Technologické
aspekty biosensoru

M imobilizace biomolekul na povrch sensort

— uchovani aktivity a specificity

— robustni spojeni

— dobry prevod signalu

— povrchova hustota bioreceptoru

— reprodukovatelna a snadna procedura

Membrany a biosensory

mechanicka
kontrola transportu
imobilizace

prevodnik

B membrany v biosensorech plni nékolik funkci:
B imobilizace biorekogniénich molekul — nosna funkce.

M fizeni transportu latek bud’ prostrednictvim difazni
kontroly nebo ovlivnénim selektivity (antiinterferencni)

B zlepSeni mechanické stability
B biokompatibility.



Rozdéleni membran

B membrana = porézni prostredi, rozdéleni:

B hrubé porézni - péry nad 5 nm (skelna frita),
permeabilitu ovliviiuje rozdil hydrostatického tlaku na
obou stranach, osmoticky tlak se neuplatiuje (pokud
polymer membrany neinteraguje s rozpoustédiem);
permselektivita je velmi Spatna az zadna (prochazi
vSechny latky)

B jemné porézni - péry 1 az 5 nm (napf. acetylcelulosa),
rozpoustédlo prochazi konvekci a difazi, permeabilita je
dana velikosti rozpusténych latek

B neporézni (husté) - nevykazuji porézni strukturu,
rozpoustédlo prochazi pouze difuzi

Priprava membran

B je potieba peclivé kontrolovat podminky (vlhkost, teplota), které
silné ovlivnuji vlastnosti vznikajicich membran

B fazova konverze - roztok polymeru ve vhodném rozpoustédle se
nalije na pevny povrch a vycka se odpareni rozpoustédla
— polyvinyl chlorid (tetrahydrofuran - THF), acetylcelulosa (aceton),
polyethersulonat (dimethylsulfoxid) nebo polyurethan (THF, aceton)
— vysSi vlkost a nizSi teplota okoli - vznikaji vétsi pory
— naliti roztoku polymeru v org. rozpoustédle nemisitelném s vodou na
vodni hladinu, zde se na rozhrani utvofi asymetricka membrana

B polymerace z mono ¢i oligomerd pfimo na misté pouziti (tvorba ,,in
situ“) - vhodna k pripravé fragilnich gelovitych membran
(polyvinylalkohol, polyakrylamid), které obsahuiji velky podil vody

B dodatec¢na tvorba poéru - tzv. nuklearni membrany (Nucleopore)
— vrstva polymeru se ,prostfili“ urychlenymi nukleony, lokalné narusena
struktura polymeru se nalepta a vzniknou pory
— velmi dobra reprodukovatelnost a homogenita pérti o pomérné presné
definovaném prameéru
— lokalni zmény lIze vyvolat mechanickym natahovanim (polyenové

membrany, obsahujici krystalické a amorfni oblasti, vamorfnich pak
nasledné vzniknou pory)




Upravy membran

Nucleopore
membrana

velikost porti membrany
Ize dodate€¢né zménit:
zvétSeni prichodnosti se dosahne naleptanim polymeru
membrany, které vede ke zvétSeni priaméru poru

— alkalicka hydrolyza acetylcelulosy nebo polykarbonatu
zmenseni prichodnosti a zlepSeni permselektivity se
dosahne depozici vhodnych latek uvniti port

— napf. organosilant nebo lipidickych latek
symetrické membrany - obé strany jsou rovnocenné,
prachodnost obéma sméry je stejna
asymetrické membrany - pripravuji se na rozhrani dvou fazi

Biokompatibilita

pfi pouziti biosensora v Zivém organismu (in vivo) nebo v klinické
praxi pfi kontaktu zejména s krvi (in vitro)

pfi kontaktu povrchu membran s prostredim dochazi k adsorpci
proteini — zejména albuminu a fibrinogenu na povrch

pak se vytvari dalSi vrstva krevnich desti¢ek (koagulaéni
trombéza)

pfi dlouhodobé implantaci dochazi k zartastani biosensoru tkani
postupné snizovani citlivosti disledkem snizené prostupnosti

biosensor muiZze vyvolavat rusivé reakce u Zivého organismu
— srazeni krve, zanétlivé procesy
je potieba povrch biosensoru povléknout vhodnymi polymery
— silikon, polytetrafluorethylen a zejména polyurethany)
modifikovat povrchni obal (hydrofilizace, konverze aminoskupin
na hydroxyskupiny)
do vnéjsi vrstvy vpravit latky omezujici rusivé reakce
fosforylcholin, fosfolipidy, heparin



Mechanické zachyceni biomolekul

prevodnik
0-krouzek

|dialyzacni
— — == membrana

B nejjednodussi - kapne se roztok
biokomponenty na povrch prevodniku
a prekryje se dialyzaéni membranou

B alternativni metodou je zachyceni
biomolekul uvnitf vhodného polymeru
(inkluze), polymerni vrstva se vytvori
na povrchu podpurné dialyzaéni
membrany

Zachyceni v gelu

B  inkluze biomolekul uvniti struktury membrany pfi jeji tvorbé

B polyakrylamid (PAG) pfiprava ze smési akrylamidu a methylen-
bis(akrylamid) v pfitomnosti enzymu, iniciace UV svétlem, polymer
obsahuje vysoky podil vody (80 az 95%)

CH,=CH-CO-NH, (GH>=CH-CO-NH)2CH,
akrylamid + bis(akrylamid)

O(lz_NHz
_CHz_ClH'C H2'CHCH2‘C|H_

co OC—NH,
NH

| bis — zesitovani

CH, .
[ Vznik PAG
—NH



Zachyceni v gelu

B Zelatina je €asto pouzivana pro enzymové membrany; 5% roztok se
rozpusti pri zvySené teploté (az 50 °C) a prida se enzym, promicha se
a naleje na podlozku (napf. dialyzaéni membrana)

B Nafion je polymer rozpustény ve smési alkoholli s vodou

— pouziva se pro tvorbu permselektivnich membran - jako iontoménic
— miuze zachycovat biomolekuly

_[(CF2_CF2)m_(|;F_CF2]n_

(I) Nafion
(|3F
[CFs_CF O_CFZ_CFQ_SO3H
p

Zachyceni v PVA

polyvinylalkohol (PVA) je hydrofilni, neutralni a biokompatibilni
polymer, ve vodé silné bobtna; dostupny ve formé oligomert (90
kDa), které po zesit'ovani vytvori koneény polymer
radiacni polymerace vyuziva ozareni smési oligomerti a enzymu y-
zafenim (generuje %°Co)

— vzniklé radikaly vyvolaji dalSi polymeraci a zesitovani

— vysledna membrana neobsahuje zadné nezadouci produkty a sou¢asné

je sterilizovana

chemické sitovani — triisokyanaty

(TIC), spoji postranni hydroxyly O=C=NOCH NCO
UV polymerace - PVA obsahujici

styrylbipéridiniové skupiny

(PVA-SbQ, 1.3%)
— vubec nejSetrnéjsi postup OCN CH,
imobilizace pomoci PVA
TIC

—N=C=0 LHO— —» —NH—C—0—
zesiténi



Polyurethany

B reprezentuji velice Sirokou skupinu biokompatibilnich
polymerua s velmi dobrymi adheznimi vilastnostmi

B vychazi z oligomeru (kolem 50 kDa), které se v
pritomnosti enzymu zesit'uji napf. difenylmethan
diisokyanatem

~Eo CO—NHO O—NH CO—O—(CH,),—
n

PU - Tecoflex

Multifunkéni polymery

B kombinuji imobilizaci enzymu s polymerni strukturou nesouci
skupiny mediatorti prenasejici elektrony, tzv. redox relays

B poly-4-vinylpyridin (oligomer kolem 50 kDa) se ¢astecné vyuzije pro
tvorbu komplexu s osmiem (mediator), a ¢astecné se do néj
kvarternizaci zavedou aminoskupiny

B smés modifikovaného oligomeru, enzymu a bifunkéniho €inidla
PEGDE (polyethylenglykoldiglycidylether) se nanese na elektrodu

parc. komplexace (1/6) L J
‘EC Hz'CH} + Os(bpy).Cl, ®
n
*® @
S kvarternizace OS(bDY)2C|
N/ + 2-bromoethylamin L J|

I
CHZ_CHZ_NHz Q @
PEGDE

HoC—CH—CH,-O—CH,~Chp-O—CH, CH-CH,
o




Zesit'ovani biomolekul

. 0=CH—(CH,);—CH=0
glutaraldehyd
—CH=0 * H,N—

i Schiffova baze
—CH=N—
¢ redukce (NaBHj)

—CH,-NH—

retikulum

B zdaleka nejcastéji se pouziva glutaraldehyd; jeho smés s roztokem bilkoviny v
zavislosti na koncentraci slozek vytvari spontanné retikulum bud’' pfimo na povrchu
sensoru, nebo na vhodném podkladovém materialu (polyamidova sitka, dialyza¢ni
membrana)

B reakci mezi aldehydovou skupinou ¢inidla s aminoskupinou bilkoviny (postranni
lyzinové zbytky) vznika propojenim Schiffova baze, ktera se jeSté mize zredukovat
na stabilnéjsi aminovou vazbu

Aktivace inertnich povrchu

M pracovni povrch sensoru tvofi mala skupina pomérné
inertnich materiall: sklo, kiemik, rizné modifikace
uhliku (grafit, skelny uhlik, kompozitni smési) a
usSlechtilé kovy (zejména zlato a platina)

M nékteré biomolekuly se na tyto materialy adsorbuji s
riznou pevnosti, avSak spolehliva a dlouhodobé stabilni
imobilizace vyzaduje kovalentni vazbu mezi
biomolekulou a povrchem

B prvnim krokem imobilizace jsou aktivaéni postupy, které
na malo reaktivni povrch sensoru zavadéji reaktivni
skupiny schopné pak kovalentni vazby s biomolekulami



Silanizace

—-OH R_SI(OCZH5)3 _O_S|I_R
—OH silanizace —O—;Pi—R

(CoHHO)3Si—(CHy)3~NH, APTES

O
i
CzH5O_?i_(CH2)3_NH2
CH, APDMES

GOPS

Silanizace

B |ze provadét z organickeé faze

metoda aktivace inertnich povrcht
c¢astecné pokrytych vrstvou oxidu
(sklo, kfemik, kovy) kontaktni
vrstvou silanu s vhodnou reaktivni
skupinou

nepouzivaji se organické
halogenované silany (jsou prilis
reaktivni a zadna dalSi skupina uz
by nezbyla), ale méné reaktivni
alkoxyderivaty
y-aminopropyltriethoxysilan
(APTES nebo APTS)
glycidoxypropyltriethoxysilan
(GOPS)

jejich uéinkem se na povrchu
vytvofri nékolik molekularnich
vrstev

— 10% roztok silanu v toluenu, v ném se dany povrch refluxuje 12 az
24 hod, po promyti toluenem ¢i acetonem a vysuseni se dale

zahf¥iva 2 az 4 hod pfi 110 °C

B z vodné faze se dosahne mensi vazebna kapacita, ale vrstva je
stabilnéjsi pri pouziti ve vodném prostiedi
— povrch se hydratuje 30 min povarenim ve vodé
— zahfiva 3 az 4 hod pfi 75 °C v 10% vodném roztoku silanu, pH 4

— po ususeni se zahfiva pires noc pfi 110 °C
B odparovaci naneseni je nejjednodussi
— povrch se inkubuje 1 hod v 1% silanu v acetonu

— po oplachnuti acetonem a vysuseni se zahtiva 1 hod pfi 110 °C

B nanaseni silanu z vodné faze nebo z polarnich rozpoustédel



Spontanni vznik monovrstev

B monovrstvy (SAM, ,self-assembled monolayers*“) mohou
vzniknout samovolnou organizaci na nosném povrchu

—S—(CHy),

?—(CHz)z‘NHz

+
S—(CHy),-NH, > —S8—(CHy),"NH,
Au Au

Adsorpce thiosloucenin na zlato
SNANANA X SNNANNANS
SNNANANAN X SNNANNNS X
SN\ANANNNL X SNANANS
S\ANANANL X S\ANANANS
S\ANANNUX S\ANANANLX
S\ANANANUX S\ANANNS

Organizovana vrstva  zmenseni hustoty skupiny
zfedénim inertnim thiolem

SAMs

je prakticky elektricky izolovan

naopak adsorpce kratkych thioderivata ¢
odezvy bilkovin a jinych latek (usnadnéna

hustotu a kompaktnost vrstvy
Ize urcit elektrochemicky

na zakladé signalu vhodné
elektroaktivni latky (ferrikyanid)

nebo sledovat pokles vodivosti
povrchu v pribéhu vzniku SAM

200+
S AU on S{100) i

7/ (nA) |
I:: /."_ -:.L ‘.}P Thiot sclufion
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X(CH,),SH + Au® — X(CH,
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-NH, ose xixe
nejbéznéjsSim
prikladem je velmi
pevna adsorpce
thioslouc¢enin na
povrchu zlata

vhodnou volbou
dalSich funkénich
skupin thiolu nebo
disulfidu Ize ziskat
reaktivni skupiny
vyuzitelné pro dalsi
imobilizacni kroky
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Thioslouéeniny

B nejcastéji se pouzivaji thioly obsahujici v molekule aminoskupinu
(cysteamin, cystamin, thiofenol), hydroxyskupinu (16-merkapto-
hexadekanol) nebo karboxyskupinu (12-merkaptoundekan-
karboxylova kyselina)

B bis(N-hydroxysukcinimidester) kyseliny 3,3’-dithiopropionové (DSP)
je specialni €inidlo, které se vaze na zlato

— N-hydroxysukcinimidova skupina (NHS) je reaktivni a mize byt
vyménéna za volnou postranni aminoskupinu z bilkoviny, pficemz
vznikne amidova vazba o)

_N
CH,CH,-CO—0
7

o

O

CH2C HZ_CO_O\N

DSP
o)

Aktivace polyamidu

B polyamidy se pripravuji polykondenzaénimi reakcemi
— Nylon 66 - z 1,6-diaminohexanu a hexan-1,6-dikarboxylové kyseliny
— Silon - kondenzaci € kaprolaktamu
B jsou v oblasti biosensortli vyuzivany ve formé membran, siték,
kulicek a trubicek pro imobilizaci zejména enzymui
B piirozeny material ma pro imobilizaci pouze velmi malo volnych
koncovych skupin, takze je nutné jeho strukturu ¢astec¢né narusit
B sStépeni amidovych vazeb Ize dosahnout opatrnou hydrolyzou (3 M
HCI, doba plsobeni zavisi na formé materialu, 10 sec az 1 hod)
B casto se vSak polyamid mechanicky narusi

nepierusuji
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Aktivace dimethylsulfatem

B O-alkylace peptidové vazby oxoniovou soli (triethyloxonium
tetrafluoroboritan) nebo dimethylsulfatem

B vznikly imidoester reaguje v slabé alkalickém prostiedi s
aminoskupinou (lyzin, 1,6-diaminohexan) za vzniku amidinu, kladny
naboj zvysuje polaritu polymeru

B ziska se mnohem vétsi povrchova hustota vyuzitelnych karboxy
nebo aminoskupin

/G—NH— (CH2S0: _c—R— RNHz  —C=NH\
— e
0 OCH;  omon ~ NH—R

Aktivace polvamidu dimethylsulfatem

Elektropolymerace

B vyuziva elektrochemickou oxidaci k pripravé reaktivnich
monomerQ, které pak spontanné vytvari polymerni film na povrchu
elektrody

B filmy se daji vytvorit i na ¢lenitém povrchu nebo na povrchu
mikroelektrod

B pokud jsou v prabéhu elektropolymerace v roztoku pfitomné
biomolekuly, dochazi k jejich zachyceni uvnitf vznikajici
membrany; méné se muze uplatnit také kladny naboj polymeru

B vlastnosti membrany je mozné ovlivnit pridavkem dalSich latek do
elektropolymeraéni smési

B tloustku membrany urcuje velikost proslého naboje, tak se da
snadno reprodukuvatelné ovlivnit mnozstvi imobilizované
biomolekuly

B nékteré elektropolymerni vrstvy mohou byt navic vodivé, coz
usnadiiuje prenos elektronii mezi elektrodou a biomolekulami; tyto
polymery jsou obvykle barevné

11



Polypyrrol (PPY)

B klasicky priklad, provadi se oxidaci 50 az 200 mM pyrrolu
amperometrickou oxidaci pfi potencialu kolem 0.8 V, jako elektrolyt
se pridava KCI, pracuje se v anaerobnim prostiedi

B tloustka filmu je imérna mnozstvi proslého naboje (5 mC/cm?
odpovida 13 nm), Ize dosahnout az 100 nm tlustych vrstev

B vznikly PPy film je vodivy, vodivost dosahuje asi 500 S/cm

— pro srovnani jsou vodivosti médi 10¢, kiemiku 10+ a skla 10-'" S/cm).

B obdobné probiha elektropolymerace methylpyrrolu

H +
I
n /Z \X anoda N
N -ne N N .
I I I X
H H H n

Polyfenylenoxid (PPO)

B velmi tenké a mechanicky stabilni filmy PPO na povrchu elektrod
vznikaji elektropolymeraci fenolu

B nevodivé, takze elektropolymerace se samovolné zastavi,
jakmile je povrch elektrody elektricky izolovan

B prubézné se da pozorovat
pokles oxidaéniho proudu
pfi vzniku filmu: I |

. |-
o2 L

L@ .z
Cas potencial

Elektropolymerace fenolu
amperometricky a cyklickou voltametrii

B méné stabilni jsou —
polyanilinové (PANI) N N
filmy vzniklé z anilinu: PANI n
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Kontrolni membrany

B elektropolymerni vrstvy jsou také vhodné pro ovliviiovani
transportu latek jako kontrolni membrany - polyfenylendiaminové
(PPD) filmy z 1,2 diaminobenzenu

B nevodivé o tloust'’ce kolem 10 nm; snadno pies né prochazi
peroxid vodiku, pfitom jiné rusivé latky jsou odstinény

B protoze zachyceni bilkovin uvniti polymeru je pomérné volné,
dochazi éasem k uvolnéni do roztoku a tim k poklesu aktivity

B jiné postupy proto pouzivaji elektropolymerni film jen jako vychozi
chemickou modifikaci povrchu elektrody, a film se pak dale
upravuje chemickymi reakcemi.

Modifikace elektropolymeru

B Polypyrrol se da nitrovat v  poloze a elektrochemickou redukci
nitroskupiny se ziska aminoskupina vhodna pro dalSi kovalentni
vazbu biomolekul:

i i H
N CuNO3 elektrochemicka II\]
'Tl acetanhydrid redukce
il Derivatizace PPy NO, NH,

B jinou moznosti je reakce PPy s nitrobenzoylchloridem,
nitroskupinu je pak mozné redukovat také chemicky zinkem
v kyseliné octové:

NGO,
H

p-nitrobenzoylchlorid

N -Hcl :N_\
|
H
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Elektropolymerace bilkovin

B elektropolymerovat se daji také vhodné derivaty biomolekul ve
smeési napf. s pyrrolem

B k postrannim skupinam enzym je mozné pfipojit pyrrolova jadra,
takze po skoncéeni elektropolymerace je enzym nedilnou soucéasti
fetézce polymeru:

e 1. karbodiimid _— //O
CN—(CHz)zCOOH — > CN—(CHZ)Z—C\
.enzym E

B podobné je mozné vyuzit i derivat s koncovou aminoskupinou

Kovalentni vazba biomolekul

B piedpoklada se vazba zvolené biomolekuly na vychozi material
(povrch sensoru, membrana, ...) nesouci nékterou z nasledujicich
skupin:

amino karboxyl hydroxyl

B dale jsou popsana vhodna ¢inidla umoziujici kovalentni vazbu
biomolekul, zejména bilkovin

B nasledujici ¢ast je samoziejmé minéna pouze jako neupiny prehled
zakladnich postupt

B neustale se objevuji nova specialni €inidla pouzitelna obecné nebo
pro specialni aplikace; nové reagenty Ize nalézt v katalozich firem
(Pierce)
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Imobilizace na aminoskupinu

B nejjednodussi je aktivace aminoskupiny vhodnym bifunkénim
Cinidlem, pak reaguje svou druhou reaktivni ¢asti s vhodnou
povrchovou skupinou navazované biomolekuly (B)

B pouziva se glutaraldehyd, ktery je bézné dostupny a dostate¢né
reaktivni; inkubaci (0.5 az 5% vodny roztok, 0.5 az 2 hod) s povrchem
se vytvori Schiffova baze a po promyti pak je druha volna
aldehydova skupina k dispozici pro stejnou reakci s aminoskupinou
biomolekuly

O=CH—(CH,)3-CH=0 NH2
—NH, » —N=CH—(CH,);-CH=0 -

NaBH,
—> —N=CH—(CHpy-CH=N—(8) —% —NH-CH—(CH,)-CH-NH—(8)

Imobilizace pomoci glutaraldehydu

Dalsi bifunkéni €inidla pro -NH,

B chloranil (tetrachlor-p-benzochinon), ktery mimo imobiliza¢ni
funkci obsahuje redoxaktivni chinonové usporadani vyuzitelné pro
pfenos elektroni mezi enzymem a elektrodou:

(0]
" C Cl o
— +
2 - —N cl
C CI .............................................
© Cl Cl
Imobilizace pomaoci chloranilu )

B dianhydrid kyseliny benzentetrakarboxylové nebo DIDS, trans-
stilben-(4,4’-diisothiokyanat)-2,2’-disulfonova kyselina:

T oot
\ (e
0 (0]

dianhydrid kys. benzentetrakarboxylové  DIDS =
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Aromaticka -NH, skupina

B aromatické aminoskupiny Ize velice snadno aktivovat diazotaci
kyselinou dusitou, biomolekula se navaze pres tyrozinovy zbytek:

"o O
HNO . .
ONHZ : —Q\ EN+ ;

HO

» ON=N O Imobilizace pomoci diazotace

&)

Imobilizace na karboxyskupinu

B pro aktivaci se

|IR R uziva reakce s
N ¥ (B)—NH, karbodiimidy, které

Il PN 2 pusobi vlastné
COOH +{ —» C\o_é': ;‘T’ N vazani vody pFi
"Il [ NH—R vzniku amidové,
R it CI=O esterové &i
R I thioesterové vazby
Reakce karbodiimidi NH—R'

dicyklohexylkarbodiimid

—— DCC, nevyhodou je
QN_C_N@ bee nerozpustnost ve vodé

/—\CMC ve vodé rozpustny je EDC,
<:>—N=C=N—CHZCH2_N@ e} 1-ethyl-3-(3-dimethylamin
H3C/ \_/tosyl opropyl)-karbodiimid, a
CMC, 1-cyklohexyl-
CH3CHy,—N=C=N—(CH,);—N(CHs), EDC 3-(2-morfolino-

ethyl)-karbodiimid
methoxy-p-toluensulfonat



Vazbha pres NHS

B Pro imobilizaci citlivéjSich bilkovin se neprovadi primo reakce s
CDI, ale pomoci CDI a N-hydroxysukcinimidu (NHS) se pfipravi
reaktivni a stabilni NHS derivat karboxylu

B ten pak reaguje s aminoskupinou napf. bilkoviny, proti reakci pouze

s CDI je priibéh mirnéjsi a nevznikaji nezadouci meziprodukty

: ®
//O ] /o
—COOH + HO—N | —» —C_ ¢
g O, NHS NH

Aktivace pomoci NHS N

B TSTU
O-(N hydroxy-sukcinimidyl)-N,N,N’,N’- O
tetramethyluronium tetrafluoroboritan N(CHs),
inkubaci (vDMF) s ekvimolarnim N—O—C~
mnozZstvim karboxylu poskytne \\ﬁ?(;H?’)2
NHS derivat pfimo \
TSTU

Metoda smésnych anhydridu

B vyuziva aktivaci pomoci isobutylchloroformiatu, ktery aktivuje
karboxyskupinu na reaktivni anhydrid a ten pak umoznuje vznik
amidové vazby:

o 0
—COOH + CI—C—0—iBu—> — %» —C,
I - nH—(B)

\
O=C/ CO,
. . . . . NO—i isoBuOH
Aktivace pres smésny anhydrid O—iBu
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Adsorpce biomolekul

B jednoducha a levha metoda probihajici za mirnych
pracovnich podminek

W bilkoviny se adsorbuji v nahodné orientaci, pfitom muze
dochazet ke konforma¢nim zménam, které mohou
(negativné) ovlivnit funkéni viastnosti

B adsorpce bilkovin na pevny povrch bude zaviset na:

— vlastnostech proteinu: velikost, hmotnost, difuzni koeficient,
rozlozeni nabitych / hydrofilnich / hydrofobnich / redoxaktivnich
skupin, konformacni stabilité

— povrchovém napéti a naboji, hydrofobnosti / hydrofilnosti
povrchu, stupni hydratace a struktuie hydratované vrstvy,
pritomnych funkénich skupinach

— pH, iontové sile roztoku, pritomnosti interagujicich aditiv

— dalSich parametrech - teplota, ,,inkubaéni geometrie”“ — pomér
objemu pridaného roztoku a velikosti povrchu, hydrodynamice —
michani, trepani, ...

Sol-gel matrice

B sol-gel proces — vznik ,,skla“ hydrolytickou polymeraci monomole-
kularnich prekursorti (CH,0),Si tetramethyl-o-kfemicitan (TMOS):

(CH,;0),Si +H,0 —= (CH,0),Si-OH + CH,OH
2 (CH,0);Si-OH —= (CH,0),Si-0-Si(CH;0), + H,0
2 (CH,0),Si-OH == (CH3O)3Si-3+-Si(CH3O)3 + OH-

) sol
biomakromolekula

—~—— gelovaténi
sixoy(“'oH)z(t'OH)4x-2y-22 gel

zachyceni v pérech / starnuti a vysychani

Si, O, + zH* + (2x-y-z) H,0  xerogel (mech. stabilni)

18



Aktivace hydroxyskupiny

B pro imobilizace na povrchy modifikované sacharidovou vrstvou
(nejcastéji dextran), ktera dodava hydrofilni vlastnosti zvysujici
biokompatibilitu

B epichlorhydrin - na oxiranovy cyklus se mohou adovat biomolekuly
prostiednictvim amino €i hydroxyskupiny:

C|_CH2‘CQ2‘/CH2 Epichlorhydrin

o
—OH » (0] CH2 Cdz/CHz

)

B triazinova metoda vyuziva kyanurchlorid a zejména jeho méné
reaktivni derivaty (X substituent O-CH,-COOH ¢i NH-CH,-COOH)

cl o H2N-€)

—OH +CI4</N \N 1>O‘</N4<N
N=< N=<

Aktivace kyanu:i:hloridem X

Bromkyanova metoda

B klasickym ¢inidlem aktivace polysacharidovych materiala je pouziti
bromkyanu, jeho nevyhodou je vysoka jedovatost

B reakce s hydroxyly probiha v alkalickém prostredi, rozsah aktivace
je umérny koncentraci ¢inidla

B meziprodukt imidokarbonat reaguje s aminoskupinou biomolekuly
za vzniku rtznych derivata:

AN
C=NH ——»
—OH /

—OH —0

__oH BrCN( —cn —0, H2N
—> —>
7
NH
I —O_ —O—C—NH
—O—C—NH . /C=N —OH

OH . ., . . * .
derivat N-substituovany N-subst. karbamat

isomocoviny imidokarbonat Aktivace bromkyanem
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Oxidace jodistanem

B sacharidové materialy obsahujici diolové uskupeni je mozné za
mirnych podminek oxidovat jodistanem, pfitom vzniklé
aldehydové skupiny reaguji s aminoskupinami biomolekul za
vzniku Schiffovych bazi

B tato reakce je pouzitelna i pro aktivaci bilkovin nesoucich
postranni sacharidové zbytky, ale napriklad také pro RNA

T

Oxidace diolového uskupeni jodistanem

B |ze vyuzit i pro aktivaci hydroxylu po pripojeni glycidolu:

HO

Ny T
FOH T FO\)\/OH |—> _OWO

Amidoskupina

B piedevsim v polyakrylamidu

B alkalickou hydrolyzou (zahfivani 60 °C, pH 10.5, NaHCO, a Na,CO)
Ize prevést na karboxylovou skupinu

B hydrazinolyza vedouci k hydrazidu kyseliny, ktery se kyselinou
dusitou prevede na reaktivni azid kyseliny

B zahiivani polyakrylamidu v bezvodém ethylendiaminu povede k
substituci a ziska se koncova aminoskupina

20



Thioskupina

B umoziiuje reverzibilni imobilizaci bilkovin s volnymi cysteinovymi
zbytky, vazba vznikne oxidaci a prerusi se redukci:

ferrikyanid
@ s ®

cystein

Imobilizace pres afinitni komplexy

B nevznika kovalentni vazba, ale navazani cilové
biomolekuly se déje prostrednictvim velmi pevné nebo
jinak vyhodné afinitni interakce:

M biotin — avidin (streptavidin)

M protein A (G, L) - molekula imunoglobulinu

B boronatové komplexy

B metaloafinitni komplexy s histidinovymi zbytky

21



Biotin / Avidin

B velmi pevna interakce, K,=1.3x 105 M

)

D-biotin Il

HN NH

HO

)

B odolnost komplexu - stabilni v8 M guanidinu
pfi pH 5, disociuje az pfi pH snizeném na 1.5

B avidin - tetramer (4 x 16.4 kDa), kazda podjednotka ma vazebné
misto pro biotin, glykoprotein, pl 10, izoluje se z vaje€ného bilku

B streptavidin - obdobna struktura (tetramer 4 x 15 kDa), strukturné
odliSny od avidinu, pl 5-6 - mensi celkovy naboj - méné
nespecifickych interakci, ze Streptomyces avidinii

B Siroce pouzivano pro pfipravu konjugattl, znaceni a imobilizace

Reverzibilita komplexu

interakce mezi biotinem a
avidinem za normalnich
podminek nelze prerusit
imobilizace riiznych
biotinylovanych biomolekul

na avidinovany povrch

nitroavidin - pfipravi se
nitraci tyrosinovych zbytku
v avidinu (volny nebo
imobilizovany) pomoci
tetranitromethanu

interakci mezi biotinem a
nitroavidinem lze narusit
nadbytkem biotinu nebo pfi
pH 10
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Biotinylace - lysin, ev. jiné -NH,

(]

_OH
o N

NHS O
NHS-biotin HN

O
B alternativné lépe rozpustny nebo s delSim spacerem:
Sulfo-NHS-biotin: ¢ NHS-LC-biotin: O
HN)kNH (i sulfo varianta)

(o)
SO,H X ) o y
Y Y
1.35 nm X 2.24 nm
Biotinylace -SH
R—SH
maleimido-propionylbiocytin /w
\H/\/\/Zj Q
/ LA N
COOH N
(0]
R—S
N-[6-(biotinamido)hexyl]-3’-(2’-pyridyldithio)propionamid 0 R—SH
biotin-HPDP HN ONH \i\ | s
0
H _N
| XN S\S /\/U\H/\/\/\/N s
N 2 R—S—5— ..
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Biotinylace sacharidu

o)
biocytin-hydrazid )k

)

H
H,N N
s
0
NH-NH,

po oxidaci jodistanem
na aldehyd

s CDI ucinkuje i na
Asp a Glu

Biotinylace Tyr, His

diazobenzoyl-biocytin

ZT
ZT

O COOH o

HN™ “NH
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1 Fotobiotin

HN NH o .0
CH, N7
H | H
S
° N
N-(4-azido-2-nitrofenyl)-aminopropyl- h N\\N*
-N’-(N-D-biotinyl-3-aminopropyl)-N’- UV light
-methyl-1,3-propandiamin 9 B
o_ .0
N -
- 0
O~\’ N
- 0
74 \ O~N’
_ fotoaktivace,
N R—NH, ~ \ expanze kruhu
B S E—
HN
\R \/ N

Boronatové komplexy |

HO_ OH HO Ho,_ O—|
/B\ + ] /B\ :|
HO
HO OH HO O

B kyselina borita je schopna vytvaret komplexy se slou¢eninami
obsahujicimi diolové uskupeni — sacharidy, glykoproteiny

B moznost vyuziti pro reversibilni imobilizaci biomolekul pomoci
kyseliny m-aminofenylborité (APBA):

OH ol ) R0
B=OH i j
B ] 3
“on O OH __ M~ _ Q/ %
—_— —_—
i —_— —_—

hemoglobinu



Boronatové komplexy (Versalinx)

B velmi silnou komplexaci mezi kyselinou fenylboritou (PBA) a
salicylhydroxamovou (SHA) vyuziva firma Prolinx pro genericky
zpusob imobilizace biomolekul

¢i tvorbu biokonjugatu:

HO5g-Of  on N~

H,0*
HOL | -
“B__ _OH
55—

SHA je obvykle kovalentné navazana na povrch sensoru a PBA
(nebo diborita varianta PDBA) je dostupna v preaktivované formé

pro modifikaci biomolekul: o 0 0
ON
HO N/A\V/A\V/A\H/ N
H
o]
o
HO™ “OH PDBA-X-NHS

Imobilizace IgG

B piima kovalentni imobilizace IgG muz vést diky nevhodné orientaci
k malo aktivnim povrchiim:

A,

x x X Protein A

end-on side-on top-on orientované

Protein A — isolovan z bunééné stény Stafylokoka, M, = 42 kDa

ma silnou afinitu k Fc ¢asti imunoglobulin (do jisté miry zavisi na
puavodu lg) — 4 vazebna mista pro Fc

orientovana imobilizace IgG zvysSuje vazebnou kapacitu povrchu

podobné funguji i protein G a protein L
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Metaloafinitni interakce

B komplexotvorna reakce nitrilotrioctové kyseliny (NTA) s vhodnym
iotem kovu (Ni?*, Cu?*) a imidazolovym kruhem histidinovych
zbytka 0

Metaloafinitni interakce

B rekombinantni proteiny — na N nebo C konci nesou velmi ¢asto
nékolik (5-6) histidinovych zbytku — ,,oligohistidine tag“

B vyuziti pri purifikaci a pri imobilizaci na povrch sensort

B snadna obména ligandtl - komplex se rozrusi EDTA nebo
imidazolem

B, pfidani“ povrchovych His skupin k bilkovinam — napf. oxidace
sacharidovych zbytku jodistanem a pak navazani His, stabilizace
Schiffovych basi redukci

27



Langmuir-Blodgett technika

B amfifilni molekuly (surfaktanty, fosfolipidy) utvari orientovanou
monovrstvu na rozhrani vody a vzduchu (Langmuirav film)

B uhlikaty fetézec (CH,), Air
— pro n<<12 vznikaji micely
— pro n>>12 vznikaji krystaly
B struktura filmu se ovlivni R TR To S S T T 8
kompresi Water :
601 "L
Balance with
B‘aﬂer Wilhelmy plate Bfi':er E =
. g
£ 40 s 8
£
é 30.
Monolayer covered surface @ o L2
0 L1-12
Trough with subphase . L1
G G
50 60
Area/molecule (A')

N M T PAT A AN g 1IN

Prenos LB filmu

typ LB filmu uréuji:
slozeni subfaze, teplot

povrchové napéti pfi depozici

rychlost depozice

typ povrchu, doba inkubace ™.

ve vzduchu a v subfazi
zpusob nanaseni:

— up (vynorovani)

— down (ponofovani)

solid subsirale

Xaype on a hydrophobic

aqueaus

R

head-to-all FHEEE

|

sur{ace suface

¥-1ype on a hydrophilic

% theee-phase contack Line

higad -to-head tail-to-head

4

Ze-type an d hydraghilic
surfacs

W TR
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LB filmy

B |ze pouzit prakticky pro jakykoliv typ pevného substratu
B presna kontrola tloustky nanasené vrstvy
B homogenni struktura i pro rozmérné plochy

B moznost vytvaret multivrstevné struktury s riznymi typy
jednotlivych vrstev

B typicka aplikace - lipidové dvojvrstvy

Lipidové membrany (BLM)

hydrofilni protein
zakotveny pies

r w

hydrofobni ¢ast

integralni protein

lipidova
dvojvrstva

amfifilni
molekuly
struktura biomembrany



Biochemicky spinaé

VYPNUTO SEPNUTO

lipidova
dvojvrstva

kontaktni vrstva

Princip: volna disociace podjednotek gramicidinu v lipidové
dvojvrstvé umoznuje jejich asociaci, vedouci k funkénimu
iontovému kanalku

elektroda

Afinitni prevodnik

X novy komplex vznika
, - horni podjednotka

je uvolnéna

afinitni komple
(bez pohybu)

b

R

OFF +volny analyt —» ON

Priklad kompetitivhiho stanoveni
na bazi biochemického spinace
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