 
rozpozná virální NArozpozná virální NA

�� polymerasa polymerasa 
dosyntetizuje druhé dosyntetizuje druhé 
vlákno, p řitom ho vlákno, p řitom ho 
označí redoxní označí redoxní 
molekulou ferrocenumolekulou ferrocenu

�� tím je umožn ě přenos tím je umožn ě přenos 
elektron ů z donorového elektron ů z donorového elektron ů z donorového elektron ů z donorového 
enzymu GODenzymu GOD

�� (I. Willner)(I. Willner)



Dynamické povrchy Dynamické povrchy -- nanowiringnanowiring
�� komunikace enzym ů s elektrodou prost řednictvím chemického „nanodrátku“komunikace enzym ů s elektrodou prost řednictvím chemického „nanodrátku“

– „wired enzymes“, rychlost p řenosu elektron ů řádově vyšší než reakce s kyslíkem



Dynamické povrchy Dynamické povrchy -- nanowiringnanowiring
�� komunikace enzym ů s elektrodou prost řednictvím uhlíkové „nanotrubky“komunikace enzym ů s elektrodou prost řednictvím uhlíkové „nanotrubky“
�� SWCNT, singleSWCNT, single--wall carbon nanotubewall carbon nanotube
�� komunika ční kanál mezi elektrodou a enzymemkomunika ční kanál mezi elektrodou a enzymem
�� kalibrace pro glukosu p ři různé délcekalibrace pro glukosu p ři různé délce

nanotrubi čkynanotrubi čky
– a 25, b 50, c 100, d 150 nm



Cílená lokální imobilizaceCílená lokální imobilizace

�� primitivní postupy primitivní postupy -- „„ pin printingpin printing “ “ –– hrot hrot 
se namo čí v roztoku činidla a se namo čí v roztoku činidla a 
mikrokapka se p řenese do žádané mikrokapka se p řenese do žádané 
pozice na čipupozice na čipu

�� velikost svelikost spotpotůů je je 100100--300300 µµm, až 10 tisíc m, až 10 tisíc 
prob na čipuprob na čipu

�� horší reprodukovatelnost, pomalosthorší reprodukovatelnost, pomalost
�� nízká cena, laboratorní p řípravanízká cena, laboratorní p říprava



InkInk--jet printingjet printing

 

rezervoár

Ink-jet tisková hlava

piezoelektrický element

skleněná membrána

ústí mikrokapka
                                                         (100 pl)
mikropumpa ( struktura vyleptána
v k řemíku)

reagent

�� alternativní metoda p řípravy DNA čipů alternativní metoda p řípravy DNA čipů –– „tisk“ reagencií na podklad „tisk“ reagencií na podklad –– obdoba obdoba 
inkoustových tiskáreninkoustových tiskáren

�� zzákladem je struktura rezervoáru vytvo řená v k řemíku (micromachining), p řekrytá ákladem je struktura rezervoáru vytvo řená v k řemíku (micromachining), p řekrytá 
velmi tenkou sklen ěnou membránou, na kterou p řiléhá piezoelektrický element velmi tenkou sklen ěnou membránou, na kterou p řiléhá piezoelektrický element 
(aktuátor)(aktuátor)

�� rrezervoár se naplní reagentem, poté nad ústí pumpy  posune žádaná pozice čipu, a ezervoár se naplní reagentem, poté nad ústí pumpy p osune žádaná pozice čipu, a 
na piezoelektrický aktuátor se p řivede puls nap ětína piezoelektrický aktuátor se p řivede puls nap ětí

�� piezoelement piezoelement se se mechanicky deformuje, zatla čí na membránu, čímž dojde k mechanicky deformuje, zatla čí na membránu, čímž dojde k 
vyst říknutí mikrokapky reagentuvyst říknutí mikrokapky reagentu

�� rrychlost „tisku“ je 1 až 6 kHzychlost „tisku“ je 1 až 6 kHz

Ink-jet tisková hlava
v k řemíku)



InkInk--jet printingjet printing

�� rrozptýlení kapky na povrchu brání ozptýlení kapky na povrchu brání 
předcházející modifikace čipupředcházející modifikace čipu

�� hydrofilní místa pro imobilizaci prób hydrofilní místa pro imobilizaci prób 
navzájem odd ělené hydrofobními navzájem odd ělené hydrofobními 
úseky (surface tension wells)úseky (surface tension wells)

�� nanášené kapky reagent ů se nanášené kapky reagent ů se 
nerozpíjí, povrchové nap ětí je drží nerozpíjí, povrchové nap ětí je drží 
uvnit ř dané poziceuvnit ř dané pozice

 

C         A          G          T
zásobníky aktivovaných bází

ink-jet pumpy

pohyb pole
p řes pumpy

Syntéza souboru DNA prób

�� reakční kroky probíhají naráz na reakční kroky probíhají naráz na 
všech pozicích čipuvšech pozicích čipu

�� promývání a pomocné reakce se promývání a pomocné reakce se 
provádí pro celý čip spole čněprovádí pro celý čip spole čně

�� pro 100000 pozic trvá prodloužení pro 100000 pozic trvá prodloužení 
o jednu bázi asi 5 minuto jednu bázi asi 5 minut

�� syntéza souboru o délce 25 bází syntéza souboru o délce 25 bází 
zabere 2 hodiny.zabere 2 hodiny.



SubtraSubtrakktivtivní technikyní techniky

�� vytvá ření struktur či obrazc ů pomocívytvá ření struktur či obrazc ů pomocí
odstran ění přebytečných částíodstran ění přebytečných částí

�� leptáníleptání
�� FIB (fFIB (focused ocused iion on bbeameam) ) millingmilling
�� llaseraserové opracováníové opracování

– machining, pulzy r ůzného trvání

�� ultrazvukové vrtáníultrazvukové vrtání�� ultrazvukové vrtáníultrazvukové vrtání
– 25 µµµµm amplituda p ři frekvenci 20-100 kHz
– bezstresové opracování k řehkých materiál ů

�� tradi ční technologietradi ční technologie
– NC frézky, vrta čky, …



Strukturace povrchuStrukturace povrchu

�� surface patterningsurface patterning
�� ccílem je imobilizovat danou ílem je imobilizovat danou 

biomolekulu pouze v ur čitém biomolekulu pouze v ur čitém 
geometricky definovaném míst ě geometricky definovaném míst ě 
povrchupovrchu

�� využití pro konstrukci r ůzných využití pro konstrukci r ůzných 
typů soubor ů (arrays) detek čních typů soubor ů (arrays) detek čních 
element ů nebo multikanálových element ů nebo multikanálových 
biosensor ůbiosensor ůbiosensor ůbiosensor ů

�� technika tisku technika tisku -- plastové plastové 
"razítko" se namo čí v "razítko" se namo čí v 
modifika čním roztoku a motiv se modifika čním roztoku a motiv se 
přenese na povrchpřenese na povrch



Strukturace povrchuStrukturace povrchu

�� surface patterningsurface patterning

„namo čené“ razítko
(SH-(CH2)17-CH3) 

PDMS razítko

5 mM oktadekanethiol

otisk
~ 120 sAu film na

Si-wafer u1 mM 

CH3

S S S S

CH3 CH3CH3

S S

CH3

S S S S S S

CH3CH3CH3

Si-wafer u1 mM 
biotinylovaný alkylthiol



Charakterizace strukturovaného povrchuCharakterizace strukturovaného povrchu
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topografie (AFM)
SNIM, IR spektrum,

1711 cm -1, absorpce ureidoskupiny

�� SNIM, scanning near field IR microscopySNIM, scanning near field IR microscopy
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LitografieLitografie
�� tenkovrstvá technologie nejen pro výrobu elektronic kých sou částek, tenkovrstvá technologie nejen pro výrobu elektronic kých sou částek, 

ale i mikroanalytických planárních systém ůale i mikroanalytických planárních systém ů

�� základním materiálem je k řemík („silicon wafer“)základním materiálem je k řemík („silicon wafer“)
�� techniky p řenosu kopie výchozího motivu („techniky p řenosu kopie výchozího motivu („master patternmaster pattern“) na “) na 

povrch pevného materiálupovrch pevného materiálu



FotorezistFotorezist

�� modifikovaný materiál se pokryjemodifikovaný materiál se pokryje
tenkou vrstvou fotocitlivého tenkou vrstvou fotocitlivého 
materiálu materiálu -- fotorezist (spinfotorezist (spin--coating)coating)

�� ten se pak osv ětlí p řes masku ten se pak osv ětlí p řes masku 
nesoucí žádaný motivnesoucí žádaný motiv

�� fotorezist fotorezist –– pozitivní nebo negativnípozitivní nebo negativní



LitografieLitografie

�� schéma schéma 
pracovního pracovního 
postupupostupu

křemíkový substrát

termální oxidace
(vznik SiO2)

nanesení fotorezistní
vrstvy

osvit přes masku –
definování tvaru

Litografie
 vyvolání

nanesení vrstvy
(kov, izolace,
biovrstva, membrána,
…)

odstranění fotorezistu

odleptání SiO2

leptání křemíku

Litografie



Fotolitografická maskaFotolitografická maska

�� ukázka masky pro celý wafer (vlevo)ukázka masky pro celý wafer (vlevo)
�� vpravo pak výsek pro 20x20 element ůvpravo pak výsek pro 20x20 element ů



DNA biočipy (DNA microarrays)DNA biočipy (DNA microarrays)

�� plátek k řemíku (wafer, 5x5 inch, tj. 12.5x12.5 cm)plátek k řemíku (wafer, 5x5 inch, tj. 12.5x12.5 cm)
�� z něho 49 až 400 jednotlivých sensor ů (chips, 1.28x1.28 cm)z něho 49 až 400 jednotlivých sensor ů (chips, 1.28x1.28 cm)
�� na každém čipu až 1.4 milionu pozic (features, 11x11 na každém čipu až 1.4 milionu pozic (features, 11x11 µµm)m)
�� v každé pozici n ěkolik milion ů kopií stejné oligonukleotidové próby v každé pozici n ěkolik milion ů kopií stejné oligonukleotidové próby 

s danou známou sekvencís danou známou sekvencí



Modifikace povrchuModifikace povrchu

�� kombinace chemické kombinace chemické 
reakce a UV oza řováníreakce a UV oza řování

�� fotolitografie, fotosenzitivní fotolitografie, fotosenzitivní 
imobiliza ční proceduraimobiliza ční procedura



Výroba DNA čipuVýroba DNA čipu

�� silanizovaný povrch sensoru, každý silanizovaný povrch sensoru, každý 
atom Si je zárodkem probyatom Si je zárodkem proby

�� navázání spojovací části navázání spojovací části 
„linkeru“, ten zakon čený „linkeru“, ten zakon čený 
fotocitlivou blokovací fotocitlivou blokovací 
skupinouskupinou

�� ozáření přes masku ozáření přes masku –– odstran ění odstran ění 
blokujících skupin (deprotekce)blokujících skupin (deprotekce)

�� navázání prvního navázání prvního 
nukleotidu (A)nukleotidu (A)



Výroba (2)Výroba (2)

�� ozáření přes masku č. 2ozáření přes masku č. 2
�� ozáření přes masku č. 3ozáření přes masku č. 3

�� navázání dalšího navázání dalšího 
nukleotidu (C)nukleotidu (C)

�� ozáření přes masku č. 3ozáření přes masku č. 3

�� další nukleotid (G)další nukleotid (G)



Výroba (3)Výroba (3)

�� maska č. 4maska č. 4 �� další (T), ale výskyt chyby!další (T), ale výskyt chyby!

�� zabrán ění dalšího r ůstu chybné zabrán ění dalšího r ůstu chybné 
sekvence sekvence –– ukon čovací báze ukon čovací báze 
(„capping agent“) po každém kroku(„capping agent“) po každém kroku

……



Hotovo!Hotovo!

�� konečný stav po odstran ěníkonečný stav po odstran ění
„capping agents“ a protekt.„capping agents“ a protekt.
skupin, následuje zabalení skupin, následuje zabalení 
„packaging“ do „cartridge“„packaging“ do „cartridge“

�� pro 25pro 25--mer pot řeba obvyklemer pot řeba obvykle
méně než 100 masekméně než 100 masek
(teor. maximum)(teor. maximum)

�� problém: p řesahy mezi problém: p řesahy mezi 
jednotlivými zónami jednotlivými zónami 
(odrazy, rozptyl, (odrazy, rozptyl, 
vnit řní ozáření, …)vnit řní ozáření, …)vnit řní ozáření, …)vnit řní ozáření, …)

ukázka části oblasti proby poukázka části oblasti proby po
hybridizaci (AFM, ší řka obrázku je 2 hybridizaci (AFM, ší řka obrázku je 2 µµm)m)



VVýsledek použitíýsledek použití



Nanostrukturace povrchů pomocí SPMNanostrukturace povrchů pomocí SPM

�� skenovací raménko s hrotem slouží k vytvá ření obrazc ů na skenovací raménko s hrotem slouží k vytvá ření obrazc ů na 
modifikovaném povrchumodifikovaném povrchu

�� techniky:techniky:

�� STM litografie STM litografie -- aplikuje se proudový pulsaplikuje se proudový puls

�� AFM litografieAFM litografie�� AFM litografieAFM litografie
– škrábání, scratching 
– "ťukání", dynamic plowing 

�� AFM oxida ční litografieAFM oxida ční litografie

�� AFM konstruk ční litografieAFM konstruk ční litografie



AFM scratchingAFM scratching
�� AFM zařízení jako nástroj pro modifikace povrch ůAFM zařízení jako nástroj pro modifikace povrch ů

�� vyškrábání motivu v polymerní vrstv ě pomocívyškrábání motivu v polymerní vrstv ě pomocí
ostrého hrotuostrého hrotu
– PTCDA, 3,4,9,10-perylentetrakarboxydianhydrid

skenovánískenování zápiszápis skenovánískenování



Lokální anodická oxidaceLokální anodická oxidace

�� na povrch AFM hrotu se aplikuje potenciálna povrch AFM hrotu se aplikuje potenciál
�� v míst ě přiblížení hrotu k povrchu dojdev míst ě přiblížení hrotu k povrchu dojde

k elektrochemickému vytvo ření strukturyk elektrochemickému vytvo ření struktury
�� oxidace povrchu titanu nej častějioxidace povrchu titanu nej častěji



Fantazii se meze nekladou …Fantazii se meze nekladou …

�� "nanoobrázky", …"nanoobrázky", …



AFM dip penAFM dip pen

lithographylithography



SrovnSrovnání technik pro cílenou imobilizaciání technik pro cílenou imobilizaci

Techniky vhodné pro 
rozlišení pod 100 nm

Přímá 
kovalentní 
vazba 
biomolekul

Řízený 
proces v 
kapalin ě

Různé typy 
povrch ů a 
modifika čních 
činidel

Nízká 
cena

Vhodné pro 
rozlišení až 
10 nm

Chemomechanical 
Patterning/Nanograftin
g

ano ano ano ano ano

Dip Pen 
Nanolithography spíše ne ne ano ano

difúzní 
limitace

Microcontact Printing spíše ne ne ano ano asi ne

AFM Mechanical 
Scribing and 
Nanoindending 

ne ne ne ano ano

c-AFM Oxidation ne ne ano ano ano

UHV STM Patterning
ne ne ne ne ano

E-beam Lithography
ne ne ano ne asi ne

UV Photolithography ne ne ano ne asi ne



Kam to směřuje…Kam to směřuje…

�� představivost a fantazie, definování cílepředstavivost a fantazie, definování cíle

�� výběr vhodných detek čních element ůvýběr vhodných detek čních element ů
– z čeho budeme stav ět (aminokyseliny, nukleotidy, …)

�� vytvo ření knihovny na základ ě kombinatorických postup ůvytvo ření knihovny na základ ě kombinatorických postup ů
– všechny možné variace z daných stavebních kamen ů

�� paralelní testování vlastností molekul z knihovnyparalelní testování vlastností molekul z knihovny
– nalezení vhodných detek čních

�� zpracování a výroba analytického systémuzpracování a výroba analytického systému
– optimalizace výrobního procesu

�� vysoce paralelní analytický procesvysoce paralelní analytický proces
– citlivé elementy ve form ě 2D pole, oskenování (opticky, 

elektricky, magneticky, …), za členění dat do databáze

�� matematické prohledání a prezentace, rozhodnutímatematické prohledání a prezentace, rozhodnutí
– zpřístupn ění výsledku uživateli v pochopitelné form ě



PPříprava říprava 
imunokonjugátůimunokonjugátů
�� imunogeny imunogeny -- nosné bílkoviny modifikované nosné bílkoviny modifikované 

nízkomolekulárním antigenem (= hapten, sám o sob ě nízkomolekulárním antigenem (= hapten, sám o sob ě 
nevyvolá imunitní odpov ědˇ)nevyvolá imunitní odpov ědˇ)

�� značené protilátky a antigeny značené protilátky a antigeny -- tracerytracery pro pro 
imunostanoveníimunostanovení



ImunogenyImunogeny
�� imunogenicita imunogenicita -- schopnost molekuly stimulovat imuno logickou schopnost molekuly stimulovat imunologickou 

odpov ěď a následn ě tvorbu specifických protilátekodpov ěď a následn ě tvorbu specifických protilátek
�� imunogenimunogen

– cizorodost pro organismus, nevlastní p ůvod, aby nebyl imunitním 
systémem ignorován

– dostate čná velikost - aspo ň 6 kDa, jinak se pouze naváže na receptorové 
mIgM na membrán ě B lymfocytu, ale není pohlcen endocytosou 

– chemická komplexnost - nap ř. velké homopolymery z aminokyselin a 
jednoduché polysacharidy jsou z řídka imunogenníjednoduché polysacharidy jsou z řídka imunogenní

�� biomakromolekuly jako imunogenybiomakromolekuly jako imunogeny
– sacharidy - jen pokud jsou dostate čně komplexní, nebo jako sou část 

glykoprotein ů

– proteiny - dostate čně imunogenní; peptidy - p říliš malé, je t řeba je 
navázat na nosnou bílkovinu

– lipidy, nukleové kyseliny - neimunogenní, musí být n avázány na nosnou 
bílkovinu

�� malé molekuly malé molekuly -- haptenyhapteny
– fungují jako antigeny (epitop, váží je protilátky)
– nefungují jako imunogeny, musí být konjugovány s no sičem



Nosné bílkovinyNosné bílkoviny

�� volba dle imunogenicity, velikosti a dostupnosti fu nkčních skupin volba dle imunogenicity, velikosti a dostupnosti fu nkčních skupin 
pro navázání haptenupro navázání haptenu

�� KLHKLH, keyhole limpet , keyhole limpet hemocyaninhemocyanin
– z přílepky (m ěkýš) Megathura crenullata , kuproprotein vážící kyslík
– mcKLH - z um ěle pěstovaného organismu (mariculture) - lepší 

homogenita preparátu, lepší rozpustnost, v roztoku op alescentn ě 
namodralý

– velikost 450 kDa až 8 MDa, je agregátem,
stupe ň agregace závisí na pH, nad pH 8,9 stupe ň agregace závisí na pH, nad pH 8,9 
disociován na podjednotky

– může být h ůře rozpustný, roztoky často se 
zákalem, NaCl zlepšuje rozpustnost

– má k dispozici hodn ě lyzinových zbytk ů

– fylogeneticky vzdálený savc ům

�� OVAOVA, , ovalbuminovalbumin
– z vaječného bílku, 45 kDa, dob ře rozpustný, i v DMSO
– využíván hojn ě i při screeningu protilátek



�� BSABSA, bovine serum , bovine serum albuminalbumin
– albumin tvo ří asi polovinu protein ů plasmy, stabilní a dob ře rozpustný
– 67 kDa, pI 5.1, jediný polypeptid obsahující 59 lyzi nových zbytk ů, z nichž 

30 až 35 je využitelných pro imunokonjuga ční postupy
– pro konjgace je nejlepší frakce V, vysoce p řečišt ěná
– využíván nejen jako nosi č v imunogenu, ale i p ři screeningu protilátek a 

při blokování pracovních povrch ů

– cBSA, cationized BSA - povrchové karboxyly derivatizov ány 
ethylendiaminem pomocí EDC, zvýšení pI na 11

NH2
COOH

NH2NH (CH ) NH

O O

– lepší imunogen než nativní BSA (sta čí ho mén ě), netřeba kompletní 
Freudovo adjuvans

– vyšší afinita k záporn ě nabité membrán ě antigen-prezentujících bun ěk
– pro konjugace lze využívat EDC bez nebezpe čí postranních reakcí

NH2NH2

2

NH2
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COOHHOOC
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BSA NH2NH2
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NH2(CH2)2NH2
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Konjugace haptenuKonjugace haptenu

�� protilátky jsou produkovány proti navázanému hapten u, ale i proti protilátky jsou produkovány proti navázanému hapten u, ale i proti 
epitop ům nosi če epitop ům nosi če -- význam selek ční procedury pro nalezení t ěch význam selek ční procedury pro nalezení t ěch 
správnýchsprávných

�� optimalizace imunogenu optimalizace imunogenu -- zkusit r ůzné nosné proteiny a r ůzné zkusit r ůzné nosné proteiny a r ůzné 
hustoty navázaného haptenuhustoty navázaného haptenu

�� obvykle se využívá povrchová aminoskupina nosné bíl koviny, ke obvykle se využívá povrchová aminoskupina nosné bíl koviny, ke 
které se pomocí heterobifunk čního crosslinkeru p řipojí haptenkteré se pomocí heterobifunk čního crosslinkeru p řipojí hapten
– inkubace nosi če s crosslinkerem (nadbytek)
– odstran ění přebytku crosslinkeru– odstran ění přebytku crosslinkeru
– inkubace s molekulou haptenu
– jednozna čný pr ůběh reakce

�� pozor p ři volb ě reagující skupiny haptenupozor p ři volb ě reagující skupiny haptenu
�� mimo oblast epitopumimo oblast epitopu v oblasti epitopuv oblasti epitopu

vysoká specifita Abvysoká specifita Ab malá specifita Abmalá specifita Ab



ImunizaceImunizace

�� imunogen se aplikuje experimentálnímu zví řeti (myš, mor če, králík, imunogen se aplikuje experimentálnímu zví řeti (myš, mor če, králík, 
koza, kůň, …) injek čně v přítomnosti tzv. adjuvanskoza, kůň, …) injek čně v přítomnosti tzv. adjuvans
– přípravek stimulující imunitní odpov ěď

– FCA, Freudovo kompletní adjuvans - emulze vody v oleji plus mrtvé 
buňky Mycobacteria

• emulze zadržuje imunogen v místě aplikace po delší dobu
• buňky Mykobacteria přitahují do daného místa makrofágy a další 

imunitní buňky
– FIA, Freudovo inkompletní adjuvans - jako FCA, bez Mykobacteria– FIA, Freudovo inkompletní adjuvans - jako FCA, bez Mykobacteria
– ve vod ě rozpustné polysacharidy - mén ě účinné než FCA, mén ě zatěžující 

pro organismus
– Alum - hydroxidy hlinitý a ho řečnatý



Screening protilátekScreening protilátek

�� konjugát haptenu s nosi čem vyvolá tvorbu r ůzných druh ů protilátek, konjugát haptenu s nosi čem vyvolá tvorbu r ůzných druh ů protilátek, 
specifických proti r ůzným částem imunogenuspecifických proti r ůzným částem imunogenu

proti nosi čiproti nosi či
(nežádoucí)(nežádoucí)

proti epitopu haptenuproti epitopu haptenu
(požadované)(požadované)

proti spojovacímu úsekuproti spojovacímu úsekuproti spojovacímu úsekuproti spojovacímu úseku
(bridge(bridge--specific, nežádoucí)specific, nežádoucí)

– nalezení vhodné protilátky zajistí screening pomocí h aptenu 
imobilizovaného na jiný nosi č a jiným zp ůsobem, než v p řípadě 
imunogenu (opakuje se pouze epitop)

�� protilátkyprotilátky
– koncentrace vs. titr - r ůzné pojmy
– celková koncentrace molekul protilátky (molární, mg/ml, …) bez zahrnutí 

funk čních parametr ů (i poškozené či částečně denaturované neaktivní),
– titr = zředění dané protilátky vhodné pro daný typ imunostanove ní



Určení koncentrace protilátkyUrčení koncentrace protilátky

�� při 280 nm má roztok při 280 nm má roztok čistéhočistého IgG 1 mg/ml absorbanci 1,35IgG 1 mg/ml absorbanci 1,35
�� stanovení IgG v komplexních roztocích (sérum, ascit ická tekutina, stanovení IgG v komplexních roztocích (sérum, ascit ická tekutina, 

extrakt z tká ňové kultury, …)extrakt z tká ňové kultury, …)
– použije se latexové precipita ční stanovení
– latexové částice potažené protilátkou

proti m ěřenému IgG (nap ř. anti myší, …)
– monodisperzní částice voln ě v roztoku

vykazují vysokou absorbanci p ři 340 nebo 
405 nm405 nm

– v přítomnosti cílové protilátky dochází
k agregaci částic a k poklesu absorbance

– rychlost - 5 min
– vysoká citlivost - rozsah 10 - 300 ng/ml



Fragmentace protilátekFragmentace protilátek

�� pro mnoho ú čelů nepot řebujeme celou molekulu protilátky, ale sta čí pro mnoho ú čelů nepot řebujeme celou molekulu protilátky, ale sta čí 
nám pouze menší část nesoucí vazné místonám pouze menší část nesoucí vazné místo
– menší molekula - mén ě nespecifických interakcí
– snazší konjuga ční reakce, menší enzymové konjugáty
– fragmenty vznikají št ěpením proteinasami, nejlépe imobilizovanými na 

vhodný nosi č

�� fragmenty z molekuly imonoglobulinu Gfragmenty z molekuly imonoglobulinu G



Fragmentace IgMFragmentace IgM

�� IgM … příliš velká molekula náchylná k nespecifickým vazbám , IgM … příliš velká molekula náchylná k nespecifickým vazbám , 
špatná penetrace v histochemických aplikacích špatná penetrace v histochemických aplikacích -- pot řeba vytvo řit pot řeba vytvo řit 
menší vazné molekulymenší vazné molekuly

�� poněkud odlišné výsledkyponěkud odlišné výsledky
pro IgM r ůzných organism ůpro IgM r ůzných organism ů



Zlepšení specifity biointerakceZlepšení specifity biointerakce

�� blokováníblokování pracovního povrchu pracovního povrchu 
– cílem vysytit nespecifická vazebná místa (nosi če, sensoru, 

mikrodesti čky, …) vhodnou inertní látkou
– dosáhnout nižšího pozadí signálu
– na interakci se ú častní řada faktor ů, úsp ěšné blokování je tedy 

výsledkem empirických pokus ů

�� blokovací roztokyblokovací roztoky
– buď v PBS (phosphate buffered saline) nebo v TBS (tris  buffered saline; 

ALP jako zna čka nemá ráda fosfát)ALP jako zna čka nemá ráda fosfát)
– inertní proteiny: 1% kasein, 1 až 3% albumin (BSA)
– komplexní sm ěsi: sušené beztu čné mléko (m ůže obsahovat biotin), rybí 

sérum (steelhead salmon serum, fylogeneticky vzdálen é savčím 
bílkovinám)

– detergenty - Tween 20 nebo Tween 80 - adsorbují se na  hydrofobní 
povrchy a tím je u činí hydrofilní

�� promývánípromývání afinitních komplex ůafinitních komplex ů
– roztoky obsahující nízké koncentrace (kolem 0,05%) de tergent ů - přeruší 

pouze nespecifické interakce protein ů

– Tween 20 a 80, Triton X-100, Nonidet P-40, Brij-35,  CHAPS, CHAPSO



Charakterizace biokonjugCharakterizace biokonjugátůátů
a imobilizovaných nosičůa imobilizovaných nosičů

�� separace z reak ční sm ěsiseparace z reak ční sm ěsi
�� určení stupn ě substituceurčení stupn ě substituce
�� další charakteristikydalší charakteristiky
�� uchováváníuchovávání



Izolace biokonjugátuIzolace biokonjugátu
�� separace od nezreagovaných složek konjuga ční směsiseparace od nezreagovaných složek konjuga ční směsi
�� odstran ění nízkomolekulárních komponentodstran ění nízkomolekulárních komponent

– nejjednodušší je dialýza v celulosovém st řívku - p řes noc, 
v chladu, vym ěnit n ěkolikrát dialyza ční roztok

– rychlejší s centrifuga čními či jinými mikrodialyzátory,
konjugát málo stabilní, vhodné pro malé objemy

– rychlá separace na vhodné odsolovací kolon ě

0.1 ml 5 M NaCl proti 1 l vody0.1 ml 5 M NaCl proti 1 l vody



Zakoncentrování biokonjugátuZakoncentrování biokonjugátu

�� zahušt ěnízahušt ění
– tlakové ultrafiltra ční systémy
– dialyza ční trubice a vn ě činidla odnímající vodu (PEG, Sephadex)
– centrifuga ční evaporátory - šetrné podmínky
– lyofilizace - použít z ředěný nebo t ěkavý pufr
– vakuová pom ůcka na obrázku…

�� konjugáty tvo řené dvěmakonjugáty tvo řené dvěma
biomakromolekulamibiomakromolekulamibiomakromolekulamibiomakromolekulami
– chromatografické p řečišt ění
– vhodná afinitní separa ční technika
– isolace protilátkových konjugát ů

od zbylého enzymu (vadí!)

• imobilizovaný antigen
• protein A/G/L



Stupeň substituceStupeň substituce
�� vzniká barevný či fluoreskující produkt vzniká barevný či fluoreskující produkt -- spektrální vlastnostispektrální vlastnosti
�� diferenciální metoda, stanovení:diferenciální metoda, stanovení:

– zbylého nenavázaného ligandu
– zbylých neobsazených skupin biomakromolekuly (jen pro  "malé" ligandy)

�� stanovení navázaných molekul ligandu vhodnou specif ickou reakcístanovení navázaných molekul ligandu vhodnou specif ickou reakcí
�� změření změny molekulové hmotnosti konjugátu oproti výchozí změření změny molekulové hmotnosti konjugátu oproti výchozí 

biomakromolekulebiomakromolekule
– gelová permea ční chromatografie
– elektroforesa v PAG v nedenaturujícím uspo řádání– elektroforesa v PAG v nedenaturujícím uspo řádání
– hmotnostní spektroskopie

�� hydrolýza a charakterizace vzniklých produkt ůhydrolýza a charakterizace vzniklých produkt ů
– proteolytické št ěpení, mapování št ěpů
– úplná hydrolýza, stanovení aa či detekce uvoln ěného ligandu

�� detekce barevného postranního produktu konjuga ční reakcedetekce barevného postranního produktu konjuga ční reakce
– žlutý p-nitrofenol p ři použití p-nitrofenylkarboxylesteru jako aktivované 

matrice
– pyridin-2-thion ( ε343 = 8080 M-1 cm -1) při vazb ě -SH na pyridyl-2-

thioaktivované nosi če



AbsorbanceAbsorbance

�� při výrob ě biokonjugátu dojdepři výrob ě biokonjugátu dojde
ke změně spektrální vlastnostike změně spektrální vlastnosti
produktu (navázání barvivaproduktu (navázání barviva
nebo fluoroforu na nosnounebo fluoroforu na nosnou
bílkovinu)bílkovinu)

�� kvalitu konjugátu lze posouditkvalitu konjugátu lze posoudit
na základ ě změněnýchna základ ě změněných
spektrálních vlastnostíspektrálních vlastností

�� některé konjuga ční reakceněkteré konjuga ční reakce
poskytují barevné produktyposkytují barevné produkty
díky vzniklému m ůstkudíky vzniklému m ůstku
– diazota ční postupy

UV-VIS spektra albuminu a konjugátu 
albuminu s haptenem, p řipravený 
diazota ční metodou. M ěřeno v 50 mM 
fosfátu pH 7.0, koncentrace bílkovin 1,5 
mg/ml.



Stanovení aminoskupinStanovení aminoskupin

�� volnvolnáá aminoskupinaminoskupinaa s kyselinou 2,4,6s kyselinou 2,4,6-- trinitrobenzensulfonovou trinitrobenzensulfonovou 
((TNBSTNBS) ) dává dává barevný oranžový produktbarevný oranžový produkt
– měřitelný p ři 335 nm (v 200 mM HCl s 2% SDS)
– změřená absorbance

se porovná s kalibrací pro 
vhodný standard, nap ř. aa

R NH2SO3H

NO2

NO2

O2N NO2

NO2

O2N

NH
R

TNBS

�� pro vysoce citlivou fluorescen ční detekci volných aminoskupin lze pro vysoce citlivou fluorescen ční detekci volných aminoskupin lze 
použít opoužít o--ftaldialdehyd (ftaldialdehyd ( OPAOPA) v) v p řítomnosti 2přítomnosti 2--merkaptoethanolumerkaptoethanolu
– produktem je fluoreskující slou čenina (360 / 455 nm)
– použije se op ět kalibrace na standard

NO2 NO2

R NH2

H

H

O

O

SH
OH N R

S

OH
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Sulfhydrylové skupinySulfhydrylové skupiny

�� Ellmanovo činidlo, 5,5Ellmanovo činidlo, 5,5’’--dithiobis(2dithiobis(2--nitrobenzoová kyselina)nitrobenzoová kyselina)
– reaguje s volnými SH skupinami za vzniku disulfidu
– uvolní se kyselina thionitrobenzoová - intenzívn ě žlutá barva
– ε412 = 13600 M-1 cm -1

S S NO2O2N

COOHHOOC

SH NO2

COOH

SO2N

HOOC

S R

R SH

+

Ellmanovo činidlo



Biotinové zbytkyBiotinové zbytky

�� sstanovení úrovn ě biotinylace má významtanovení úrovn ě biotinylace má význam
při hodnocení pr ůběhu konjugace a p ři při hodnocení pr ůběhu konjugace a p ři 
kontrole reprodukovatelnosti procesukontrole reprodukovatelnosti procesu

�� vvyužívá se yužívá se 22--((4’4’--hydroxyazobenzenhydroxyazobenzen))--benzoovábenzoová kyselinakyselina ((HABAHABA ))
– po navázání na avidin vykazuje silnou absorbanci p ři 500 nm
– ε = 3,55·104 M-1 cm -1 (HABA 4:avidin)

�� ppokud se v prost ředí nachází volný nebo vázaný biotin, vyt ěsní okud se v prost ředí nachází volný nebo vázaný biotin, vyt ěsní 
molekulu HABA z vazebného místa a proporcionáln ě se sníží molekulu HABA z vazebného místa a proporcionáln ě se sníží 
absorbanceabsorbance

N N

COOH

OH

HABAHABA

absorbanceabsorbance
�� pprincipem je rozdíl afinit obou molekul k avidinurincipem je rozdíl afinit obou molekul k avidinu, ,  KK aa je je 

– 1,3·1015 M-1 pro avidin 
– 6·106 M-1 pro HABA

�� mmůže být zajímavé porovnat získané hodnoty pro celý n ativní ůže být zajímavé porovnat získané hodnoty pro celý n ativní 
biotinylovaný protein a pro stejný konjugát p ředem hydrolyzovaný biotinylovaný protein a pro stejný konjugát p ředem hydrolyzovaný 
např. pronasou na menší fragmentynapř. pronasou na menší fragmenty
– lze tak posoudit množství celkového a snadno dostupné ho biotinu

v molekule konjugátu



Biotin vážící místaBiotin vážící místa

�� Velmi užite čné může být stanovení vazebných míst pro biotin na Velmi užite čné může být stanovení vazebných míst pro biotin na 
imobilizovaných molekulách avidinu nebo streptavidi nuimobilizovaných molekulách avidinu nebo streptavidi nu

�� derivát biotinu sderivát biotinu s pp --nitrofenolem je bezbarvé činidlo, které se naváže nitrofenolem je bezbarvé činidlo, které se naváže 
na imobilizovaný avidinna imobilizovaný avidin

�� po opláchnutí nosi če se vpo opláchnutí nosi če se v alkalickém prost ředí zhydrolyzuje esterová alkalickém prost ředí zhydrolyzuje esterová 
vazba a uvoln ěný nitrofenol je vvazba a uvoln ěný nitrofenol je v tomto prost ředí intenzívn ě žlutýtomto prost ředí intenzívn ě žlutý

�� jeho množství odpovídá biotinjeho množství odpovídá biotin--vážícím míst ům, εvážícím míst ům, ε410410 == 18300 M18300 M--1 1 cmcm --11

O

NHNH

S

O
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biotin- p-nitrofenylester



MALDIMALDI
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(albumin)
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�� matrix assisted lasermatrix assisted laser
desorption ionizationdesorption ionization

�� v přítomnosti pomocné v přítomnosti pomocné 
molekuly lze ionizovat imolekuly lze ionizovat i
proteinové konjugátyproteinové konjugáty
– do asi 100 kDa
– z MS spektra se ur čí mol.

hmotnost konjugátu
– porovnáním s mol.hmotností

albumin

albumin-hapten

64 65 66 67 68 69
0

M/z  (kDa)

– porovnáním s mol.hmotností
výchozí bílkoviny se dá ur čit 
stupe ň substituce

�� našt ěpení konjugátu a výchozího proteinu sekven čně specifickou našt ěpení konjugátu a výchozího proteinu sekven čně specifickou 
endoproteasou (trypsin, št ěpí na karboxy konci Arg a Lys)endoproteasou (trypsin, št ěpí na karboxy konci Arg a Lys)
– úprava št ěpů - redukce a alkylace
– MALDI analýza št ěpných produkt ů - "vymizení" ur čitého peptidu u 

konjugátu sv ědčí o modifikaci v jeho aminokyselinách
– místo srovnávacího proteinu lze použít "teoretické" š těpení známé 

sekvence z proteinové databáze



Enzymy jako bioligandyEnzymy jako bioligandy

�� mohou být barevnémohou být barevné
– peroxidasa - červená
– flavinové oxidasy - žluté

�� v imunokonjugátech spolu s protilátkou či antigenem = v imunokonjugátech spolu s protilátkou či antigenem = tracertracer
– vždy zm ěřit enzymovou aktivitu konjugátu (kolik procent z p ůvodn ě 

přítomné aktivity se zachovalo = vhodnost zp ůsobu konjugace)
– stanovit také koncentraci bílkoviny (specifická enzy mová aktivita)
– v literatu ře velmi často údaje typu X-krát z ředěný tracer, aniž by se 

uvedla výchozí koncentrace…uvedla výchozí koncentrace…



Chromatografické nosičeChromatografické nosiče
�� běžné běžné nosi če nosi če -- schopné vázat volné aminoskupiny ligand ů či schopné vázat volné aminoskupiny ligand ů či 

biomolekulbiomolekul; ur čení ; určení výchozí vazebná kapacitvýchozí vazebná kapacity:y:
– derivatizace nosi če diaminem (ethylendiamin, 1,3-diaminopropan)
– stanoví se množství získaných aminoskupin pomocí ninh ydrinové reakce
– slouží obecn ě pro kvantifikaci aminoskupin, zejména v p řípadě 

aminokyselin
– vzniká r ůžovofialové zbarvení, ε570 = 8750 M-1 cm -1
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Stanovení imobilizovaných bílkovinStanovení imobilizovaných bílkovin

�� u bílkovin je výhodné použít jejich reduk ční vlastnosti vu bílkovin je výhodné použít jejich reduk ční vlastnosti v alkalickém alkalickém 
prost ředí vůči iont ům Cuprost ředí vůči iont ům Cu2+2+

– vzniklá jednomocná m ěď Cu+ se pak stanoví jako barevný komplex 
pomocí kyseliny bicinchoninové (BCA), Cu +(BCA)2

– reakce není p říliš specifická a reagují
také jiné redukující látky (aminy,
hydrazidy, redukující cukry aj.)

– zbarvení se m ěří při 560 nm NN

HOOC COOH

Cu
+

�� kvalitativní pr ůkaz přítomnosti bílkovin na modifikovaném nosi či lze kvalitativní pr ůkaz přítomnosti bílkovin na modifikovaném nosi či lze 
také provést použitím Coomassie Blue 250 (Bradfordo vé činidlo), kdy také provést použitím Coomassie Blue 250 (Bradfordo vé činidlo), kdy 
vzniká adsorp ční modrý komplex (595 nm) svzniká adsorp ční modrý komplex (595 nm) s imobilizovanými imobilizovanými 
proteinyproteiny

NN

HOOC COOH

Cu



Imobilizace na povrch Imobilizace na povrch 
sensorůsensorů
�� pro stanovení množství navázaného ligandu omezen ě použitelné i pro stanovení množství navázaného ligandu omezen ě použitelné i 

metody zmín ěné pro pro biokonjugáty nebo chromatografické nosi čemetody zmín ěné pro pro biokonjugáty nebo chromatografické nosi če
– komplikací je velmi omezená vazebná kapacita poskytuj ící pouze malá 

množství stanovitelných barevných produkt ů

�� imobilizace biomolekul na povrch p římých afinitních sensor ů se ale imobilizace biomolekul na povrch p římých afinitních sensor ů se ale 
velmi často provádí „online“:velmi často provádí „online“:
– sleduje se zm ěna specifického signálu v reálném čase
– signál odpovídá množství biomolekul vázaných na povrc h, je tak p římo 

výsledek imobilizace „vid ět“ a je ihned známo, jaké množství bioligandu výsledek imobilizace „vid ět“ a je ihned známo, jaké množství bioligandu 
se imobilizovalo

– výhodou je jednoduchá možnost p řipravit citlivé povrchy s požadovanou 
hustotou bioligandu

�� tímto zp ůsobem fungují optické sensory na bázi rezonance tímto zp ůsobem fungují optické sensory na bázi rezonance 
povrchovým plazmon ů (SPR) nebo piezoelektrické sensory povrchovým plazmon ů (SPR) nebo piezoelektrické sensory 
(křemenné chemické mikrovážky, QCM)(křemenné chemické mikrovážky, QCM)

�� u QCM lze navázaný bioligand pohodln ě přímo „zvážit“ stanovením u QCM lze navázaný bioligand pohodln ě přímo „zvážit“ stanovením 
rozdílu rezonan ční frekvence sensoru vrozdílu rezonan ční frekvence sensoru v suchém stavu p řed a po suchém stavu p řed a po 
imobiliza čním krokuimobiliza čním kroku

�� rozdíl je p římo úm ěrný zm ěně hmotnosti po navázání biomolekulrozdíl je p římo úm ěrný zm ěně hmotnosti po navázání biomolekul



Imobilizace v reImobilizace v reálném álném 
časečase
�� signál sensoru je úm ěrný množství navázaných biomolekul signál sensoru je úm ěrný množství navázaných biomolekul -- záznam záznam 

imobilizace tedy poskytne p řesné informace o navázaném množstvíimobilizace tedy poskytne p řesné informace o navázaném množství

�� ukázka imobilizaceukázka imobilizace
protilátky na sensorprotilátky na sensor
IAsys (optický systémIAsys (optický systém
rezonan čního zrcadla)rezonan čního zrcadla)
– aktivace glutaraldehydem
– vazba protilátky 1000

Sensor se silanizovaným
povrchem (volné -NH

2
)

P
i

P
i

albumin
(deaktivace)

– vazba protilátky
– vysycení zbylých vazeb.

míst inertní bílkovinou
– rozdíl signálu se bere

v přítomnosti pufru, tím
se vylou čí skoky signálu
dané různým složením
imobiliza čních roztok ů
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Zobrazení označeného liganduZobrazení označeného ligandu

�� imobilizovaný ligand se ozna čí pomocí nap ř. fluorescen čně značené imobilizovaný ligand se ozna čí pomocí nap ř. fluorescen čně značené 
protilátky, obraz povrchu se získá pomocí fluoresce čního protilátky, obraz povrchu se získá pomocí fluoresce čního 
mikroskopu nebo skeneru (nižší rozlišení)mikroskopu nebo skeneru (nižší rozlišení)

�� ukázka zviditeln ění imobilizovaného proteinu pomocí specifické ukázka zviditeln ění imobilizovaného proteinu pomocí specifické 
protilátky zna čené fluoresceinem, sken intenzity a pseudoobarveníprotilátky zna čené fluoresceinem, sken intenzity a pseudoobarvení

�� porezníporezní kontrolníkontrolní porezníporezní porezníporezní kontrolníkontrolní
(elchem. oxidace)(elchem. oxidace) (ox. parami HF) (ox. parami HF) povrchy Sipovrchy Si



Zobrazení modifikovaného povrchuZobrazení modifikovaného povrchu
�� mikroskopie na bázi meziatomových sil (AFM) poskytu je 3D mikroskopie na bázi meziatomových sil (AFM) poskytu je 3D 

„plastický“ pohled na povrch„plastický“ pohled na povrch
– přítomnost imobilizovaných

biomolekul lze hodnotit na 
základ ě profilometrické 
analýzy AFM obraz ů

�� tapping mod, image xy 500x500 nmtapping mod, image xy 500x500 nm
histogram pro Z, z osa 0 až 5 nmhistogram pro Z, z osa 0 až 5 nm



To je konec této přednášky…To je konec této přednášky…

��


