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1. Definice biosensoru. Historicky piehled. Charakteristiky idealniho biosensoru. Zakladni méfici
pristupy.

2. Elektrochemické biosensory, enzymové elektrody. Potenciometrické systémy a ISFETy.
Referencni elektrody. 3. Amperometrické méreni kysliku, peroxidu vodiku a NADH, biosensory s
oxidazami a dehydrogenazami. 4. Pfenos elektronti z enzymu na elektrodu pomoci mediatoru.
Kompozitni a organokovové molekuly. 5.Méfeni impedance a konduktometrické biosensory.
Voltametrické techniky.

6. Spektrofotometrické, fluorimetrické a chemiluminiscenéni sensory, opticka vlakna. Optické
biokatalytické sensory. Bioluminiscence.

7. Biosensory pro detekci inhibitori. Recyklaéni enzymové systémy. Mikrobialni, tkafiové a
receptorové sensory.

8. Afinitni biosensory s nepfimou detekci pomoci znaéek. Imunosensory. 9. Hybridiza¢ni
biosensory pro stanoveni nukleovych kyselin a detekci sekvenci oligonukleotidul. 10. Pfimé
optické afinitni sensory. Vyuziti exponencialni viny a resonance povrchovych plasmont ke
sledovani bioafinitnich interakci v realné ¢ase. Integrované optické systémy, interferometry a
podobné techniky.

11. Imobilizace biomolekul pfi konstrukci biosensort. Membranové techniky. Elektropolymerace.
12. Aktivace povrchu sensoru. Kovalentni vazba biomolekul. 13. Miniaturizace a masova
produkce biosensortu. Sitotisk, litografie, biosensory jako soucast integrovanych analytickych
systému, biocipy.

14. Komeréni biosensory. Perspektivy biosensort, oblasti uplatnéni v mediciné, potravinarstvi,
ochrané zivotniho prostredi, vojenstvi.



Biosensor je analyticky pristroj

obsahujici citlivy prvek biologického pavodu, ktery je bud
soucasti nebo v tésném kontaktu s fyzikalné-chemickym
prevodnikem. Poskytuje prabézny elektronicky signal, ktery
je pfimo umeérny koncentraci jedné nebo nékolika (skupiny)
chemickych latek ve vzorku .
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Biorekognicni slozka

rozpoznava stanovovanou latku, kterou bud’:

» specificky pfreménuje = biokatalyticka reakce:
enzym, organela, burka, tkan, organ, organismus

* nebo specificky vaze = bioafinitni reakce:
vazba protilatek s antigeny (hapteny)
hybridizace nukleovych kyselin
vazba ligandti na receptory
interakce sacharidu s lektiny




Fyzikalné-chemicky prevodnik

prevadi biorekogni¢ni reakci na signal vhodny pro
dalsi zpracovani, lze je rozdélit do nasledujicich
skupin:

= elektrochemické (potenciometrie, amperometrie,
konduktometrie, voltametrie)

= optické (fotometrie, fluorimetrie, luminometrie,
nelinearni optika)

= piezoelektrické a akustické
= elektromagnetické

= kalorimetrické

= nanomechanickeé

Historicka vychodiska

pocatek 20. stoleti: formulace koncepce redoxniho potencialu a prvni
méreni pH.

1922: Heyrovského objev polarografie - zlom na poli elektrochemie
1935: pokusy mérit koncentrace kysliku v biologickych tekutinach
pomoci rtutové kapkové elektrody (Miiller a Bamberger)

1938: méreni spotreby kysliku zivymi organismy - sinice, kvasinky a
krevni bunky, Petering a Daniels); tyto pokusy vyzadovaly praci se
rtuti a pomérné komplikovanou polarografickou aparaturu.

40. léta: vyuziti katodické redukce kysliku na uslechtilych kovech
(Au, Pt); holé elektrody vSak v biologickém materialu postupné
ztracely citlivost.




Spolehlivé méreni koncentrace O,

= 1956: revoluéni zménu provedI
Clark: predradil elektrodovému
systému membranu propustnou pro
plyny, a tak elektrody (pracovni Au
nebo Pt katoda zatavena ve skle a
Ag/AgCI referentni) fyzikalné
izoloval od méreného
prostredi.
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Leland C. Clark, Jr.

s prvni enzymovou elektrodou

= 1962: na symposiu New York Academy of Sciences Clark popsal
jak ,,udélat elektrochemické sensory (pH, polarografické,
potenciometrické nebo konduktometricé) inteligentnéjSimi pridanim
enzymovych prevodnik( uzavienych jako sendvié v membranach“

= tento koncept ilustroval experimentem s glukosa oxidasou
zachycenou na povrchu kyslikové elektrody pomoci dialyzaéni
membrany - méreny pokles koncentrace kysliku byl itmérny
koncentraci glukézy

= Clark s Lyonsem v publikaci poprvé uvedli termin enzymova
elektroda (€asto nespravné pripisovany Updikovi a Hicksovi , ktefi
propracovali experimentalni detaily potrebné k ziskani funkéni
enzymové elektrody pro glukosu)



50.-60. léta: prvni enzymové elektrody

1969: potenciometricka enzymova elektroda (Guilbault)
1974: enzymovy termistor (Mosbach)

1975: komercéni biosensor pro glukosu (fa. YSI, Ohio)

70. léta: objevuje se pojem ,,biosensor” (byla snaha pouzit
"bioprobe", tento nazev vSak byl chranén).

zavadi se pojem ,,optoda“ pro sensory na bazi optickych viaken
(Lubbers a Opitz)

1976: na trhu umély pankreas Biostator (fa. Miles), biosensor pro
laktat (fa. La Roche)

1982: popsan implantovatelny glukosovy biosensor — jehlova
enzymova elektroda (Schichiri)

vyzkum imunochemickych biosensorid (imunosensory)
1990: na trh uveden BlAcore (fa. Pharmacia)
~2000: nastup DNA bioc¢ipu

Biosensor pro glukosu
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= dosud nejuspésnéjsi biosensor je zalozen na
ferrocenu - prenaseci elektronu z oxidoreduktas na
elektrodu (fa. Medisense).

= Levny osobni biosensor pro domaci méreni krevni
glukosy diabetiky.



Biosensory v Brné

1950 - zalozena Katedra biochemie na PifF MU

1970 - Prof. Lumir Macholan - enzymové elektrody (inhibice
tyrosinasy, konduktometrické méreni moéoviny, diaminoxidasa)

1990 - inhibice cholinesterasy pro detekci organofosfata - spoluprace
s armadou (VTUO Brno)

1993 — piezoelektrické sensory (prvni experimenty s Prof. Marco
Mascinim) a studie afinitnich.interakci pomoci biosensort

1995 — pouzivani sitotiskovych sensort (Krejéi Engineering, dnes
BVT Technologies)

1999 — mikroraménka jako afinitni sensory (University v Mainzu a
Janové, Dr. Roberto Raiteri)

~2002 - aktivity na poli elektrochemickych imunosensord pro
biologicka agens (F. tularensis)

Biosensory v Brné

= 2005 - pifesun do nového kampusu v Brné - Bohunicich
zpocatku v ramci ILBIT (integrated laboratories of biomedical
technologies)

= 2006 - iniciovan vyzkum nanobiotechnologii - pod Narodnim
centrem pro vyzkum biomolekul

= v souc€asnosti aktivity realizovany v:

- A5 | Ustav biochemie - prednasky a vyuka
zamérena na biosensory, ,tradicni“ oblasti
vyzkumu (elektrochemické, piezoelektricke,
optickeé, ...)

- A4/ Narodni centrum pro vyzkum biomolekul -
nanobiotechnologie — AFM Ntegra Vita a
Solaris, biointerakce — Biacore 3000)
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Biosensory v Brné p#isti rok |

= European Structural Funds - regionalni podpora
= Central European Technological Institute (CEITEC)

- hlavni partnefi MU a VUT a fada dalSich brnénskych
instituci

- nase skupina soucasti programu 4
Strukturni biologie
- Nanobiotechnologie a biointerakce

Vyzkumna skupina

= odborni pracovnici:
= Jan P¥ibyl, Jiti Zeravik
= doktorandi: 10
Zdenka Fohlerova, Milan Jilek, Zuzana Svozilova, Antonin

Hlavaéek, Karel Lacina, Katefina Frnkova, Sarka Novotna, Martin
KFriz, David Kovar, Eva Kupska

= magistersti studenti: 4 (dalSi prijdou v Fijnu)
= bakalaisti students: 10 (2010 koncilo)
= zahranicni studenti: 4 (letos)



| Dostupné vybaveni ...

surface plasmon resonance - Biacore 2000 and 3000, Spreeta
SPM - AFM Ntegra Vita, SNOM Ntegra Solaris

optical - DAD spectrophotometer SCINCO, fiber optics spectrophotometer
Ocean Optics, fluorimetric detector Avantes, var. light sources,
multipurpose plate reader Synergy2 (abs / fluo / lumi), Multiscan RC

electrochemistry — 2 PalmSens, 4 EmStats, EIS techniques, many single /
multi-channel amperometric detectors

flow-through techniques — FlAlab 3000, 2 autoinjectors , 5 MP3 pumps,
>15 miniperistaltic pumps, 4 electronic valves, ...

piezosensors - 5 piezodetectors, hi-freq. impedance analyzer

microbial and mammalian cell cultures
fluorescence microscopy

in-house facilities: NMR 600 MHz, MALDI TOF, ES MS, LC/MS, CE, CE/MS,
CE on chip, HPLCs, FPLCs, crystalization, proteomics, biomolecular
modelling, recombinant proteins, microcalorimetry, RT-PCR,, ...

| Vyzkumné projekty

electrochemical immunosensors for rapid detection of bioagents (Francisella)
biosensor, detector, software — Min. of Defense / MTIP

piezoelectric biosensors — applications — bacteria, pesticides, clinical markers,
glycated hemoglobin, boronate complexes

detection of DNA aducts with benzo[a]pyrene (SPR, AFM, nanoparticles) — NPVII
bioelectronic tongue for wine quality control — NPVII

biosensors with mammalian cell cultures — adhesion, apoptosis, effect of
immunomodulators (PZ, EIS)

combined studies of affinity and function of biomolecules — simultaneous
information on binding and enzyme activity of bioconjugates (PZ-elchem., PZ-
optical) — Research Center (local)

biosensors for mycotoxins — feasibility study — Min. of Industry

nanomechanical biosensors — microcantilevers as transducers, effect of porous Si,
model study (E. coli, albumin) - NATO SfPP

biosensors for pesticides — EU FP6 SSA BioDet
biomimetic sensors — EU FP7 IRSES BIOMIMIC



Casopisy o biosensorech

Biosensors and Bioelectronics — vS§echny aspekty oboru, nové trendy

Sensors and Actuators B Chemical - zejména fyzikalné-chemické
prevodniky

Electroanalysis / Journal of Electroanalytical Chemistry /
Bioelectrochemistry and Bioenergetics - elektrochemické biosensory

Analytical Chemistry / Analytica Chimica Acta / Analytical Biochemistry /
Analytical Letters / Analyst / Trends in Analytical Chemistry - Cisté
analytické, mnoho ¢lanku o biosensorech a jejich aplikacich

Enzyme and Microbial Technology - mikrobialni sensory
Journal of Biotechnology - aplikace pfi biotechnologickych procesech
Journal of Immunological Methods — imunochemické sensory

Langmuir / Thin Solid Films - nékteré aspekty imobilizacnich postupu.
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Biosensory na internetu

Hypertextovy u¢ebni text (HTML Help):

http://orion.chemi.muni.cz/pskl/vyuka/Biosensory.chm

Elektronicky text — Acrobat PDF:

http://orion.chemi.muni.cz/pskl/vyuka/Biosensory.pdf

Zakladni pojmy
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Kalibracni zavislost

Citlivost je kone€na ustalena
zména vystupniho signalu
biosensoru (S) v disledku zmény
koncentrace analytu (c), tj. AS/Ac,
nebo dS/dc. P¥i provadéni
kinetickych méieni (sleduje se
¢asova zména signalu dS/dt) se
citlivost vypocita jako
A(dS/dt)/Ac.

Kalibrace spo¢€iva ve vystaveni
biosensoru riiznym standardnim
roztokiim o znamé koncentraci
analytu. Kalibraéni body by mély
uzavirat pracovni oblast
biosensoru, aby nebylo tieba
provadét nespolehlivé
extrapolace.



= Limit detekce (LOD) biosensoru je
analytu. Idealné je dan rozliSenim
mériciho pristroje, obvykle je vSak
zhorsSovan vedlejSimi procesy. Pro
definici se pouziva velikost Sumu (N,

Stanoveni limitu detekce noise) signalu a limit detekce se bere pro
pomér S/N = 3.

Signal pozadi (background) je signal v nepfitomnosti analytu, obvykle se

odecdita od méfeného signalu: S = S(méreny) - S(pozadi). Nékdy je

vyhodnéjsi pouzit referentni koncentraci analytu a vic¢i ni vztahnout méfeny

signal. Pro semilogaritmicky pfipad dostaneme S/S(ref) =

(méfeni-pozadi)/(reference-pozadi).

Dlouhodoba stabilita (drift) je podminéna zménami citlivosti biosensoru v
Case. Citlivost obvykle klesa, ale mlze i pfechodné vzrlst (zména biovrstvy -
zten€eni, nabobtnani). Postupny pokles citlivosti mize byt vyvolan oxidaxi
povrchu kovovych elektrod, usazovanim vrstev protein( ¢i jinych biomolekul
(méFeni in vivo), otrava biovrstvy t&€Zkymi kovy. Skokové zmény jsou
vyvolany mechanickymi vli-vy, mohou ¢asto uniknout pozornosti.

Selektivita (vliv interferenci). Odezva biosensoru by méla byt vyvolana
pouze pritomnosti stanovované latky. Prakticky je €asto nutné rusivé latky
eliminovat (zfe-déni, konverse na nerusici slouceniny, pfedfazeni selektivni
bariéry) nebo jejich pfispévek na méfeny signal paralelné urdit jinym
sensorem (diferencialni usporadani).

Rychlost odezvy je uréovana zejména fyzikalnimi vlastnostmi
biosensoru (velikost). Zavisi na rychlosti difaze analytu z okolniho
prostredi k povrchu biosensoru a dale pak vnitini difuzi uvnitf
systému biosensoru.

Doba odezvy se obvykle urcuje jako ¢as potiebny k dosazeni urcité
velikosti signalu v koneéném ustaleném stavu (t — o), napf. 145 pro
dosazeni 95%.

Teplotni zavislost pfi mérenich s biosensory pusobi jednak na
difazni jevy, jednak na probihajici chemické reakce. Proto se
obvykle pracuje za isotermickych podminek, pouziva se vodni
cirkulujici termostat nebo vyhrivany kovovy blok.

Zivotnost biosensoru je obykle limitovana neslab$im prvkem, coz je
biorekognicni ¢ast. Pritom je treba odlisit stabilitu pfi skladovani (shelf
life) od operacni stability, ktera mize byt zavisla na poc¢tu a druhu
analysovanych vzorki. Pro dlouhodobé uloZeni biosensoru je
obecné vhodna nizsi teplota (chladnic¢ka, mraznicka), z praktického
hlediska je pohodinéjsi skladovani v suchém stavu.



Podminky méreni s biosensory

ontakt se vzorkem

pridavky
vzorku

v v Ve r Eas
Meéreni v nadobce

Biosensor se nachazi pfimo ve
sledovaném prostiedi (feka, tkan,
krevni Fecisté, fermentor, ...). Jeho
c¢innost by neméla okolni prostiedi
ovlivnit - vy€erpavani analytu
dusledkem méreni, ovlivnéni toku
jinych latek, ...

Biosensor je umistén ve vhodné
nadobce (Casto opatfena vodnim
plastém pro temperaci a magne-tickym
michadlem). Nejprve se vycka ustaveni
pozadi signalu v pritomnosti
pracovniho roztoku (pufr obsahujici
dle potieby dalSi pomocné reagenty).
Prida se vzorek a po ustaleni se odecte
signal. Pridavky vzorku lze ¢asto
nékolikrat opakovat.

Podminky mé¥eni s biosensory |

prato¢nacela
s biosensorem
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Priitocné mérenis biosensory

= Biosensor je umistén ve vhodné pritoéné cele. Jsou mozné dva zpUsoby
cinnosti. Systémem se necha stridavé protékat zona zakladniho roztoku a
z6ny vzorku (A). Méreny signal je tedy vyvolan pfimo nefedénym vzorkem.

= Pfi druhém zpuisobu systémem neustale protéka pracovni roztok, do
kterého se nastrikuji vzorky (FIA, flow injection analysis). Pfitom vzdy
dojde k definovanému naredéni vzorku a signal ma charakteristicky tvar
pikt (B); vyhodnocuje se bud’ jejich vy§ka nebo plocha. Prutoéna
usporadani umoznuji automatizovat méreni.



