Technologické
aspekty biosensoru

B manipulace se vzorkem — prutoéné techniky

Prutoéné usporadani

B techniky pouzivajici pro transport vzorku nebo
pomocnych reagentt tok nosné kapaliny umoziuji
zrychleni a automatizaci analytickych postupu a
prosazuji se vyrazné i v kombinaci s biosensory jako
specifickymi detektory

B® variantou velmi blizkou biosensoru je pouziti
pratoéného bioreaktoru (enzymového ¢i
imunochemického) ve spojeni s klasickym detektorem
(fyzikalnim prevodnikem)

W pratokova injekéni analyza (FIA), sekvenéni injekéni
analyza (SIA) a mikrodialyza




FIA

B nastiik vzorku do toku nosného média a jeho naredéni — disperze

B disperzni faktor D je dan pomérem puvodni koncentrace vzorku a
maxima koncentrace v z6né prochazejici detektorem, D = C,/C,..

B velikost D se mlze u riznych aplikaci zna¢né lisit, ale vZdy musi
byt u daného pripadu dosazena vysoka reprodukovatelnost D

B FIA systém je tvofen pumpou P, vedenim pro nosné médium C
(carrier) a eventualni pomocny reagent R

B po nastiiku vzorku S (sample) pomoci injekéniho ventilu V se obé
vétve spoji, smichaji v michaci smyéce MC (mixing coil) a nakonec
prochazi detektorem D do odpadu W (waste)
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B je nejCastéji peristalticka, zakladem je krokovy motor, ten otaci
diskem, ktery ma na obvodu nékolik otoénych valecku - rolera. Ty
pfi svém pohybu tla¢i na pruznou hadicku, a tak vytlacuji kapalinu

— je vhodné, aby pumpa méla vice kanalll (2 az 4)

— vysledny tok je mirné pulzujici (odvalovani rolert), hladky tok se
dosahne bud’ zvySenim otacek pumpy glalespoﬁ 30 rpm) nebo vétsSim
poctem roleri (minimum 2, bézné 4 az 10)

— hadicky jsou ze silikonu, tygonu (prahledné PVC) nebo jinych
odolnéjsich materialt

— prumér hadi¢ky spolu s rychlosti otacek urcuje prutok, rizné hadiéky
umoziuji rizné pritoky v jednotlivych kanalech pumpy

- delSi Zivotnost hadiek se dosdhne promazanim otagivého systému
silikonovym olejem, sou¢asné se zmensi i pulzy a ohiev hadi¢ek

B bezpulzni tok dosahuji linearni pistové pumpy, (drahé)

B pratoky (flow rate) jsou kolem 0.1 az 5 ml/min, linearni rychlost
toku je zavisla na praméru trubié¢ek

B pokud je potfeba pracovat s organickym rozpoustédlem, které
narusuji hadicky v pumpé, je mozné pouzit uzavienou lahev
naplnénou organickou fazi, ktera se vytla¢uje do systému vodou
pritékajici z pumpy




FIA soucasti S%WYW

pro vedeni kapalin se pouzivaji hadi¢ky o vnitfnim praméru 0.5 az 1
mm, materialem je polypropylen, teflon, PVC nebo silikonova guma
spojky pro smiseni dvou tokti mohou byt ve tvaru Y, T nebo W

spojovaci komponenty zahrnuji Sroubovaci konektory pro
spojovani trubi¢ek navzajem nebo s ventily ¢i detektory

reakéni a michaci smy¢€ky jsou pomérné variabilni; napf. ohebné
trubic¢ky délky 100 az 1000 mm se husté navinou do spiraly na
nosné tycce priméru 2 az 40 mm, da vyuzit se i gravitace pfi
proudéni ve svislé spirale, jinou moznosti je nahodné "zauzlovana"
trubi¢ka (knitted coil)

pouzivaji se také rtizné kolonky naplnéné kulickami, podle priméru
kolonky a jednotlivé kulicky se dostane rada moznosti od fetézce
kulicek (single string glass beads) az po homogenni napiné

labyrintové komiurky v plastu
michané komuirky umoznuji vysoké disperzni poméry

Ventily |

B pro nastrik vzorku, k tomuto ucelu se pouziva 6-cestny
dvoupolohovy ventil se smy¢ckou, zménou polohy se
smycka zaradi do hlavniho toku média, nastiik se
nejjednoduseji provadi ruéné

B materialem je nerez v kombinaci s teflonem

B uplatiuji se elektricky ovladané ventily solenoidni, s
krokovym motorem nebo pneumatické - uplna
automatizace pratoéného systému




Umisténi detektoru det.
e R

B dulezita je poloha detektoru vzhledem
k proudicimu médiu:

B nejbéznéjsi varianta (A) je detektor i i B
paralelné s tokem média (wall embeded) -
B detektor umistény v usti trubicky

(B, end on sensor) je ¢asto vyuzivan
pri elektrochemické detekci, je to vlastné

jedno nebo vice vodivych uhlikovych viaken C
B kaskadové uspoiadani (C)
B wall jet cela (D)
——] °
B signal mtze byt bud maximum nebo plocha
piku odpovidajici zéné vzorku prosié detektorem

B ve druhém pfipadé je zkreslena informace o pribéhu gradientu
koncentrace

CR) v MC
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single line - pro pouziti ve spojeni se zejména biokatalytickymi
biosensory staci pouze jednolinkové usporadani

nastrik vzorku ventilem V mize byt automatizovan pfidanim druhé
pomocné pumpy

¢asto neni tieba ani pridavat zadné pomocné reagenty a nosnym
médiem je vhodny pufr - specifickym detektorem je pak vlastni
biosensoru

obménou miuize byt pouziti namisto michaci smy¢ky enzymového
reaktoru ve spojeni s nespecifickym detektorem, toto usporadani je
vyhodné pro enzymy s malou specifickou aktivitou, navic je
zivotnost bioreaktoru oproti enzymové vrstvé mnohonasobné
vysSi

je mozné pouzit odliSné podminky pro biochemickou reakci (napf.
potieba pufru blizkého pH optimu enzymu) a pro vlastni detekci
(zvyseni pH pro detekci amoniaku), pro kterou se upravi podminky
pfimisenim vhodného pufru za vystup bioreaktoru




FIA mody | B two-line viz dfive
= merging zones - realizovatelné pouze

s jednou pumpou jsou, kdy se dvéma
. ventily nastfikuji zona vzorku a zéna
zone sampling reagentu do dvou linii nosného
‘a0 média, které se poté smichaji; pri

> DW drahém reagentu (NADH), vyzaduje

p o synchronizaci obou ventila

reverse FIA — ,,dostupny“ vzorek se
nasava primo do jedné linie

sample splitting kontinualné, do druhé se muaze
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c w é . nastfikovat reagent
J‘N\r’ oW m zone sampling pouziva opakovany
I nastrik nejprve vzorku a pak jeho
naredéné zény. Casovani obou
ventill je rozhodujici faktor, Ize
dosahnout naredéni az 1000x

sample splitting - zéna nastfiknutého
vzorku se castecné odvadi pryc,
kritické misto (*) existuje mezi body
odvétveni (divresion) - zény se
vzorkem a mista napojeni druhé linie
(merging), je zde nizka rychlost
pratoku, ktera ma podstatny vliv na
dosazené ziedéni

FIA mody
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hydrodynamic
injection

B hydrodynamic injection - davkovani vzorku bez pouziti ventilu je
naneseni vzorku pomoci dvou pump

B pri kombinaci P1 zapnuta, P2 vypnuta (P1 on, P2 off) pracuje
systém v obvyklém usporadani

B pri pirepnuti pump (P1 off, P2 on) se nasaje zéna vzorku do smycky
mezi body a, b, pritom je zablokovan zpétny tok zavedenim vystupu
z detektoru do odpadu pies pumpu P1, ta pfi zastaveni tuto linii i
dalsi linie uzavre, takze P2 nasava vzorek

B konecné pfi navratu do vychoziho stavu (P1 on, P2 off) se
zachycena zéna vzorku pohybuje dale v systému

B presnost davkovani je dana ¢asovanim obou pump
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pasivni aktivni
(s michadlem)

plochy pikl stejné
ale "ocasek" (tail)

>

zvétsSovani disperzniho faktoru

béznymi postupy (rychlost pratoku, priimér trubicek, objem vzorku, délka
michaci kolony) lIze ovliviiovat D v ramci jednoho fadu (cca 3 az 20)
dosazeni vyssiho nafedéni je mozné pouzitim michaci komirky (mixing
chamber)

B nosné médium se vzorkem se necha protékat rozsirenym mistem,
pripadné vybavenym elektromagnetickym michanim

B nevyhodou je zaznam ve tvaru nizkého a Sirokého piku, ktery zpomaluje
méreni
FIA titrace
S
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B vzorek se nastrikne do linie s michaci komurkou, a poté
se méfi plocha piku odpovidajici jedné barvé
(acidobazickeého, ...) indikatoru

B doba do odbarveni pak uréuje spotiebu ¢inidla
potirebnou k dosazeni bodu ekvivalence




FIA splitted flow

S bioreaktor

IO

DW

P zpozdéni v bioreaktoru

B vyhodné muize byt rozdéleni zény vzorku na dvé linie (splitted
flow), jedna se napf. necha projit enzymovym reaktorem, pred
detektorem se obé vétve spoji, na zaznamu se objevi dvé maxima

B stanoveni dvou reagentti vedle sebe - napf. sacharosa a glukosa ve
vzorku: detektor je biosensor s GOD, v bioreaktoru je
imobilizovana invertasa s mutarotasou; prvni pik odpovida volné
glukose, druhy pak navic glukose vzniklé v reaktoru ze sacharosy

FIA stopped flow | 2
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zastaven

B zastaveni toku (stopped flow) v dobé, kdy je zona vzorku v
detektoru, mize poskytnout cenné informace o déjich v detektoru
(biosensoru)

B podle tvaru zaznamu lze usuzovat na reakéni pribéh




FIA imuno
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nasavani vzorku, eluce imunokomplexu,
naneseni na kolonu prétoény imunoreaktor detekce

B pratoéné technik% dnes stale vice pronikaji také do oblasti
imunochemickych stanoveni, kde prinasi zrychleni analyz a
zlepseni reprodukovatelnosti vysledkt diky opakované regeneraci
téhoz imunospecifického nosice

B casto je pouzivan velice komplikovany systém, nejjednodussi
varianta sestava ze dvou pump a ventili

Lab-On-Chip koncept

B systém integrovany na Cipu — prato¢né kanalky (nizsi
verze na bazi plastového mikrofluidniho modulu; ve
vyssich verzich na bazi kiemiku i mikropumpy, ventily,
detektory, ...)

B systém zaméreny na jedinou konkrétni aplikaci, zmény
meériciho protokolu ¢asto vyzaduji nakladné upravy €ipu

B pri poruse libovolné ¢asti Cipu
je treba vyména celého modulu

B alternativa — ,, programovatelny*
meérici systém




SIA Sequential Injection Analysis

B robustni, jednoducha a vSestranna technika zalozena na
programovatelném toku latek

B piesné odméreni mikrolitrovych objemu a jejich nasledné
mikrofluidni zpracovani pouzitim reverzniho, zastaveného nebo
urychleného toku umoziuje navrh stanoveni prostrednictvim
pocitace ve formé ,,software“

B roztoky prochazi kanalky monolitické mikrofluidni struktury,
namontované na multikanalovy prepinaci ventil — koncept

Lab-On-Valve

lIlllDll‘

A —_— ..

reagont |

D R —

HOLDING COIL

CARRIER SAMPLE

G

C e—— reacenT reAgEnT
—

SIA / LOV

B fizena ,,syringe“ pumpa pro sekvenéni
transport roztoku pies ventil do
zadrzovaci smycky, a z ni pak do
prutoéné mikrocely (optoviaknova
detekce)

B typické objemy pfi stanoveni jsou 5 az
25 ul vzorek, reagent 25 to 50 pl a 100
az 200 pl nosny pufr
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SIA/LOV "
.

B prato¢na cela integrovana v LOV
umozinuje méreni absorbance (A, - el
pfip. s del$i optickou drahou B) a  '2™P2 1 L L
fluorescence (C)

B proménna konfigurace tvorena N
pfivodnimi trubi¢kami, optickymi B
vlakny a zarazkami

out

PMT

LED nebo laser

LOV aplikace

enzymova stanoveni substrata a inhibitoru
meéreni enzymové aktivity

»bioligand interaction assays“ (BIA)
affinitni chromatografie

ionexova chromatografie
spojeni s biosensory

B ukazka méreni koncentrace
glukosy pomoci GDH/NAD*

Time, sec

FLOW STOP FLOW




Bead injection

B pouziti prasvitnych mikroéastic
jako vyménitelného nosice
biorekogni¢éni komponenty

B sloupec €astic presné naplni prostor
pratocéné cely, vazba komplementarnich
biomolekul se detekuje spektroskopicky
(napf. v UV pro bilkoviny, pfi jinych vinovych délkach pro riizné
kofaktory, ...)

B kulicky jsou v cele drzeny mechanicky pomoci vhodné zarazky s
otvorem mensim nez pramér ¢astice, po méreni (nebo po vyrazném
poklesu vazebné kapacity se 1
obracenim sméru prutoku z cely
jednoduse vyplachnou .

B vysSi citlivost nez jednoduché — .

prutoéné stanoveni — akumulace [ ]

analytu na mikroéasticich E

CE Capillary electrophoresis

B pohyb roztokd vyvolan elektroosmotickou silou

B dole srovnani profila fluorescenénich
barviv pri toku vyvolaném mechanicky
nebo elektroosmoticky

B elektrokinetické ,,zaostreni“ zény vzorku
B ukazka cipu pro CE separace

100 um
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CE na ¢ipu

B miniaturizace — kombinace s dalSimi technikami
(biosensor, PCR, ...)
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