Biointerakce v realném ¢ase?

klasické metody studia vzniku afinitnich komplext
vyuzivaji znaceni jednoho z partnert
- radioaktivita, fluorescence, enzymy, ...
po smiseni interagujicich biomolekul se necha ustavit
rovnovaha a stanovi se mnozstvi volné a vazané znacky
- cely pokus tedy poskytne na konci pouze jeden udaj

Ize tak urcit kinetické rovnovazné konstanty

pouziti biosensoru vychazi z toho, ze jeden z partneru je
imobilizovan v citlivé oblasti a méreny signal odpovida
mnozstvi vzniklého afinitniho komplexu - neni tireba
znaceni

méieni probiha pribézné v realném case
Ize urcit kinetické rychlostni konstanty
prevodnikem jsou nejcastéji nelinearni optické systémy

Historie SPR biosensoru

konec 60. let: Kretchman a Otto ukazali optickou excitaci
povrchovych plazmonu prostiednictvim zeslabeného
totalniho odrazu svétla ATR, attenuated total reflection

- druhou moznosti excitace plazmonu je pouziti difrakéni mfizky
1983: Nylander a Liedberg ukazali vyuziti SPR pro
konstrukci biosensoru

1984: zalozena spoleénost Pharmacia Biosensor AB -
cilem vyvoj a komercionalizace funkéniho SPR systému
1990: prodan prvni Biacore systém*

1994: uvedena na trh zjednodusena verze BlAlite
nasledovaly Biacore X, 2000, 3000, a Q
2005: Biacore A100 s dynamickou adresaci toku
reagencii
www.sprpages.nl

* Liedberg, B. et al. Biosensing with surface plasmon resonance - how it all started. Biosens.Bioelectron. 10: i-ix (1995)
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Sifeni paprsku ve svétlovodu

Svétiovody

......... jadro (core) - index lomu n,
o R plast’ (cladding) - n,, n,<n,
kriticka mez mechanicky obal .,

uhel dopadu vétsi
nez kriticka mez
- paprsek se Sifi

uhel dopadu mensi
nez kriticka mez
- paprsek se tlumi

numericka apertura - uhel dopadu mensi nez kriticka mez
1 1

Odrazy ve svétiovodu

: : pfi vedeni svétla uvniti svétlovodu
/\/ \/v dochazi k interferenci mezi dopadajicim
/ : a odrazenym svételnym paprskem a tim
vznika elektromagnetické stojaté vinéni

A'MNM\A kolmé k odrazejicimu povrchu - tlumena

vina, evanescent wave

= v tenkém svétlovodu je na jednotku délky mnohem vice odrazu

= svétlo se zacina Sirit pouze v urcitych diskrétnich modech,
danych pouze uréitymi uhly dopadu

= mody lze uréit na zakladé priméru svétlovodu, indext lomu a
vinové délky svétla

= zachovava se fazova koherence laserového paprsku.



Tlumena vina z

= elektromagneticka vina se Sifi do okoli mimo svétlovod, pfitom jeji
intenzita klesa exponencialné se vzdalenosti od rozhrani
(,;exponencialni vina“)

= na vnéjSim povrchu svétlovodu miize dochazet k interakcim s
pritomnymi latkami

= energetické profily exponencialni viny jsou pro tfi zakladni mody
ukazany na obrazku

= pro vyS$Si mody nartsta podil ,,vnéjsi energie“ a zvétSuje se
penetracni hloubka

Nelinearni optické prevodniky

= zakladem interakce exponencialni viny (tlumena, zhasiva) s okolim sensoru

% B dopad svételného paprsku $ifFiciho se
nz opticky Hdsi v opticky hust§im prostFedi na rozhrani
s Fid$im pod vétsim uhlem nez kriticky
(sina > n,/n,) - totalni vnitini odraz
svétla (TIR, total internal reflection)
v opticky Fid$im prostredi vznika
superpozici dopadajiho a odraZzeného svétla
elektromagneticka vina

T

ni opticky hustsi

n
Vznik exponencialni viny

B pro biosensory se uplatiiuji dva systémy - planarni svétlovod a
rozhrani kov / dielektrikum

B interakce exponencialni viny s blizkym okolim sensoru méni
podminky pro Sifeni svétla v optickém systému

- kvantifikuje se dle zmén intenzity nebo fazového posunu svétla
B |OS planarni vodice svétla (integrated optical sensor)

B SPRrezonance elmg. viny Sifené povrchovou vrstvou kovu (surface
plasmon resonance, interakce s volnymi elektrony v kovu)



Exponencialni vina

= zakladem biosensor je interakce exponencialni viny s okolim
= energie viny se vprostiedi velmi rychle utlumi (zhasiva vina)
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efektivni index lomu N pro $iFeni vedené viny uvnitF opt. systému

- S$ifi se jeden definovany mod, ktery ma u 10S magnetickou TM, a
elektrickou TE, sloZku, u SPR existuje pouze TM,

zmény v poli exp. viny jsou vyvolané navazanim biomolekul na citlivy
povrch (zmény indexu lomu n,, v oblasti vzorku C)
penetracni hloubka exp. viny v prostoru vzorku je d,

- dalSi soucasti systému jsou S podkladovy substrat (obvykle sklo, ng =1.46),
F je planarni svétlovod (ng, tloust'ka d; n. = 2.0, d = 80 - 120 nm, materialy
Si0,/TiO, nebo Si;N,)

u SPR je M tenka vrstvicka kovu (Au, Ag, tl. 20 - 60 nm)

- pro vznik SPR je nutné, aby u komplexni dielektrické permitivity kovu g,

(em = &n *jen ) byla redlna slozka ¢, zaporna a —g,’ > n.2



10S / SPR

pro efektivni indexy lomu N vedenych vin a penetracni hloubky plati:

10S: N =k, A(27) dp = V@2m/N?2—n2]12

SPR: N = /M2 + 1g, ]2 dp = [AU(2m N)-¢g,)"?

v dlisledku absorpce svétla v kovu je navic SPR jev velmi tzce

vymezen ve sméru osy x na oblast efektivni délky L _(propagacni):
L,= U, )? ! (2aN3g,)

I0S a SPR jsou do znacné miry analogické systémy, oba vyuZivaji

vedeni definovaného modu vinéni (bud’ totalnim vnitfnim odrazem

ve svétlovodu nebo podél rozhrani kov / dielektrikum) a generovani
exponencialni viny v oblasti vzorku.

u lOS jsou vedeny jak TE, (s-polarizace), tak TM, (p-polarizace)
u SPR existuje pouze TM sloZzka (mensi mnoZstvi informace !)

vedeni svétla u IOS je moZné aZ na vzdalenost nékolika cm, u SPR
jen na L, pFitom citlivost je imérna pravé délce drahy interakce se
vzorkem.

Fyzikalni charakteristiky 10S / SPR

Systém N dp Lg SN/dn¢ SN/8dg
(nm) (um) (10~ nm™'
10S TE, 1.68 98 — 0.12 3.1
TM, 1.55 126 — 0.26 4.8
SPR (TMp) | Au 1.44 180 4 1.27 15.3
Ag 1.40 230 24 1.16 10.9




Méreny signal

zména indexu lomu
A okolniho roztoku

HNYy LAY a
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* homogenni zména indexu lomu
celého prostiedi C An; (pro pufry
je n. = 1.33) - jako refraktometr

-z hlediska sensoru neZadouci

= tvorba adsorbované vrstvy F', je
homogenni, index lomu n,
tloust'ka d.. (pro bilkoviny je
Ne 1.45-1.55ad; byva 4 — 10 nm)
= pokud se oba jevy uplatni
soucasné, lze celkovou zménu
vyjadFit jako:

AN = (3NISN ;)An +(3N/3d ., )Ad,.

pFitom citlivost na zménu tloust'’ky adsorbované vrstvy je nepfimo

umérna penetracni hloubce:

10S

OW 2400 optical grating
coupler waveguide sensor

hloubka: 10-20 nm

=2 mm

periodicita: 2400 linii/mm -

(3N/3d,. ) ~ (1/d,) (BN/SN )

svétlovodna vrstva

tloust’ka 200 nm

index lomu 1.8

material: Si,Ti;,O0,
x=0.25+ 0.05

sklenény substrat

L=48 mm

tloustka 0.55 mm
index lomu 1.53

= v soucasnosti vyrabi MicroVacuum v Mad'arsku (OWLS)



otocny stolek pro nalezeni
optimalniho pracovniho uhlu

cvok guE— | SPR
M kov

S podklad

DAD
LED, laser

= pro zavedeni svétla se pouZiva vstupni hranol, povrchova vina se excituje
na rozhrani mezi kovem M a dielektrickou vrstvou C (vzorek)

= misto hranolu lze principialné pouzit i vstupni m¥izku, vzhledem k rychlému
utlumeni SPR jevu nelze uZit vystupni uspofadani

= zména rezonance se zaznamena jako posun minima intensity pomoci
detektoru diodové pole (,,diode array*)



SPR signal
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vazebna reakce => zména rezonanc¢nich podminek
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uhel odrazu a
resonanéni uhel odpovidajici minimu intensity
odrazeného paprsku je kontinualné vyhodnocovan,

jeho poloha je tmérna zménam povrchové hmotnosti
vyvolanym adsorpci biomolekul
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SPR biosensor

vymeénny biosensor - ,,¢ip“ systému BIACORE

modifikace povrchu:
CMS5 karboxymethyl-dextran, HPA hydrofobni,
SA streptavidinovy, NTA komplexace kovd, ...

BlAcore
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Sensor Chip  Sansar Chip
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BIACORE BIACORE

Rozméry

9x2.5x0.1cm

pocatkem 90. let minulého stoleti uvedla na trh Svédska firma
Pharmacia (pozdéji Biacore, ..., nyni sou¢ast GE Healthcare)
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= koncem 90. let min. stoleti Texas Instruments

= integrace optické mérici a elektronické vyhodnocovaci
casti do jediné soucastky
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Spreeta

zlaty povrch
sensoru

polarizer

A

LED a Stérbina

= schéma uspoiadani (pavodni verse)

Spreeta oumpa
box s elektronikou
vstup/vystu
* meéfici usporadani ‘
opticka izolace o

T T e T e LR



Spreeta

»black box* pumpsz

: lektronika

SensiQ: Discovery

* manualni 2-kan. systém, rel. vysoky Sum <1 RU
= www.discoversensigq.com (dodava Nomadics)




sensor

= 2-kan. mikrofluidni cela
= Sum 0.25 RU

SensiQ
-

——



SensiQ Pioneer

= automatizovana verze
= 3-kan. cela

= moznost gradientového
a dualniho nastriku

= Sum 0.1 RU

Reichert: SR7000 a SR700DC

&/‘.:.'.-— =
w I -
E [ _-JI‘
- - - .
= rucni jednokanalovy a automatizovany 2-kanalovy SPR
= modularni design, prato¢na a staticka cela

- moznost recirkulace vzorku - nastrikne se do cely a pak se rel.
velkou rychlosti (500 ul/min) pohybuje

- Cipy - smiSené PEG/PEG-COOH SAM s nizkou nespec. vazbou

= www.reichertspr.com = T
i Y
3 .\ = = -
TR [ 3 1 E 1 k!
S s ’iﬁ *
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Reichert: SR700DC

= sensorem je pifimo zlatem potazeny hranol
= prostor cely Ize sledova minikamerou (bubliny...)

= www.sierrasensors.com




Sensia: betaSPR

BioRad: ProteOn XPR 36

= 36 interak¢nich zén
- 6 liganda x 6 vzorki, 42 referenénich zén
- preklopitelna pratoéna cela, CCD kamera

= marketingova strategie - proteomika
= www.bio-rad.com




Horiba: SPRi (imaging)

L I ===
= SPRi-Lab+ a SPRi-Plex

= 64 (500 uym) az 400 (200pm) mér. bodu (spots) na 1 cm?
plochy €ipu - hranol s pozlacenym povrchem, aktivovany

av v

= nizsi citlivost doporuc¢ené koncentrace vzorka 150 ng/ml
(100-1000 kDa) az 5 pg/ml (4-20 kDa)

= vyhoda: vysoce paralelni méreni
= nutnost zvladnout cilenou imobilizaci bioligandt

FujiFilm: AP-3000

= unikatni sensor ve formé ty€inky (SPR stick)
= ,nejrychlejsi“, screening az 3840 vzorku za den
= méreni pfi zastaveném toku " """ * o o

« lokalizované SPR s o rrj
= mikroporézni struktura t 1

\ Measurement

? Referance

-1E1 » FET » Qi

reference ... nastiik vzorku ... interakce

S - — —



Resonanéni zrcatko - lAsys

exponencialni vina

TIR hranice povrch pro imobilizaci
—

= resonanc¢ni struktura

nranol

dopadajici odrazené svétlo

Resonanéni zrcatko - signal

XYY —» XYY

Vazebna reakce => zmeéna resonanc¢nich podminek

i
A >
Intensita Mod:
odraz. ™ TE
paprsku

L3
L

lllllllllllllll’ AMILITITTT

uhel odrazu «a
rezonancni uhel odpovidajici maximu intensity odraZzeného paprsku (el. a
magn. slozky) je prubézné sledovan, jeho poloha je Umérna zménam
povrchové hmotnosti



Resonanéni zrcatko - sensor

vyménna mérici kyveta systému IAsys

vibraéni michadlo

o ,-‘.;e:a:nu'.e o

spojovaci vrstva

\ rezon. zrcadlo
\ nizky n

R b hranol rezonovany
ozmery hv

5x2x3cm laser
olarizaéni hranol Adetektor

Citlivé povrchy:
aminosilanizovany, karboxylovany, karboxymethyl-dextranovy,
hydrofobni, biotinylovany

Rl FS = reflektometricka interferenéni spektroskopie

reflekéni spektrum méni tvar po
navazani biomolekul

interferenéni rozliseni zmény tloustky 1 pm
vrstvy

Index lomu n

dopadajici
svétlo

Ap =2nd/A + @ >
odrazené paprsky interferuiji 400 A 700



Biacore varianty

nyni (2010) dostupné:

= 4000 (A100) - nejvyssi produktivita, az 4800 interakci/den
= T100 - nejvyssi citlivost

= X100 - osobni systém

= C - méreni koncentraci, certifikovany provoz

= 3000 - univerzalni, citlivy, lze eluovat pro MALDI/MS

» Q - kvalita / kvantita v analyze potravin

= J - nejjednodussi jednokanalovy systém

| Porovnani systému |

[ —— f—— [F———— Bocor 3640 - intaroction | Mlosers € - Rupkd and rellabls
and technical specfations Unmotched parformance nmatched productviy Aray-based parallel kinesc onalysis with SFA-MALDY | protein quantification
. interface |

 compliance Bappere & Pachage £ Buckoge - - &P Package






BlAcore

pocatkem 90. let minulého stoleti uvedla na trh Svédska firma
Pharmacia (pozdéji Biacore, ..., nyni sou¢ast GE Healthcare)

BlAcore - automatizace

= davkovac vzorkl s pozicemi pro zasobniky



SPR biosensor

vymeénny biosensor - ,,¢ip“ systému BIACORE

04}!”

Sansor Chip  Senser Chip

cMms cm4

| % .3’)
I BIACORE BIACORE

Rozméry

modifikace povrchu: 9x25x0.1cm
CM5 karboxymethyl-dextran, HPA hydrofobni,
SA streptavidinovy, NTA komplexace kovd, ...

Zasunuti ¢ipu
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BlAcore - prutoény systém

= microfluidics system IFC - m|n|aturn| vyménny modul s pneumaticky
ovladanymi mikroventily, davkovacimi smyckami a drahami

= privod pracovniho pufru, reagencii a vzorkt k jednotlivym kanalim

= variabilni nastaveni méfici konfigurace prato¢né cely - 1 az 4
kanalové méreni

Priitoéné cely |

IFC channels IFC

L) kI as I c ky Flow cells, formed by contact of the IFC

(2000, 3000) m s

Sensor surface -

.

sekvencnl / paralelnl

for sample throughp
4x5 — — muams muaEa BaaEa Jal || 20 — — BMUUEd UEEE JSJ8a Jaaum
immobilized immaobilized
interactants f interactants.
. — —_—
4 samples 1 sample

= 20 interactions/cycle = 20 interactions/cycle



Prutoény systém

Aulosampler

IFC  Connector
block

-l
-

=

Sensor Chip

Prepari
.h’!sp.h mﬂaﬂ

joc

conlinuous
flow Inlat

——

sampls air sample alr buffer

1 [jautosampler
IIMII s

sample loop

" pfimy

nastiik do cely

Infecting

the sample H
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Detail toku v cele
= zpusoby pruatoku:
- individualnim kanalem (FCi)
- dvéma (FC1,2 nebo FC3,4)
- tfemi (FC1,2,3) nebo vSemi
= vliv prato¢né rychlosti na
vymeénu obsahu cely

10000
Response Rise time Fall time
(RU) \
9000 |
|
—— 50 plimin
5 plimin
§ wlimin
8000
II
p— ‘_\5_..—
T000 T T T T
o 10 20 30 40 50

time (s)

= nastiik pres smycku




Piezoelektrické biosensory

= piezoelektricky efekt - v nékterych anisotropnich
krystalech (kfemen, turmalin, Rochellova siil) se pri
mechanickém namahani generuji orientované dipoly a
vznika elektrické napéti

= naopak, pokud se na krystal privede stridavé elektrickeé
napéti o vhodné (rezonancni) frekvenci, zaéne krystal se
stejnou frekvenci vibrovat, pfitom se prevazna cast
energie (105:1) uchova v oscilujicim systému a
nerozptyluje se do okoli

Piezoelektrické materialy |

Ry Av (3 = orientace piezoelektrické desticky anisotropnich materiall
y . ; ’
jsou elektrické, mechanické a magnetické vlastnosti
réizné vzhledem k rliznym osam
z(2) N _
mechanické deformace:

el. pole desti¢ka disk

d,, délkova radialni
x (1) d,, Sifkova

d,; tloust'’kova tloust'’kova

\/

pFirodni: monokrystaly kiemene, z nich se pfipravi vlastni sensory jako
desticky vyfezané pod pfesnym uhlem (fezy AT, BT, ST, ...)

umélé: (dnes i kiemen) keramika: polykrystalicka, ale uniaxialni
(orientované), pfiprava sintrovanim (ZnO, LiNbO,, LiTaO,, Bi,,GeO,,),
snadné tvarovani a nanaseni

plasty: polyvinylidenfluorid PVDF (-CH,CF, -), - smés (asi 1:1) amorfni
a polykrystalické formy, z nepolarni nahodné orientované a polarni
orientované slozky)



Vibrace
piezosensoru

= QCM quartz crystal microbalance; SAW surface acoustic wave; SH-APM shear

horizontal acoustic plate mode FPW flexural plate (Lamb) wave.

= oscilace mliZe probihat v celém objemu materialu, nebo pouze v povrchové vrstvé.
Konkrétni systémy jsou uvedeny na obrazku; ¢asto se uplatnuje nekolik druhd
oscilaci soucasne.

Piezosensory - chemické mikrovazky

/ /\ ., kovové elektrody

. . s desticka
objemova akusticka vina - 2 kiemene
schéma tloustkové kontakty
stiihové vibrace AT-fez

—
| amplituda | drzdk | 52220 Mz
Piezoelektricky krystal
Hmotnostni citlivost: 2
QCM - quartz crystal Af =
microbalance A

pq”q



Mévici usporadani
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e@° |pumpa
g0
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prato¢na cela s krystalem

Ukazka mérici aparatury
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Oscilaéni obvod

74L.S320

schéma hradlového oscilatoru

Piezosensory v kapalinach

2
af = 2felm AF

A\/pq'uq

hmotnost viskozita

= pfi navazani latky na aktivni povrch elektrod dojde ke zméné
resonancni frekvence f

= zméni se hmotnost celého systému a vibrace se zpomali - frekvence
poklesne

= pokud krystal osciluje navic vpFitomnosti kapaliny, dochazi k dal$im
zménam f,, v dlisledku tlumeni oscilaci (viskozita prostiedi).



Tlumeni v kapalinach

liguid
pn

u (V.1
e AT-cut quartz

crystal
Py Mg

air

= prostup viny v kapaliné - penetra¢ni

hloubka &

= cca 180 nm pro vodu a 10 MHz
frekvenci

“— electrodes

so 21 _ |1
), fro

Komeréni systémy

Firma / kontakt

Produkt / popis

Akubio, Cambridge, GB
(http://www.akubio.com)

Resonant Acoustic Profiling — technologie zaloZena na
piezokrystalech, planovan méfici systém vhodny pro studium
biointerakei a aplikace ve farmaceutickém prumyslu, ve vyvoji

Elchema, Potsdam, NY, USA
(http://www.elchema.com)

fada modeld, 10 MHz krystaly, prevodnik frekvence-napéti a
analogovy vystup, elektrochemicka méfeni zakladni EQCN 420
— rozliSeni 0.1 ng (cca 0.1 Hz) 5000 USD, nejvyssi EQCN 900 —
v&etné impedanéniho méfeni, 24000 USD

Elbatech, Marciana, Italie
(http://www.elbatech.com)

QCMagic, krystaly 10 MHz, ¢itatem je PCI Karta, rozlieni 1
Hz, az 4-kanélovy

CH Instruments, Austin, TX, USA
(http://chinstruments.com)

Model 400, Time-Resolved Electrochemical Quartz Crystal
Microbalance, specializované pro elektrochemické experimenty,
8 MHz krystaly, rozli§eni lepsi nez 0.1 Hz

Initium, Tokio, Japonsko
(http://www.initium2000.com)

Affinix Q, 27 MHz krystaly, michané komirka, spec. na
biointerakce, také 4-kanalova varianta

Maxtek, Santa Fe Springs, CA
(http://www.maxtekinc.com)

Research Quartz Crystal Microbalance, zaméfeno na
elektrochemické pokovovani, velké krystaly 4 az 10 MHz,
rozliseni 0.03 Hz, az ttikanalovy

Princeton Applied Research / AMETEK ,
Oak Ridge, TN, USA
(www.princetonappliedresearch.com)

QCM 922 — 9 MHz krystaly, rozliseni 0.1 Hz, sou¢asn¢ méfi i
resistanci krystalu, vyvinuto spolu s firmou Seiko

QCM lab, Jarfilla, Svédsko
(http://www.qcmlab.com)

QCM 3 —rozliseni 1 Hz (klasicky ¢itag), sou¢asné mei i proud
tekouci krystalem (resistance), dualni oscilator, Siroky rozsah
teplot (-200 az 500 °C)

Q-Sense, Vistra Frolunda, Svédsko
(http://www.q-sense.com)

D-300 - krystaly 5 MHz, rozlieni 0.01 Hz, sou¢asné mé&fi i
disipa¢ni faktor — tlumeni oscilaci krystalu, stacionarni
uspofadani, temperace, vhodné i pro mikroskopicka pozorovani;
E4 — ¢tyikanalova pratoéna varianta, obdobné parametry

Stanford Research Systems, Sunnyvale,
CA, USA (http://www.thinksrs.com)

QCM100 — krystaly 5 MHz, vystup resistance, vyzaduje externi
Citag

Universal Sensors, Kinsale, Ireland

(http://intel.ucc.ie/sensors/universal)

PZ-105, krystaly 10 MHz, rozli§eni 1 Hz, zastaraly model




Affinix Q ‘

Affinix Q4

= vicekanalové méreni



PZ detector computer

_ 2f7Am

Af =

Detektor Multil.ab

= portable piezoelectric detector, computer-controlled
* highly sensitive and rapid measurements

= principle: output frequency from the oscillator(1) is subtracted(5)
from a similar stable reference frequency generated by DDS(2)

= thus obtained low frequency is filtrated(6), converted to
voltage(9), filtrated(10) and finaly converted to digital signal
using A/D(11)

= the resolution is 0.05 Hz/ 20 ms
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Flow-cell design

Bad cell (not shown)
large internal volume
- slow mixing

A

1 min

Sample

Good cell, crystal
fixatiog not constant

Optimized cell,

constant pressure on the crystal

- High
The quartz crystal with its coating substance is
oscillating at constant frequency. The power source is
then disconnected and the amplitude of the oscillation
rapidly decreases, due to the high energy loss in the
viscoelastic film

L

Adhesion Rigid

méri souc¢asné zménu resonancni
frekvence a tzv. disipacni faktor D -
zavisi na tlumeni oscilaci



Rigidni a viscoelastické vrstvy

&

tenky rigidni film: horni i dolni povrch vibruji synchronné

viskoelasticky film: horni i dolni povrch vibruji s
fazovym posunem - vétsi tlumeni, ,,vétsi“ odezvy

Vice informaci z piezosensoru?

= méFené zmény frekvence neodrazi pouze zmény hmotnosti,
ale i struktury adherujici vrstvy

= potieba méfrit dalSi parametry, amérné viskoelastickym
zménam (tlumeni)

= disipacni faktor D (Q-Sens)
= resistance R (Seiko / PAR)

= energie dodavana krystalu z oscilaéniho obvodu (AGC,
auto gain control)

= impedancni méfeni



Impedanéni charakteristika

90 - [fmax, |Z| max] |Z|

ST (kQ) e
ﬁ L ; 1o pasivni métici metoda

na krystal se pfivadi
proménna frekvence a
sleduje se zména
velikosti impedance |Z|
a fazovy posun ©

= vysledkem je vétSi mnozstvi informaci o déjich na povrchu krystalu a
vys$si spolehlivost méreni - odliSeni hmotnostnich a viskozitnich
zmén

Impedanéni méreni
pomoci DDS syntetizatoru AD 7008

vcc

AD7008 Tco




Impedanéni méreni

Effect of mass loading

Miss increases

Effect of (density x viscosity)

Amplitude:

pn increases
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Souéasné trendy afinitnich biosensoru

= SPR systémy jsou smérovany do farmaceutické oblasti
= screening novych latek s potencialné vyuzitelnymi
fyziologickymi vlastnostmi

= cilové biomolekuly se imobilizuji na povrch sensoru a
sleduje se jejich interakce s vazebnymi kandidaty

* bud hotové molekuly (naroéné - mnoho moznosti)

= nebo ,knihovny“ stavebnich fragmentt (par set), z téch
reagujicich se pak nasledné vytvari kompletni molekuly




