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TechnologickTechnologickéé
aspektyaspekty biosensorbiosensorůů

imobilizaceimobilizace biomolekulbiomolekul na povrchna povrch sensorsensorůů

–– uchovuchováánníí aktivity a specificityaktivity a specificity
–– robustrobustnníí spojenspojeníí
–– dobrý pdobrý přřevod signevod signáálulu
–– povrchovpovrchováá hustota bioreceptoruhustota bioreceptoru
–– reprodukovatelnreprodukovatelnáá a snadna snadnáá proceduraprocedura

MembrMembráány any a biosensorybiosensory

mmembrembráány vny v biosensorechbiosensorech plnplníí nněěkolik funkckolik funkcíí::
imobilizacimobilizacee biorekognibiorekogniččnnííchch molekul molekul –– nosnnosnáá funkce. funkce. 
řříízenzeníí transportu ltransportu láátek butek buďď prostprostřřednictvednictvíím difm difúúznzníí
kontroly nebo ovlivkontroly nebo ovlivnněěnníímm selektivitselektivityy (anti(antiinterfereninterferenččnníí))
zlepzlepššeneníí mechanickmechanickéé stabilitystability
biokompatibilitybiokompatibility..

mechanická
                kontrola transportu

         imobilizace

                          E
převodník            E

                          E
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RozdRozděělenleníí membrmembráánn

mmembrembráána na = = porporééznzníí prostprostřřededíí, rozd, rozděělleneníí::
hrubhruběě porporééznzníí -- ppóóryry nad 5 nm (skelnnad 5 nm (skelnáá frita), frita), 
permeabilitu ovlivpermeabilitu ovlivňňuje rozduje rozdííl hydrostatickl hydrostatickéého tlaku na ho tlaku na 
obou stranobou stranáách, osmotický tlak se neuplatch, osmotický tlak se neuplatňňuje (pokud uje (pokud 
polymer membrpolymer membráány neinteraguje s rozpouny neinteraguje s rozpouššttěědlem)dlem);;
ppermselektivita je velmi ermselektivita je velmi ššpatnpatnáá aažž žžáádndnáá (proch(procháázzíí
vvššechny lechny láátky)tky)
jemnjemněě porporééznzníí -- ppóóry 1 ary 1 ažž 5 nm  (nap5 nm  (napřř. acetylcelulosa), . acetylcelulosa), 
rozpourozpouššttěědlo prochdlo procháázzíí konvekckonvekcíí a difa difúúzzíí, permeabilita je , permeabilita je 
ddáána velikostna velikostíí rozpurozpuššttěěných lných láátektek
neporneporééznzníí (hust(hustéé) ) -- nevykazujnevykazujíí porporééznzníí strukturu, strukturu, 
rozpourozpouššttěědlo prochdlo procháázzíí pouze difpouze difúúzzíí

PPřřííprava membrprava membráánn
je je potpotřřeba peeba peččlivlivěě kontrolovat podmkontrolovat podmíínky (vlhkost, teplota), kternky (vlhkost, teplota), kteréé
silnsilněě ovlivovlivňňujujíí vlastnosti vznikajvlastnosti vznikajííccíích membrch membráánn

ffáázovzováá konverzkonverzee -- rroztok polymeru ve vhodnoztok polymeru ve vhodnéém rozpoum rozpouššttěědle se dle se 
nalije na pevný povrch a vynalije na pevný povrch a vyččkkáá se odpase odpařřeneníí rozpourozpouššttěědladla
–– polyvinyl chlorid (tetrahydrofuran polyvinyl chlorid (tetrahydrofuran -- THF), acetylcelulosa (aceton), THF), acetylcelulosa (aceton), 

polyethersulonpolyethersulonáát (dimethylsulfoxid) nebo polyurethan (THF, aceton)t (dimethylsulfoxid) nebo polyurethan (THF, aceton)
–– vyvyššíšší vlkost a nivlkost a nižžšíší teplota okolteplota okolíí -- vznikajvznikajíí vvěěttšíší ppóóryry
–– nalitnalitíí roztoku polymeru roztoku polymeru v v orgorg. . rozpourozpouššttěědle nemdle nemíísitelnsitelnéém s vodou na m s vodou na 

vodnvodníí hladinu, hladinu, zzde se na rozhrande se na rozhraníí utvoutvořříí asymetrickasymetrickáá membrmembráánana

polymeracepolymerace z mono z mono čči oligomeri oligomerůů ppřříímo na mmo na mííststěě poupoužžititíí (tvorba (tvorba „„in in 
situsitu““) ) -- vhodnvhodnáá k pk přříípravpravěě fragilnfragilníích gelovitých membrch gelovitých membráán n 
(polyvinylalkohol, polyakrylamid), kter(polyvinylalkohol, polyakrylamid), kteréé obsahujobsahujíí velký podvelký podííl vodyl vody

dodatedodateččnnáá tvorba ptvorba póórrůů -- tzv. nukletzv. nukleáárnrníí membrmembráánnyy (Nucleopore)(Nucleopore)
–– vvrstva polymeru se rstva polymeru se „„prostprostřřííllí“í“ urychlenými nukleony, lokurychlenými nukleony, lokáálnlněě narunaruššenenáá

struktura polymerustruktura polymeru se se naleptnaleptáá a vzniknou pa vzniknou póóryry
–– velmi dobrvelmi dobráá reprodukovatelnost a homogenita preprodukovatelnost a homogenita póórrůů o pomo poměěrnrněě ppřřesnesněě

definovandefinovanéém prm průůmměěruru
–– loklokáálnlníí zmzměěny ny lze lze vyvolat mechanickým natahovvyvolat mechanickým natahováánníím (polyenovm (polyenovéé

membrmembráány, obsahujny, obsahujííccíí krystalickkrystalickéé a amorfna amorfníí oblasti, v amorfnoblasti, v amorfníích pak ch pak 
nnááslednsledněě vzniknou pvzniknou póóry)ry)
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ÚÚpravy membrpravy membráánn

vvelikost pelikost póórrůů membrmembráányny
lze dodatelze dodateččnněě zmzměěnitnit::
zvzvěěttššeneníí prprůůchodnosti se doschodnosti se dosááhne nalepthne naleptáánníím polymeru m polymeru 
membrmembráány, kterny, kteréé vede ke zvvede ke zvěěttššeneníí prprůůmměěru pru póórrůů
–– alkalickalkalickáá hydrolýza acetylcelulosy nebo polykarbonhydrolýza acetylcelulosy nebo polykarbonááttůů

zzmenmenššeneníí prprůůchodnosti a zlepchodnosti a zlepššeneníí permselektivity se permselektivity se 
dosdosááhne depozichne depozicíí vhodných lvhodných láátek uvnittek uvnitřř ppóórrůů
–– napnapřř. organosilan. organosilanůů nebo lipidických lnebo lipidických láátektek

symetricksymetrickéé mmembrembráány ny -- oboběě strany jsou rovnocennstrany jsou rovnocennéé, , 
prprůůchodnost obchodnost oběěma smma směěry je stejnry je stejnáá
asymetrickasymetrickéé mmembrembráány ny -- ppřřipravujipravujíí se na rozhranse na rozhraníí dvou fdvou fáázzíí

NucleoporeNucleopore
membrmembráánana

BiokompatibilitaBiokompatibilita
ppřři i poupoužžititíí biosensorbiosensorůů v v žživivéém organismu (in vivo) nebo v klinickm organismu (in vivo) nebo v klinickéé
praxi ppraxi přři kontaktu zejmi kontaktu zejmééna s krvna s krvíí (in vitro)(in vitro)
ppřři kontaktu povrchu membri kontaktu povrchu membráán n s prosts prostřřededíímm dochdocháázzíí k adsorpci k adsorpci 
proteinproteinůů –– zejmzejmééna albuminu a fibrinogenu na povrchna albuminu a fibrinogenu na povrch
pak se pak se vytvvytváářříí daldalšíší vrstva krevnvrstva krevníích destich destičček (koagulaek (koagulaččnníí
trombtrombóóza)za)
ppřři dlouhodobi dlouhodobéé implantaci dochimplantaci docháázzíí k zark zarůůststáánníí biobiosensoru tksensoru tkáánníí
postupnpostupnéé snisnižžovováánníí citlivosti dcitlivosti důůsledkem snsledkem sníížženenéé prostupnostiprostupnosti

biosensor mbiosensor můžůže vyvole vyvoláávat ruvat ruššivivéé reakce reakce u u žživivéého organismuho organismu
–– srsráážženeníí krve, zkrve, záánněětlivtlivéé procesyprocesy
je potje potřřeba povrch biosensoru povleba povrch biosensoru povlééknout vhodnými polymeryknout vhodnými polymery
–– silikon, polytetrafluorethylen a zejmsilikon, polytetrafluorethylen a zejmééna polyurethany)na polyurethany)

modifikovat povrchnmodifikovat povrchníí obal (hydrofilizace, konverze aminoskupin obal (hydrofilizace, konverze aminoskupin 
na hydroxyskupiny)na hydroxyskupiny)
do vndo vněějjšíší vrstvy vpravit lvrstvy vpravit láátky omezujtky omezujííccíí ruruššivivéé reakce reakce 
fosforylcholifosforylcholinn, , fosfolipidy, fosfolipidy, heparinheparin
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MechanickMechanickéé zachycenzachyceníí biomolekulbiomolekul

nejjednodunejjednoduššíšší -- kkáápne se roztokpne se roztok
biokomponentybiokomponenty na povrch pna povrch přřevodnevodnííku ku 
a pa přřekryje se dialyzaekryje se dialyzaččnníí membrmembráánounou
alternativnalternativníí metodou je zachycenmetodou je zachyceníí
biomolekulbiomolekul uvnituvnitřř vhodnvhodnéého polymeru ho polymeru 
(inkluze), polymern(inkluze), polymerníí vrstva se vytvovrstva se vytvořříí
na povrchu podpna povrchu podpůůrnrnéé dialyzadialyzaččnníí
membrmembráányny

převodník
                      o-kroužek

E   E    E
 E      E        dialyzační
                    membrána

ZachycenZachyceníí v geluv gelu
inkluze biomolekul uvnitinkluze biomolekul uvnitřř struktury membrstruktury membráány pny přři jeji jejíí tvorbtvorběě

polyakrylamid (PAG) ppolyakrylamid (PAG) přřííprava ze smprava ze směěsi akrylamidu a methylensi akrylamidu a methylen--
bis(akrylamid) v pbis(akrylamid) v přříítomnosti enzymu, iniciace UV svtomnosti enzymu, iniciace UV svěětlem, polymer tlem, polymer 
obsahuje vysoký podobsahuje vysoký podííl vody (80 al vody (80 ažž 95%)95%)

 
C H 2 CH C O N H 2 (CH 2 C H C O N H) 2C H2

C H 2 C H C H 2 C H 
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N H 

C H 2 
N H 
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O C N H2

CH

OC NH2

akrylamid                     +    bis(akrylamid) 
 
 
 
 
 
 
 
 
                       bis – zesíťování 

Vznik PAG
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ZachycenZachyceníí v geluv gelu
žželatina je elatina je ččasto pouasto použžíívváána pro enzymovna pro enzymovéé membrmembráány; 5% roztok se ny; 5% roztok se 
rozpustrozpustíí ppřři zvýi zvýššenenéé teplotteplotěě (a(ažž 50 50 ooC) a pC) a přřididáá se enzym, promse enzym, promííchcháá se se 
a naleje na podloa naleje na podložžku (napku (napřř. dialyza. dialyzaččnníí membrmembráána)na)

Nafion je polymer rozpuNafion je polymer rozpuššttěěný ve smný ve směěsi alkoholsi alkoholůů s vodous vodou
–– poupoužžíívváá se pro tvorbu permselektivnse pro tvorbu permselektivníích membrch membráán n -- jako iontomjako iontoměěniničč
–– mmůžůže zachycovat biomolekulye zachycovat biomolekuly

 [(CF2 CF2)m CF CF2]n
O

CF2

CFCF3 O CF2 CF2 SO3H
p

Nafion

ZachycenZachyceníí v PVAv PVA
polyvinylalkohol (PVA) je hydrofilnpolyvinylalkohol (PVA) je hydrofilníí, neutr, neutráálnlníí a biokompatibilna biokompatibilníí
polymer, ve vodpolymer, ve voděě silnsilněě bobtnbobtnáá; dostupný ve form; dostupný ve forměě oligomeroligomerůů (90 (90 
kDa), kterkDa), kteréé po zespo zesííťťovováánníí vytvovytvořříí konekoneččný polymerný polymer
radiaradiaččnníí polymerace vyupolymerace využžíívváá ozozáářřeneníí smsměěsi oligomersi oligomerůů a enzymu a enzymu γγ--
zzáářřeneníím (generuje m (generuje 6060Co)Co)
–– vzniklvznikléé radikradikáály vyvolajly vyvolajíí daldalšíší polymeraci a zespolymeraci a zesííťťovováánníí
–– výslednvýslednáá membrmembráána neobsahuje na neobsahuje žžáádndnéé nenežžáádoucdoucíí produkty a souprodukty a souččasnasněě

je sterilizovje sterilizováánana

chemickchemickéé ssííťťovováánníí –– triisokyantriisokyanáátyty
(TIC), spoj(TIC), spojíí postrannpostranníí hydroxylyhydroxyly

UV polymerace UV polymerace -- PVA obsahujPVA obsahujííccíí
styrylbipyridiniovstyrylbipyridiniovéé skupinyskupiny
(PVA(PVA--SbQ, 1.3%) SbQ, 1.3%) 
–– vvůůbec nejbec nejššetrnetrněějjšíší postup postup 

imobilizace pomocimobilizace pomocíí PVAPVA

 
O C N CH2

CH2OCN

NCO

N C O HO NH C O
O

TIC

 +
             zesítění
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PolyurethanyPolyurethany

reprezentujreprezentujíí velice velice šširokou skupinu biokompatibilnirokou skupinu biokompatibilníích ch 
polymerpolymerůů s velmi dobrými adhezns velmi dobrými adhezníími vlastnostmimi vlastnostmi
vychvycháázzíí z oligomerz oligomerůů (kolem 50 kDa), kter(kolem 50 kDa), kteréé se v se v 
ppřříítomnosti enzymu zestomnosti enzymu zesííťťujujíí napnapřř. difenylmethan . difenylmethan 
diisokyandiisokyanáátemtem

 
O CO NH CH3 NH CO O (CH2)4 O

n
PU - Tecoflex

MultifunkMultifunkččnníí polymerypolymery
kombinujkombinujíí imobilizaci enzymu s polymernimobilizaci enzymu s polymerníí strukturou nesoucstrukturou nesoucíí
skupiny mediskupiny mediáátortorůů ppřřenenášášejejííccíí elektrony, tzv. elektrony, tzv. redox relaysredox relays
polypoly--44--vinylpyridin (oligomer kolem 50 kDa) se vinylpyridin (oligomer kolem 50 kDa) se ččáástesteččnněě vyuvyužžije pro ije pro 
tvorbu komplexu s osmiem (meditvorbu komplexu s osmiem (mediáátor), a tor), a ččáástesteččnněě se do nse do něěj j 
kvarternizackvarternizacíí zavedou aminoskupinyzavedou aminoskupiny
smsměěs modifikovans modifikovanéého oligomeru, enzymu a bifunkho oligomeru, enzymu a bifunkččnníího ho ččinidla inidla 
PEGDE (polyethylenglykoldiglycidylether) se nanese na elektroduPEGDE (polyethylenglykoldiglycidylether) se nanese na elektrodu

 
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
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ZesZesííťťovováánníí biomolekulbiomolekul

zdaleka nejzdaleka nejččastastěěji se pouji se použžíívváá glutaraldehydglutaraldehyd; jeho sm; jeho směěs s roztokem bs s roztokem bíílkoviny v lkoviny v 
zzáávislosti na koncentraci slovislosti na koncentraci složžek vytvek vytváářříí spontspontáánnnněě retikulum buretikulum buďď ppřříímo na povrchumo na povrchu
sensorusensoru, nebo na vhodn, nebo na vhodnéém podkladovm podkladovéém materim materiáálu (polyamidovlu (polyamidováá ssííťťka, dialyzaka, dialyzaččnníí
membrmembráána)na)
reakcreakcíí mezimezi aldehydovoualdehydovou skupinou skupinou ččinidla sinidla s aminoskupinouaminoskupinou bbíílkoviny (postrannlkoviny (postranníí
lyzinovlyzinovéé zbytky) vznikzbytky) vznikáá propojenpropojeníímm SchiffovaSchiffova bbááze, kterze, kteráá se jese ješšttěě mmůžůže zredukovat e zredukovat 
na stabilnna stabilněějjšíší aminovou vazbuaminovou vazbu

O CH (CH2)3 CH O

CH O H2N

CH N

CH2 NH

glutaraldehyd
                  +

                     Schiffova báze

                      redukce (NaBH4)

E E

E

E

BSA

BSA
BSA

BSABSA

retikulum

Aktivace inertnAktivace inertníích povrchch povrchůů

pracovnpracovníí povrchpovrch sensorsensorůů tvotvořříí malmaláá skupina pomskupina poměěrnrněě
inertninertníích materich materiáállůů: sklo, k: sklo, křřememíík, rk, růůznznéé modifikace modifikace 
uhluhlííku (grafit, skelný uhlku (grafit, skelný uhlíík, kompozitnk, kompozitníí smsměěsi) a si) a 
uuššlechtillechtiléé kovy (zejmkovy (zejmééna zlato a na zlato a platina)platina)

nněěkterkteréé biomolekulybiomolekuly se na tyto materise na tyto materiáály adsorbujly adsorbujíí s s 
rrůůznou pevnostznou pevnostíí, av, avššak spolehlivak spolehliváá a dlouhodoba dlouhodoběě stabilnstabilníí
imobilizace vyimobilizace vyžžaduje kovalentnaduje kovalentníí vazbu mezivazbu mezi
biomolekuloubiomolekulou a a povrchempovrchem

prvnprvníím krokem imobilizace jsou aktivam krokem imobilizace jsou aktivaččnníí postupy, kterpostupy, kteréé
na mna máálo reaktivnlo reaktivníí povrchpovrch sensorusensoru zavzaváádděějjíí reaktivnreaktivníí
skupiny schopnskupiny schopnéé pak kovalentnpak kovalentníí vazby svazby s biomolekulamibiomolekulami
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SilanizaceSilanizace metoda aktivace metoda aktivace inertninertnííchch povrchpovrchůů
ččáástesteččnněě pokrytých vrstvou oxidu pokrytých vrstvou oxidu 
(sklo, k(sklo, křřememíík, kovy) kontaktnk, kovy) kontaktníí
vrstvou silanu s vhodnou reaktivnvrstvou silanu s vhodnou reaktivníí
skupinouskupinou
nnepouepoužžíívajvajíí se organickse organickéé
halogenovanhalogenovanéé silany (jsou psilany (jsou přříílilišš
reaktivnreaktivníí a a žžáádndnáá daldalšíší skupina uskupina užž
by nezbyla), ale mby nezbyla), ale méénněě reaktivnreaktivníí
alkoxyderivalkoxyderiváátyty
γγ--aminopropyltriethoxysilanaminopropyltriethoxysilan
(APTES nebo APTS)(APTES nebo APTS)
glycidoxypropyltriethoxysilanglycidoxypropyltriethoxysilan
(GOPS)(GOPS)
jjejich ejich úúččinkem se na povrchu inkem se na povrchu 
vytvovytvořříí nněěkolikkolik molekulmolekuláárnrníích ch 
vrstevvrstev

R Si(OC2H5)3 O Si R

O

O

Si R

O

O

(C2H5O)3Si (CH2)3 NH2

(CH3O)3Si (CH2)3 O CH2 CH CH2
O

Si

CH3

(CH2)3
CH3

C2H5O NH2

--OH

--OH silanizace

APTES

GOPS

APDMES

SilanizaceSilanizace
lze provlze prováádděět z organickt z organickéé ffáázeze
–– 10% roztok silanu v toluenu, v n10% roztok silanu v toluenu, v něěm se daný povrch refluxuje 12 am se daný povrch refluxuje 12 ažž

24 hod, po promyt24 hod, po promytíí toluenem toluenem čči acetonem a vysui acetonem a vysuššeneníí se dse dáále le 
zahzahřříívváá 2 a2 ažž 4 hod p4 hod přři 110 i 110 ooCC

z vodnz vodnéé ffááze se dosze se dosááhne menhne menšíší vazebnvazebnáá kapacita, ale vrstva je kapacita, ale vrstva je 
stabilnstabilněějjšíší ppřři poui použžititíí ve vodnve vodnéém prostm prostřřededíí
–– povrch se hydratuje 30 min povapovrch se hydratuje 30 min povařřeneníím ve vodm ve voděě
–– zahzahřříívváá 3 a3 ažž 4 hod p4 hod přři 75 i 75 ooC v 10% vodnC v 10% vodnéém roztoku silanu, pH  4m roztoku silanu, pH  4
–– po usupo usuššeneníí se zahse zahřříívváá ppřřes noc pes noc přři 110 i 110 ooC C 

odpaodpařřovacovacíí nanesennaneseníí je nejjednoduje nejjednoduššíšší
–– povrch se inkubuje 1 hod v 1% silanu v acetonupovrch se inkubuje 1 hod v 1% silanu v acetonu
–– po oplpo oplááchnutchnutíí acetonem a vysuacetonem a vysuššeneníí se zahse zahřříívváá 1 hod p1 hod přři 110 i 110 ooCC

nannanášášeneníí silanu z vodnsilanu z vodnéé ffááze nebo z polze nebo z poláárnrníích rozpouch rozpouššttěědel del 
vede ke tvorbvede ke tvorběě slosložžititěějjšíších struktur (4 ach struktur (4 ažž 5 vrstev silanu)5 vrstev silanu)
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SpontSpontáánnnníí vznikvznik monovrstevmonovrstev
monovrstvymonovrstvy (SAM, (SAM, „„selfself--assembledassembled monolayersmonolayers““) mohou ) mohou 
vzniknout samovolnou organizacvzniknout samovolnou organizacíí na nosnna nosnéém povrchum povrchu

S (CH2)2
S (CH2)2

NH2

NH2Au

S (CH2)2 NH2

S (CH2)2 NH2
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

nejbnejběžěžnněějjšíším m 
ppřřííkladem je velmi kladem je velmi 
pevnpevnáá adsorpce adsorpce 
thioslouthioslouččenin na enin na 
povrchu zlatapovrchu zlata
vhodnou volbou vhodnou volbou 
daldalšíších funkch funkččnníích ch 
skupin thiolu nebo skupin thiolu nebo 
disulfidu lze zdisulfidu lze zíískat skat 
reaktivnreaktivníí skupiny skupiny 
vyuvyužžitelnitelnéé pro dalpro dalšíší
imobilizaimobilizaččnníí krokykroky

-0.4 0.0 0.4
-200

0

200

 Au elektroda
 modifikace SAM/MUA

E (mV)

Odezva ferrokyanidu
linearni voltamogram

  i
(nA)

SAMsSAMs
vvžždy vznikdy vznikáá monomolekulmonomolekuláárnrníí vrstva, ktervrstva, kteráá mmůžůže být tak huste být tak hustáá, , žže povrch e povrch 
je prakticky elektricky izolovje prakticky elektricky izolováánn
naopak adsorpce krnaopak adsorpce kráátkých thioderivtkých thioderivááttůů ččasto zlepasto zlepššuje elektrochemickuje elektrochemickéé
odezvy bodezvy bíílkovin a jiných llkovin a jiných láátek (usnadntek (usnadněěnnáá výmvýměěna elektronna elektronůů s cyt c)s cyt c)

hustotu a kompaktnost vrstvy hustotu a kompaktnost vrstvy 
lze urlze urččit elektrochemicky it elektrochemicky 
–– na zna záákladkladěě signsignáálu vhodnlu vhodnéé

elektroaktivnelektroaktivníí lláátky (ferrikyanid) tky (ferrikyanid) 
–– nebo sledovat pokles vodivostinebo sledovat pokles vodivosti

povrchu v prpovrchu v průůbběěhu vzniku SAMhu vzniku SAM
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ThioslouThioslouččeninyeniny
nejnejččastastěěji se pouji se použžíívajvajíí thioly obsahujthioly obsahujííccíí v molekule aminoskupinu v molekule aminoskupinu 
(cysteamin, cystamin, thiofenol), hydroxyskupinu (16(cysteamin, cystamin, thiofenol), hydroxyskupinu (16--merkaptomerkapto--
hexadekanol) nebo karboxyskupinu (12hexadekanol) nebo karboxyskupinu (12--merkaptoundekanmerkaptoundekan--
karboxylovkarboxylováá kyselina)kyselina)
bis(Nbis(N--hydroxysukcinimidester) kyseliny 3,3hydroxysukcinimidester) kyseliny 3,3’’--dithiopropionovdithiopropionovéé (DSP) (DSP) 
je specije speciáálnlníí ččinidlo, kterinidlo, kteréé se vse váážže na zlatoe na zlato
–– NN--hydroxysukcinimidovhydroxysukcinimidováá skupina (NHS) je reaktivnskupina (NHS) je reaktivníí a ma můžůže být e být 

vymvyměěnněěna za volnou postrannna za volnou postranníí aminoskupinu z baminoskupinu z bíílkoviny, plkoviny, přřiiččememžž
vznikne amidovvznikne amidováá vazbavazba  

CH2CH2

S

S

CH2CH2

CO

CO

O

O
N

N

O

O

O

O
DSP

Aktivace polyamiduAktivace polyamidu
polyamidy se ppolyamidy se přřipravujipravujíí polykondenzapolykondenzaččnníími reakcemimi reakcemi
–– Nylon 66 Nylon 66 -- z 1,6z 1,6--diaminohexanu a hexandiaminohexanu a hexan--1,61,6--dikarboxylovdikarboxylovéé kyselinykyseliny
–– Silon Silon -- kondenzackondenzacíí εε kaprolaktamukaprolaktamu

jsou v oblasti biosensorjsou v oblasti biosensorůů vyuvyužžíívváány ve formny ve forměě membrmembráán, sn, sííttěěk, k, 
kulikuličček a trubiek a trubičček pro imobilizaci zejmek pro imobilizaci zejmééna enzymna enzymůů
ppřřirozený materiirozený materiáál ml máá pro imobilizaci pouze velmi mpro imobilizaci pouze velmi máálo volných lo volných 
koncových skupin, takkoncových skupin, takžže je nutne je nutnéé jeho strukturu jeho strukturu ččáástesteččnněě narunaruššitit
ššttěěpenpeníí amidových vazeb lze dosamidových vazeb lze dosááhnout opatrnou hydrolýzou (3 M hnout opatrnou hydrolýzou (3 M 
HCl, doba pHCl, doba půůsobensobeníí zzáávisvisíí na formna forměě materimateriáálu, 10 sec alu, 10 sec ažž 1 hod)1 hod)
ččasto se vasto se vššak polyamid mechanicky naruak polyamid mechanicky narušíší
výhodnvýhodněějjšíší jsou aktivajsou aktivaččnníí postupy, kterpostupy, kteréé amidovou vazbu amidovou vazbu 
nepnepřřerueruššujujíí
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Aktivace dimethylsulfAktivace dimethylsulfáátemtem
OO--alkylace peptidovalkylace peptidovéé vazby oxoniovou solvazby oxoniovou solíí (triethyloxonium (triethyloxonium 
tetrafluoroboritan) nebo dimethylsulftetrafluoroboritan) nebo dimethylsulfáátemtem
vzniklý imidoester reaguje v slabvzniklý imidoester reaguje v slaběě alkalickalkalickéém prostm prostřřededíí s s 
aminoskupinou (lyzin, 1,6aminoskupinou (lyzin, 1,6--diaminohexan) za vzniku amidinu, kladný diaminohexan) za vzniku amidinu, kladný 
nnááboj zvyboj zvyššuje polaritu polymeruuje polaritu polymeru
zzíískskáá se mnohem vse mnohem věěttšíší povrchovpovrchováá hustota vyuhustota využžitelných karboxy itelných karboxy 
nebo aminoskupinnebo aminoskupin

 C NH

O

C NH

OCH3

C NH

NH R

(CH3)2SO4 R-NH2

- CH3OH
Aktivace polyamidu dimethylsulfátem

ElektropolymeraceElektropolymerace
vyuvyužžíívváá elektrochemickou oxidaci k pelektrochemickou oxidaci k přříípravpravěě reaktivnreaktivníích ch 
monomermonomerůů, kter, kteréé pak spontpak spontáánnnněě vytvvytváářříí polymernpolymerníí film na povrchu film na povrchu 
elektrodyelektrody
filmy se dajfilmy se dajíí vytvovytvořřit i na it i na ččlenitlenitéém povrchu nebo na povrchu m povrchu nebo na povrchu 
mikroelektrodmikroelektrod
pokud jsou v prpokud jsou v průůbběěhu elektropolymerace v roztoku phu elektropolymerace v roztoku přříítomntomnéé
biomolekuly, dochbiomolekuly, docháázzíí k jejich zachycenk jejich zachyceníí uvnituvnitřř vznikajvznikajííccíí
membrmembráány; mny; méénněě se mse můžůže uplatnit take uplatnit takéé kladný nkladný nááboj polymeruboj polymeru
vlastnosti membrvlastnosti membráány je mony je možžnnéé ovlivnit povlivnit přříídavkem daldavkem dalšíších lch láátek do tek do 
elektropolymeraelektropolymeraččnníí smsměěsisi
tloutlouššťťku membrku membráány urny urččuje velikost prouje velikost proššlléého nho nááboje, tak se dboje, tak se dáá
snadno reprodukuvatelnsnadno reprodukuvatelněě ovlivnit mnoovlivnit množžstvstvíí imobilizovanimobilizovanéé
biomolekulybiomolekuly
nněěkterkteréé elektropolymernelektropolymerníí vrstvy mohou být navvrstvy mohou být navííc c vodivvodivéé, co, cožž
usnadusnadňňuje puje přřenos elektronenos elektronůů mezi elektrodou a biomolekulami; tyto mezi elektrodou a biomolekulami; tyto 
polymery jsou obvykle barevnpolymery jsou obvykle barevnéé
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Polypyrrol (PPY)Polypyrrol (PPY)
klasický pklasický přřííklad, provklad, provááddíí se oxidacse oxidacíí 50 a50 ažž 200 mM pyrrolu 200 mM pyrrolu 
amperometrickou oxidacamperometrickou oxidacíí ppřři potencii potenciáálu kolem 0.8 V, jako elektrolyt lu kolem 0.8 V, jako elektrolyt 
se pse přřididáávváá KCl, pracuje se v anaerobnKCl, pracuje se v anaerobníím prostm prostřřededíí
tloutlouššťťka filmu je ka filmu je úúmměěrnrnáá mnomnožžstvstvíí proproššlléého nho nááboje (5 mC/cmboje (5 mC/cm22

odpovodpovííddáá 13 nm), lze dos13 nm), lze dosááhnout ahnout ažž 100 nm tlustých vrstev100 nm tlustých vrstev
vzniklý PPy film je vodivý, vodivost dosahuje asi 500 S/cmvzniklý PPy film je vodivý, vodivost dosahuje asi 500 S/cm
–– pro srovnpro srovnáánníí jsou vodivosti mjsou vodivosti měědi 10di 1066, k, křřememííku 10ku 10--44 a skla 10a skla 10--1111 S/cm). S/cm). 

obdobnobdobněě probprobííhháá elektropolymerace methylpyrroluelektropolymerace methylpyrrolu

 

N

H

n              anoda
                 - n e- N

H

N

H

N

H

+

   X-

n

Polyfenylenoxid (PPO)Polyfenylenoxid (PPO)

vvelmi tenkelmi tenkéé a mechanicky stabilna mechanicky stabilníí filmy PPO na povrchu elektrod filmy PPO na povrchu elektrod 
vznikajvznikajíí elektropolymeracelektropolymeracíí fenolufenolu
nevodivnevodivéé, tak, takžže elektropolymerace se samovolne elektropolymerace se samovolněě zastavzastavíí, , 
jakmile je povrch elektrody elektricky izolovjakmile je povrch elektrody elektricky izolováánn
pprrůůbběžěžnněě se dse dáá pozorovatpozorovat
pokles oxidapokles oxidaččnníího prouduho proudu
ppřři vzniku filmui vzniku filmu::

mméénněě stabilnstabilníí jsou jsou 
polyanilinovpolyanilinovéé (PANI)(PANI)
filmy vzniklfilmy vznikléé z anilinuz anilinu::

I                                    I

čas                            potenciál

1
2
3

Elektropolymerace fenolu
amperometricky a cyklickou voltametrií

 
N N

PANI                            n
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KontrolnKontrolníí membrmembráányny

eelektropolymernlektropolymerníí vrstvy jsou takvrstvy jsou takéé vhodnvhodnéé pro ovlivpro ovlivňňovováánníí
transportu ltransportu láátek jako kontrolntek jako kontrolníí membrmembráányny -- polyfenylendiaminovpolyfenylendiaminovéé
(PPD) filmy z 1,2 diaminobenzenu(PPD) filmy z 1,2 diaminobenzenu
nevodivnevodivéé o tlouo tlouššťťce kolem 10 nm; snadno pce kolem 10 nm; snadno přřes nes něě prochprocháázzíí
peroxid vodperoxid vodííku, pku, přřitom jinitom jinéé ruruššivivéé lláátky jsou odsttky jsou odstíínněěnyny

pprotorotožže zachycene zachyceníí bbíílkovin uvnitlkovin uvnitřř polymeru je pompolymeru je poměěrnrněě volnvolnéé, , 
dochdocháázzíí ččasem k uvolnasem k uvolněěnníí do roztoku a tdo roztoku a tíím k poklesu aktivitym k poklesu aktivity

jjininéé postupy proto poupostupy proto použživajivajíí elektropolymernelektropolymerníí film jen jako výchozfilm jen jako výchozíí
chemickou modifikaci povrchu elektrody, a film se pak dchemickou modifikaci povrchu elektrody, a film se pak dáále le 
upravuje chemickými reakcemi.upravuje chemickými reakcemi.

 

N

H

N

H

N

C
O

NO2

p-nitrobenzoylchlorid

           - HCl

Modifikace elektropolymerModifikace elektropolymerůů

Polypyrrol se dPolypyrrol se dáá nitrovat v nitrovat v ββ poloze a elektrochemickou redukcpoloze a elektrochemickou redukcíí
nitroskupiny se znitroskupiny se zíískskáá aminoskupina vhodnaminoskupina vhodnáá pro dalpro dalšíší kovalentnkovalentníí
vazbu biomolekul:vazbu biomolekul:

jinou mojinou možžnostnostíí je reakce PPy s nitrobenzoylchloridem, je reakce PPy s nitrobenzoylchloridem, 
nitroskupinu je pak monitroskupinu je pak možžnnéé redukovat takredukovat takéé chemicky zinkemchemicky zinkem
v kyselinv kyseliněě octovoctovéé::

 

2

N

H

NO 2

N

H

NH

N

H

N

H

CuNO3

acetanhydrid

elektrochemická

redukce

Derivatizace PPy
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Elektropolymerace bElektropolymerace bíílkovinlkovin
elektropolymerelektropolymerovatovat se dajse dajíí taktakéé vhodnvhodnéé derivderivááty biomolekul ve ty biomolekul ve 
smsměěsi napsi napřř. s pyrrolem. s pyrrolem
kk postrannpostranníím skupinm skupináám enzymm enzymůů je moje možžnnéé ppřřipojit pyrrolovipojit pyrrolováá jjáádra, dra, 
taktakžže po skone po skonččeneníí elektropolymerace je enzym nedelektropolymerace je enzym nedíílnou soulnou souččááststíí
řřetetěězce polymeruzce polymeru::

podobnpodobněě je moje možžnnéé vyuvyužžíít i derivt i deriváát s koncovou aminoskupinout s koncovou aminoskupinou

 
N ( C H 2 ) 2 C O O H 

N H 
N ( C H 2) 2 C 

O 1. karbodiimid

2. enzym E E 

KovalentnKovalentníí vazba biomolekulvazba biomolekul
ppřředpokledpoklááddáá se vazba zvolense vazba zvolenéé biomolekuly na výchozbiomolekuly na výchozíí materimateriáál l 
(povrch sensoru, membr(povrch sensoru, membráána, na, ……) nesouc) nesoucíí nněěkterou z nkterou z náásledujsledujííccíích ch 
skupin:skupin:

amino   karboxyl   hydroxyl amino   karboxyl   hydroxyl 

ddáále jsou popsle jsou popsáána vhodnna vhodnáá ččinidla umoinidla umožňžňujujííccíí kovalentnkovalentníí vazbu vazbu 
biomolekul, zejmbiomolekul, zejmééna bna bíílkovinlkovin
nnáásledujsledujííccíí ččáást je samozst je samozřřejmejměě mmíínněěna pouze jako nena pouze jako neúúplný pplný přřehled ehled 
zzáákladnkladníích postupch postupůů
neustneustáále se objevujle se objevujíí novnováá specispeciáálnlníí ččinidla pouinidla použžitelnitelnáá obecnobecněě nebo nebo 
pro specipro speciáálnlníí aplikace; novaplikace; novéé reagenty lze nalreagenty lze naléézt v katalozzt v katalozíích firem ch firem 
(Pierce)(Pierce)
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Imobilizace naImobilizace na aminoskupinuaminoskupinu
nejjednodunejjednoduššíšší je aktivaceje aktivace aminoskupinyaminoskupiny vhodnýmvhodným bifunkbifunkččnníímm
ččinidlem, pak reaguje svou druhou reaktivninidlem, pak reaguje svou druhou reaktivníí ččááststíí s vhodnou s vhodnou 
povrchovou skupinou navazovanpovrchovou skupinou navazovanéé biomolekulybiomolekuly (B)(B)
poupoužžíívváá sese glutaraldehydglutaraldehyd, který je b, který je běžěžnněě dostupný a dostatedostupný a dostateččnněě
reaktivnreaktivníí; inkubac; inkubacíí (0.5 a(0.5 ažž 5%5% vodnývodný roztok, 0.5 aroztok, 0.5 ažž 2 hod) s povrchem 2 hod) s povrchem 
se vytvose vytvořříí SchiffovaSchiffova bbááze a po promytze a po promytíí pak je druhpak je druháá volnvolnáá
aldehydovaldehydováá skupina k dispozici pro stejnou reakci sskupina k dispozici pro stejnou reakci s aminoskupinou aminoskupinou 
biomolekulybiomolekuly

BB

NH2

O CH (CH2)3 CH O
N CH (CH2)3 CH O

B

NH CH (CH2)3 CH NHN CH (CH2)3 CH N

NH2

NaBH4

Imobilizace pomocí glutaraldehydu

chloranil (tetrachlorchloranil (tetrachlor--pp--benzochinon), který mimo imobilizabenzochinon), který mimo imobilizaččnníí
funkci obsahuje redoxaktivnfunkci obsahuje redoxaktivníí chinonovchinonovéé uspouspořřááddáánníí vyuvyužžitelnitelnéé pro pro 
ppřřenos elektronenos elektronůů mezi enzymem a elektrodou:mezi enzymem a elektrodou:

dianhydrid kyseliny benzentetrakarboxylovdianhydrid kyseliny benzentetrakarboxylovéé nebo DIDS, transnebo DIDS, trans--
stilbenstilben--(4,4(4,4’’--diisothiokyandiisothiokyanáát)t)--2,22,2’’--disulfonovdisulfonováá kyselina:kyselina:

DalDalšíší bifunkbifunkččnníí ččinidla pro inidla pro ––NHNH22

NH     +2

O

O

ClCl

ClCl

O

O

ClNH

ClCl H2N B
Imobilizace pomocí chloranilu

 

OO

O

O

O

O

SO3H

HO3S

N
N C

C
O

O

dianhydrid kys. benzentetrakarboxylové     DIDS
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AromatickAromatickáá ––NHNH2 2 skupinaskupina

aromatickaromatickéé aminoskupiny lze velice snadno aktivovat diazotacaminoskupiny lze velice snadno aktivovat diazotacíí
kyselinou dusitou, biomolekula se navkyselinou dusitou, biomolekula se naváážže pe přřes tyrozinový zbytek:es tyrozinový zbytek:

HNO2NH2 N N+

HO B

N N

HO

B

Imobilizace pomocí diazotace

Imobilizace naImobilizace na karboxyskupinukarboxyskupinu
pro aktivaci se pro aktivaci se 
uužžíívváá reakce sreakce s
karbodiimidykarbodiimidy, kter, kteréé
ppůůsobsobíí vlastnvlastněě
vváázzáánníí vody pvody přři i 
vzniku amidovvzniku amidovéé, , 
esterovesterovéé ččii
thioesterovthioesterovéé vazbyvazby

COOH +

N

C

N

R

R'

C
O

O C

N+

NH

R'

R

C
O

NH B

NH2B

Reakce karbodiimidů

C O

NH

NH R'

R

N C N

CH3CH2 N C N (CH2)3 N(CH3)2

N C N CH2CH2 N O
H3C

DCC

            CMC

            tosyl-

               EDC

dicyklohexylkarbodiimid dicyklohexylkarbodiimid 
DCCDCC, nevýhodou je , nevýhodou je 
nerozpustnost ve vodnerozpustnost ve voděě
vve vode voděě rozpustnrozpustný jeý je EDCEDC, , 
11--ethylethyl--33--(3(3--dimethylamindimethylamin
opropyl)opropyl)--karbodiimid, a karbodiimid, a 
CMCCMC, 1, 1--cyklohexylcyklohexyl--
33--(2(2--morfolinomorfolino--
ethyl)ethyl)--karbodiimid karbodiimid 
methoxymethoxy--pp--toluensulfontoluensulfonáátt
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Vazba pVazba přřes NHSes NHS
Pro imobilizaci citlivPro imobilizaci citlivěějjšíších bch bíílkovin se neprovlkovin se neprovááddíí ppřříímo reakce s mo reakce s 
CDI, ale pomocCDI, ale pomocíí CDI a CDI a NN--hydroxysukcinimiduhydroxysukcinimidu (NHS) se p(NHS) se přřipravipravíí
reaktivnreaktivníí a stabilna stabilníí NHS derivNHS deriváát karboxylut karboxylu
ten pak reaguje s aminoskupinou napten pak reaguje s aminoskupinou napřř. b. bíílkoviny, proti reakci pouze lkoviny, proti reakci pouze 
s CDI je prs CDI je průůbběěh mh míírnrněějjšíší a nevznikaja nevznikajíí nenežžáádoucdoucíí meziproduktymeziprodukty

TSTUTSTU
OO--(N hydroxy(N hydroxy--sukcinimidyl)sukcinimidyl)--N,N,NN,N,N’’,N,N’’--
tetramethyluronium tetrafluoroboritan tetramethyluronium tetrafluoroboritan 
inkubacinkubacíí (vDMF) s ekvimol(vDMF) s ekvimoláárnrníím m 
mnomnožžstvstvíím karboxylu poskytne m karboxylu poskytne 
NHS derivNHS deriváát pt přříímomo

B

COOH +

NH2

NHO

O

O
N

O

N

O
C

O

BNH
C

O

NHS

Aktivace pomocí NHS

 

N O

O

O

C
N(CH3)2

N(CH3)2

TSTU

Metoda smMetoda směěsných anhydridsných anhydridůů

vyuvyužžíívváá aktivaci pomocaktivaci pomocíí isobutylchloroformiisobutylchloroformiáátu, který aktivuje tu, který aktivuje 
karboxyskupinu na reaktivnkarboxyskupinu na reaktivníí anhydrid a ten pak umoanhydrid a ten pak umožňžňuje vznik uje vznik 
amidovamidovéé vazby:vazby:

 

COOH  + Cl C

O

O iBu C
O

C
O

O
iBu

C
O

NH

NH2B

CO2
isoBuOH

O

B

Aktivace přes směsný anhydrid
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Adsorpce biomolekulAdsorpce biomolekul

jednoduchjednoducháá a levna levnáá metoda probmetoda probííhajhajííccíí za mza míírných rných 
pracovnpracovníích podmch podmííneknek
bbíílkoviny se adsorbujlkoviny se adsorbujíí v nv nááhodnhodnéé orientaci, porientaci, přřitom mitom můžůže e 
dochdocháázet ke konformazet ke konformaččnníím zmm změěnnáám, kterm, kteréé mohou mohou 
(negativn(negativněě) ovlivnit funk) ovlivnit funkččnníí vlastnostivlastnosti
adsorpce badsorpce bíílkovin na pevný povrch bude zlkovin na pevný povrch bude zááviset na:viset na:
–– vlastnostech proteinu: velikost, hmotnost, difvlastnostech proteinu: velikost, hmotnost, difúúznzníí koeficient, koeficient, 

rozlorozložženeníí nabitých / hydrofilnnabitých / hydrofilníích / hydrofobnch / hydrofobníích / redoxaktivnch / redoxaktivníích ch 
skupin, konformaskupin, konformaččnníí stabilitstabilitěě

–– povrchovpovrchovéém napm napěěttíí a na nááboji, hydrofobnosti / hydrofilnosti boji, hydrofobnosti / hydrofilnosti 
povrchu, stupni hydratace a struktupovrchu, stupni hydratace a struktuřře hydratovane hydratovanéé vrstvy, vrstvy, 
ppřříítomných funktomných funkččnníích skupinch skupinááchch

–– pH, iontovpH, iontovéé ssííle roztoku, ple roztoku, přříítomnosti interagujtomnosti interagujííccíích aditivch aditiv
–– daldalšíších parametrech ch parametrech –– teplota, teplota, „„inkubainkubaččnníí geometriegeometrie““ –– pompoměěr r 

objemu pobjemu přřidanidanéého roztoku a velikosti povrchu, hydrodynamice ho roztoku a velikosti povrchu, hydrodynamice ––
mmííchcháánníí, t, třřepepáánníí, , ……

SolSol--gel matricegel matrice

(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

SiSixxOOyy((µµ--OH)OH)zz(t(t--OH)OH)4x4x--2y2y--2z2z gelgel

SiSixxOOyy + zH+ zH++ + (2x+ (2x--yy--z) Hz) H22OO xerogelxerogel (mech. stabiln(mech. stabilníí))

solsol--gel proces gel proces –– vznik vznik „„sklaskla““ hydrolytickou polymerachydrolytickou polymeracíí monomolemonomole--
kulkuláárnrníích prekursorch prekursorůů (CH(CH33O)O)44Si tetramethylSi tetramethyl--oo--kkřřemiemiččitan (TMOS):itan (TMOS):

biomakromolekulabiomakromolekula

zachycenzachyceníí v pv póórechrech

gelovatgelovatěěnníí

ststáárnutrnutíí a vysycha vysycháánníí
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Aktivace hydroxyskupinyAktivace hydroxyskupiny
pro imobilizace na povrchy modifikovanpro imobilizace na povrchy modifikovanéé sacharidovou vrstvou sacharidovou vrstvou 
(nej(nejččastastěěji dextran), kterji dextran), kteráá doddodáávváá hydrofilnhydrofilníí vlastnosti zvyvlastnosti zvyššujujííccíí
biokompatibilitubiokompatibilitu
epichlorhydrinepichlorhydrin -- na oxiranový cyklus se mohou adovat biomolekuly na oxiranový cyklus se mohou adovat biomolekuly 
prostprostřřednictvednictvíím amino m amino čči hydroxyskupiny:i hydroxyskupiny:

triazinovtriazinováá metodametoda vyuvyužžíívváá kyanurchlorid a zejmkyanurchlorid a zejmééna jeho mna jeho méénněě
reaktivnreaktivníí derivderivááty (X substituent Oty (X substituent O--CHCH22--COOH COOH čči  NHi  NH--CHCH22--COOH)COOH)

OH

Cl CH2 CH2 CH2
O O CH2 CH2 CH2

O

Epichlorhydrin

 

OH +

H2N

O
N

N
N

Cl

X

Cl
N

N
N

Cl

X

B

Aktivace kyanurchloridem

BromkyanovBromkyanováá metodametoda
klasickým klasickým ččinidlem aktivace polysacharidových materiinidlem aktivace polysacharidových materiáállůů je pouje použžititíí
bromkyanu, jeho nevýhodou je vysokbromkyanu, jeho nevýhodou je vysokáá jedovatostjedovatost
reakce s hydroxyly probreakce s hydroxyly probííhháá v alkalickv alkalickéém prostm prostřřededíí, rozsah aktivace , rozsah aktivace 
je je úúmměěrný koncentraci rný koncentraci ččinidlainidla
meziprodukt imidokarbonmeziprodukt imidokarbonáát reaguje s aminoskupinou biomolekuly t reaguje s aminoskupinou biomolekuly 
za vzniku rza vzniku růůzných derivzných derivááttůů::

 
OH
OH

CN

OH
C NH

O

O

H2N B

C N
O

O
B

OH
O C

NH
NH B OH

O C

O

NH B

                            +                                            +
derivát N-substituovaný N-subst. karbamát
isomočoviny imidokarbonát Aktivace bromkyanem

BrCN
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Oxidace jodistanemOxidace jodistanem
sacharidovsacharidovéé materimateriáály obsahujly obsahujííccíí diolovdiolovéé uskupenuskupeníí je moje možžnnéé za za 
mmíírných podmrných podmíínek oxidovat jodistanem, pnek oxidovat jodistanem, přřitom vzniklitom vznikléé
aldehydovaldehydovéé skupiny reagujskupiny reagujíí s aminoskupinami biomolekul za s aminoskupinami biomolekul za 
vzniku Schiffových bvzniku Schiffových báázzíí
tato reakce je poutato reakce je použžitelnitelnáá i pro aktivaci bi pro aktivaci bíílkovin nesouclkovin nesoucíích ch 
postrannpostranníí sacharidovsacharidovéé zbytky, ale napzbytky, ale napřřííklad takklad takéé pro RNApro RNA

lze vyulze využžíít i pro aktivaci hydroxylu po pt i pro aktivaci hydroxylu po přřipojenipojeníí glycidolu:glycidolu:

O

OH

OH

OH

O

O

CH HC

O
OH

O

O

O O
Oxidace diolového uskupení jodistanem

NaIO4

OH
O

OH

OH-
O

OH
OH

IO4-
O

O

AmidoskupinaAmidoskupina
ppřředevedevšíším v polyakrylamidum v polyakrylamidu
alkalickou alkalickou hydrolýzouhydrolýzou (zah(zahřříívváánníí 60 60 ooC, pH 10.5, NaHCOC, pH 10.5, NaHCO33 a Naa Na22COCO33) ) 
lze plze přřevevéést na karboxylovou skupinust na karboxylovou skupinu
hydrazinolýzahydrazinolýza vedoucvedoucíí k hydrazidu kyseliny, který se kyselinou k hydrazidu kyseliny, který se kyselinou 
dusitou pdusitou přřevede na reaktivnevede na reaktivníí azid kyselinyazid kyseliny
zahzahřříívváánníí polyakrylamidu v bezvodpolyakrylamidu v bezvodéém m ethylendiaminuethylendiaminu povede k povede k 
substituci a zsubstituci a zíískskáá se koncovse koncováá aminoskupinaaminoskupina
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ThioskupinaThioskupina
umoumožňžňuje reverzibilnuje reverzibilníí imobilizaci bimobilizaci bíílkovin s volnými cysteinovými lkovin s volnými cysteinovými 
zbytky, vazba vznikne oxidaczbytky, vazba vznikne oxidacíí a pa přřeruerušíší se redukcse redukcíí::

SH + SHB S S B
ferrikyanid

cystein

Imobilizace pImobilizace přřes afinitnes afinitníí komplexykomplexy

nevzniknevznikáá kovalentnkovalentníí vazba, ale navvazba, ale naváázzáánníí ccíílovlovéé
biomolekuly se dbiomolekuly se děěje prostje prostřřednictvednictvíím velmi pevnm velmi pevnéé nebo nebo 
jinak výhodnjinak výhodnéé afinitnafinitníí interakce:interakce:

biotin biotin –– avidin (streptavidin)avidin (streptavidin)
protein A (G, L) protein A (G, L) -- molekula imunoglobulinumolekula imunoglobulinu
boronboronáátovtovéé komplexykomplexy
metaloafinitnmetaloafinitníí komplexy s histidinovými zbytkykomplexy s histidinovými zbytky
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NHNH

S

O

O

OH

Biotin / AvidinBiotin / Avidin

velmi pevnvelmi pevnáá interakce, interakce, KKD D = 1.3 x 10= 1.3 x 10--1515 MM
odolnost komplexu odolnost komplexu -- stabilnstabilníí v 8 M  guanidinuv 8 M  guanidinu
ppřři pH 5, disociuje ai pH 5, disociuje ažž ppřři pH sni pH sníížženenéém na 1.5 m na 1.5 
avidinavidin -- tetramer (4 x 16.4 kDa), katetramer (4 x 16.4 kDa), kažžddáá podjednotka mpodjednotka máá vazebnvazebnéé
mmíísto pro biotin, glykoprotein, pI 10, izoluje se z vajesto pro biotin, glykoprotein, pI 10, izoluje se z vaječčnnéého bho bíílkulku
streptavidinstreptavidin -- obdobnobdobnáá struktura (tetramer 4 x 15 kDa), strukturnstruktura (tetramer 4 x 15 kDa), strukturněě
odliodliššný od avidinu, pI 5ný od avidinu, pI 5--6 6 -- menmenšíší celkový ncelkový nááboj boj -- mméénněě
nespecifických interakcnespecifických interakcíí, ze , ze Streptomyces avidiniiStreptomyces avidinii
šširoce pouiroce použžíívvááno pro pno pro přříípravu konjugpravu konjugááttůů, zna, značčeneníí a imobilizacea imobilizace

DD--biotinbiotin

Reverzibilita komplexuReverzibilita komplexu

interakce mezi biotinem a interakce mezi biotinem a 
avidinem za normavidinem za normáálnlníích ch 
podmpodmíínek nelze pnek nelze přřerueruššitit
imobilizace rimobilizace růůzných zných 
biotinylovaných biotinylovaných biomolekulbiomolekul
na avidinovaný povrchna avidinovaný povrch

nitroavidinnitroavidin –– ppřřipravipravíí se se 
nitracnitracíí tyrosinových zbytktyrosinových zbytkůů
v avidinu (volný nebo v avidinu (volný nebo 
imobilizovaný) pomocimobilizovaný) pomocíí
tetranitromethanutetranitromethanu
interakci mezi biotinem a interakci mezi biotinem a 
nitroavidinem lze narunitroavidinem lze naruššit it 
nadbytkem biotinu nebo pnadbytkem biotinu nebo přři i 
pH 10pH 10

BB

BB
NONO22

lze plze přřerueruššitit

nelzenelze

lze plze přřerueruššitit
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N
O

O

O

NHNH

S

O

N
H

O

O

N

NHNH

S

O

O

O

O

SO3H

O

BiotinBiotinylace ylace -- lysin, ev. jinlysin, ev. jinéé --NHNH22

alternativnalternativněě lléépe rozpustnýpe rozpustný nebo s delnebo s delšíším spacerem:m spacerem:

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

N

NHNH

S

O

O

O

O

O R NH2

NHNH

S

O

N
H

R

O

N
OH

O

ONHSNHS--biotinbiotin
NHSNHS

1.35 nm1.35 nm xx 2.24 nm2.24 nm

Biotinylace Biotinylace ––SHSH

N

NHNH

S

O

N
H

N
H

COOH OO
O

O

maleimidomaleimido--propionylbiocytinpropionylbiocytin

R SH

N

O

O

SR

......

N

NHNH

S

O

N
H

O

N
H

O

S
S

R SH

N

S

R S S ......

NN--[6[6--(biotinamido)hexyl](biotinamido)hexyl]--33’’--(2(2’’--pyridyldithio)propionamidpyridyldithio)propionamid

biotinbiotin--HPDPHPDP
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NHNH

S

O

N
H

NH2

O
O NH-NH2

Biotinylace Biotinylace sacharidsacharidůů

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

s CDI s CDI úúččinkuje i na inkuje i na 
Asp a GluAsp a Glu

NHNH

S

O

N
H

O

N
H

COOHO

N
+N

Biotinylace Biotinylace Tyr, HisTyr, His

diazobenzoyldiazobenzoyl--biocytinbiocytin
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R NH2

NHNH

S

O

O

N
H

N
CH3

N
H

N
OO

N
N

+

N

N
OO

N  

N

NO
O

N

NO
O

NH
R

UV light

fotoaktivace,
expanze kruhu

FotobiotinFotobiotin

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

BoronBoronáátovtovéé komplexykomplexy

B
OH

OH OH

OH

 OH

OH
B

O

O

OH

OH

 

+
- -

kyselina boritkyselina boritáá je schopna vytvje schopna vytváářřet komplexy se slouet komplexy se slouččeninami eninami 
obsahujobsahujííccíími diolovmi diolovéé uskupenuskupeníí –– sacharidy, glykoproteinysacharidy, glykoproteiny
momožžnost vyunost využžititíí pro reversibilnpro reversibilníí imobilizaci biomolekul pomocimobilizaci biomolekul pomocíí
kyseliny kyseliny mm--aminofenylboritaminofenylboritéé (APBA):(APBA):

nejznnejznáámměějjšíší je moje možžnost mnost měřěřeneníí hladiny glykosylovanhladiny glykosylovanéého ho 
hemoglobinuhemoglobinu

NH

B
OH

OH OH-

NH

B
OH

OH
OH

OH

OH

B -
O

O

NH

OH
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velmi silnou komplexaci mezi kyselinou fenylboritou (PBA) a velmi silnou komplexaci mezi kyselinou fenylboritou (PBA) a 
salicylhydroxamovou (SHA) vyusalicylhydroxamovou (SHA) využžíívváá firma Prolinx pro generický firma Prolinx pro generický 
zpzpůůsob imobilizace biomolekulsob imobilizace biomolekul
čči tvorbu biokonjugi tvorbu biokonjugááttůů::

SHA je obvykle kovalentnSHA je obvykle kovalentněě navnaváázzáána na  povrch sensoru a PBA na na  povrch sensoru a PBA 
(nebo diborit(nebo diboritáá varianta PDBA) je dostupnvarianta PDBA) je dostupnáá v preaktivovanv preaktivovanéé formforměě
pro modifikaci biomolekul:pro modifikaci biomolekul:

BoronBoronáátovtovéé komplexy (Versalinx)komplexy (Versalinx)

B
OHOH

OH

O

NH
OH

N
B

O

O

OH
OH

+

H3O+

N

OH

OH

OH OH

N
H

O

O

O

O

O

PDBAPDBA--XX--NHSNHS

ppřříímmáá kovalentnkovalentníí imobilizace IgG mimobilizace IgG můžůž vvéést dst dííky nevhodnky nevhodnéé orientaci orientaci 
k mk máálo aktivnlo aktivníím povrchm povrchůům:m:

endend--on       sideon       side--on           topon           top--onon orientovanorientovaněě

Protein A Protein A –– isolovisolováán z bunn z buněčěčnnéé ststěěny Stafylokoka, ny Stafylokoka, MMrr = 42 kDa= 42 kDa
mmáá silnou afinitu k Fc silnou afinitu k Fc ččáásti imunoglobulinsti imunoglobulinůů (do jist(do jistéé mmííry zry záávisvisíí na na 
ppůůvodu Ig) vodu Ig) –– 4 vazebn4 vazebnáá mmíísta pro Fcsta pro Fc
orientovanorientovanáá imobilizace IgG zvyimobilizace IgG zvyššuje vazebnou kapacitu povrchuuje vazebnou kapacitu povrchu
podobnpodobněě fungujfungujíí i protein G a protein Li protein G a protein L

Imobilizace IgGImobilizace IgG

Protein AProtein A

FabFab

FcFc

FabFab
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komplexotvornkomplexotvornáá reakce nitrilotrioctovreakce nitrilotrioctovéé kyseliny (NTA) s vhodným kyseliny (NTA) s vhodným 
iotem kovu (Niiotem kovu (Ni2+2+, Cu, Cu2+2+) a imidazolovým kruhem histidinových ) a imidazolovým kruhem histidinových 
zbytkzbytkůů

lysinlysin--NTANTA

MetaloafinitnMetaloafinitníí interakceinterakce

NH2 N

OH O

OH

O

O

OH
M

O

O
N

OH2

OH2

O
O

O

O

N
H

N
N

N

N
H

M
O

O
N

O
O

O

O

N
H

H

N
H

O
OH

O
OH

N
H

MM2+2+

proteinprotein

MetaloafinitnMetaloafinitníí interakceinterakce
rekombinantnrekombinantníí proteiny proteiny –– na N nebo C konci nesou velmi na N nebo C konci nesou velmi ččasto asto 
nněěkolik (5kolik (5--6) histidinových zbytk6) histidinových zbytkůů –– „„oligohistidine tagoligohistidine tag““
vyuvyužžititíí ppřři purifikaci a pi purifikaci a přři imobilizaci na povrch sensori imobilizaci na povrch sensorůů
snadnsnadnáá obmobměěna ligandna ligandůů -- komplex se rozrukomplex se rozrušíší EDTA nebo EDTA nebo 
imidazolemimidazolem
„„ppřřididáánní“í“ povrchových His skupin k bpovrchových His skupin k bíílkovinlkovináám m –– napnapřř. oxidace . oxidace 
sacharidových zbytksacharidových zbytkůů jodistanem a pak navjodistanem a pak naváázzáánníí His, stabilizace His, stabilizace 
Schiffových basSchiffových basíí redukcredukcíí
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LangmuirLangmuir--Blodgett technikaBlodgett technika
aammffiiffililnníí molemolekuly kuly (surfa(surfakktanttantyy,, fosfolipidyfosfolipidy) ) utvutváářříí orientovanou orientovanou 
monovrstvu na rozhranmonovrstvu na rozhraníí vody a vzduchu vody a vzduchu (Langmuir(Langmuirůůvv film)film)
uhluhlííkatý katý řřetetěězeczec (CH(CH22))nn
–– propro n<<12 n<<12 vznikajvznikajíí micelmicelyy
–– pro pro n>>12 n>>12 vznikajvznikajíí krystalykrystaly

struktura filmu se ovlivnstruktura filmu se ovlivníí
kompreskompresíí

PPřřenos LB filmenos LB filmůů
typ LB filmu urtyp LB filmu urččujujíí::
slosložženeníí subsubffááze, teplotze, teplot
povrchovpovrchovéé napnapěěttíí ppřři depozicii depozici
rychlost depozicerychlost depozice
typ povrchu, doba inkubacetyp povrchu, doba inkubace
ve vzduchu a v subfve vzduchu a v subfáázizi
zpzpůůsob nansob nanášášeneníí::
–– up (vynoup (vynořřovováánníí))
–– down (ponodown (ponořřovováánníí))
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LB filmyLB filmy
lze poulze použžíít prakticky pro jakýkoliv typ pevnt prakticky pro jakýkoliv typ pevnéého substrho substráátutu
ppřřesnesnáá kontrola tloukontrola tlouššťťky nanky nanášášenenéé vrstvyvrstvy
homogennhomogenníí struktura i pro rozmstruktura i pro rozměěrnrnéé plochyplochy
momožžnost vytvnost vytváářřet multivrstevnet multivrstevnéé struktury s rstruktury s růůznými typy znými typy 
jednotlivých vrstevjednotlivých vrstev

typicktypickáá aplikace aplikace –– lipidovlipidovéé dvojvrstvydvojvrstvy

struktura biomembrstruktura biomembráányny

hydrofilnhydrofilníí proteinprotein
zakotvený pzakotvený přřes es 
hydrofobnhydrofobníí ččáástst

integrintegráálnlníí proteinprotein
lipidovlipidováá
dvojvrstvadvojvrstva

amfifilnamfifilníí
molekulymolekuly

LipidovLipidovéé membrmembráány (BLM)ny (BLM)
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lipidovlipidováá
dvojvrstvadvojvrstva

kontaktnkontaktníí vrstvavrstva

elektrodaelektroda

VYPNUTO SEPNUTO

Princip:  volnPrincip:  volnáá disociace podjednotek gramicidinu v lipidovdisociace podjednotek gramicidinu v lipidovéé
dvojvrstvdvojvrstvěě umoumožňžňuje jejich asociaci, vedoucuje jejich asociaci, vedoucíí k funkk funkččnníímu mu 
iontoviontovéému kanmu kanáálkulku

BiochemickBiochemický spý spíínanačč

AfinitnAfinitníí ppřřevodnevodnííkk

PPřřííklad kompetitivnklad kompetitivníího stanovenho stanoveníí
na bna báázi biochemickzi biochemickéého spho spíínanaččee

OFF ON

afinitnafinitníí komplexkomplex
(bez pohybu)(bez pohybu)

nový komplex vzniknový komplex vznikáá
-- hornhorníí podjednotkapodjednotka

je uvolnje uvolněěnana

+ volný analyt+ volný analyt

+


