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Predmluva

Rozvoj ptirodnich véd ve druhé poloviné dvacatého stoleti se vyznacuje spolupraci védeckych
pracovnikli Casto ze zna¢né odlehlych odvétvi. Nazornym piikladem je vyzkum biosensorti -
progresivni interdisciplinarni bioanalyticky obor na rozhrani biologie, chemie, fyziky a
matematiky; jeji aplikacni vystupy zasahuji do humanni a veterindrni mediciny, do
zemédélstvi, fermentacniho, potravinarského a farmaceutického primyslu i do Zivotniho
prostfedi a vojenstvi. Rozpoznavani analytu na trovni interakce molekul uz samo napovida,
7e biosensory mohou byt velmi pfesné a miniaturni. Z piivodné laboratorni védecké kuriozity
se zajem o biosensory presunul do oblasti obchodnich kruhG a vetfejného zajmu. To je
diisledkem ohromného potencidlu téchto cidel pro revoluéni zménu analytickych postupt.
Prednosti jsou zfejmé: vysokd selektivita, méfeni bez specialnich reagencii, rychlost analyzy,
nizké néklady a snadna obsluha. Biosensory dnes uz rozhodné nejsou popelkou v oblasti
zéakladniho vyzkumu; da se odhadnout, Ze vyzkumem v této oblasti se celosvétoveé zabyva

ptes 300 pracovist.

Na rozdil od ostatniho svéta probihd u nas vyzkum biosensorii spiSe na pracovistich
biochemickych ¢i biotechnologickych, jinde je tato oblast vnimdna jako néco trochu
exotického a snad i odtrzené¢ho od analytické praxe. Cilem tohoto textu je snad tento piistup

pozménit a prispét ke zlepSeni vSeobecnych informaci o biosensorech.

Brno, ¢erven 1999 Petr Skladal






Uvod a historicka vychodiska

Definice biosensoru

Biosensor je analyticky pfistroj obsahujici citlivy prvek biologického plvodu, ktery je bud’
soucasti nebo v tésném kontaktu s fyzikalné-chemickym ptevodnikem. Poskytuje pribézny
elektronicky signal, ktery je pfimo umérny koncentraci jedné nebo nckolika (skupiny)
chemickych latek ve vzorku'. Podle definice IUPAC? je pojem "bioprobe" §irsi neZ biosensor,
obvykle se jednd o zafizeni na jedno pouziti; jista pfisnost navrhované oficialni definice
mnohé dosavadni ,,biosensory” vyfazuje ztéto oblasti. Kazdd definice ovSem mulze mit
mnohé uskali. Predstavme si napiiklad skupinu osob osob rozptylenych ndhodné po poli,
pficemz kazda znich mé telefon a hlasi pozorovani podminéna cichem, sluchem, chuti a
dotykem. Takovy soubor pozorovateli muize poskytovat informace o povaze, intenzité,
prostorovém umisténi a ¢asovém pribéhu chemickych stimulli v daném prostoru. Pfitom to
bude biosensor - méa rekogni¢ni element (lidé) i pfevodnik (telefony). Je patrné, Ze pojem
biosensor je Siroce pouzitelny, velmi popularni i moédni. Na z&vér snad jen pro pfipomenuti,

analyt je latka, ktera se stanovuje.

Biorekognic¢ni ¢ast biosensoru je mozné zatadit do dvou zékladnich skupin:

* Dbiokatalytické (enzym, organela, bunka, tkéan, orgén, organismus) - analyt pfemenuji
v priabéhu chemické reakce; obvykle vystupuje analyt jako substrat enzymové reakce

*  bioafinitni (lektin, protildtka, nukleova kyselina, receptor) analyt je specificky vazan ve

vznikajicim afinitnim komplexu

Fyzikalné-chemické prevodniky poskytuji signal vhodny k dalSimu zpracovéani, lze je
rozdélit do nasledujicich skupin:

* elektrochemické (potenciometrie, amperometrie, konduktometrie, voltametrie)

*  optické (fotometrie, fluorimetrie, luminometrie, nelinedrni optika)

* piezoelektrické a akustické

*  kalorimetrické

! Rechnitz G. A. Electroanalysis 3, 73 (1991).
2 Thevenot D. R., Toth K., Durst R. A., Wilson G. S. Biosens. Bioelectron. 11, 455 (1996).



Studium biosensorti je typickym ptikladem mezioborového vyzkumu, zasahuje do oblasti
biochemie a biotechnologie, analytické a fyzikalni chemie, elektroniky, informatiky a nauky

0 materialech.

Historicka vychodiska

Dtlezitym vychodiskem bylo formulovani koncepce redoxniho potencidlu a prvni méteni pH
na pocatku 20. stoleti. Dalsi zlom na poli elektrochemie piinesl Heyrovského objev
polarografie vroce 1922. Zahy bylo zkouSeno méfeni koncentrace kysliku v biologickych
tekutinach pomoci rtutové kapkové elektrody (Miiller a Bamberger, 1935) a spotieby kysliku
Zivymi organismy (sinice, kvasinky a krevni buiiky, Petering a Daniels, 1938). Tyto pokusy
vyzadovaly praci se rtuti a pomérné komplikovanou polarografickou aparaturu. Ve 40. letech
se objevily prace vyuzivajici katodickou redukci kysliku na uslechtilych kovech (Au, Pt), ale
hol¢ elektrody v biologickém materidlu postupné ztracely citlivost.

. Revolucni zménu téchto sensorti provedl v roce 1956 Leland
C. Clark Jr.* (na obrazku s prvni enzymovou elektrodou):
predradil elektrodovému systému membranu propustnou pro
plyny, a tak elektrody (pracovni zlata nebo platinova katoda
zatavena ve skle a argentchloridova referentni) fyzikalné
isoloval od méfeného prostiedi. Tim ziskal spolehlivy métici

systém vedouci k mnoha aplikacim a ke zrodu biosensorti.

Z dalSich zdroji oboru lze uvést pokrok v elektronice v pritbéhu 2. svétové valky, vyvoj
optickych biochemickych technik (O. Wartburg), konstrukci diferencidlniho fotometru
(B. Chance). V roce 1962 na symposiu New York Academy of Sciences pak Clark popsal jak
Ludelat  elektrochemické  sensory  (pH, polarografické, potenciometrické nebo
konduktometricé) inteligentnéj$imi* pfidanim ,,enzymovych ptevodniki uzavienych jako
sendvi¢ v membranach®. Tento koncept ilustroval experimentem s glukdéza oxidédzou
zachycenou na povrchu kyslikové elektrody pomoci dialyzaéni membrany. Méfeny pokles
koncentrace kysliku byl umémy koncentraci glukézy. Clark s Lyonsem v publikaci' poprvé

uvedli termin enzymovi elektroda, asto nespravné piipisovany Updikovi a Hicksovi’, ktefi

3 Clark L. C. Trans. Am. Soc. Artif- Intern. Organs 2, 41 (1956).
4 Clark L. C., Lyons C. Ann. N.Y. Acad. 102, 29 (1962).
> Updike S. J., Hicks, J. P. Nature 214, 986 (1967).



propracovali experimentalni detaily potfebné k ziskani funkéni enzymové elektrody pro
glukozu.

Prvni enzymové elektrody se objevuji na prelomu 50. a 60. let jako "akademicka
kuriozita" zprvu provazend nedlivérou. Zmeéna postoje nastavd koncem 60. let, kdy doslo
k vyvoji a krychlému prosazeni se v praxi u iontové selektivnich elektrod, zddlo se, Ze
analogické systémy s enzymy jsou také velmi blizko. V dalsim desetileti nastadva pokrok na
poli enzymovych elektrod. Potenciometrickou enzymovou elektrodu uvedl v roce 1969
Guilbault. Prvni komeréni biosensor pro glukézu uvedla na trh uspé$né firma Yellow Springs
Instrument Company (Ohio) v roce 1975. Pojem enzymovy termistor zavadi Mosbach roku
1974. V roce 1975 pak je navrzeno pouziti bakterialni buiiky misto enzymi; tim zacina
rozvoj vyzkumu biosensori v Japonsku a viibec na poli biotechnologie a ochrany Zivotniho
prostiedi. Objevuje se nazev biosensor (piivodné byla snaha pouzit "bioprobe", tento nazev
vsak byl chranén). Lubbers a Opitz zavadi pojem optoda pro sensory na bazi optickych
vldken. V roce 1976 Clemens® za&lenil glukosovy sensor do systému umélého pankreatu
uvedené¢ho na trh jako Biostator firmou Miles, firma La Roche zase zavadi biosensor pro
laktat LA 640 s umélym medidtorem ferrikyanidem. Dal$im meznikem je rok 1982, kdy
Schichiri popsal implantovatelny glukosovy biosensor — jehlovou enzymovou elektrodu.
Koncem 70. let za¢ind vyzkum imunochemickych biosensorti (imunosensortl), na pocatku
soutasného komeréniho uspéchu afinitnich biosensorti byla prace Liedberga’ ktery navrhnul
sledovani afinitnich interakci v redlném Case pomoci rezonance povrchovych plasmoni ve

vrstvé kovu nanesené na optickém rozhrani; v roce 1990 pak firma Pharmacia uvedla na trh

vvvvvv

Tak byl vyvinut firmou Medisense levny
osobni biosensor pro domaci méfeni krevni
glukozy diabetiky. Pivodné mél format

* tuzkového sensoru, pozdé¢ji se prosadil

design velikosti kreditni karty.

6 Clemens A. H., Chang P. H., Myers, R. W. Proc. Journes Ann. Diabtol. Hotel-Dieu, Paris (1976).
7 Liedberg B., Nylander C., Lundstrom, 1. Sens. Actuators 4, 299 (1983).

8 Cass A. E. G., Francis D. G., Hill H.A. O., Aston W. J., Higgins L. J., Plotkin E. V., Scott, L. D. L., Turner A.
P. F. Anal. Chem. 56, 667 (1984).



Tyto produkty nyni vyrdbi firmy Abbott (nedavno ptevzal firmu Medisense), Boehringer
Mannheim a Bayer a spole¢né pfedstavuji 85% trhu se vSemi biosensory. Roku 1996 tyto
spole¢nosti dosahly obratu 185 mil US$ a jejich produkce v poslednich letech stale nardsta.
Dnes pokracuje explozivni nartst vyzkumu biosensort v celosvétovém méritku, ktery
pfindsi 1 ftadu negativnich jevli (opakované objevovani jiz objevené¢ho, omezovani
technologickych informaci, zcizovani vysledkl). Biosensory vystupuji z védeckych laboratoii

do realného svéta.

Informace o biosensorech

Vzhledem k pfetrvavajicimu bouflivému rozvoji oboru jsou velmi dillezité¢ zejména informace
obsazené v Casopisech. Biosensors and Bioelectronics je specializovana na vSechny aspekty
vyvoje a pouziti biosensort. Vychdzi od roku 1985, pfinas$i nejnovéjsi trendy i zajimavé
udalosti v oboru. Sensors and Actuators B Chemical je zaméfen zejména na otazky spojené
s fyzikalné-chemickymi prevodniky. Electroanalysis /  Journal of Electroanalytical
Chemistry / Bioelectrochemistry and Bioenergetics jsou tfi casopisy pfinasejici informace
zamétené na elektrochemické biosensory. Analytical Chemistry / Analytica Chimica Acta /
Analytical Biochemistry / Analytical Letters / Analyst / Trends in Analytical
Chemistry je tada cisté analytickych Casopisii pfinasejici stale Castéji lanky o biosensorech
a jejich aplikacich. Enzyme and Microbial Technology informuji o mikrobialnich sensorech,
Journal of Biotechnology o aplikacich pii biotechnologickych procesech, Journal of
Immunological Methods uvadi aplikace imunochemickych sensorti, Langmuir / Thin Solid
Films o nekterych aspektech imobilizacnich postupti. Kazdé dva roky se kona celosvétovy
kongres o biosensorech (1990 Singapur, 1992 Zeneva, 1994 New Orleans, 1996 Bangkok,
1998 Berlin, 2000 San Diego), existuje fada specializovanych konferenci zaméfenych napt.
na pouziti biosensorti v Zivotnim prostfedi, mediciné. Na analytickych konferencich je
obvykle n&jaka sekce vénovana biosensortim. Jedna Gast fady Methods in Enzymology’ byla

vénovéna biosensorim a je kdispozici samoziejmé Fada ucebnic'® a monografii

% Mosbach K. Immobilized Enzymes and Cells, Methods in Enzymology, Vol. 137, Academic Press, San Diego,
1988.

' Turner A. P. F., Karube I., Wilson G. S. Biosensors: Fundamentals and Applications, Oxford University
Press, Oxford, 1987.
Cass A. E. G. Biosensors: A Practical Approach, IRL Press, Oxford, 1990.
Scheller F., Schubert F. Biosensors, Elsevier, Amsterdam, 1992.
Buerk D. G. Biosensors, Theory and Applications, Technomic, Lancaster, 1993.
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pojednavajicich o viech aspektech biosensorti'' nebo specializovanych monografii
zam@fenych na uzdi oblasti'”. Ne&kolik ¢lankGi o biosensorech bylo publikovano

i v Chemickych Listech'.

Zakladni pojmy
dS/dt Schématické znazornéni typického méfeni
ph’dlavek ustaleny s katalytickym  biosensorem. Po  ustaveni
analviu 4 signal zakladni linie signdlu nasleduje pridavek
\ AS vzorku s analytem. M¢éfeni lze provadét bud
kineticky - zaznamendvd casova derivace
pozadi signalu, nebo konefnd zména signdlu po

C — TR
cas dosazeni ustaleného stavu (steady state).
Priibéh méreni s biosensory.

Citlivost

je konecna ustdlena zména vystupniho signalu biosensoru (S) v disledku zmény koncentrace
analytu (c), tj. AS/Ac, nebo dS/dc. Pti provadéni kinetickych méfeni (sleduje se ¢asova zména
signalu dS/dt) se citlivost vypocita jako A(dS/dt)/Ac. Nékdy se pouziva transformovany
signal, napf. pfi potenciometrickych méfenich In S. Specidlnimi druhy signdlu mohou byt

plocha (Casovy integral), frekvencni analyza apod. Signal by mél byt tak velky, aby Sel dobie

' Buck R. P., Hatfield W. E., Umana M., Bowden E. F. Biosensor Technology, Fundamentals and
Applications, M. Dekker, New York, 1990.

Wise D. L. Bioinstrumentation: Research, Development and Applications, Butterworth, Boston, 1990.
Wise D. L. Bioinstrumentation and Biosensors, M. Dekker, New York, 1991.

Blum L. J., Coulet P. R. Biosensors: Principles and Applications, M. Dekker, New York, 1991.

Turner A. P. F. Advances in Biosensors, JAI Press, London, Vol. 1, 1991; Vol. 2, 1992; Vol. 3, 1994.
Scheller F., Schmid R. D. Biosensors: Fundamentals, Technologies and Applications, GBF Monographs 17,
VCH, Weinheim, 1992.

Wise D. L., Lemuel B. Biosensors and Fiberoptics, Humana, Clifton, 1991.

Alcock S. J., Turner A. P. F. In Vivo Chemical Sensors, Recent Developments, Cranfield Press, Bedford,
1993.

Wagner G., Guilbault G.G. Food Biosensor Analysis, M. Dekker, New York, 1993.

Scott D. A. Biosensors for Food Analysis, Royal Society of Chemistry, London, 1996.

Skladal P. Piezoelektrické biosensory. Chem. Listy 89, 170 (1995).

Kalab T. Imunosensory. Chem. Listy 89, 363 (1995).

Brynda E. Optické sensory zalozené na biospecifickych interakcich. Chem. Listy 90, 14 (1996).
Chudobova 1., Vrbova E. Optické biosensory pro glukozu. Chem. Listy 90, 295 (1996).

Skladal P. Pouziti biosensorti ke sledovani afinitnich interakci biomolekul. Chem. Listy 90, 863-72 (1996).
Stancik L. Amperometrické biosensory pro nevodné prostiedi. Chem. Listy 91, 30 (1997).

Skladal P., Macholan L. Biosensory — soucasny stav a ptisti trendy. Chem. Listy 91, 105 (1997).
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méfit. V idedlnim ptipadé¢ by citlivost méla byt konstantni po celou dobu Zivotnosti

biosensoru. V realnych systémech se zmény citlivosti kompenzuji rekalibraci.

Kalibrace

spoc¢iva ve vystaveni biosensoru riznym standardnim roztoklim o zndmé koncentraci analytu.

A ° Kalibra¢ni body by mély uzavirat pracovni oblast
imi L . .
S Iclimtltk o T biosensoru, aby nebylo tieba provadét nespolehlivé
elekce
° oblast extrapolace. Je vhodné pouzit co nejméng
S/A linearity - . ) , a
L c kalibracnich bodi, pokud je zndm tvar kalibracni
o . . . . . .
PRPEPS zavislosti (nejvhodnéjSi je samoziejmé¢ piimka),

v

c staci 1 nebo 2 body.

Kalibrac¢ni zavislost

V idealnim piipad¢é by stacilo provést kalibraci pouze 1x pro novy biosensor, prakticky je

nutné tento proces periodicky opakovat.

Linearita

u idealniho biosensoru existuje v celé pracovni oblasti, tj. biosensor ma konstantni citlivost
pro vSechny mozné koncentrace analytu, tj. od nuly po limit dany rozpustnosti. Prakticky je
oblast linearity pouze uz$im intervalem uvnitf pracovni oblasti. Nelinearni ¢asti existuji
zpravidla v horni Casti (oblast saturace). V linedrni oblasti staci k provedeni kalibrace pouze
dva body. Pro praktické pouziti biosensori neni linearita nezbytné nutna (pocitace), ale je
tteba mit staly pribch kalibracni kiivky. Nelinedrni useky lze napf. aproximovat nékolika
ptimkami. Casto se linearity dosahuje matematickou transformaci méfeného signalu, napf.
semilogaritmické citlivost Aln S/Ac existuje v potenciometrii. Nelinedrni kalibracni zavislosti

samoziejmé vyzaduji vic kalibra¢nich bodii a komplikuji praktické pouziti.

Limit detekce

v

dan rozliSenim elektronického méficiho pfistroje, obvykle je zhorSovan vedlejSimi procesy.

analyt Pro definici se Casto pouziva velikost Sumu (N,

noise) signalu a limit detekce se bere pro pomér

N ] VA
S=3N  gnN=3

Stanoveni limitu detekce



W

Sum

je zejména elektromagnetické povahy (frekvence 50 Hz rozvodné sité), lze ho omezit
elektrickym stinénim biosensoru a pfivodnich vodic¢l. Jinym zdrojem Sumu mohou byt
turbulence vznikajici pfi michani. SniZzeni velikosti Sumu lze dosdhnout uspotadanim
elektronickych méticich obvodi (frekvencni zavislosti zesilovacii, analogové filtry) nebo

digitalnimi technikami (akumulace signalu, primérovani, vyhlazovani).

Signal pozadi

(background) je signal v nepfitomnosti analytu, obvykle se automaticky odecitd od mefen¢ho
signdlu: S = S(méfeny) - S(pozadi). V nékterych piipadech je vyhodné&j$i pouZit referentni
koncentraci analytu a vici ni vztdhnout méfeny signdl. Pro semilogaritmicky piipad pak
dostavame S/S(ref) = (méteni-pozadi)/(reference-pozadi). Obvykle se predpokladd stabilita

signalu pozadi, to v8ak v praxi nemusi byt pravda (signal pozadi obvykle casem klesd).

Hystereze

oznacuje vliv minulych méfeni na aktudlni signal. Idedln¢ by méla byt nulova. Pozna se ze
zmény tvaru kalibracnich kiivek - objevuje se na nich konkévni resp. konvexni prohyb.
Dlvodem miZze byt to, Ze vysoka koncentrace analytu miZze narusit okoli biosensoru nebo
prostfedi uvnitt biorekogni¢ni vrstvy (nahromadéni produktd reakce, lokalni zmény pH ¢i
teploty) a to ovlivni nasledujici méteni. Vliv hysterese se miize omezit zpomalenim méteni (je

¢as na vyrovnani zmeén).

Dlouhodoba stabilita

(drift) je podminéna zménami citlivosti biosensoru v Case. Citlivost obvykle klesd, ale mize
prechodné i vzrist (zména biovrstvy - ztenceni, nabobtnani). Postupny pokles citlivosti mize
byt vyvolan oxidaxi povrchu kovovych elektrod, usazovanim vrstev proteinli ¢i jinych
biomolekul (méfeni in vivo), otrava biovrstvy tézkymi kovy. Skokové zmény jsou vyvolany
mechanickymi vlivy, mohou casto uniknout pozornosti. Vzdy je proto provadét kontrolu

citlivosti a ptipadné provést rekalibraci.

Selektivita

(vliv interferenci). Odezva biosensoru by méla byt vyvoldna pouze piitomnosti stanovované
latky, ostatni latky by se nemély projevit. Prakticky je Casto nutné ruSivé latky eliminovat

(zfedéni, konverse na nerusici slouceniny, prediazeni selektivni bariéry) nebo jejich piispévek



na meteny signal paralelné urcit jinym sensorem. Pfi tomto diferencidlni uspotradani se pouziji
dva stejné prevodniky, avSak biorekogni¢ni vrstvou je pokryty pouze jeden. Druhy slouzi jako

referentni, lze ho povléct vhodnou indiferentni vrstvou pro vyrovnani difiiznich podminek.

Rychlost odezvy

je uréovana zejména fyzikdlnimi vlastnostmi biosensoru (velikost). Zavisi na rychlosti diftize
analytu z okolniho prostfedi k povrchu biosensoru a déle pak vnitini difuzi uvnitt systému
biosensoru. Uplatiiuji se koncentrace analytu, velikost difuznich koeficientti, délka diftizni
dréhy (pocet vrstev biosensoru). Z praktického hlediska je vyhodné, pokud odezva je

limitovana difiizi a nikoliv rychlosti bioreakce.

Doba odezvy

se obvykle urcuje jako Cas potiebny k dosazeni urcité velikosti signalu v konecném ustaleném

stavu (t — ), napt. Tgs pro dosazeni 95%.

Rychlost konvekce

je urcena piisunem latek z okoli k biosensoru. Lze ji zvysit zrychlenym michanim nebo tokem
nosné¢ho média, je ovSem tfeba dat pozor na vznik turbulentnich jevii, které zase konvekci

mohou zpomalit.

Teplotni zavislost

pfi métenich s biosensory pusobi jednak na difizni jevy, jednak na probihajici chemické
reakce. Proto se obvykle pracuje za isotermickych podminek, pouziva se vodni cirkulujici
termostat nebo vyhiivany kovovy blok. Pokud se pracuje za laboratornich podminek nebo

v terénu, je vhodné spolu s vlastnim mefenim sledovat také teplotu.

Zivotnost biosensoru

je obykle limitovana neslab$im prvkem, coZ je biorekogni¢ni ¢ast. Pfitom je tieba odliSit
stabilitu pfi skladovani (shelf life) od operacni stability, kterd mize byt zdvisla na poctu
a druhu analysovanych vzorkl. Pro dlouhodobé uloZeni biosensoru je obecné vhodna nizsi
teplota (chladnicka, mraznicka), z praktického hlediska je pohodIngjsi skladovéani v suchém

stavu. Optimalni podminky je tieba vzdy hledat individuaIng.
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Biokompatibilita

ma zvlastni vyznam pro biomedicinské aplikace (méfeni in vivo). Pfi umisténi biosensoru
pfimo v krevnim toku je tfeba zamezit srazeni krve (impregnace heparinem), ve tkanich hrozi
nebezpeCi zanétlivych reakci, zajizveni a zarGstani pojivovou tkéni. Pfipadna sterilizace

biosensoru nesmi negativné ovlivnit jeho aktivitu.

Podminky méreni s biosensory

Piimy kontakt se vzorkem

Biosensor se nachéazi ptimo ve sledovaném prostiedi (feka, tkan, krevni fecisté, fermentor, ...).
Pfitom by jeho ¢innost neméla okolni prostiedi ovlivnit - vyCerpavani analytu dasledkem
méfeni, ovlivnéni toku jinych latek. Pfi tomto zplsobu pouziti miZze byt uzitecné ménit
polohu biosensoru, tak lze ziskat dodate¢né informace o distribuci analytu v prostiedi

a odhalit pfipadné existujici koncentra¢ni gradienty.

Uzaviena nadoba

IS
0
-

Meéreni v nadobce

pridavky Biosensor je umistén ve vhodné nadobce

. vzorkd (Casto opatiend vodnim plastém pro temperaci

a magnetickym michadlem). Nejprve se vycka

ustaveni  pozadi  signdlu v pfitomnosti

PR

pracovniho roztoku (pufr obsahujici dle

v

&as potieby dalSi pomocné reagenty). Ptida se
vzorek a po ustaleni se odecte signal.

Pridavky vzorku lze Casto né€kolikrat opakovat. Nékdy je mozné celou nadobku vyplnit

vzorkem (napft. voda, mléko, ...). Podminky méfeni (druh a koncentrace pufru, teplota, pH) je

vhodné pro kazdy typ biosensoru optimalizovat. Toto uspotfadani je velmi jednoduché a

nenaro¢né na vybaveni, nevyhodou je potfeba manualni obsluhy.

Pratoény systém

Biosensor je umistén ve vhodné pritocné cele. Jsou mozné dva zplisoby Cinnosti. Systémem

se necha sttidave protékat zona zékladniho roztoku a zony vzorki (A).
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pratocna cela A Meéteny signal je tedy vyvolan

S biosensorem pfimo nefedénym vzorkem. Pii

druhém zplsobu systémem neustéle

protéka pracovni roztok, do kterého
¢as B
se nastfikuji vzorky (FIA, flow
IN ouT injection analysis).

Priito¢né méreni s biosensory

Ptitom vzdy dojde k definovanému natedéni vzorku a signal méa charakteristicky tvar pikt
(B); vyhodnocuje se bud jejich vySka nebo plocha. Pratofna uspofddani umoziuji

automatizovat meteni, dalsi podrobnosti budou probrany v samostatné kapitole.

Prevodniky pro biokatalytické sensory

Elektrochemické systéemy

Elektrochemické systémy reprezentuji nejrozsitenéjsi typ pievodniku pouzivaného pro
konstrukci katalytickych biosensord. Hlavnimi vyhodami jsou jednoduchd konstrukce
méfictho systému, nizké pofizovaci ndklady a vybornd citlivost. Pro sestaveni
elektrochemického méticiho systému jsou zapotiebi nejméne dvé elektrody, pracovni (méfici)

a referentni. Konstrukéni uspofadani elektrod mize byt velice riznorodé.

Referentni elektrody

slouzi jako srovnavaci bod pro méfeni respektive nastavovani potencidlu pracovnich elektrod.
Jejich vlastni potencidl je piesné definovany a pokud moZzno Casové staly. Zékladni typy
referentnich elektrod spolu shodnotami potencidlu jsou uvedeny v nasledujici tabulce.
Komeréné dostupné referentni elektrody jsou obvykle prilis velké, takze se pfistupuje
k laboratorni vyrobé. Referentni elektrody se obvykle uchovévaji v roztoku KCI a nesmi se
nechat vyschnout. U amperometrickych biosensorti, kdy stabilita referentni elektrody neni az
tak kriticka, se Casto pouzivda pouze holy povrch stiibra a jako elektrolyt slouzi okolni

prostiedi.
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Typ referentni elektrody zkratka Exue  Esce
(V pti 25°C)
Normalni vodikova elektroda (NHE) 0 -0.2412
Pt, H, (1 atm) | H" (a=1)
Kalomelové elektrody
Hg | Hg,Cl, | KC1 (..
nasycena (sat.) (SCE) 0.2412 0
normalni (1M) (NCE) 0.2801 0.0389
nasycena NaCl (sat.) (SSCE) 0.2360 -0.0052
Argentchloridové elektrody
Ag| AgCl | KCI (..
nasycena (sat.) 0.197 -0.045
3M) 0.2042 -0.037
normalni (1M 0.2362 -0.005
Ag| AgCl | LiCl (sat. v EtOH) 0.140 -0.101
Merkurosulfatova elektroda
Hg | HgSO, | K,0, (sat.) 0.655 0.414

Konstrukce miniaturni argentchloridové elektrody neni pfiilis

— ix v . . . ’
tesnen obtizna, obdobn& lze zimprovizovat i kalomelovou referentni

[ Ag drétek elektrodu. Protoze nejde jednoduSe zatavit Ag dratek do skla,
potazeny B
d——AgCl pouzije se v piipadé potieby Pt dratek, ktery se postiibfi.

«_ trubicka U vyrabénych elektrod se vzdy pted pouzitim zkontroluje hodnota

._/ frita

Pomocné elektrody

potencidlu vici kvalitni referenti elektrodé.

musi byt tvofeny dobrého vodice s dostate¢nou plochou a elektrochemicky neaktivni. Pouziva

se platina ve formé dratku ¢i plisku, uhlikova ty€inka, mnohdy staci i nerezovy drat.

Pracovni elektrody

pouzitelné pro biosensory zahrnuji velmi Sirokou Skdlu materidli ikonfiguraci: uslechtilé
kovy (Pt, Au), skelny uhlik, grafit a nejriznéjsi kompozitni smési, vodivé polymery a
organické vodivé soli. Pouzitelny rozsah pracovniho potencialu je vzdy volit tak, aby
nedochédzelo k elektrochemickému rozkladu materidlu elektrody nebo k interferencnim
reakcim (rozklad vody nebo jinych slozek pracovniho roztoku, redukce rozpusténého
kysliku). Velmi dilezitd je Casto pfiprava povrchu elektrody pred vlastnim méfenim nebo
imobilizaci biomolekul. Provadi se lesténi povrchu brusnymi présky (diamantovy nebo oxid
hlinity), nasleduje oplachnuti a pfipadné¢ ozvuceni ultrazvukem. N&kdy je tfeba odstranit

povrchové necistoty (oxidy kovil) bud’ pomoci kyselin nebo anodizaci.
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Potenciometrické bioelektrody

Zakladem potenciometriec je zména potencidlu vyvoland

akumulaci nadboje na rozhrani elektrody s roztokem. Historicky

velmi rany typ biosensoru, pfevazné enzymové elektrody.

Ptevodnikem je iontové selektivni elektroda (ISE) v kombinaci

A AA A JA
v v s enzymovou vrstvou. Rozsah méfitelnych koncentraci je dén
K* K* vlastnostmi ISE: 10 uM az 0.1 M, pro konecné biosensory pak

byva typicky 0.1 az 10 mM, odezva je logaritmicka.
ME¢ti se potencidl pracovni elektrody proti referentni elektrod€ - ta musi byt kvalitni (Casové
stald), ptfitom v systému netece proud - je tieba méfici pristroj s velkym vstupnim odporem
(dnes operacni zesilova¢). Referentni elektroda je Casto integrovanou soucasti méfici
(komer¢ni systémy - kombinované elektrody), vnouzovém piipadé¢ ji lze zhotovit

v laboratornich podminkach'*. Potencial £ ISE pro sledovany iont (aktivita a;) v piitomnosti
Sivého fontu () je dén rovnict:  E = E, + 0 Infa, +k, (a )]
rusivého iontu (g;) je dan rovnict: =Bt a;, *k,(a;)

Pouzité symboly: k; selektivni koeficient (¢im mensi, tim vySSi koncentrace rusiciho iontu je
tolerovana), nabojova cisla (pro kationty je >0) pro stanovovany (z) a ruSici (y) iont,
standardni potencial (Ey), plynova (R=8.314 JK'mol') a Faradayova konstanta
(F=96487 C mol™).

Druhy ISE

O sklenéna elektroda - H" - méfeni pH, b&zné dostupna
U pevné ISE (solid state) - tenka vrstva iontového vodice: monokrystal nebo smés krystald,

precipitat; homogenni nebo heterogenni (mnohondsobné levngjsi, vlastni material

dispergovan v inertni matrici (PVC, silikonovd guma - napf. pratocnd trubicka)
na bazi oxidt kovil pro méfeni pH: MO, + 2y(e + H') -~ xM + yH,0
nebo dva oxidaéni stavy: 2MOy + 2H" +2¢° - (2y-1)M,0 + H,O

antimonova  elektroda  Sb/Sb,0; - citlivd na  pfitomnost  kysliku

iridiova (IrO;) nebo paladiova (PdO,) - termické oxidace povrchu kovii

'4 Bard A. J. v knize Cass A. E. G., Biosensors: A Practical Approach. IRL Press, Cambridge, 1990, str. 60.
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U kapalné ISE - organicky iontoméni¢ (kvarterni amoniové soli, antibiotika - valinomycin
pro K, nonaktin pro NH,", tri-n-dodecylamin pro H") je v rozpoustédle nasaklém v inertni
matrici, 1ze ho i zachytit v polymeru na povrchu Pt dratku (tzv. coated wire electrodes)

U specidlni membréana (teflon) propustnd pro plyny na povrchu obvyklé ISE (nejcastéji pH),
za ni slaby puft, pro stanoveni CO,, NH;

Velikost smérnice kalibracni piimky neni kritickA a mize se liSit od idedlni -

AE/Alog ¢ = 59/z mV, super / sub-nernstian), odliSnosti se odstrani kalibraci analytem.

Potenciometrické bioelektrody

Rada enzymil je vhodna pro spojeni s potenciometrickymi sensory, i kdyz v soucasnosti se

davéa prednost amperometrickym biosensorim, pokud je to mozné. Nicméné mnohé enzymy

pro spojeni s amperometrii vhodné nejsou. Nekteré typické priklady jsou uvedeny v

nasledujicim seznamu settidéném podle typu pievodniku:

U pH : penicilin (penicilindza), acetylcholin (cholinesteraza), glukéza (GOD), esterazy,
nukleové kyseliny (nukledzy)

0 NH; / NH," : mocovina (ure4za), aminokyseliny (deaminace - glutamat DH, oxiddza L-/D-
aminokyselin; o,y-eliminace amoniaku - L-methionin y-lydza), nitrat a nitrit (bakterie)

U CO; : mocovina (uredza), aminokyseliny (lysin dekarboxyldza, tyrosin dekarboxylaza),
laktat (laktat monooxygenaza - dekarboxylujici oxid4za)

U I : potenciometrickd detekce peroxidu vodiku v pfitomnosti peroxidazy

0 F : peroxid vodiku (peroxidéza - oxidace fluorofenolu)

O CN : amygdalin (3-glukosidaza)

Polovodicové potenciometrické sensory

Velkou vyhodou téchto sensorti jsou miniaturni rozmery, masova produkce a tudiz nizka cena
ve srovnani s klasickymi potenciometrickymi elektrodami. Zakladnim konstrukénim
materidlem je kifemik. Jeho vodivost je velmi nizkd, avSak ptidavkem vhodnych stopovych
piimési lze jeho vodivost zvysit - ziska se polovodi¢. Podminkou vodivosti je moZznost

volného pohybu elektrond.
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U cistého kiemiku je vSak zékladni

Ec ﬂ Ec )
= valen¢ni hladina Ey plné obsazena, a
1.1eV .
e elektrony se na ni nemohou pohybovat.
i Ea o
Ey Na vodivostni hladiné E¢ je misto pro
Cisty kiemik po pfidani pfimési

pohyb, ale nejsou zde elektrony.
Energetické hladiny elektroni

Vlastni kinetickd energie elektroni na Ey je za béZnych podminek kolem 0.04 eV, takZze
elektrony nemohou pfeskocCit na vodivostni hladinu Ec. ZvySeni vodivosti se dosahne
dopovanim - ptidavkem atomt z V. (P, As, negativni - n) nebo ze III. (B, Al, pozitivni - p)
skupiny periodické tabulky. Tak pfi n dopovani se vytvoii donorovéd hladina elektronti Ep
tésn¢ pod vodivostni hladinou, takze ptenos elektroni z Ep na E¢ je snadny. Opacné piisobi
pfidani atomid s volnymi pozice elektront (diry, pozitivni dopovéni), vytvoii se tak
akceptorova hladina E,. U polovodicovych materidli se pak hladina, na které¢ je
pravdépodobnost obsazeni elektrony 50% nazyva Fermiho (Er). Nachazi se mezi Ev a Ec, jeji

poloha odpovidd mnoZstvi dopujicich atomtl.

ISFET "ion sensitive field effect transistor"

Zakladem ISFETU je tranzistor fizeny polem (FET) fungujici na principu zmény vodivosti
prostiednictvim elektrického pole. Odpor cesty proudu mezi oblastmi S (source) a D (drain)
se zméni, kdyz se na hradlo G (gate) ptivede napéti (zméni se elektrické pole). Schématické
zndzornéni ISFETu je uk4dzano na obrazku.

Zakladem je kiemik (P),

Schéma a zapojeni ISFETu I I

| Ve elektrody source a drain
E /embréna

| N-_| G gate [ N- |

maji vodivost N. Povrch

ISFETu mimo Sa D je

povlecen oxidem

kfemiCitym, oblast hradla

S source D drain
kfemik P- (gate) je potaZena selektivni
izolace - epoxy pryskyfice membranou, ktera je
Vo of v kontaktu s okolnim

roztokem; ostatni ¢asti jsou
izolovany epoxypryskyfici.
Potencial hradla se urCuje vzhledem k referentni elektrodé. Jako iontové-selektivni membrany

Ize pouzit fadu materidli. Nejb&ézngjsi jsou solid-state membrany pro sledovani zmén pH,
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materidl Si3N4, AL O3, Ta;Os. Odezva téchto ISFETU je logaritmicka (52-59 mV/pH), probihé
masova produkce, levné. Polymerni membrany mohou byt napt valinomycin/PVC pro
stanoveni drasliku. Heterogenni membrany tvoii AgCl, Agl, AgCN krystalky v PNF
(polyfluorovany fosfazin (problémem je adheze polymeru na povrch, odchlipuje se). Pri
vyrobé ISFETU se pouziva litografie - postupné nanaseni jednotlivych vrstev, vytvareni

struktury pomoci masek.

| /'V prevodnik Vp konst.

VSET
MeéfFici usporadani vhodna pro ISFETy I

Pro méfeni s ISFETy se pouzivaji operacni zesilovace, je také potiebna referentni elektroda
(na obrazku zndzornéna Sed¢). Prvni usporadani (I/V ptfevodnik, vlevo) pracuje s konstantnim
napétim hradla Vg a méfi se protékajici proud Ip. Pfi daném konstantnim Vg se muize
vyhodné pouzit stejnd referentni elektroda pro nékolik ISFETG. Naproti tomu druhé
usporadani (Vp konst.) umoziuje méteni proménného Vg zpétnou vazbou pii konstantnim Ip.
Piimo se tak stanovi potencidl rozhrani membrany a roztoku. Druhy opera¢ni zesilova¢ drzi
Ip = Vse1/Ry, soucasné R, = Rs.

enzymova a referentni vrstva Biosensor typu ENFET je ISFET

shradlem  potafenym  enzymovou
: : kryci membrana . .
istruktura ISFETu  Vrstvou. Obvykle se sensor pfipravuje

podklad

pfimo v diferencidlnim  uspotadani

(ENFET s enzymem a REFET s vrstvou

— pohled v fezu inertniho  proteinu) pro kompenzaci
dva |SFETy (mérny a zmén vodivosti roztoku, jako

srovnavaci), pseudoreferentni elektroda mize slouZit
uprostred

referentni elektroda Au elektroda umisténd uprostied.

Priklad uspofdddni je wuveden na
ENFET

obrazku.
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LAPS biosensory

Zkratka LAPS znamena light addressable potentiometric sensor'>. Tento polovodicovy
prevodnik je konstrukéné jednodussi nez ISFETy, navic je mozné ptipojeni kontaktli ze strany
kteréd neni v kontaktu s roztokem.

Kfemikovy ¢ip je potazeny vrstvami oxidu

komurky s bufikami Cytosensor
J ktemiCitého a nitridu kfemiku, na povrchu je
SiO; (1 um)
rozdélen na nékolik oblasti (komtirek) pomoci
P dalsi vrstvy SiO,. Cely ¢ip ma pouze jeden
SizN,4 (100 nm) . .
SiO, (30 nm) kontakt. V neosvétleném stavu je neaktivni.
kfemik (P nebo N) Pokud se z druhé strany osvétli (IR LED, pfi
I
\Na” 940 nm pronikne svétlo do Si az 50 nm
- ~ Osvétleni LED hluboko), dojde k lokaIni aktivaci a ziskd se
(adresace)
/ \ signal odpovidajici zmeénam pH

v ,,adresované* zong.
Pouziti tohoto pievodniku je tedy pfedevSim pro méfeni pH zmén. Vyhodou je moZnost
vicekanalového méfeni.

Systém Cytosensor Microphysiometer (Molecular Devices) se napi. pouzivad pro
testovani toxicity nebo fyziologickych ucinki lé¢iv. Do komurek se umisti buiiky (bakterialni
nebo tkatova kultura - fibroblasty, keratinocyty, rakovinné buiiky, 10* az 10°). Pii mirném
pritoku se ¢ast bunék zachyti na povrch a v pfitomnosti substratu vyvolavaji ur€itou zménu
pH, kterd je umérnd metabolické aktivité; napt. respiraci glukdzy vznikd kyselina mlécna a
oxid uhli¢ity. Po pfidavku testované latky se pak zaznamend odezva jako Casovd zména
dpH/dt. Na konci pokusu se rychlym priitokem se buiiky z komirek vyplachnou a lze zacit
dalsi cyklus. D4 se tak studovat Uc¢inek riistovych reguldtorti, hormonti, lymfokinti, virti nebo
virostatik. Postup je pfesnéjSi nez obvyklé pouziti mikrotitracnich desti¢ek. Dalsi komercni
aplikace Threshold (viz obrazek) je ur€ena pro imunochemickd nebo jind afinitni stanoveni

vyuZzivajici ureazu jako znacku.

15 D. G. Hafeman, J. W. Parce, Science 240 (1988) 1182-5.; J. C. Ovicki, J. W. Parce, Nature 344 (1990) 271-2.

18



Jednotlivé biovrstvy (napt

potenciostat —pasek protilatky) jsou umistény na
s biovrstvou

vyménném pasku uzplisobeném

pro rychlou vyménu roztokl

pomoci filtrace. Po afinitni reakci

T LAPS
se vzorkem a znacenym cinidlem
—_ se pasek umisti do komirky
pritiak — CI: s LAPS prevodnikem a
> . . .
zaznamena se signal. Mimo
G: imunochemické systémy je mozné
| LED sledovat hybridizaci nukleovych
roztok substratu .
kyselin.

membrana LAPS biosensor Threshold

Amperometrické bioelektrody

Poskytuji jako signal proud, ktery je imérny koncentraci analytu. Proud I se obvykle méfi pfi
konstantnim napéti (potencial E, nebo U) pracovni elektrody. Velikost proudu prosla za dany
Cas t vsystému pak udava naboj, ktery odpovidd molarnimu mnozstvi latky pfeménéné na
elektrodach: Q=It=nFm/ M, F = 96487 C/mol znac¢i Faradayovu konstantu.
K elektrochemické oxidaci latek dochazi na anodé¢ (I > 0), redukéni déje (I <0) probihaji na
anodé. Smér proudu je totozny se smérem toku pozitivnich ekvivalentli (nabojtt).

2E 3E Amperometrickd méfeni je mozné

N + provadét v dvou- nebo

@ tifelektrodovém uspofadani. Pro

Aux I / Work

prvni systém se napéti na pracovni

elektrodé W (working) nastavuje

proti  pomocné¢ elektrodé¢ A
(auxiliary, counter).

V tijelektrodovém uspofadani se navic pouzije tfeti referencni elektroda R, vici které se
nastavuje potencidl pracovni; jeho velikost tedy neovlivituje velikost proudu prochézejiciho
roztokem, coz neplati pti dvouelektrodovém méfeni, kdy se ¢ast napéti ztraci vlivem odporu
méficiho roztoku a na rozhranich elektroda / roztok (potential drop). Se dvéma elektrodami

(2E) se d4 velmi dobfe pracovat pokud netecou velké proudy (pod asi 10 pA, napf.
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mikroelektrody) a odpor roztoku neni piili§ velky. Ttielektrodovy systém (3 E) je univerzalni,

nicméné¢ vyzaduje potenciostat.

Toto =zafizeni udrzuje konstantni potencidl pracovni

elektrody viici referentni nezavisle na velikosti proudu. Z elektronického hlediska se nejedna

o nijak slozité zatizeni tvoiené n€kolika opera¢nimi zesilovaci (proto jsou amperometrické

biosensory velmi levné).

Ej,

2

Elektronicky obvod potenciostatu

rozsah - Ry

]

Uin

oO—

O—| POTENCIOSTAT
(o

> XS

(A/D).

<

D/A

/Y

POCITAC

Amperometrie chronoamp. pulsni

1 Ju
SN

linearni  cyklicka

¢as
Voltametrie

normalni square  diferencialni
pulsni wave pulsni

al " "

Uout = Rul _I:O

Priklad jedné z moznych

konstrukei  potenciostatu

je
ukdzan na obrazku. U;, znaci
excitatni napéti, které se objevi
na pracovni elektrodé, U,y pak
vystupni signal pro nasledné

zpracovani.

To lze provadét pomoci zapisovace, nebo dnes lépe
pouzitim pocitace s analogové-digitdlnim pievodnikem
Pomoci digitalné-analogového pievodniku se

muze fidit i pracovni napéti.

Podle casového pribéhu potencidlu na
pracovni elektrodé se rozliSuje celd tada
méficich  technik.  Nejjednodussi  je
samoziejmé prosta amperometrie; na trhu je
celd fada detektor pouzivanych i v chroma-
tografii. ~ Chronoamperometrie = umoziuje
ziskat informace o prechodnych elektrodo-
vych jevech po skokové zméné pracovniho

potencialu.

Pulsni amperometrie zase zvySuje podil signdlu vii¢i Sumu. Linearni a zejména cyklicka volta-

metrie maji dilezitou tlohu pii vyvoji amperometrickych biosensort. Pulsni voltametrické

techniky jiz vyZaduji pomérné drahé pfistrojové vybaveni, i kdyz pottebné pulsy lze relativné

snadno generovat pomoci pocitace s D/A ptevodnikem.
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Biosensory na bazi elektrod pro kyslik a peroxid vodiku

Historicky se jednd o velmi rané biosensory typu enzymovych elektrod. Konstrukce
kyslikové elektrody (Clarkovy) je ukdzana na obrazku.
Au (Pt) elektroda Pracovni elektrodou je zlaty nebo platinovy dratek

I/ zatavena ve skle

| Ag / AgCl elektroda

(pramér 0.1 az 5 mm dle zddané citlivosti) zataveny ve
skle, potenciale pro redukci kysliku je kolem -650 mV
elektrolyt vzhledem k vnitini Ag/AgCl referentni elektrodé. Jako

membrana propustna elektrolyt slouzi roztok KCI (1 az 3 M) a neutralni az
pro kyslik

.

Clarkova kyslikova elektroda plato pro kyslikovou vinu a mensi vliv vngjsiho CO,).

slabé alkalicky fostatovy nebo uhliCitanovy pufr (Sirsi

..............

Klicovou soucasti je membrana propustnd pro kyslik. Jako materidl se pouziva teflon
(nejlepsi, rychla odezva, dobra propustnost pro O,), dale pak polypropylen a polyethylen.
Tloustka membrany by méla byt co nejmensi, aby se dosahlo rychlé odezvy, na druhé strané
je tieba zajistit mechanickou stabilitu. Dulezitd je také vysoka propustnost pro kyslik (nejlepsi
u silikonové gumy, ta je ale mechanicky nevhodnd) a nizkd propustnost pro vodni paru
(podminuje stabilitu elektrolytu). T€lo elektrody je obvykle plastové (mliZze nastavat hystereze
pfi odezveé - plasty adsorbuji kyslik: nylon < PVC < akrylat < polykarbonat < teflon), ev.
sklenéné nebo keramické. Elektrodova redukce kysliku je ¢tyrelektronovy proces:

0,+2H,0+2¢ — H,O, + 2 OH

H0,+2¢ — 2 0H

Velkou vyhodou tohoto sensoru je prakticky absolutni specifita pouze ke kysliku. Zadné
rusivé latky z roztoku nemohou projit prediazenou membranou. Konstrukce elektrody pro
stanoveni peroxidu vodiku je podobna kyslikové s tim rozdilem, Ze neni pouzita
plynopropustna membéna a pouziva se pozitivni polarizace (> 0.6 V) pfi které nastava
anodicka oxidace peroxidu:

2 H,O, — 2H,0+0,+2¢ +2H'

Casto se da kyslikova elektroda po vynechani membrany pouZit pro detekci peroxidu vodiku.
Mimo kovové platiny je mozné pouzit igrafitové elektrody elektrolyticky platinizované.
Oxidace peroxidu na uhlikovych elektroddch vyzaduje znacné piepéti. Obecné je oxidace
peroxidu vodiku spojend s nebezpecim interference ze strany jinych oxidabilnich latek, napf.
v séru mohou vadit kyseliny askorbovd a mocCova ¢i paracetamol. Specifita se da zlepsit

pfedfazenim kontrolni membrany, ktera omezi pfistup interferujicich latek. Pro tento ucel jsou
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vhodné jsou napf. hustd acetycelulosovd membrana a vrstvy polyfenylenoxidu (mala

molekula peroxidu prochéazi pory, vétsi latky ne) nebo zdporné nabité membrany z Nafionu.
Oba vyse zminéné sensory jsou pouzitelné pro biosensory vyuzivajici enzymy oxiddzy

jako biorekogni¢ni element. Tyto enzymy oxiduji molekulu substratu (analytu) za ucasti

kysliku, pfitom vznik4 bud’ peroxid vodiku nebo voda:

— Produkt + H,O;

— Produkt + H;O

Substrat + O,

Substrat + O,

Prvni reakce je typickd zejména pro oxidasy s flavinovym koenzymem (obvykle Zluté barvy,
napt. glukoza oxidaza, laktat oxidaza), druhy typ ptevazuje napi. u kuproteinl (tyrosindza).
Ptehled dalSich typt bioanalyticky vyuZitelnych oxidaz je uveden v tabulce.

Vzdy je tfeba brat vuvahu, ze koncentrace
Proud T\ kysliku v pracovnim roztoku zavisi na tlaku,

07}

teplot¢ a koncentraci pouzit¢ho pufru.

analyt
Zl Zejména pii métfeni kysliku je vhodné roztok

Rozsahy

H,O detektoru na pocatku kazdého méfeni nasytit kyslikem
0 /s 0 iy -
cas (probublani vzduchem). Jako signal se pouzije

Oxidézové biosensory zaloZené na pfimo méfeny proud, nebo lze urcit zménu

detekei kysliku nebo peroxidu vodiku koncentrace nebo parcidlniho tlaku kysliku; ty

pak nezavisi na druhu pouzité elektrody.

Substrat (oxidaza) Zkratka EC Typ H,0, |Pokud existuje moznost volby, je
Alkohol AOD 1.13.13 FAD + _ ‘
L-Aminokyselin 1432 FAD + |vhodngsi méfeni peroxidu vodiku
D-Aminokyselin 1433 FAD + . L .
L_Askorbég 11033 Cu - |vzhledem k vyssi dosaZitelné citlivosti.
Bilirubin BRO 1335 - . vy
Diamin DAO 1436 ¢u 4+ |Sleduje se produkce a na pocatku
Fenol (Tyrosinasa) 1.14.18.1Cu - méfeni je tedy proud prakticky nulovy
Galaktoza 1139 Cu + Je tedy prouc p v HOVYs
Glukoza GOD 1.134 FAD + |takze lze  nastavit citlivy rozsah
L-Glutamat 1.43.11 FAD + )
Cholin 1.1.3.17 FAD + |detektoru a stanovit nizké koncentrace
Cholesterol COD 1.13.6 FAD + . . i i
Lakéza 11032 Cu - |peroxidu iphvodniho analytu. Druhy
L-Laktat LOD 1.1.3.2 FAD + o . v , v
L-Laktat (dekarb.) IMO 113.124FMN - |ZPUsob sleduje spotfebu kysliku, takze
L-Lysin 1.4.3.14 * |vychozi signdl je maximalni a
Monoamin MAO 1434 FAD +
NADH +  |odpovidd nejvyssi koncentraci kysliku;
Oxalét 1234 Fp  + ‘
Pyruvat PyOD 1233 FAD + |proto se musi nastavit pomémné¢ hruby
Sulfit 1.8.3.1 Mo + i .
Urét (Urikaza) 1733 Cu  + [|rozsah detektoru, a malé zmény mohou
Xanthin XOD 1.1.3.22 Mo + . « <

zaniknout v Sumu signalu.
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Dehydrogenazové biosensory

Nejvétsi skupinou oxidoreduktaz jsou dehydrogenazy (existuje pies 250 NAD™ a 150 NADP"

dependentnich enzymu), analyticky vyznamné druhy jsou shrnuty v tabulce. Katalyzujici
redoxni reakce s u¢asti NAD(P)"/NAD(P)H pari:

Substrét + NAD(P)* + 2 & + H'

<

Substrat DH | zkratka |EC
Alkohol ADH 1.1.1.1
Aldehyd AIDH 1.2.1.5
Alanin Ala-DH 1.4.1.1
Formiat FDH 1.2.1.2
Galaktosa Gal-DH 1.1.1.48
Glycerol Gly-DH 1.1.1.6
Glukosa GDH 1.1.1.47
Glukosa-6-fosfat G6P-DH  1.1.1.49
Glutamat GIDH 1.4.1.3

3-Hydroxybutyrat 3-HBDH 1.1.1.30

3-Hydroxysteroid 3-HSDH  1.1.1.50
Isocitrat ICDH 1.1.1.42
Inositol IDH 1.1.1.18
L-Laktat L-LDH 1.1.1.27
D-Laktat D-LDH 1.1.1.28
L-Leucin L-LeDH 1.4.1.9

L-Malat L-MDH 1.1.1.37
Sorbitol SDH 1.1.1.14

Produkt + NAD(P)H

Tato reakce ma rovnovazny prabéh, ptitom oxidace
obvykle probiha v slabé alkalickém prostiedi. Pro
elektrochemickou detekci NADH'® je pouzitelna
amperometrickd reoxidace vznikajicho NADH
(E°= -560 mV/SCE, reakce je heterogenni). Pfima
oxidace vSak vyzaduje vysoky potencial (ptes 1V
na uhliku), soucasn¢ nastava idimerizace
a adsorpce produktd na povrch elektrody, - odezvy
jsou pak nestabilni odezvy. Reoxidace se muize
provést pomoci modifikujicich latek (E° -200 az
-50 mV) vazanych na povrchu elektrody.

Nejcastéji  se  pouzivaji  substituované

PMS
@ D Fenazin methosulfat  fenaziny, fenoxaziny a fenothiaziny, oxidace
+

p, CH0S0;

‘iR methyl Meldola Blue
H,N

R:ethyl N11e Blue

HN S N*Me,

x:H Toluidine Blue O

X: naphthoyl Naphthoyltoluidine Blue O

nastava jiz kolem 0 V/SCE. Jinak lze uzit také
hexakyanozelezitan nebo TTF.TCNQ. Priibch
reakce je homogenni. Nejprve vznika charge
transfer komplex CT, po rozpadu je pak
reoxidovan mediator, pfitom E > E°. Lze tedy

pracovat pii podstatné niz§im potencialu.

Mow + NADH CT
CT — Myea + NAD"

Mred Mox + 2e + I’ll‘[+

6 M. J. Lobo, A. J. Miranda , P. Tunon, Electroanalysis 9 (1997) 191.
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Piimy prenos elektronii z biomolekul na elektrodu

Ptenos elektront v biologii a chemii je pfedmétem intenzivniho vyzkumu. Pfimy reverzibilni
ptenos elektronti z biomolekuly (bilkovina, nukleovd kyselina) je obvykle ztizen tadou
faktori. V bilkovinach se sice vyskytuje cela fada redoxné aktivnich skupin (disulfidické
miistky, Fe-S skupiny, flaviny, hem, tada iontd kovill), ale nachdzi se obvykle uvnitt
molekuly. Kontakt redoxni skupiny s povrchem elektrody je mozny pouze pro urcitym

zpusobem orientované molekuly, coz vyrazné snizuje proudové odezvy.

substrat Eox o Velikost molekuly zase vede k velmi pomalé difuzi.
Navic se biomolekuly casto adsorbuji pevné na
povrch elektrod a dochdzi tim soucasné k jejich
produkt Erep

denaturaci.

Primy prenos elektroni

Pro konstrukci biosensorti je tento proces velice atraktivni, protoze by vyrazné zjednodusil
konstruk¢ni problémy. Bohuzel, piimy ptenos elektroni mezi biomolekulami a elektrodou byl
pozorovan ziidka, lze zminit n¢které malé redoxni bilkoviny (cytochrom c, cytochrom b,
azurin, ferredoxin) a vyjimecné nckteré enzymy (lakéza, peroxidaza). Obvykle se pouzivaji
uhlikové elektrody, kovové elektrody se musi modifikovat vhodnymi pomocnymi latkami,

které jednak brani adsorpci biomolekul a dale napomahaji jejich orientaci.

Mediatory prenosu elektront

substrat Eox Mgeb Pro usnadnéni vymény elektront
mezi enzymy nebo jinymi redoxnimi
biomolekulami a elektrodou se
produkt Erep Mox e

pouzivaji nizkomolekularni redoxni

Prenos elektronii pomoci medidtoru latky — mediatory.

Pouziti mediatord urychluje a obvykle viibec umoziuje vyménu elektronli mezi aktivnim
centrem enzymu a elektrodou. V tabulce jsou uvedeny hodnoty redoxnich potencidli. Byly

zformulovany zakladni pozadavky na mediator'”:
* reaguje s biokomponentou a elektrodou

* dostateCné rychly pfenos elektron (je zndma stechiometrie a pocet pienaSenych

elektronti)
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* neucastni se postrannich reakcei (napft. s kyslikem)

stabilni formy (redukovana i oxidovand) za podminek pouziti

vhodny redoxni potencidl (vé€tsi rozdil redoxnich potencidli E° mezi enzymem a

medidtorem sice zvetsi uziteCny proud, soucasné vsak naroste také Sum, nebezpeci

interferenci a doba ustalovani pozadi; pfiméfeny rozdil je asi 100 mV)

*  bez vlivu pH na pritbéh redoxni reakce

*  netoxicky (napf. pro aplikace in vivo)

*
Mediator \ E° (V/SCE)
tris-(2,2’-bipyridyl)ruthenium(III) 1.031
tris-(2,2’-bipyridyl)osmium(III) 0.603
ferrocen-1,1’-dikarboxylova kyselina 0.403
ferrocenylmethyltrimethylamonium " 0.388
1,1’-bis(hydroxymethylferrocen] 0.224
ferrokyanid K*[Fe(CN)]* 0.190
hydroxyethylferrocen 0.161
N,N*‘-dimethyl-p-fenylendiamin 0.139
ferrocenoctova kyselina 0.124
p-benzochinon 0.039
N,N,N*,N‘-tetramethyl-p-fenylendiamin ~ 0.029
2,6-dichlorfenolindofenol (DCIP) -0.016
1,2-naftochinon -0.090
fenazin methosulfat (PMS) -0.161
methylenova modft -0.230
tetramethyl-p-benzochinon (durochinon) -0.191
2-hydroxy-1,4-naftochinon -0.378
fenosafranin -0.493

vhodny k imobilizaci (nejlépe nerozpustny ¢i snadno adsorbovatelny napt. na grafitu)

'

i ferrocen Fc
Fe

S S tetrathiafulvalen
‘[ = j‘ TTF
S S

NC CN
NC — CN
tetrakyanochinodimethan

TCNQ

Vlastnostem idedlniho mediatoru se asi nejvice blizi ferrocen. Existuje celd fada moznosti, jak

zaclenit mediatory do systému bioelektrody (obrazek). Nejjednodussi je pouziti rozpustnych

mediatord volné v roztoku nebo uvnitt micel, snadné je také pouziti kompozitnich smési s

mediatorem pii piipravé elektrody (napf. grafit + mediator + acetylcelulosa jako pojivo). Na

povrch kovovych elektrod se d4 navazat mediator kovalentné. Prostorové polymerni struktury

obsahujici mediatorové skupiny mohou byt vyhodné pouzity k zachyceni enzyma na povrchu

elektrody. Posledni moZnosti je navazat medidtor pfimo na povrch enzymu.

"7 Turner A. P. F. Meth. Enzymol. 137, 90 (1987).
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pfimy pfenos

FEEAT

kovalentné navazany
na povrch elektrody

®
|
e %o
ro_zpustny

polymerni mediator
zachycujici enzym

Principy konstrukce bioelektrod s mediatory

Kinetika modifikovanych elektrod

v micelach

@
@

e

v kompozitni elektrodé

enzym modifikovany
mediatorem

Pouziti medidtor pii konstrukci enzymovych elektrod vyzaduje bliz§i pohled na déje

probihajici na povrchu chemicky modifikovanych elektrod, proto jsou dale uvedeny ncktera

vychodiska.

Zakladem je elektroda pokrytd vrstvou obsahujici pienaSe¢ elektronti

(modifikujici latka - mediator s formami A a B). Na obrazku jsou shrnuty jednotlivé moznosti

prenosu elektronit z molekuly substratu Y na elektrodu bud’ pfimo (k’g) nebo prostfednictvim

mediatoru. Prvnim krokem je rozdéleni substratu mezi okolnim roztokem s Y(aq) a vrstvou,

dané parti¢nim koeficientem K. Pfenos (znaci klikaté ¢ary) substratu uvniti vrstvy je popsan

difiiznim koeficientem Dy, pro pfenos elektronii pak mame koeficient D..

DY K:

Ye— Y ——V
e\ifk F'_ (aq)

rychle

e

’E
s :
De

ﬁ B————8B +l:( B + Y (aq)

|

N AT Z A +i Z(aq)

elektroda

vrstva roztok
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Ptedpoklada se, ze pohyb elektronil
uvnitf vrstvy probihd velmi rychle

jednotlivymi
Reakce

preskoky mezi

molekulami  mediatoru.
pfidan¢ho substratu s medidtorem ve
formé¢ B mulze probihat bud’ uvnitf

(k)

s roztokem (k).

vrstvy nebo na  rozhrani



y y Dulezita je velikost apoloha

1 / ‘ reakéni zony (RZ), tj. mista, kde
/
dochazi k reakci mezi substratem
Et k” o ke LEt Lk . .
Eky’E : LEIi DyaD. Y amedidtorem B. Existuje 6
Vv rovnovaze
moznosti polohy zoény (velka
/ / / .
) y pismena E electrode, L layer,
y / y S surface) a celkem 10 riznych
St, ko kLSt LRZ ptipadii podle kroku limitujiciho
Sk” LSk rychlost (k kinetika, t transport).

Pro posouzeni ma vyznam rychlost mediované reakce v homogennich podminkach (k;); tak
napf. piipad Sk’ nastava pro k,>10*M's"!, LSkpro k;>10M"'s' a velké D, (cca
10 cm s™). Odhad mnozstvi imobilizované latky se provadi v indiferentnim elektrolytu, kde
jedinou faradaickou reakci je studovany redoxni dé€j. Proudové pozadi - nabijeni dvojvrstvy -
se obvykle separuje ,,podle oka“ (by eye), lze také porovnat odezvu pro nemodifikovanou
elektrodu. Pokud je celkovy ndboj (dmérny /,) pro dany d¢€j zavisly na rychlosti zmény poten-
cialuv (sweep rate), tak neni dany d¢j fizen elektrodovou reakcei, ale kineticky (pomalejsi
zména vede k vét§simu naboji - je dost casu zareagovat). Dalsi informace se ziskd vynosem 1,

1/2

proti V nebo proti V. Linearni zavislost /, na v indikuje diftizni limitaci procesu (pfenos

uvnitf filmu, sou¢asné AE, # 0). Pro I, plati vztah:
I, = 0.4463 [B]oA(nFD.v)"*(RT)"”

Lineérni zavislost I, na v indikuje vliv povrchové reakce bez diftizni limitace, pfitom AE, = 0.

Specialni elektrochemické techniky
Tyto postupy se uplatiiuji zejména pii vyvoji a optimalizaci elektrochemickych biosensori.

Cyklicka voltametrie

Tato metoda je obvykle pouZita prvni pfi studiu nového elektrochemického systému.

E Es Pribéh potencialu v ¢ase ma tvar trojuhelniku. Vychozi hodnota
je Ei, poté nasleduje ptimy béh (forward scan) az do zlomového
/ \ bodu E; (switch) azpétny beh (reverse scan). Dulezitym
E; parametrem je rychlost zmény potencialu (scan rate).
cas
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Vyslednd kiivka - voltamogram - je zdznamem proudu na napéti. Modelovy voltamogram a

jeho rozbor je uveden na nésledujicim obrazku.

s PG
pa
7]IXA ©
4 &ﬁw*
X

anod.

katod.

~~~~~~~

| | | | | | |
3 2 1 0 -1 -2 log([Ox]/[Red])

Mimo zékladni voltametrické¢ kiivky jsou uvedeny také koncentracni profily (1 az 8)

v blizkosti povrchu elektrody pro oxidovanou (plnd ¢ara) a redukovanou (pierusovana cara)

formu sledovaného redoxniho paru. Poméry koncentraci jsou znazornény na dolni stupnici.

Znazornény voltamogram by mohl odpovidat napt. hexakyanozelezitanu. Popis tisekt grafu:

1) neprobihd Zadny d& (vychozi potencidl se voli tak, aby tekl minimalni proud a neprobihal
zadny redoxni d&j)

2) zacina probihat redukéni déj, proud nariistd a oxidovand forma se postupné spotiebovava

3) maximum proudu /7, pfi charakteristickém potencidlu E,., oxidovand forma pied
elektrodou je spotfebovana

4) pokles proudu - malo latky k dispozici pro redukci

5) méni se smér potencialu, ale redukéni d¢j jesté stale pokracuje

6) narast potencidlu pusobi oxidaci redukované formy nahromadéné pied elektrodou,
objevuje se anodicky proud, postupné nartsta

7) maximu anodického proudu /,. pfi potencidlu £,
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8) pokles anodického proudu s vyCerpavanim redukované formy, ndvrat do vychoziho stavu.
Piimy béh potencidlu vede ke vzniku nového oxidacniho stavu, ktery se pak testuje pii
zpétném kroku. Vnuceny -elektrodovy potencidl kontroluje pomér koncentraci daného

RT | [Ox]

redoxniho paru: E=E +
nF  [Red]

Logaritmickd zavislost ptsobi prudké ndrlsty proudu v pirechodovych oblastech. Proud je

pfitom imérny ¢ - x profilu na povrchu elektrody (grafy 1 az 8): I = nFAD%H
L=

Pii urCovani velikosti potencidli a proudid ze zdznamu je vzdy tieba spravné urcit
odpovidajici zékladni linie. Lze vypocitat standardni redoxni potencidl pro dany dé&j:

E°=(E, + E,)/2, pocet vyménovanych elektroni n, plati
AE, =E,, - Epc = (59 mV)/2. Pfedpokladem je ovSem reverzibilita redoxnich dé&ji.
U pomalych procest (ireverzibilni déje) se zvétSuje separace obou maxim; u reverzibilnich
(rychlych) déjti pak navic jsou velikosti katodického a anodického maxima pfiblizné shodné
(pokud neprobihd néjakd chemickd reakce generujici / spotfebovavajici jednu z latek!).
Aplikace cyklické voltametrie zahrnuji Siroké pole kvalitativniho studia redoxnich reakci,
plocha pod maximy je imérna mnozstvi latek navazanych na povrchu elektrody.

Podstatné citlivéjsi nez obycejna

Sy I gy By B
Pulzy superponované na cyklickd voltametrie jsou pulzni
omalém béhu potencialu 2 T N
p/P Digitalni generovani polarografické techniky; ty fesi
potencialu: kapacitni problémy spojené
/ I AE s nabijenim povrchové dvojvrstvy.
T L
— ¥ 5az50 mV . - o1y o
z Na obrazku je ukdzan pribéh méteni
T T pfi diferencidlni pulzni polarografii
t ‘ > 1Tp drop time
Intervaly méfeni (DPP).
proudu O Al

Proud se méfi pouze v kratkych intervalech po doznéni zmén vyvolanych kapacitnimi
pochody. Siika pulzu je mnohem mensi v porovnani s celkovou dobou cyklu 7p. Casovou
konstantu obvodu lze ovlivnit zafazenim sériového odporu 100 az 1000 Q. Obdobné probiha

normalni pulzni polarografie (NPP).
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Chronoamperometrie

Na elektrodu se aplikuje potencidlovy skok, tim se vyvolad nahld zména redoxniho stavu jejiho
povrchu.

\ Probéhne velmi kratce kapacitni proud, pak nasleduje
faradaicky proces fizeny difuzi k volnému povrchu (2.
Fickiv zdkon), prib&h proudu [I(#) je dan rovnici:

_m.p 08, & L Hm
I(t)-%%@ I §+2z( 1) exp%— D %

m=1

1/2
t

Symboly AQ znaci zménu naboje ve vrstve, D, difiizni koeficient pfenosu naboje ve vrstvé a
L tloustku vrstvy. Analyza se provadi vynosem proudu proti odmocning z ¢asu ¢. V pocatecni

fazi plati ¢ << D,/L’, tj. koncentratni polarizace ve vrstvé nedoséhla jesté vn&jsiho povrchu

/2
dostavame zjednodusenou formu - Cottrelliv vztah: I(t) = E% . ALQ

Naboj AQ se ur¢i integraci pres cely Casovy interval, tloustka L pak z celkového pokryti
elektrody (urci se cyklickou voltametrii). Difizni koeficient Ize urcit ze smérnice v poc¢atecni
fazi zaznamu, hodnoty jsou kolem D.=1 az 10x 10" cm’s”. Casto se tato technika

kombinuje s opticky transparentnimi elektrodami.

Rotaéni techniky (forced convection techniques)

Tyto postupy jsou uzite¢né pii studiu reakce vdzaného mediatoru s rozpustnym partnerem,
kdy je tieba znat jeho povrchovou koncentraci.
Vyhodou je kontrola hydrodynamiky Ize

S : .
Q) reprodukovatelné¢ nastavit a fidit latkovy
x=0

transport mezi rotujici elektrodou a okolnim

J roztokem. Rotujici elektroda "pumpuje”

X r pohled Cerstvy roztok z okolniho prostiedi ke svému
zdola povrchu.

Pred elektrodou se utvofi stacionarni vrstva, kterd také rotuje (diffusion layer); mimo ni pak

existuje "dokonale michany" roztok.
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T L Xp = 0.643 D3V o1
c/c. Jednotlivé symboly jsou kinematicka viskozita
v=n/p, rychlost michani W (Hz) a diftzni
koeficient; typické tloustky vrstvy jsou kolem 107 m,
) | . . ;L ,
0 vrstva je uniformni ptes cely povrch.
0 1 X/XD 2

Profily koncentraci produkované a spotfebovavané latky pobliz povrchu elektrody jsou

ukazany na obrazku. Pfitom pro rychlost toku j plati:

LDy I
]_xD (coo CO) nAF

Pro rychlou elektrodovou reakei (cy — 0) dostavame velikost limitniho proudu (Levichova
rovnice): I = 1.554 nFAD**v'c . W'

Po zavedeni efektivni rychlostni konstanty pro reakci na elektrod€ &'y a konstanty k'p = D/xp

lze uvazovat d¢j:

k'p K'me
P a— Y, ———>Z
k'p

Pak plati vztah pro prevracené velikosti latkového toku a proudu (Koutecky - Levich):
1 1 1 1 1 1

i + resp.  — = o e T

J k'pe. ke, I 1554 nFAD**v™"*w"?¢, nFAk',, c.,

Uvedeny vztah lze vyuzit pii charakterizaci elektrodovych mechanismi. Velikost £'p n¢kdy

muze zaviset na c¢y.

Konduktometrie (Impedimetrie)

Zakladnim rozdilem oproti vySe uvadenym elektrochemickym technikdm je pouziti stiidavého
elektrického napéti na pracovni elektrodé. Neuplatni se tedy faradaické procesy, koncentracni

polarizace, nabijeni dvojvrstvy a podobné.
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) = Na dvouelektrodovy systém se piivadi

{Vm stfidavé napéti (sinusoidalni vlnénf). Mimo

velikosti napéti V,, (bézn€ kolem 100 mV) lze
ménit 1 frekvenci f (W=2TY), jde tedy o jisty

//\ //’.\ druh "spektroskopie"). Studuje se odezva
|
MV i \/ | systému (elektrody a prostfedi mezi nimi),
G 1"

mé&fi se proud i a jeho fazovy posun 6.

Stiidavé napéti

Impedance

Impedance Z je vektorova veli¢ina charakterizujici chovani systému v pfitomnosti stiidavého
napéti. Jako komplexni veli¢ina ma velikost |Z] a hel 6, nebo slozky realnou R (resistance) a
imaginarni X (reaktance). Plati pro ni nasledujici vztahy:

Z=R+jX 1g0=-X/R  |Z|=(R*+X*)"" |\ Z|=V/im
Jednotka impedance: 1 Q. Vodivost (konduktance) ma symbol G, jednotka 1 S =1 Q'
(Siemens). Experimentdlni méfeni: zavislosti velikosti impedance a fize na frekvenci
vloZzeného napéti. Potfebny pfistroj je mistek (automatické vyvazovani), frekvencni
analyzatory, impedanc¢ni analyzatory. Nejjednodussi systémy jsou:
odpor R i = Vu/R sin(wy);
kondenziator C i = Vyo sin(wx + 102) proud "ptedbihd" napéti
indukénost L i =Vn/(dd) sin(c — w2)  proud se zpozd'uje

[~ Sestavi se nahradni schéma studovaného systému jako
UAC zdroj

kombinace R, C, L (L je obvykle zanedbatelnd) a urcuji se
velikosti  prvkh v zavislosti na  probihajicich
(bio)chemickych pochodech. Pro méfeni impedance je

nejjednodussi zatizeni zalozeni na klasickém

indikace O miistku,.pouzitelné pracovni frekvence jsou do asi 10 az
100 MHz. U vyvazeného mistku v rovnovaze plati

ZZx = Z>Z;3, neprochdzi zadny proud. Protoze je pevné

nastaveno Z; = Z,, plati pak také Zy = Z;.

Néhradni schéma realného systému mtize byt bud’ sériové, nebo paralelni.
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L seriové paralelné

I I I I impedance Z=R+jX  admitance Y=1/Z=G+jB

resistance R konduktance G

seriove paralelni reaktance X=-1/(wC) susceptance B=wC

4 Experimentdlni  zdznam -  impedanc¢ni
|z| charakteristika - sestava ze zavislosti velikosti

2 impedance |Z| a fazového posunu 6 na

proménné frekvenci vkladaného napéti.

0 Pokud je 6 blizké k 0, chova se systém jako

log f Cisty odpor, naopak blizi-li se -TV2, chova se
Replot reaktance / resistance: jako kondenzator. Zaznam déale umoziuje
urCovat  charakteristické  frekvence  fc,
“ros’(e odpovidajici relaxa¢nim casim 1=1/(21Y¢)

déjh probihajicich ve studovaném systému.

R
Impedancéni charakteristika
Lze tak provadét studium biopolymerii na povrchu elektrod a elektrodovych déji obecné (Ize
zjistit relaxacni cCasy charakterizujici déje v biomembranach, rotaci molekul bilkovin,
konformace postrannich fetézct, hydrataci, ...). Je mozné zjiStovat mnozstvi mikroorganismi

ev. jejich druhového zastoupeni (tvar frekvencnich spekter).

Konduktometrické biosensory

Meéteni vodivosti je malo specifické, takze se miize do jisté miry uplatnit jako univerzalni typ
pfevodniku. Sledovani zmén vodivosti pii biochemickych reakcich vyzaduje produkci ¢i
spotiebu iontli nebo jiné zmény (napi. zména velikosti nabitych ¢astic). Produkce iontil je
velmi casto spojena s ucinkem hydroldz a amidaz, zménu velikosti nabitych castic zase
vyvolava ucCinek fosfatdz, sulfatdz a nukledz. Klasickym piikladem konstrukce

konduktometrického biosensoru je stanoveni mocoviny pomoci reakce ureazy.

NH,CONH, + 3 H,O [, 2NH," + HCO;y + OH

Velkym problémem je obvykle vlastni vodivost pracovniho prostiedi. Je nutné pouzivat malo
vodivé organické pufry, naptf. imidazol. Také zmeénu vodivosti vyvolanou samotnym

ptidavkem vzorku je tfeba odliSit, je Zadouci zanedbat zmény vodivosti v celém roztoku a
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sledovat predevsim tésné okoli elektrod s imobilizovanymi enzymy (vlastni signal v disledku

bioreakce).
Proto se vyhodné pouziva diferencni usporadani,
W H H ( kontakty kdy zmény vodivosti v okolnim roztoku

isolace vykompenzuje srovnavaci elektroda.
Priklad takovéhoto biosensoru je ukdzan na

obrazku. Elektrody ‘'interdigitated array" jsou

z uslechtilého materidlu Pt nebo Au, pracovni

v
| detail elektrod frekvence jsou od 100 Hz do 10 kHz dle o¢ekavané
interdigitated array

Ay

T
T

vodivosti. Unas se uspéSn¢ pouzivd kon-

duktometricky biosensor pro stanoveni mocoviny

enzymova referentni vrstva
v mléce.

Konduktometricky biosensor

Optické biosensory

Optické metody byly vzdy vyuzivany pii studiu biochemickych procesi, ziskané zkuSenosti
se uspéSné uplatnily i na poli bioanalytickych systémi. Zdkladem je interakce svételného
zateni s chemickymi latkami. Pro konstrukei katalytickych biosensort se vyuZzivaji se optické

techniky jako absorbance (pomérné malo), fluorescence a luminiscence.

Optické mérici techniky

Jako detektory pro méfeni intensity svétla jsou nejcitlivéjsi fotonasobice, nevyhodou je
potieba vysokého napéti. O néco méné citlivym detektorem jsou fotodiody typu ,,avalanche®,
ty vSak maji vEétsi Sum. Nejméné citlivé jsou obycejné fotodiody (1000x méné nez
fotonasobice), vykazuji veétsi Sum (maly vnitini odpor), avSak jsou velmi levné, mechanicky
stabilni a vhodné zejména pro pienosna zatizeni. Zdrojem svétla jsou lasery, svétloemitujici

diody (LED), vybojky (pro UV oblast) ¢i lampy.

Absorbéni spektroskopie
Pokles intenzity svételného paprsku (je ddna poctem fotond za cas) po prichodu méfici

kyvetou je imérny koncentraci stanovované latky. Protoze absorbance zavisi také na tloustce

vrstvy, jsou rozméry meficiho prostoru limitujicim faktorem. Rozptyl svétla se obvykle

zanedbava.
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lo c | V praxi se pouziva absorbance 4 imérna koncentraci
_> > (extinkéni koeficient € je konstantou imérnosti). Vztah

vyjadiuje Lambert-Beeroviv zakon I = Iexp(-&cl)

Absorbance I bézné se uvadi ve tvaru 4 = In (1/I) = &cl

Reflekéni techniky

jsou zalozeny na odrazu svétla od vhodného povrchu nebo od opticky hustsiho média.

Pfi totdlnim odrazu svétla pronikd cast energie ve formé
exponencialni vlny (zhasivd vlna, evanescent wave) do
lo v I spodnich vrstev, coz se vyuziva pii studiu povrchovych déji
\/ (podrobnéji viz dale). Penetracni hloubka (stovky nm) je dana
I |  vztahem:
Reflektance A
Ax =
27m,+/(sin 8)° —(n, / n,)’
Fluorescence

je vyuzivana velmi Casto z divodu vysoké citlivosti. Absorbei energie prechazi molekula do
excitovaného stavu, navrat do zakladniho stavu je provazen emisi zafeni - fluorescence. Pro

budici zafeni se Casto pouziva svétlo laseru, je také vyhodné pouzivat polarizované zateni.

P Uspotadani pii méfeni fluorescence. Vystupni intenzita
I c fluorescence zavisi na kvantovém vytéZku @, a na
0
_> koncentraci fluoreskujici latky: Iy = k®secl
lo>>1¢ Emisni spektrum latky je oproti excitaénimu posunuto

I k vys$8im vinovym délkam (Stokesdv posuv).
Fluorescence

Luminiscence
A% B '0O% X+hv Luminiscence je emise svétla z molekuly v excitovaném stavu,

aktivace rozpad ktery vznikl jako diisledek chemickych reakci.

Intenzita vyzafovaného svétla je zavisla na Case, v urcitém okamziku prochézi maximem:

Kk, In(k, /k,)
—k,t) —exp(~k,t fow =27

1 2

I'=[4],

Kvantovy vytézek luminiscence odpovidd podilu poctu vyzafenych fotond a excitovanych

molekul. U pfirodnich systémt (bioluminiscence) miize dosahovat az 90%.
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Svétlovody a opticka vlakna

Pro konstrukci optickych biosensorti se nejlépe hodi optickd vldkna - svétlovody. Obvykle

jsou cylindricka (vlakna), ale uplatituji se i planarni systémy'®.

jadro (core)
index lomu n;

plast (cladding)
index lomu n,

el /, rs
kriticky vstupni - [ mechanicky obal

uhel (nesifi se)

Schéma svétlovodu n, > n,

Svétlovody sestavaji z nékolika vrstev o rizném indexu lomu. Svétlo se uvniti vlakna S§iii
opakovanymi odrazy na rozhrani jadra a plasté. Pfitom limitnim thlem pro vstupujici svételny
paprsek je kriticky uhel, ktery ohraniuje kuzelovity prostor, z n€hoz je svétlo zachycovéano a
Sifeno. Jadro vldkna je ze skla, kfemene (pro pouziti ultrafialového svétla), stale Castéji také
z levného plastu. Plast’ je silikonovy, obal z plastu (polykarbonat). Primér optického vldkna
se pohybuje od jednotek po stovky pm.

&, : Podle vzijemné polohy vldkna a
S > » D

dual fibre vzorku lze rozliSit tfi zakladni

D konfigurace. Prvni  odpovida

beam splitter vzorek klasickému mefeni absorbance.

S S < '@ Druh4 vyuziva jedno vlikno (jeden

% bifurcated svazek) pro vedeni dopadajiciho

/— ﬂ@ iodrazeného nebo  vyzareného

/ svétla. Posledni uspofadani pouziva

D Mérici konfigurace pro opticka vlakna

nezavislé vedeni svételnych
paprski.

Nejbéznéji se opticka vladkna v oblasti biosensorti pouZzivaji pro pFimé ozarovani vzorkl
(extrinsic sensing), interakce se tedy uskuteciiuji na konci vlakna. Jednotlivé vlakno se
pouziva pti delSich vzdalenostech (nizsi cena), jako zdroj svétla je vyhodny laserovy paprsek.
Pro odstranéni vlivu okolniho prostfedi se n€kdy pouzivd modulace svételného paprsku
prerusovanim (chopper). Vétsi mnozstvi svétla lze dosdhnout pii puziti svazku vlaken

(bundle), pak je mozné pouzit méné citlivé detektory. V soucasnosti se na poli chemickych

'8 Dessy R. E. Anal. Chem. 61, 1079A (1989)
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sensortl zacina uplatiiovat tzv. intrinsic sensing, opticky vodi¢ neslouzi pouze pasivné pro
vedeni svétla, ale chemické zmény v tésném okoli svétlovodu se sleduji na zakladé
vyvolanych zménénych podminek pro vedeni svétla uvnitt svétlovodu.

z Pfi vedeni svétla uvnitt
svétlovod T E

svétlovodu dochéazi

k interferenci mezi dopa-

dajicim a odrazenym svétel-

nym paprskem a tim vznika

propagacni mod: 0

L 4 elektromagnetické  stojaté
Profily exponencialni viny

vinéni.
Vinéni je kolmé k odrézejicimu povrchu a nazyva se tlumena (zhasiva ¢i exponencialni) vina
(evanescent wave). Siii se do prostfedi mimo svétlovod, pfitom jeji intenzita klesa
exponencialné se vzdalenosti od rozhrani. Nicméné na vnéjSim povrchu svétlovodu mize
dochazet k interakcim s pfitomnymi latkami.

. \ Tento jev nastava u velmi tenkych svétlovodi

. . (tloustka je srovnatelnd s vinovou délkou svétla),

/\/\/ takze svétlo se zalind Sifit pouze v urcitych

I I diskrétnich modech, danych pouze urcitymi uhly

V tenkém svétlovodu pfipada na
jednotkovou délku mnohem vice odrazd dopadu.

Mody lze ur¢it na zaklad¢ priméru svétlovodu, indexit lomu a vlnové délky svétla.
V takovych svétlovodech se mimo jiné zachovava fazova koherence laserového paprsku.
Energetické profily exponencidlni viny jsou pro tfi zékladni mody ukdzany na obrdzku. Pro
vyssi mody narsta podil ,,vnéjsi energie® a zvétSuje se penetracni hloubka. Podrobnéji budou
tyto sensory popsany az v ¢asti bioafinitnich sensort, v této casti bude pozornost vénovana

pouze obvyklému pouziti pro vedeni svétla.

Optické enzymové sensory

Optody (n€kdy optrody jako analogie elektrod) mohou byt pfimé nebo zprostiedkované.
U pfimého typu se opticky méfena latka (nejCastéji fluorofor) pifimo vyskytuje
v biokatalytické reakci. Typickym piikladem mize byt NADH. Je to pomérné slaby fluorofor
(®~=0.02), extink¢ni a emisni maxima jsou pii 350 a 450 nm. Biorekogni¢nim elementem jsou
dehydrogenazy imobilizované pied koncem optického vldkna. Aby se i koenzym dal zachytit
v systému biosensoru, pouzivd se nékdy jeho konjugat s polyethylenglykolem, ktery

neprochazi dialyzacni membranou. Vyhodna je konstrukce sensoru pro alkohol, kde je vzorek
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oddélen mikroporézni teflonovou membranou, NADH se pak nachazi ve vnitinim roztoku
sensoru.

U sensorti vyuZzivajicich celé buiiky se sleduje vnitini fluorescence NADH (je imérna
metabolické aktivité) nebo chlorofylu, tak se konstruuji rizné systémy pro detekci toxicity.
Existuje fada pokust jak vyuzit fluorescenci flavinovych koenzymi (FADH,, FMNH,)
vazanych pevné v molekule mnoha oxid4dz. Pfi vy$s$i koncentraci substratu se zpomaluje
zpétna oxidace redukované formy kyslikem a intensita fluorescence redukovaného koenzymu
nartsta. Vyhodou je reverzibilita takového systému.

Neptimé (,,mediované®, extrinsic) optické biosensory vyuzivaji optické indikatory.
Nejcastéjsi jsou optické sensory pro sledovani pH a kysliku.

Detekce sledovani kysliku vyuziva zhaseni fluorescence indikacni molekuly, pokles intenzity

1
fluorescence je dan Stern-Volmerovym vztahem: [, = ﬁ
' syL2

Indikétor se obvykle nachazi v silikonové vrstvé pied celem optického vlakna.

(CH2)3COOH  Nejcastéji  se pouziva kyselina pyrenmaselna (PBA,
pyrenebutyric acid), excitace pii 350 az 400 nm Dalsi
moznosti jsou perylen a dekacyklen, organokovové komplexy
ruthenia jsou vyhodné excitovatelné¢ pii 460 nm, takze jako

PBA zdroj mize slouzit modra LED.

pH zmény je mozné sledovat pomoci acidobasickych indikatorii. Z fluorescencnich lze
jmenovat 1-hydroxypyren-3,6,8-trisulfonovou kyselinu (HPTS, pH ptechod 5 az 8) nebo
4-methylumbelliferon. Absob¢nich indikatorti je také celd fada, napt. kresolova zelen,

bromthymolova modf.

Chemiluminescence

Utinnost luminiscence zavisi na chemickém vytézku reakce vedouci k aktivovanému
meziproduktu (B*), podilu excitovanych molekul a fluorescenénim vytézku (ten by se mél
blizit 1). Aktivovany meziprodukt je vyhodngjsi v singletovém stavu, delSi Zivotnost
tripletového stavu zvySuje pravdépodobnost, Ze dojde ke ,,zhasnuti” v néjaké vedlejsi reakci.
Pro citlivou detekci peroxidu vodiku se pouziva luminol
(5-amino-2,3-dihydroftalazin-1,4-dion). Intenzita svétla je timérna koncentraci H,O,, jako

katalyzator se muze uplatnit ferrikyanid, hemin nebo v neutrdlnim prostiedi peroxidéza,
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v nevodném prostiedi vyvola luminiscenci jen kyslik a baze. Celkovy vytézek je pouze 0.01

(Spatna fluorescence).

Q E:
COO
+H,0
'I\”_| ; N2 ——» hv + 3-aminoftalat
NH - on coo | N
NH, katalyzator NH; Luminolova reakce
0—0 | * Uginngj§i je luminiscence
R_O_%_%_O_R * H20, »2 ROH + (l; (l; peroxyoxalatii (vytézek se
(”) (”) pohybuje kolem 0.25).
=91 *
CHJ C|3 +F — 2CO, + F* —®hy
0

Luminiscence peroxyoxalatu

V ptitomnosti peroxidu vodiku vznikne aktivovany meziprodukt, ktery nefluoreskuje, ale
pfenese energii na vhodny fluoreskujici akceptor F (difenylanthracen perylen), a az ten vyzafi
svétlo. Z pouzivanych sloucenin Ize zminit napt. TCPO - bis(2,4,6-trichloro)fenyl oxalat nebo
CPPO - bis(2,4,5-trichloro-6-pentoxykarbonyl) oxalat. Urcité problémy Ccini rozpustnost
téchto sloucenin ve vodném prostiedi.

Poslednim zminénych chemiluminiscen¢nim systémem jsou akridiniové soli:

CHs CHs * CHs
I

NE H,0 "
+

s O ‘ ..................... > _+hy
P base

I | HOO" 'COOPhe | o

Luminiscence akridiniovych soli

V biokatalytickych sensorech jsou chemiluminiscen¢ni systémy pouzivany jako vysoce citliva
findlni reakce detekce peroxidu vodiku vznikajictho v primarni reakci oxidasy se

stanovovanym substratem. Dale jsou ,,Juminogenni* substraty pouzivany k detekci hydrolaz.

ABEI O Casto se pouziva znaleni derivatem isoluminolu
NH (ABEI), ktery mad volnou aminoskupinu. Tato
| aplikace bude zminéna v ¢asti vénované nepfimym

(CH2)a~_ NH o .
Ha Il\l afinitnim biosensortim.
CoHg O
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Bioluminiscence'’

Vedle chemiluminiscence nachazi v oblasti biosensorii Siroké uplatnéni bioluminiscence -
emise svétla pfi biochemické reakci v zivém organismu (cca 1000 druhd). Obvykle se ji
ucastni enzymy luciferazy.

cOOH Tyto enzymy Stépi substraty luciferiny (rizn¢ druhy

N N—(_ dle organismu), pfi¢emz dochazi k emisi svétla.
>\ { \|™H
HO s S

Luciferin
Svétluska (firefly, Photinus pyralis) - luciferaza (EC 1.13.12.7) oxiduje ptislusny luciferin za
ucasti ATP, emise pti 560 nm (Zlutozelené svétlo) vytézek asi 0.88 (!):

ATP + luciferin + O, ——> AMP + PP + oxyluciferin + CO2 + hv

Moi'ské bakterie (Vibrio fischeri, Vibrio harveyi, Photobacterium phosphoreum) - luciferdza
(EC 1.14.14.3) tvoii az 5% obsahu buiky, oxiduje vyssi aldehydy (Cs, napt. dekanal,
tetradekanal), v butice obsahuji i enzym NAD(P)H:FMN oxidoreduktazu:

NADH oxidoreduktaza

NAD(P)H + FMN + H* NAD(P)* + FMNH.,

Luciferaza

FMNH; + R-CHO + O, — > FMN + R-COOH + H,0 + hv
coz umoziuje napojeni na dehydrogenazy - spolu s bakterialni luciferazou jsou imobilizovany
na konec optického vlékna.

Bioluminiscentni systémy jsou v piirod¢ velice variabilni. Napt. u druhu Renilla je
luciferin ve form¢ enolsulfatu, ze které je uvolhovan reakci s 3°,5’-fosfoadenosinfosfatem za
ucasti sulfokinazy.

)\)OL U Diplocardia je luciferdza kuproprotein
CH=0 s peroxiddzovou  aktivitou, luciferin  je

NH ™ > peromes ' !

Luciferin z Diplocardia longa pomérng¢ jednoduché sloucenina.

19 Girotti S., Ferri E. N, Ghini S., Fini F., Carrera G., Roda A., Rauch P. Chem. Listy 91, 325 (1997).
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HO

OH
Ol
OOH
H N /N
2+
N Ca » Oxyluciferin

Luciferdza +CO2+hv

Luciferin z Aequora

Aplikace bioluminiscence

*

*

*

citliva detekce ATP - 107'? M, stanoveni biomasy

Biosensor pro detekci vépe-
natych iontl vyuzivd biolumi-
niscentni systém druhi Aequora
a Obelia. Luciferin je zde jako
peroxid  vazan v komplexu
s luciferazou, ktery se v pfitom-
nosti Ca’" rozpada za vyzateni
svétla. Mez detekce je pod
0.1 uM.

stanoveni s Ucasti ATP (kreatin kinaza, ATPaza, pyruvat kinaza)

specificka detekce druhu mikroorganismii pomoci bakteriofagli nesoucich /ux gen

(z Vibria, u svétlusek luc geny, viz také dale)

citliva detekce tézkych kovll (rtut, arsen): genovy konjugat mer-lux (mer je promotor

aktivovany Hg) je vpraven do plazmidi v E. coli, v ptitomnosti se Hg se aktivuje,

probéhne exprese luciferdzy a nasleduje luminiscence, citlivost 200 nM rtuti (podrobnéji

viz kapitola o biochemickych zesilovacich systémech)

r + o 7 . . . . . .
stanoveni Ca’" - puisobi rozpad a luminiscenci fotoproteinu (peroxoforma luciferinu

vazana v komplexu s luciferdzou, Aequora)

Digitalni zpracovani obrazu

Zakladem techniky je hodnoceni obrazu (image analysis), cilem soucasné stanoveni né€kolika

(potencialné az stovek) analyti v jednom vzorku. Je tieba provést separaci jednotlivych

odezev, napf. Casove, spektraln€é, chemicky nebo prostorové (plosné). Pribéh danych

(bio)chemickych reakci musi byt uzavien pouze v pfesné vymezeném prostoru, protoze

imobilizované systémy jsou umisténé vedle sebe. Jednoducha ukazka je popsana podrobnéji.

Kapildra se dvéma zonami s riznymi enzymy (E1, E2) je shora osvicena ptes difuzni folii D.
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Digitalni analyza /C) N Po zaostfeni cockou L je obraz zachycen

obrazu /1A D CCD kamerou, zazna-menian a dale
@ E1 digitadln¢ zpracovan jako soubor pixelll o
S oE2 urcitém stup-ni Sedi. Jednotlivé obrazy lze
pomoci masky M (ru¢n¢ nebo automa-
CCD maska i . )
; ticky) rozseparovat na "objekty", které se
pixel m pak vyhodnoti (primérna Sedivost a RSD).
Pfitom objekty mohou vykazovat odezvy
* * na reakce E1, E2, E1 1 E2, na zadnou, to se
Image et L e .
PC videorec [ |an alyser urci pii kalibraci (pritocny systém).

Prikladem miize byt kombinace gluk6za oxiddza a glukéza-6-fosfat dehydrogendza, oba
enzymy lze spojit se systétmem PMS/DCIP (PMS piijimd elektrony z FADH, i NADH).
Odezvy nemusi byt linearni. Systém lze rozsifit na vétsi pocet analytl napt. pouzitim reaktoru
tvofeného fadou ¢astic s vzdy jinym biosystémem ("pearls on the string" reaktor).

Techniky vyhodnocovani obrazii nabyvaji velky vyznam pii vyhodnocovéni

multisensorovych ¢ipti pro identifikaci sekvenci nukleovych kyselin (viz dalsi kapitoly).

Zhodnoceni optickych biosensori

Vyhody:

* neni tfeba referentni prvek

* imobilizovanad faze nemusi byt ve fyzikdlnim kontaktu s optickym systémem (snadna
vymeéna biovrstvy)

*  stabilni kalibrace (zv1asté pfi pouziti dvou vinovych délek)

* soucasn¢ mohou reagovat na nékolik analytd (rizné reagenty, rtizné vlnové délky) -
vysoka hustota prenosu informaci

* nemaji vliv interference elektromagnetické povahy (Ize méfit na velké vzdalenosti)

*  pfi pouziti v zivém organismu nehrozi elektricky Sok (pfi zkratu)

Nevyhody:

* neni reference pfi méfeni intenzity svétla (svitivost zdroje mtize kolisat), proto se vzdy
provadi kalibrace ve dvou bodech

*  dynamicky rozsah je omezeny (pro pH 2 az 6 tadu, elektrochem. 12!)

* odezvy jsou Casto pomalé a vadi svétlo z okoli

*  stabilita limitovana vycerpanim indikatoru (fotorozklad, rad&ji "svitit" méné intenzivng)
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Kalorimetrické biosensory?

Vyuzivaji zmény teploty v pribéhu enzymovych reakci (n€které typické piiklady jsou
uvedeny v tabulce). Pfi konstrukci biosensort to je spiSe okrajova zaleZitost, ale existuji
nékteré analyty, pro které mohou byt kalorimetrické pfevodniky zvlast¢ vyhodné. Meze

detekce byvaji do 10 pM, rozliseni 0.001 °C.

Vyvoj tepla pri biochemickych reakcich (—kJ/mol):

Katalaza GOD Hexokinaza Laktat DH Ureaza Urikaza
H,0, glukoza glukoza pyruvat mocovina kys. mocova
100 80 28 62 61 49

Pokud vlastni reakce s analytem neuvoliuje teplo, lze zaradit nasledny krok uvoliujici teplo:
oxidaza [[I- H.0, [I[}.- katalaza
hydroldzy > anion + H" . hydratace na HzO"
Hydratacni teplo protonu ¢ini v Tris pufru AH = —48 kJ/mol, ve fosfatu AH = —4.7 kJ/mol.
Pouziti recyklac¢nich pochodi (viz déle) umoziuje produkei tepla nékolikandsobné zvysit.

Ptevodnikem je obvykle termistor, jeho odpor R zavisi na absolutni

teploté T:

1/T=a+binR+c(In R)?

BRI

Casto se pracuje v pri-toéném sytému s enzymovym reaktorem

=Y

- tepelné izolovanym od okoli. Pouziti diferencialniho usporadani
] umoziuje pracovat pii teplot€¢ mistnosti. Méteni odporu termistoru
se provadi pomoci Wheatstoneova mistku. Jiné pfevodniky mohou

En ovy reaktor
Zymovy byt termoclanck (CMOS).

s termistorem
Vyhodou je, Ze nevadi Castice ve vzorku, interferujici latky nebo zbarveni. Nekdy také jiné
metody mohou byt dost tézkopadné, napf. stanoveni triglyceridli lipdzou se sleduje
kalorimetricky velmi vyhodné€. Dlouholetou tradici ma tato oblast biosensort na univerzité ve

Svédském Lundu.

2% Mosbach K., Danielsson B. Anal.Chem. 53, 83A (1981).
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Enzymové biosensory

Biokatalytické sensory maji jako rekogniéni element enzym - bilkovinu schopnou
biokatalyticky preménit urcity specificky substrat na produkt. V nejjednodussim piipadé lze

tuto interakci popsat nasledujicim schématem:

k1 k2
Enzym + Substrat ﬁ Enzym-Substrat ——> Enzym + Produkt
K.1
: L , _ Vi [S]
Rychlost vzniku produktu popisuje zndma rovnice Michaelise-Mentenové: v = KL-F[S]
M

Vmax j€ maximalni rychlost pfi saturaci enzymu substratem, plati V.. = k2[E]; Ky znaci
Michaelisovu konstatu, Ky, = (k.; + k2)/k;. Pro odezvu enzymovych biosensort plati upravena
rovnice Michaelise-Mentenové, pouze misto rychlosti v ni vystupuje méfeny signal a jeho
maximalni velikost. Je snahou udrzovat koncentraci substratu mnohem mensi nez Ky, protoze
pak odezva zavisi linearn¢ na koncentraci substratu (pro [S] << Kj, se da [S] ve jmenovateli
zanedbat). Pti imobilizaci enzymili v biosensorech dochazi obvykle ke zmén¢ Michaelisovy
konstanty, takze se da urcit pouze jeji zdanliva hodnota.

Enzym se pouzivd v biosensorech prevazné v purifikovaném stavu, avSak je také
mozné pouzit biologicky material (buiky, tkdnové tfezy) obsahujici v dostatecném mnozstvi
pozadovanou enzymovou aktivitu. Nejcastéji se pouziva pouze jeden enzym, nckdy je
vyhodnéjsi pouzit souCasné dva nebo vyjimecné i vice enzymt, které navzajem kooperuji -

katalyzuji naptiklad nasledné reakce nebo recykla¢ni procesy.

Stanoveni substratu

Analyt u enzymovych biosensorl vystupuje nejcastéji jako substrat imobilizovaného enzymu.
Nasledujici prehled uvadi nejbéznéjsi piiklady takovych biosensorid. Co se tykéd fyzikéalniho
pfevodniku, existuje obvykle fada rtznych variant, kterd je pro dale uvedené enzymy

pouzitelnd; témet vzdy se da pouzit bud’ n&jaka elektroda, nebo opticky systém.

Stanoveni sacharidu

Nejbéznéjsi latkou méfenou pomoci biosensort je glukéza. Stanoveni je dilezité v klinické
biochemii. Normalni hladina krevni glukézy je kolem 5 mM, pfi patologickych stavech mize
dosdhnout az 50 mM; vmoci je obvykle okolo 1 mM. V soucasnosti existuje fada
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glukézovych biosensortt uréenych pro diabetiky, ktefi s jejich pomoci kontroluji nékolikrat
denné¢ koncentraci glukoézy a podle toho pak upravuji davkovéni inzulinu. Toto méfeni
vyrazn¢ zlepSuje zdravotni stav a oddaluje komplikace spojené s timto onemocnénim. Dalsi
oblasti méfeni glukozy je potravinaisky priimysl. Prakticky pouzitelny biosensor pro glukézu
by mél mit line4drni rozsah do 20 mM a limit detekce 0.1 mM. Koncentrace glukozy ve vzorku
krve s erythrocyty neni stabilni, ale klesd asi o 10% za hodinu (i v pfitomnosti 25 mM
fluoridu sodného). Po hemolyze (nafedéni hypotonickym roztokem s detergentem) je vzorek
stabilni 1 den. Pro stanoveni se nejcast&ji voli enzym glukdza oxiddza®' (B-D-glukoza : O,
I-oxidoreduktaza, EC 1.1.3.4, GOD), je bézn¢ dostupna z plisni Aspergillus niger nebo
Penicillinum notatum. GOD je dimer se dvéma FAD kovalentné vazanymi na podjednotky,
obsahuje asi 16% glykosylovych zbytkil, molekulova hmotnost je 160 kDa, specificka aktivita
komercnich preparatli presahuje 200 IU/mg a je pomerné velmi stabilni. Oxiduje pouze
B-formu. Dalsim pouzitelnym enzymem je glukoza dehydrogendza (NAD' dependentni, EC
1.1.1.47), Gspesné€ se zejména diive pouzivala ve spojeni s pfevodniky detekujicimi NADH.
Dnes je spiSe perspektivni PQQ-dependentni glukoza dehydrogendza z bakterie Acinetobacter
calcoaceticus (EC 1.1.99.17, PQQ znac¢i koenzym pyrolochinolinochinon); snadno pienasi
elektrony na mediatory (ferrocen), a ma velmi vysoké c¢islo premény, takze poskytuje nejvyssi
signal. Je dostupnd i v rekombinantni formé. Poslednim enzymem pouzitelnym pro glukézu je
pyranoza oxidaza, coz je vlastné glukdza-2-oxidaza, reaguje i s dalSimi sacharidy.

Dalsim klinicky stanovovanym monosacharidem je galaktéza, potencidlné toxicka pii
poruchach odbourdvéani; hladina v séru je normaln€ pod 0.25 mM. Pouzivd se enzym
galaktoza oxidaza (EC 1.1.3.9, kuproprotein), ma afinita k obéma anomeriim.

Koncentrace fruktézy se urCuje v fad¢ potravinaiskych vyrobkii, kde funguje jako
alternativni  sladidlo. Fruktoza dehydrogendza je mikrobidlntho pivodu, jedna se
o membranové vazany enzym pienasejici elektrony na umélé akceptory, napft. ferrikyanid.

Sachar6za se méfi v potravinafstvi a v cukrovarnictvi (v cukrovce je obsah 15 az
25%). Je zapotiebi imobilizovat spolecné nékolik enzymi. Nejprve se tento disacharid
hydrolyzuje invertizou (EC 3.2.1.26) na a-glukoézu a fruktézu, poté se pomoci mutarotdazy
(EC 5.1.3.3) urychluje ustaveni rovnovahy mezi obéma anomery glukézy (spontanné tento
proces probiha pomalu) a nakonec se f anomer glukézy oxiduje glukoza oxidazou.

Laktoza (3-D-galaktosyl-4-O-gluk6za) se nazyva jinak mléény cukr (obsah 0.3 az 0.6
mM v lidském a 0.25 az 0.28 mM v kravském mléku), Casto se analyzuje v potravinafstvi

2! Hecht H. J., Schomburg D., Kalisz H., Schmid R. D. Biosens. Bioelectron. 8, 197 (1993).
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k uréeni obsahu suseného mléka v produktech. Hydrolyza [-galaktosiddzou (EC 3.2.1.23)
poskytuje oba monosacharidy, pak se pouZzije bud’ galaktoza nebo glukoza oxidaza.

Maltéza se hydrolyzuje maltazou (EC 3.2.1.20), poté se m&fi vznikla glukdza.

Skrob (spojeni glukosovych molekul o-1,4) funguje jako zasobni polysarcharid,
stanoveni se provadi v obili, ryzi a bramborach. Nejprve je nutnd hydrolyza glukoamyldzou
(= amyloglukosidaza, exo-1,4-a-glukosidaza, EC 3.2.1.3), navic lze ptidat i a-amyldzu (1,4-
a-D-glukan-glukanohydrolaza, EC 3.2.1.1), kterd produkuje maltézu a dextriny délky 4 az 12
glukozovych jednotek). Nakonec se pouzije glukoza oxiddza. Problémem je velikost molekuly
Skrobu, je vhodngjsi provést hydrolysu v enzymovém reaktoru nez imobilizovat hydrolytické
enzymy v biokatalytické vrstvé na povrchu pfevodniku.

Do skupiny sacharidii lze zafadit navic 1 vitamin C (kyselina askorbova), jehoz
stanoveni se provadi vpotravinach, ovoci, a mnoha vitaminovych preparatech. Askorbdat
oxidaza (EC 1.10.3.3, kuproprotein) oxiduje vitamin C podle schématu na obrazku, véetsi
citlivost lze dosdhnout zpétnou chemickou recyklaci (redukei) vznikajici dehydroaskorbové

kyseliny napf. cysteinem.

H H
@)
HO 0] Askorbat OD HO O 0
OH +120, ———> OH + H,0
HO OH 7 o

Stanoveni alkohola a fenola

Ethanol je méfen v alkoholickych néapojich, v klinickd praxi a zejména pii kontrole fidict.
Pro posledni ucel jsou biosensory zvlasté vyhodné, protoze jsou snadno pienosné a i pokusy
méfit alkohol ve vydechovaném vzduchu jsou nadéné. Prakticky vyhradné se pouziva
alkohol oxiddza (EC 1.1.3.13), kterd je mikrobialnitho piivodu - z kvasinky Pichia pastoris,
specificka aktivita byva kolem 40 IU/mg.

Cholesterol je dilezity analyt klinické praxe (uklada se ve sténach cév pfi
kardiovaskularnich chorobach), stanoveni obsahu se provadi i v potravindch. Cholesterol
oxiddza (EC 1.1.3.6, produkuje peroxid vodiku) ucinkuje na volny cholesterol, pokud je tieba
stanovit i formu vazanou v esterech, je tfeba pridat jesté navic cholesterol esterhydroldazu (EC
3.1.1.13); pak je vhodné pracovat v prostiedi detergentu (Triton X-100, deoxycholat) nebo

v organickém rozpoustédle.
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Cholin se casto méfi pii studiu nervové funkce. Cholin oxidiza (EC 1.1.3.17, z
Alcaligenes sp.) produkuje betain a 2 molekuly peroxidu vodiku.

Stanoveni fenolit mé znacny vyznam v primyslovych odpadnich vodach, v n¢kterych
potravinach (oleje) a primyslové produkty. Tyrosindza (Fenol oxidaza nebo jinak polyfenol
oxidaza, EC 1.14.18.1) je kuproprotein izolovany z Zampionii, nebo pouZzivany piimo jako
tkanovy fez houby). Plsobi na fenol, jednoduché substituované fenoly, katechol, chlorfenoly.
Oxidace jde pfes katechol na o-chinon, ktery spontanné polymeruje (tmavnuti enzymovych
vrstev). DalSim enzymem je lakdza (EC 1.10.3.2, izoluje se z houby Polyporus versicolor,

kuproprotein) ptsobi zejmén na hydrochinon a p-difenoly.

Karboxylové kyseliny, aminokyseliny

V této skupiné je nejdilezitéjSim analytem kyselin mlécéna (L-laktat). Méfi se v klinické
mediciné (stanoveni koncentrace v séru slouzi pro rozliSeni pfi¢in aciddz). Normalni hladina
je 2.7 mM. Ve sportovni mediciné slouzi jako ukazatel pro hodnoceni trénovanosti (nartst
koncentrace nastdva jako reakce na fyzickou zatéz), v potravindiském primyslu vznika pii
mlécném kvaseni - jogurty, vino. Laktat dehydrogendza (EC 1.1.1.27, u savci, ze svalu) ma
jako koenzym NAD', pro analyzu biosensory se prakticky nepouziva. Dalsi dehydrogenazou
laktatu je cytochrom b, (EC 1.1.2.3, izoluje se z kvasinek nebo se pouzivaji ptimo kvasinky),
jeho akceptorem je ferrikyanid a dalS$i mediatory. Nejbéznéjsi je dnes laktat oxiddaza (EC
1.1.3.2, LOD, z bakterie Pediococcus), jednad se o flavoprotein produkujici peroxid vodiku.
Laktat monooxygenaza (EC 1.13.12.4) produkuje acetat a oxid uhliity a pouzivala se spiSe
diive pred objevenim LOD. Pfi mlééném kvaSeni muize vznikat iD-forma laktatu, jeji
stanoveni se provadi pomoci D-laktdt dehydrogendzy (NAD'-dependentni).

Kyselina jable¢na se urcuje v ovoci a ve viné (hodnoceni kvality), potfebny enzym je
maldt dehydrogendza NAD', EC 1.1.1.37).

Kyselina oxaloctova se mé&fi v moci pii hyperoxalurii. Oxalat oxidaza (EC 1.2.3.4)

katalyzuje reakci (COOH), + O, — 2 CO, + Hy,O,

Kyselina mocova v klinické praxi - hematologické poruchy (v séru 0.14 az 0.4 mM).
Enzym urikdza (urdt oxidaza, EC 1.7.3.3, obsahuje méd’) ji oxiduje na allantoin:

7 o)

H HN NH,
j\ >:O Urikaza )\ \ /K
H

Z
o N N +0; +H,O —> O N O +CO2+H0,
| H
: H
H
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Kyselina isocitronova je vedlej$im produktem pii fermentaéni vyrobé kyseliny
citronové, ke stanoveni slouZi isocitrat dehydrogendza (EC 1.1.1.42, NADP"),

Aminokyseliny je mozné stanovit jako sumu (v potravindch) pomoci oxiddzy
L-aminokyselin (EC 1.4.3.2), obdobny enzym existuje také pro D-aminokyseliny (EC 1.4.3.3),
muze se uplatnit pfi oxidaci glycinu. Lyzin je jako esencidlni faktor pfidavan do krmnych
smési. Lyzin-Q-oxidaza (EC 1.4.3.14, dekarboxylujici, z Trichoderma viridae). Lyzin
dekarboxylaza (EC 4.1.1.18, z Escherichia coli, Bacterium cadaveris) produkuje CO, a
kadaverin, ten lze ndasledné stanovit diaminoxidazou (z hrachu, EC 1.4.3.6). Kyselina
glutamova je soucasti polévkovych koteni a sojové omacky. Glutamat oxidaza (EC 1.4.3.11,
flavoprotein) produkuje z glutamatu NH;, CO,, a-oxoglutardt a H,0,. Glutamat
dehydrogendza (L-glutamat:NAD(P)" oxidoreduktaza (deaminujici), z jater) se uplatiiovala
zejména diive pied objevenim oxidazy.

Mastné kyseliny (olejova, palmitovd) se analyzuji v krvi, v potravindch indikuji
denaturaci tukovych (olejovych) slozek. Stanoveni je dvouenzymové: acyl-CoA syntdiza
v pritomnosti ATP a CoA pfevede mastnou kyselinu na piislusny acyl-CoA, na ktery G¢inkuje
acyl-CoA oxidaza (EC 1.3.3.6, oxidaci vznikd dvojna vazba a soucasné se produkuje peroxid
vodiku).
kontroluje ve ving. Jeji oxidace je mozna pomoci sulfit oxidazy (EC 1.8.3.1) produkujici

H,0,. Dalsi anorganické kyseliny budou zminény v ¢asti biosensori pro detekci inhibitord.

Dusikaté slouceniny

Tady je nejdilezitéjsi latkou mocovina. V krvi ma normalni hladinu 3.6 az 9 mM a slouzi
jako indikator funkce ledvin. Uredza (EC 3.5.1.5) je vici mocovingé prakticky absolutné
specificka.

Polyaminy jako putrescin a kadaverin indikuji Cerstvost masa (vznikaji pti rozkladu).
V klinické praxi ma vyznam stanoveni histaminu. Pro oboji se pouzivad diaminoxidaza (EC
1.4.3.6).

Kreatin, kreatinin jsou dalsi latky pro posouzeni funkce ledvin. Pro stanoveni je

nékolik moznosti:
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O Kreatinin Kreatin Ezymy potiebné pro stanoveni
kreatininu a kreatinu:
JN H —>E2 HoN N—CHZ—COO- El Kreatinin  iminohydrolaza
cHy \\N+H2 N n, (EC 3.5.421); E2 Kreatinin
amidohydrolaza  (Kreatinaza,
E1 sarkosin E3 EC 3.5.2.10); E3 Kreatin
N-methylhydantoin H—N—CH,-COO" amidinohydrolaza (EC
0 éH \ 3.5.3.3); E4 Sarkosin oxidaza
(EC 1.5.3.1).
NH

—{ + NHg
cHY o

lm

formaldehyd + glycin + H,0,

Purinové base slouzi v Japonsku jako indikator Cerstvosti rybiho masa. Pfi kazeni

masa probihd enzymova autolyza tkané a dochéazi k postupnému hydrolytickému rozkladu

ATP, nakonec se oxiduje az na kyselinu mocovou. Tim nastavaji zmény kvality a chuti masa.

ATP
! ATPaza
ADP + P;

' Mpyokindza
AMP + P;

' AMP deamindza
IMP + NH3

! 5 -Nukleotidaza
mosin + P;

L Nukleosid fosforylaza
hypoxanthin + riboza-1-P;

L Xanthin OD
xanthin

L Xanthin OD

kyselina mocova

Pro postizeni tohoto procesu byl

stupné vyvinut

¢tytkandlovy biosensor:

1) Xanthin oxidaza (XOD, EC 1.2.3.2)

2) XOD + Nukleosid fosforylaza (NP, EC 2.4.2.1)
3) jako 2 + 5’-Nukleotidaza (NT, EC 3.1.3.5)

4) jako 3 + AMP deamindza (AD, EC 3.5.4.6)

Tak lze postupné urcit hladiny vSech metabolitti v tkani,
pfitom se navic dopocitd obsah ATP / ADP (jejich
vychozi mnoZzstvi je obvykle viceméné konstantni a
zndmé). Vypocitd se procentudlni podil xanthinu a
hypoxanthinu k sumé vSech metaboliti - tzv. faktor
Cerstvosti K. Podle jeho velikosti se pak rybi maso
klasifikuje jako velmi (K <10%),
(K <40%) a kazici se (K > 40%).

cerstvé cerstvé
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Estery a amidy

Acetylcholin slouzici jako mediator pfenosu vzruchi v nervové soustavé se UCinkem
acetylcholinesterazy (EC 3.1.1.7, z krvinek nebo elektrického tihote, AChE) stépi na kyselinu
octovou (lze spojit s pH sensorem) a cholin, ktery je stanovitelny naptf. amperometricky
cholin oxidazou (EC 1.1.3.17, ChOD) produkujici 2 molekuly H,O, (dvoustupiiova oxidace
na betain).

Fosfolipidy (v krevni plasmé 2.5 az 3 mM, hlavné fosfatidylcholin) se po hydrolyze
fosfolipazou D (EC 3.1.4.4) stanovi ze vzniklé¢ho cholinu ChOD.

Triglyceridy (v séru 0.35 az 1.7 mM normalné, nartist pti hyperlipidemii) se nejprve
hydrolyzuji /ipazou (EC 3.1.1.3) na mastné kyseliny a glycerol, ktery lze nasledné stanovit
dvéma zpisoby. Pomoci glycerol dehydrogendzy (EC 1.1.1.6) se oxidaci produkuje NADH,
nebo se glycerol nejprve prevede glycerol kindzou (EC 2.7.1.30) na glycerolfosfat, pro ktery
je k dispozici glycerolfosfat oxidaza.

Penicilin je biosensory stanovovan v priabéhu fermentacni vyroby. Pro stanoveni jsou
vhodné dva enzymy, [B-Laktamdza (Penicilindza, EC 3.5.2.6) a penicilinamidaza (EC
3.5.1.11). Oba se spojuji s pH sensory.

RCONH RCO
S CHs Laktamaza N S CH,
g COOH “ COOH
@]
. . . peniciloinova kyselina
Typ penicilinu Penicilinamidaza
(R=):
G ... CgH5CH,- NH, S CH,
6-APS 4 | SCH3 + R-COOH
Stanoveni penicilinu O/ COOH

Méreni enzymovych aktivit

Rada enzymovych biosensorti je velmi vhodna také pro méfeni enzymovych aktivit. P¥itom
produkt reakce méfeného enzymu slouZzi jako substrat indikacniho enzymu imobilizovaného
v biokatalytické vrstve. Oproti klasickym fotometrickym postuplim u biosensort Casto nevadi
zakal nebo zbarveni analyzovaného vzorku.

Laktat dehydrogeniza se m¢cii v klinické praxi (normalné v séru 63 az 155 IU/1
umuzl, 62 az 131 IU/l uZen), narlGsta pii hepatitidé nebo infarktu. Substratem je laktat,

sleduje se produkce pyruvatu pomoci sensoru s pyruvdt oxidazou.
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a-Amylaza se méii v séru (normalné¢ 60 az 150 U/l), nartistd pti akutni pankreatitidé.
Stanoveni je mozné bud pouZitim maltopentadzy jako substrdtu a biosensoru s glukoza
oxidazou, nebo mize byt substratem Skrob a pro detekci navic slouzi také glukoamylaza.

Transaminazy indikuji funkci jater a objevuji se ipfi infarkt. ALT (normalné v séru
5az 24 U/l), AST (5 az 20 U/l), pii patologickych stavech (hepatitida, alkoholismus) je
mozné pozorovat nariist az 100 az 1000x. Pro ALT jsou substraty alanin a a-oxoglutarat,
detekuje se vznikajici pyruvat nebo glutamat. Pro AST jsou substraty aspartat a a-oxalacetat a
mé&ii se vznikly glutamat.

Argindza je snadno stanovitelnd pomoci mocovinového biosensoru (uredza /
amoniak), substratem je arginin.

Aktivity stanovitelné pomoci glukézového biosensoru (glukoza oxidaza / peroxid
vodiku) zahrnuji napfiklad nasledujici enzymy (v zavorce je uveden potiebny substrat):
alkalicka / kysela fosfataza, B-glukosidaza (glukéza-6-fosfat), glukoamylaza (maltoza),
invertaza (sachar6za), trehaldza (a,a'-trehal6za).

Aktivity stanovitelné pomoci fenolového biosensoru (#yrosindza / kyslik) zahrnuji:
alkalicka / kyselda fosfataza (fenylfosfat), [-galaktosidaza (fenyl-[-D-galaktozid),
B-glukosidaza (fenyl--D-glukozid), B-glukuronidaza (fenyl-f3-D-glukuronid).

Inhibitory enzymovych sensort

Pro bioanalytické aplikace je mozné vyuzit reakce enzymu s inhibitory - ty snizuji aktivitu
imobilizovaného indika¢nitho enzymu. Méfeni inhibitord je obvykle velmi citlivé, jedna
molekula analytu zablokuje jednu molekulu enzymu, ktery nasledné piestane konvertovat
mnoho molekul substratu - je zde tedy urcita forma zesilovaciho mechanismu.

Zejména stanoveni reverzibilnich inhibitori je velmi snadné, u ireverzibilnich dochdzi
k postupnému poklesu aktivity imobilizovaného enzymu, coz vyzaduje v obou piipadech
odlisné pristupy k mefeni. Typ inhibice lze urcit na zakladé odezvy sensoru na substrat
v piitomnosti rostoucich koncentraci inhibitoru?’. Podle tvaru kalibratnich kiivek v dvojitém
logaritmickém zobrazeni lze wurcit, jak se inhibitor v pfitomnosti dané¢ho substratu
s imobilisovanym enzymem vaze. Podle typu inhibice (reverzibilni / ireverzibilni) pak je

mozné zvolit nékolik méficich postupii.

22 Tran-Minh, C. lon Select.Electrodes Rev. 7, 41(1985).
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bez r= r=1+ [inh]/K;
4 inhibitoru 123 A A

1 1
lgg 2 3
ignél 5 //_ 7

»

\4

log [subs] kompetitivni akompetitivni  nekompetitivni
Rozli$eni druhu inhibice
Nejsnadnéjsi je stanoveni reverzibilnich inhibitorti (metoda [A]). Nejprve se zméti vychozi
signal Y, biosensoru se substratem. Poté se do reakéni smési pfidd vzorek s inhibitorem a
sleduje se pokles signalu AY, ktery je umeérny koncentraci inhibitoru. Zména signalu je
obvykle rychld a dosdhne se nového ustdleného stavu. Po promyti je mozné cely proces
opakovat, pfitom vychozi signal se substratem je beze zmeny - nedoSlo k poklesu aktivity

enzymu v biorekognicni vrstve.

7y S ... substrat
y | ... vzorek (inhibitor)
0 . .
Y ... signal

3 N promyti \

Inkubace se vzorkem AY
(doba t), pak promyti

S Yo
\ S\l S\ "'a.____dY/dt

Moznosti stanoveni inhibitori enzymovymi sensory

U ireversibilnich inhibitort je nutné postupovat odlisn€. Obvykle se pouziva inkubacni postup
[B]. Nejprve se zase stanovi vychozi signal biosensoru. Poté se biosensor po ur¢itou dobu
necha inkubovat s inhibitorem, a nakonec se stanovi zbytkovy signal (pokles o AY). D4 se
vyuzit také kinetické méfeni [C], kdy se inhibitor ptfida pfimo do smesi se substritem a
sleduje se cCasovy pokles signdlu dY/ds, coz je rychlejsi. BohuZzel, opakované pouziti
biosensoru je mozné pouze omezené (aktivita postupné klesd), dokud nedojde k pfilisnému
poklesu signalu.

Pro analytické vyhodnocovani se Casto musi provadét nejriznéjsi transformace
vedouci k linearizaci, napt. vynosy log AY ... log [I], 1/(AY) ... 1/[1]. Nebo lze zavislost AY ...

[I] aproximovat polynomem. N&kdy je vyhodné pouzivat relativni zmény signalu, tj. AY/Y)
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nebo (dY/dr)/Yy - tak se d4 kompenzovat postupny ubytek aktivity pii méfeni. Pro dosaZeni
vysoké citlivosti je potieba pouzit malé mnozstvi enzymu, na druhou stranu je zase nutné mit
dobfe métitelné signaly se substratem. Koncentrace substratu bude samoziejmé ovliviiovat
stanoveni kompetitivnich inhibitori. ZlepSeni meze detekce je mozné dosidhnout

prodlouzenim inkubacéniho intervalu.

Aplikace stanoveni inhibitorii biosensory
Alkalicka fosfataza (EC 3.1.3.1, ALP) je vyuZivana zejména pro dva inhibitory.
Theophyllin ucinkuje jako stimulitor centrdlni nervové soustavy,
CHs_ N )SEN/ pouzivd se v klinické praxi jako bronchodilatator k respiracni
)\ } stimulaci. Terapeutickou hladinu vkrvi (10 az 20 mg/l) je tieba
| N sledovat, aby se zabranilo pfedavkovani.

CHj
Pro stanoveni lze pouzit biosensor s ALP (hovézi jaterni isoenzym), inhibice je pii pouziti
p-aminofenylfosfatu (PAPP) akompetitivni. Jako pufr lze pouZit tris nebo diethanolamin.

Stanoveni je mozné provadét pfimo na vzorcich krve, mez detekce je kolem 5 pM.

+100 mV -
e e el
+H20 2e’ 2H —

theophyllin

Anorganicky fosfat Pi je stanovovan mimo jiné v Zivotnim prostiedi, kde se podili na
zne€isténi vodnich tokl (podporuje nadmérny rast fas a sinic). Stanoveni se provadi
s glukdza-6-fosfatem jako substratem, jeho hydrolyza ALP je inhibovana volnym fosfaitem
kompetitivné. Vznikajici glukéza se miize stanovit pomoci glukoza oxiddzy imobilizované ve
stejné vrstve jako ALP. Mez detekce je kolem 10 uM.

Arylsulfataza (EC 3.1.6.1) funguje podobn¢ a je vyuzitelna pro stanoveni siranu. Jako
substrat slouzi 4-nitrokatecholsulfat, ktery je hydrolyzovan. Siran tuto reakci inhibuje
kompetitivné. Hydrolyzou vznikly 4-nitrokatechol je pak anodicky oxidovan na chinon.

Vibec nejrozsitenéjsi pro detekci inhibitord jsou biosensory s imobilizovanou
cholinesterdzou, pouzivané pro detekci zemédé€lsky dulezitych organofosforovych a
karbamatovych pesticidi. Mezi organofosfaty patii i bojové otravné latky (sarin, soman,

tabun, VX).

53



Z O organofosfaty karbamaty
RO\ T R I
P—X N—C—X R alkyl, aryl R,R’ H, alkyl, aryl
] '/ .
R R R’ alkyloxy, aryloxy, subst. amin
organofosfaty karbamaty X odchazejici skupina - CN, F, p-nitrofenyl, fosfodiester

Z=0nebo S

Jsou pouzivany dva druhy enzymi, acetylcholinesteraza (AChE, EC 3.1.1.7) a
butyrylcholinesteraza (BChE, EC 3.1.1.8). AChE se ziskdva nejCastéji z elektrického uhote
nebo z membran erythrocytl, BChE pak zejména z koiiského séra. Inhibice mé ireverzibilni
chrakter, u karbamati je Ccastecné reverzibilni. Kinetika inhibice byla velmi podrobné
studovana. Volny enzym EH tvofi komplex s inhibitorem PX ktery rozpadem poskytuje
fosforylovany enzym EP (fosforyluje resp. karbamoyluje se hydroxyl serinového zbytku
v aktivnim misté cholinesterasy. Oxofosforové slouceniny jsou obecné mnohem silnéj$i nez
analogické thiofosfaty, z téch vznikaji oxidaci (bromovéa voda, peroxid vodiku).

k> Prvni  krok  charakterizuje = rovnovéazna
EH..PX ——EP

ki -HX

EH + PX

konstanta Kp=k,/k.;, druhy pak rychlostni
konstanta k.

V praxi se vSak nejcastéji pouzivd bimolekularni inhibi¢ni konstanta k;=k»/Kp. Jeji hodnota
byla stanovena pro desitky pesticidi® a umoZiuje predpovidat citlivost cholinesterdzovych
biosensord vic¢i konkrétnim latkdm. Pfi inkubac¢nim zplisobu méfeni plati pro signal Y
biosensortt AlnY=k[PX]t. Odezva je tedy urcovéana jednak koncentraci a jednak inhibi¢nimi
ucinky dané latky. Pokud tedy neni znamy druh pesticidu pfed vlastni analysou, lze stanovit
parametr anticholinesterasova toxicita. Mez detekce je proménliva, pro silné inhibitory i pod

100 ng/l.

ChE Z konstrukéniho hle-
acetylcholin + H,O — kyselina octova + cholin : :
diska  jsou tato
ChOD
cholin + 2H,0O + O,— betain + 2H,0, ....... amperom. zatizeni velice varia-
kys. octova + H,O — octan + H;0" ... pH sensory

bilni, nékteré piistu-

ChE

acetylthiocholin + H,O ——kys. octova + thiocholin ...amper. py jsou ukézdny na

obrazku.

ChE
indolylacetat + H,O —*>kys. octova + indol ...... fluoresc.

(naftylacetat) (naftol)

Moznosti méreni s cholineseterazovymi sensory

2 Herzsprung P., Niessner R., Weil L. Int. J. Environ. Anal. Chem. 47, 181 (1992).
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Mutze se jednat o enzymové elektrody — potenciometrické (pH, redoxni potencial
thiosloucenin), amperometrické (oxidace peroxidu vodiku z nasledné reakce cholin oxidazy,
oxidace thiocholinu) nebo konduktometrické, optické systémy se svétlovodnymi vlakny
(fluorogenni substraty, barevné pH nebo redoxni indikdtory, chromogenni substraty).
Takovéto stanoveni se provadi ve vodach a je uZite¢né i v potravinaiském primyslu pii
kontrole zeleniny a ovoce. Intensivni vyzkum je provadén také ve vojenské oblasti, tam ma
vyznam nejen pro piipadné bojové pouziti, ale také pti likvidaci chemickych zbrani. Bohuzel
jsou znamé 1 teroristické utoky organofosforovymi nervovymi plyny.

Tyrosinaza je pouzitelnd pro celé¢ spektrum riznych inhibitord. Kyselina benzoova
byla dfive pouzivana jako konservacni cCinidlo. Kyselina salicylova vznika odbourdvanim
kyseliny acetylsalicylové (aspirin). Celd tada substituovanych thiomocovin vznikd
z glukosinolatl, zpusobuji nepiijemné chutové vlastnosti pokrutin z produkce fepkového
oleje.

Uredza je velmi citliva na inhibici, kterou pusobi rtizné tézké kovy, konstrukéné miize
jit o potenciometrické enzymové elektrody.

Inhibice fotosystému z thylakoidii chloroplasti Spenatu nebo fotosyntetickych
mikroorganismi (Rhodobacter) se vyuziva k detekci fady latek pouzivanych jako herbicidy
v zeméd¢€lstvi: triaziny, karbamaty, fenylmocoviny, nitrofenol a;.

PC‘}‘H2 ———— peIp Vyuziva se vazba téchto

(umély akceptor) ~ slouenin  na  misto

plastocyaninu ve fotosys-

. . it
difenylkarbazid excitace tému I, takze je
(donor e)
\ zablokovan ptenos elek-
PQ PSIi VM hy osvétleni tronll na umély akceptor.

Princip stanoveni inhibitorii fotosystému

Zesilovaci biochemické systémy

Recyklaéni systémy

U obvyklych reakci poskytuje jedna molekula analytu jednu ,jednotku® meéfeného signdlu.

Cilem zesileni (amplifikace) je ziskat z 1 jednotky analytu (napf. 1 molekula) G jednotek
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signalu (napf. G elektronil) a dosdhnout tak podstatného zvyseni citlivosti stanoveni. Parametr
G pak vystupuje jako zesilovaci (amplifika¢ni) faktor.

A ?\ Molekula analytu nastartuje jednu nebo i1 nckolik cyklicky

probihajicich reakci, pfitom neustdle pfechdzi mezi dvéma

>>E1< formami (Substrat, Produkt), které jsou pfeménovany dvéma

Substrat Pro\éukt komplementarnimi enzymy E1 a E2 (nejjednodussi moznost je

0\ kombinace substrat oxiddza a substrat dehydrogenaza),

E2 reakéniho cyklu se dale ucastni pomocné latky A a C a
Y/ vystupuji zngj latky B a D. V nepfitomnosti A nebo C
D Cc

recyklace neprobiha, jejich pridavek tedy vlastné recyklaci
,»Zapina“.
Rychlost recyklace musi byt limitovana koncentraci analytu, ostatni slozky musi byt
v dostate¢ném nadbytku. Mimo dvouenzymové recyklace ukadzané na schématu je v oblasti
biosensorti pouzitelnd i chemicka recyklace (dolni ¢ast cyklu probihd bez enzymu E2) nebo
elektrochemicka recyklace - opét schazi E2 a misto néj probiha redoxni déj na elektrodé.
K K, [ Amplifikaéni faktor G lze urcit pomoci zavislosti na parametrech enzymi
G= K, +K, D Ki=Vyax/Ku, tloustce biovrstvy L a difiznim koeficientu recyklované
latky uvnitt vrstvy D.

Klasickym pouzitim zesilovaciho systému v biosensorech je vysoce citlivé stanoveni laktatu

laktat oxidazou a laktat dehydrogendzou imobilizovanymi v jediné biokatalytické vrstve.

0, H,0, Pro systém LOD / LDH bylo dosazeno G pfevysujici
\ / 4000, mez detekce pro laktat (nebo pyruvat) ¢inila 1 nM.

LOD

\ Laktatovy systém mize byt vyuzit také pro citlivou
laktat pyruvat  detekei enzyml produkujicich pyruvat, napt. alanin
\ LDH / aminotransferazy. N&Ekolikandsobny recyklacni systém
/ \ pro citlivou detekci ATP / ADP byl sestaven z enzymi
NAD NADH HK hexokinaza, PK pyruvat kinaza, LOD, LDH a Cat,

katalaza.
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glukosa-6-P /lukosa Cykly ~ byly  propojeny
pomoci pyruvatu. Postupnym

HK Cat

\ / \ "zapinanim" jednotlivych
ADP ATP  H,0; / O; cykla  byly  zlepSovany
\ / \ parametry stanoveni. Pro

PK LOD \
/ \ / zavérecny detekeni stupen by
PEP pyruv \ / laktat Slo vyuzit nékolik moznosti.
/v LDH \ Optické sledovani Ubytku

NADH, vynechat katalazu a
Nékolikanasobna recyklace mefit elektrochemicky
produkci  peroxidu  nebo

spotfebu kysliku, ptidavek

Enzvm G Crmin
HK 1 60 uM katalazy  zase  umoZiiuje
+PEP PK 30 2 uM vyrazné zvysit produkci tepla

YNADH LOD/LDH 1700 10 nM a pouziti termistoru.

glyoxylat oxalat Byl vyvinut také zajimavy recyklacni systém vyuzivajici
\ / rizné aktivity jediného enzymu (laktat dehydrogenasa).
/ \ Dalsi kombinace jsou napi.: glutamat oxidaza /
NAD" NADH dehydrogenaza (glutamat ev. amoniak); alkohol oxidaza
\ LDH/ / dehydrogendza (alkohol); glutamat oxidaza / alanin
/ \ aminotransferdza (0-oxoglutarat, glutamat); lakdaza /

laktat pyruvat . ; )
cytochrom b2  (benzochinon); laktat monooxygendza /

Jendoenzymova recyklace
aym y malat dehydrogenaza (malét, oxaloacetat, AST)

Chemicka recyklace byla na poli biosensori pouzita ke zcitlivéni detekce kyseliny
askorbové pomoci kyslikové elektrody s askorbat oxidazou. Zpétnd redukce kyseliny

dehydroaskorbové probihala v pfitomnosti cysteinu.

O, Jako ptiklad elektrochemické recyklace lze uvést
o tyrosindzovy biosensor. Postup se pouziva pro stanoveni
tyrosinaza
/ \ fenolu, ktery po oxidaci tyrosinasou poskytne recyklujici
pyrokatechol o-chinon  pyrokatechol. Obdobné schema je vyuzitelné pro lakdzu
| a recyklujici par hydrochinon / benzochinon.
2e
-300 mV
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maltéza a-D-glukéza Nedavno byl také popsan novy

\ ] ] / origindlni  syst¢ém pro recyklaci
maltoza fosforylaza
/ \ fosfatu.
P; glukéza-1-fosfat
\ fosfataza / Recyklacni systémy se studuji velmi
/ mutarotaza intenzivng, uplatnéni nachdzi i1 pfi
imunochemickych stanovenich, kdy

B-D-glukéza *
glukdéza oxidaza se  zvySuje citlivost detekce
O;

enzymovych znacek.
Recyklace fosfatu glukonolakton + H,0;

Aktivace genii analytem

Pouziti této technologie vyuziva iniciaci transkripce tzv. "reporter" genli v piitomnosti
stanovované latky; bilkovinny produkt transkripce a translace tohoto genu se dd snadno
detekovat v komplexnich smésich na zakladé enzymové aktivity, fluorescence nebo
bioluminiscence?. Tato technika zagina byt v biosensorech &asto vyuzivana, pfitom spektrum
analyti zahrnuje tézké kovy, toxické organické chemikalie, protilatky i viry. Biorekogni¢ni
slozka biosensoru je napojena na "zpravodajsky" gen, ktery zajisti generovani signdlu.
Zesilovaci faktor mlize byt podstatné vySsi nez u enzymovych recyklacnich systémt. Jedna
molekula analytu zplsobi syntézu mnoha "zpravodajskych" biomolekul, z nichz pak kazda
muze generova mnoho jednotek signalu (elektrond, molekul produktu, fotonti, ...). Pro
ptipravu téchto genl se pouzivaji rekombinantni techniky, pfislusny regulaéni protein se spoji
s genem produkujicim napft. luciferazu (luc nebo lux geny) nebo jiny vhodny enzym. Nékteré

ptiklady téchto koncovych signalnich biomolekul jsou uvedeny v piehledu:

Produkt genu Reakce Detekce™
alkalicka fosfataza hydrolyza fosfoestert EC, CL, FL
galaktosidaza hydrolyza galaktosidi EC, CL, FL
bakterialni luciferaza FMNH,; + dekanal + O, BL (490 nm)
luciferaza svétlusek ATP + luciferin + O, BL (560 nm)
aequorin apoaequorin + coelenterazin + O, + Ca*" BL (470 nm)
obelin apoobelin + coelenterazin + O, + Ca*" BL (470 nm)
GFP posttranslac¢né vznika chromofor FL (509 nm)

2 Lewis J. C., Feltus A., Ensor C. M., Ramanathan S., Daunert S. Anal. Chem. 70, 579A (1998).

2 pouzité zkratky: BL bioluminiscence; CL chemiluminiscence; FL fluorescence; EC elektrochemicky; GFP
zeleny fluoreskujici protein
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regulacni protein
"zpravodajsky" gw ‘ ‘
transknpce % translace ‘

) "zpravodajsky"

% protein .
P ... promotor
.., . Princip detekce analytu pomoci aktivace " o
e, "zpravodajskeho" genu Lot

Zvlasté citliva je detekce pii pouziti bioluminiscencni koncové reakce. Pro predstavu, jeden
aktivovany gen produkuje fadu molekul mRNA a z kazdé pak vznikd translaci asi 12 az 14
molekul luciferazyVlastnosti téchto bilkovin se také uméle zlepSuji, aby se dosdhlo vyssi
stability, lepSitho kvantového vytézku anebo posunu excitacni nebo emisni vinové délky.
Limity detekce dnes dosahuji urovné pouze 50 tisic molekul analytu. Dals$im vhodnym
produktem je zeleny fluoreskujici protein (GFP); jeho unikatni tfirozmérnd struktura chrani
chromofor uvniti, takze se fluorescence zachovava v pfitomnosti denaturujicich latek,
detergentii a zvySené teploty. Navic nejsou potieba zaddné substraty a kofaktory jako
u bioluminiscen¢nich systémui. Tento postup se také uspé$né uplatnil jako znackovaci systém

pfi imunochemickych stanovenich.

Eliminace interferenci

Pti analyze redlnych vzorkl se ptitomné interferujici slozky konvertuji (vazi) vedle vlastniho
analytu a rusi stanoveni na rtiznych funk¢nich stupnich biosensoru. Tento efekt je rusivy
zejména u elektrochemickych systémi, kdy se na elektrodé¢ mimo detekovaného produktu
rekogni¢ni enzymové reakce konvertuji také mnohé elektroaktivni latky ze vzorku. Nebo
alternativni substraty mohou byt preménovany imobilizovanym enzymem, mtze dochazet

k ovlivnéni biorekognicni slozky a podobné.
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; . Eliminaci by se veskeré interferujici
prevodnik
latky mély odstranit nebo pievést na

— nerusici produkty. Tohoto efektu se
biorekognicni S,
_:I vrstva 9 dosdhne  pfedfazenim  eliminacniho
antiinterferenéni  SyStému vlastnimu biosensoru. Piiklady
. |vrstva elimina¢nich systémil jsou uvedeny dale.
analyt rusivé
latky

Amoniak je Casto detekovanym produktem enzymovych reakci, ale soucasné¢ miize
byt ptitomen volny ve vzorku (sérum, moc). Lze ho odstranit pomoci glutamat
dehydrogenazy:

GDH
NH; + H" + NADH + a-glutarat —— L-glutamat + NAD"

Kyselina askorbova miiZze rusit pfi stanoveni metabolitti v séru kde je kone¢nou fazi
amperometrickd oxidace peroxidu vodiku. Mlze byt eliminovana piediazenim biomembrany
s askorbat oxidazou (neprodukuje peroxid vodiku), jinou moznosti je pouziti ferrikyanidu ve
spojeni s lakdzou (bez lakasy by vadil vznikly ferrokyanid). Dal$i moznosti je predradit
vhodnou antiinterferencni vrstvu piimo vlastnimu pievodniku. Pro askorbat pfichazi do tvahy
pouzit negativné nabitou membranu, napt. velmi hustou acetylcelulosu. DalSi moznosti je
provést elektrooxidaci askorbatu jest¢ pted jeho prichodem do biokatalytické vrstvy
prediazenim napf. platinové sitky nebo trubicky u priitocnych systémtl.

askorbat + 2[Fe(CN)]s> —— dehydroaskorbat + 2[Fe(CN)Js*
lakaza
2[Fe(CN)]s* + 1/20, + 2H" ——> 2[Fe(CN)]s> + H,O

Glukéza ve volném stavu bude vadit u fady viceenzymovych systémtll pro stanoveni
slozitéjSich cukrt. Pro jeji odstranéni lze pouzit antiinterferencni vrstvu obsahujici glukoza
oxidazu a katalazu (rozklada vznikajici peroxid vodiku), tento postup funguje do asi 2 mM
koncentrace. Pokud nema byt ovlivnéna hladina kysliku v okoli biosensoru, je mozné
spotfebovat glukosu fosforylaci ATP pomoci hexokindzy:

hexokinaza

glukéza + ATP —> glukdza-6-fosfat + ADP

Kyslik Ize z okoli biosensoru odstranit pti oxidaci glukozy glukoza oxidazou.
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Mikrobialni a tkariové elektrody

V téchto biosensorech je biochemickd slozka v aktivnim zivotnim stavu - jednd se
o mikrobidlni, rostlinné nebo Zivocisné bunky nebo jejich subcelularni elementy (organely)
nebo celé tkdné ¢i organy. Biokomponenta je ve svém pfirozeném biologickém prostiedi, coz
muze piiznivé ovlivnit jeji aktivitu a stabilitu.Navic lze misto jediného enzymu pouzit celé
metabolické reakéni sekvence, optimalizované pfirozenou cestou. Odpada také nutnost
izolacnich a purifika¢nich krokt, coz se miize pfiznivé odrazit na cené. Pokud jsou zachovany
zivotni podminky, mize dochdzet ke spontdnni obnové vyuZzivané enzymové aktivity.
Hybridnimi biosensory jsou nazyvany systémy obsahujici soucasné vedle mikrobialni ¢i

tkanové slozky navic izolovany enzym.

Mikrobialni systémy

Mohou obsahovat buiiky bakterii, sinic ¢i kvasinek, imobilizované bud’ na povrchu
pfevodniku (membranovy typ) nebo ve formé piediazen¢ho reaktoru. Delsi Zivotnost lze
dosdhnout zajiSténim zivotnich podminek pro dané buiiky. Problémem je existence celé fady
eznymovych systémt v bufice; jistého zlepSeni selektivity je mozné dosdhnout pomoci
indukce (pfidavek potencidlniho analytu = substratu vyvold zvySenou tvorbu komponent
metabolické drahy) nebo inhibice (potlaci se funkce nezadoucich aktivit).

Pro imobilizaci se pouzivaji nékteré specidlni metodiky. Nejjednodussi je zachyceni
bun¢k prefiltrovanim pfes vhodnou membranu ve formé ,pasty” nebo filmu. Buiiky jsou
zachyceny uvnitt pord membrany (filtrani papir, polyamid, celulosa). Dynamické vlastnosti
vysledného sensoru budou zéviset na tloust'ce a porozit¢ membrany a vlastnostech bunécéné
stény mikroba. Stabiln€jsi sensory lze ptipravit zachycenim bun€k uvniti gelu. Tvorba gelu
probihd v pfitomnosti bun€k, nelze tedy pouzit pfili§ drastické podminky. Jako vhodné
materialy lze zminit agar, kolagen, Zelatinu, polyakrylamid nebo polyvinylalkohol. PVA lze
pripravit zvlast Setrné. Kovalentni vazba bunc¢k neni vhodnd, protoze obvykle dojde ke
zniceni bunécné stény.

Mikrobidlni slozku je nejcastéji mozné spojit s kyslikovou elektrodou, dale pak se
sensory pro CO; nebo amoniak, je mozné pouziti mediatorii prenosu elektront (ferrikyanid).
Peroxid vodiku obvykle neni produkovan, protoze je toxicky pro buiky. Tyto sensory je
mozné samoziejm¢ pouzit predev§im pro stanoveni fady substrati (glukédza, fruktdza,

sachardza).
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H Zajimavéjsi je biosensor pro
Fe OH __ sukcinat+ detekci benzenu  aromati
OH acetyl-CoA pomoci kmene Pseudomonas

H obsahujictho aktivitu enzymu

O,+NADH NAD®
benzen dioxygendzy.

vvvvvv

biochemické spotieby kysliku (BSK, angl. BOD, biochemical oxygen demand). Oproti
klasickému parametru BSKS5 (=rozdil koncentrace kysliku ve vzorku na pocatku a po
pétidenni biochemické oxidaci organickych latek, probiha aerobné v uzavieném systému v
pfitomnosti mikroorganismii a ve tmé¢) se muze zneCiSténi vod stanovit mnohem rychleji
pomoci biosensoru tvofeného kyslikovou elektrodou a mikrobialni vrstvou. Z vhodnych
mikroorganismil lze zminit Trichosporon cutaneum, Bacillus subtilis a licheniformis. Mé&fi se
rychlost respirace po pfidavku vzorku, potiebnd doba je pfitom pouze n€kolik minut. Hodnoty
stanovené BOD biosensorem jsou umérné parametru BSKS5, prevodni vztah se urci kalibraci.
Standartnimi kalibra¢nimi substraty jsou obvykle smés glukozy a kyseliny glutamové.

Dalsi zajimavou oblasti je detekce toxickych latek ve vodnich tocich (azidy, kyanidy,
pesticidy, fenoly, tézké kovy). Vyuziva se inhibice respira¢niho fetézce nebo fotosyntézy
vhodného indikacnitho mikroorganismu (napf. Synecoccus, aktivovany kal). Takovéto
monitorovaci systémy jsou vhodné pro nepfetrzit¢ sledovani; nejsou pfiliS specifické a

nevyhodou je také pomérné nizka citlivost.

Elektrody s tkanovymi Fezy rostlin a hub

Dal§im velmi levnym zdrojem biorekogni¢ni slozky mohou byt rostliny nebo houby, snad
nejcastéji se vyuziva zampion jako zdroj tyrosindzy (polyfenol oxiddzy) pro stanoveni fenold.
Vzdy je tifeba otestovat, ve které Casti se nachazi zddana enzymova aktivita. Obvykle se
pouzivaji bud’ rostouci C¢éasti (mladé listy) nebo zésobni cCasti (plody ovoce, zeleniny).
Rostlinnd tkan se nejcastéji pouziva jako tenky fez ptichyceny pomoci fidké sitky pred
povrchem pracovni elektrody. Dal§i moznosti je vpravit rozmélnény material do kompozitni
smesi pro piipravu uhlikové pastové elektrody. U tohoto typu se velmi snadno obnovuje
aktivni povrch (ze zasobniku se vytlaci kousek Cerstvé pasty a uhladi), odezvy jsou rychlé a
reprodukovatelnost pfipravy je velmi dobrd. Mimo pfirozenych se pouzivaji také uméle

pfipravené bunécné kultury. Stabilita takovychto biosensort je fadové tydny az mésice,
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dosahované limity detekce jsou kolem 10 pM. Jistym problémem je selektivita odezvy,

protoze jsou samoziejme pritomné nejriznéj$i enzymové systémy.

Piiklady biosensori s rostlinami

Rostlina (pouzita cast) Enzym Analyt
zampion (plodnice) tyrosinaza fenoly
brambor (hliza) tyrosinaza fenoly

banan (duzina) (banantroda) tyrosinaza dopamin
okurek, tykev (fez plodu, stdva)  askorbat oxiddza  vitamin C
okurek cystein

kien peroxidaza peroxid vodiku
sOja uredza mocovina
chryzantémy (okvétni listky) aminokyseliny

Zivoéisné tkané v biosensorech

Stejné jako v piedchazejici Casti se diive pouzivaly nejrizngjsi tkanové tezy, stabilita byla

niz§i ve srovnani s rostlinnymi systémy. V tabulce uvedené systémy byly vesmés spojené

s NHj; elektrodou.

Priklady biosensori s tkafiovymi fezy ZivociSného ptiivodu

Pouzita cast Enzym Analyt
ledvina (veptova) glutamin
glukosamin-6-fosfat
katalaza peroxid vodiku
jatra (kralik) guanin
monoamin OD katecholaminy
sval (kralik) AMP
sttevo (mys) adenosin

V poslednich letech se znacnd pozornost obraci k nervovym buikém, které

se kultivuji na

podlozce tvofené souborem miniaturnich elektrod (microeletrode array), ze zaznamenanyc

potencialii se usuzuje na fyziologicky stav. Obvykle se stanovuji toxické latky, které ovliviiuji

nervovy systém. Problémem ziistdva specifita naméteného signalu. Oblast pouziti bunécnych

kultur nabyvé na dilezitosti v souvislosti s ndhradou testil nové vyvijenych latek provadénych

na zvitatech. Dalsi stimuly ptichazeji z oblasti vyzkumu nervové ¢innosti.
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Bioanalyticka stanoveni v organické fazi

Ptirozenym prostifedim biochemickych reakci je voda, a pfitomnost organickych rozpoustédel
proto byla vSeobecné povazovana za pficinu denaturace bilkovin a ztraty biologické aktivity.
Na druhou stranu, v pfirodnich systémech je fada procesii spojena s hydrofobnim prosttedim
biomembran. Pouzitim enzymil jako Ccinidel v organické syntéze zapocalo podrobnéjsi
studium vlivu organické fize na pribéh enzymovych reakci®® a uspéchy na tomto poli byly
aplikovany také do bioanalytické oblasti. Vyhody bioreakci v organické fazi jsou nasledujict:

U zvySena rozpustnost nepolarnich substratii (moZnost pfimé analyzy tukt ¢i oleji)

U zménéné reakéni rovnovahy (misto hydrolyzy ¢asto probiha syntéza)

zvySena termalni stabilita (fixovana struktura biomakromolekul)

zjednodusend imobilizace prostou adsorpci

neprobihaji rusivé reakce s t€asti vody

O 0O O d

nenastava bakterialni kontaminace

Bylo zjiSténo, Zze pro Cinnost enzyml v organické fazi je potfeba jisté minimalni mnozstvi
vody (1 az 5 %), které vytvaii hydratani obal bilkoviny. Obvykle proto nelze pouzivat
rozpoustédla volné misitelna s vodou, kterd hydrata¢ni obal kompletné odstrani.

organicka faze I nepolarni rozpoustédla je vhodné nasytit piedem
reverzni micela

é vodou. Na povrchu bilkoviny navic existuje
@é. prechodova oblast - interfaze, nékdy je pro jeji tvorbu
@ vhodné ptidat hexanol nebo detergent CTAB, cetyl

trimethylamonium bromid).
interfaze

Pro posouzeni polarity rozpoustédel se pouzivad particni koeficient P, coz je vlastné
tozd€lovaci pomér daného rozpoustédla mezi oktanol a vodu: P = [rozp]otano/[TOZP]voda-
Obvykle se pouziva log P; jeho niz§i hodnota znamend méné polarni rozpoustédlo. Podle
velikosti log P lze ptiblizné vymezit tfi skupiny rozpoustédel. Mimo polaritu rozpoustédla je

samoziejmé nutné zvazit také jeho dostupnost, t€kavost, cenu a piipadné toxicitu.

2% Dordick M. Enzyme Microb. Technol. 11, 194 (1989).
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log P log P <2 tato rozpoustédla nejsou vhodnd sama
dimethylsulfoxid -1.3

dioxan -1.1 o0 sob€, narusuji vodny obal biomokuly; n¢kdy jsou pouzitelna
dimethylformamid -1.0 .

methanol 20.76 ve smési s vodou;

ethanol -0.24

aceton -0.23

tetrahydrofuran 0.49 2<logP< 4 ucinek rozpoustédla na aktivitu enzymu
butanol 0.80

ether 0.85 je tteba vyzkouset;

cyklohexanol L.5

chloroform 2.0

benzen 2.0 L. .. ] i

toluen 25 log P >4 obecné jsou pouzitelna, vodny obal
pentan 3.0 , «

hexan 34 enzymu neni narusen

dekan 5.6

hexadekan 8.8

Nékdy je vyhodné pouzit misto Cistého rozpoustédla mikroemulze tvorené smési rozpoustédla
(1 az 10 %), vody a vhodného detergentu (0.05 az 0.5 %). Pii elektrochemickych aplikacich je
Casto potfeba zvysit vodivost organické faze pouzitim vhodné soli, toviené nejCastéji
kvartérnim amoniovym kationtem (tetramethyl-, tetraethyl- nebo tetrabutylamonium)
v kombinaci s objemnym aniontem (bromid, tetrafluoroboritan, chloristan). Mensi naroky na

vodivost maji mikroelektrody, kyslikova elektroda pracuje bez problémi i ve zcela

nevodivém prostiedi.

imobilizovany enzym volny Pribéh aktivity enzymu v zavislosti na polarité
100 \4 A/ rozpoustédla ma charakteristicky esovity tvar.
aktivita Imobilizovany enzym obvykle 1épe sndsi i méné
polarni rozpoustédla. Jak bylo zminéno, imo-
0 bilizace je mozné prostou adsorpci enzymu na
-2 0 2 0g P 4 povrch sensoru, nebo Ize roztokem enzymu nasytit

Vliv prostredi na aktivitu enzymu porézni nosi¢ (papir, skelna tkanina).

Existuje 1 specialni ve vodé rozpustny polymer AQ 55 (polyester sulfonat, vyrabi Kodak).
Jeho smés s enzymem se kdpne na povrch sensoru, necha uschnout, a poté lze pouzivat
v ptitomnosti organickych rozpoustédel.

Aplikace této skupiny biosensorti se zaméfuji pfedevSim na ve vod€ nerozpustné
analyty nebo vzorky. Asi nejvice biosensort je zaloZzeno na pouziti tyrosindzy. Je vhodna pro
stanoveni fenolli v oleji nebo v organickych extraktech z vody. Na zaklad¢ inhibice jde
stanovit substituované thiomocoviny (vznikaji z glukosinolatd, které znehodnocuji krmné
smési s fepkou). Podobn¢ lakdza je vhodna pro p-difenoly. Peroxidiza mimo detekce

peroxidu vodiku slouzi také pro detekci organickych hydroperoxidi, které vznikaji v tucich
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pfi jejich rozkladu. Cholesterol v masle a margarinech lze v organické fazi vyhodné stanovit
cholesterol oxidazou. Acetylcholinesterdzy slouzi pro detekci pesticidi (organofosfaty,
karbamaty) po extrakci z vodné faze. V posledni dobé se objevuji i pokusy provadet

v organické fazi nékterd imunochemickd stanoveni nizkomolekularnich toxickych latek.

Matematické modely biokatalytickych sensort

Pfi experimentalnim studiu ¢innosti biosensoru se sleduje vysledek funkce celého systému.
Pro popis a optimalizaci dil¢ich procesti tvoficich odezvu biosensoru (latkovy transport,
enzymova reakce, elektrodova reakce, ...) se vyhodné pouzivaji matematick¢é modely.
FyzikéIn¢ zaméfené modely se snazi piesné popisovat jednotlivé dil¢i procesy, coz obvykle
znesnadiuje (nebo zcela znemoziuje) nalezeni kone¢ného feSeni. Na druhé strané kvalitativng
zaméfené¢ modely zavadi fadu zjednodusujicich ptfedpokladl, coz usnadnuje manipulaci
s modelem.

Amperometrické biosensory jsou nejcastéjSim objektem modelovani. Uplatiluje se
zde nékolik vychodisek. Enzymova reakce (1, 2, vice) pievadi analyt stechiometricky na
snadno méfitelnou latku. Obvykle se uvazuje linedrni reakce (reakéni rychlost je piimo
umeérnd koncentraci), nelinedrni reakce vedou pouze k numerickému feSeni. V biosensoru
existuje jisty pocet navazujicich vrstev, coz je nejCastéji soubor nckolika membran
(enzymova, dialysacni pro kontrolu transportu, mechanickd ochrana, ...) na povrchu
elektrody. Modelovani lze provadét bud’ stacionarné pro piedpoklddany ustileny stav
(predpokladd se nezavislost nalezeného feSeni na cCase), nebo dynamicky, kdy model
obsahuje Casovou proménnou, takze lze nalézt feSeni v zddaném casovém okamziku. Pro
nalezeni feSeni je velmi dilezity popis situace v prechodovych oblastech - rozhrani povrch

elektroda / biokatalyticka vrstva / okolni roztok.

Predpoklada se dobfe michany okolni roztok,

okolni zanedbatelnd  spotfeba okolniho analytu
roztok

enzymova

elektroda S ——

v dasledku Cinnosti  biosensoru, zachovani

hmoty pfi pfechodu mezi vrstvami a nulovy

| tok neaktivnich €astic na povrchu elektrody.

d 0 Elektroaktivni latka je na povrchu elektrody

<4—— X-Ova osa Gplné  spotiebovana (m4a zde nulovou

Modelovany systém koncentraci)
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Postupy modelovani je nejlépe ukazat na praktickém piikladu jednoenzymové
amperometrické elektrody s jedinou vrstvou. Pro jednoduchost je potieba zavést nékteré
symboly. Velka pismena S, P, 4, B (...) znac¢i koncentrace substratu, produktu a ptipadnych
dalsich pomocnych latek, v okolnim roztoku jsou koncentrace S°, P°, A° atd. Rozmér
(vzdalenost) je x, po¢atek ma na rozhrani enzymové vrstvy a okolniho roztoku. Cas je ¢,
modelovani zacind v case 0. Pro jednotlivé latky jsou difuzni koeficienty Ds, Dp, atd.
Rychlostni konstanta enzymové reakce je k (linearni reakce, k = Viyor/Kur).

Koncentrace v daném misté a Case jsou S(x,?), derivace podle Casu jsou

Si(x,t), podle x pak Sy(x,?) a Sxx(x,?). Plati napf.:

&°S(x,1)

S, (x,0)= 5

Pouziti uvedené symboliky pro elektroinaktivni latku S bude vypadat nasledovnd. Casova

zmeéna koncentrace bude dana jednak transportem a jednak chemickou reakci (1. fad,

linearni);
2 rvni rovnice odpovida obvyklému zapisu,
V- p 0B sy s=ps.-ks " POVIER DoWEIET
ot ax druhd pak pouziti zjednodusujici symboliky:

Pro stacionarni feSeni bude samoziejm¢ Casovd zména koncentrace latky nulova. Déle je
mozné formulovat mezni podminky - popisujici stav na jednotlivych rozhranich:
SO0y =8 prot>0 na rozhrani biovrstva / roztok je koncentrace stle stejnd

jako v celém okolnim roztoku

Sx@d,t) =0 prot>0 na povrchu elektrody je nulovy tok elektroinaktivni latky
Sx,00=0 pro0<x =d na pocatku je uvnitt biovrstvy nulova koncentrace
Enzym Kompletni feSeni pro nejjednodussi amperometricky
S+A; . P+A; biosensor (1 vrstva, 1 enzym, linedrni reakce) je
uvedeno pro ilustraci. Predpokladejme konverzi
P+e As , i
clektroda substratu  (analytu) enzymem a  naslednou

elektrochemickou detekci produktu (A; znaci
pomocné latky):

Rovnice a podminky pro stacionarni feSeni substratu a produktu jsou nasledujici:

0 = DsSyc — kS 0 = DpPy, + kS
S0) =8 Sx(d) =0 PO) =0 Pd) =0
VyieSeni diferencialnich rovnic pak -
yr p S(x) = §° cosh[Q(d —x)] kde O = L
poskytuje rovnice pro koncentrace cosh(Qd)

obou latek wuvnitf biovrstvy po P(x)=S &E _ %’ cosh[%(d x)]DD
ustaveni ustaleného stavu: (Qd) cosh(Qd) [Dp
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Proud v ustaleném vztahu /g5 je vlastné dan tokem produktu P na povrchu elektrody Py(d):
Iss = nFADpP,(d)
nzna¢i pocet elektronti, Fje Faradayova konstanta, A plocha -elektrody. Vysledky
teroretického modelu je tedy mozné pfimo porovnat s experimentdlné stanovenym proudem
biosensoru. Pro tento jednoduchy piiklad existuje feSeni také pro dynamicky model:
S = DsSxx — kS P; = DpPy, + kS
S0, =S8 Sidt)=0 S(x,0)0=0 PO,t) =0 Pt =0 Px0) =0

Rovnice prib&hu koncentrace substratu v zavislosti na ¢ase ma nasledujici tvar:

O -1)" D +1 d + —(u+k)t 2n+1)*m?
0 2 2n+1H d u+k 4d

obdobna rovnice pro P(x,t) se da najit v literatute®’ (délka cca 3 fadky). Prabéh proudu

biosensoru po pifidavku substratu je mozné vyjadrit stejné¢ jako u stacionarniho feSeni pomoci
toku produktu na povrchu elektrody P,(d,t) (nyni asové proménny):

1(t) = nFADpP\(d,t)
Na zéklad¢ dynamického feSeni je mozné zkonstruovat koncentracni profily substratu a
produktu uvnitf biovrstvy na povrchu elektrody. Na obrdzku jsou pouzity pro nazornost
bezrozmérné soutadnice. Vyvinuty model tedy umoziiuje studovat vliv zmény parametrti

(tloustka biovrstvy, aktivita enzymu, prichodnost vrstvy) na odezvu biosensoru.

1 0.25
S/s° P/S°
0 0 A
0 x/d 1 0 x/d 1

Koncentraéni profily v enzymové vrstvé biosensoru
Konec¢ny ustaleny stav je znazornén tlustou Carou.

Mimo velikosti proudovych odezev je mozné sledovat nékteré dalsi charakteristiky. Napiiklad
doba odezvy 1 je definovéana jako Cas potfebny pro dosazeni signalu, ktery je rovny urcitému

podilu ¢ signdlu v ustadleném stavu; obvykle se pouziva 95% (19s5). Tuto charakteristiku je
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mozné modelovat jako podil € = I(d,795)/I(d). Pii kinetickych méfenich se zase jako signal
pouzivd casova derivace proudu, kterd je umérnd P,(d,t). Piitom se )
zaznamenava jeji maximalni velikost; polohu maxima lze ptedpovédét M ,(T)= J'F (t)dt
polozenim druhé derivace rovné nule, Pu(dt) = 0. Je mozné

predpovédét rychlost spotieby analytu z okoli Fs(?) = -ADsS.(0,t) nebo naopak uvoliiovani
produktu do okoli biosensoru Fp(z) = -ADpPy(0,t). To ukazuje, jak vlastni méteni ovliviluje

okoli, vyznam to mize mit pfi pouzivani biosensorti in vivo. Celkova produkce (spotieba) za

urcity interval se mize jednoduse urcit integraci.

Dale je mozné posuzovat u€innost (efektivitu) d
bi definuj jako podil rychlosti [t p
iosensoru 7; definuje se jako podil rychlosti _ _

! ! ! P Y n() == d =Sy IS(x,t)dx
reakce uvnitt biovrstvy za danych podminek ku J' kS°dx 0
rychlosti za stavu, kdy by vcelém objemu
biovrstvy byla koncentrace substratu rovna S°. cosh[Q(d —x

_.!. X )Jax _ tanh(Qd)

Ucinnost se v ¢ase méni a ustali se po dosazneni /lss = d cosh(Qd) 0d
stacionarniho stavu:

Uvedené vztahy dostatené demonstruji uziteCnost matematického modelovani pro
optimalizaci biosensorti. Byl ukizédn pouze nejjednodussi mozny systém, v praxi se
samoziejmé vyskytuji pfevazné nelinearni systémy. Obecné lze v diferencidlni rovnici pro
casovou zménu koncentrace substratu zavést obecny rychlostni ¢len R: S, = DsS.c — R(S, ...),

ktery nabyva rlizny tvar podle dané biochemické reakce vyuzivané v biorekognicni vrstve:

Déj Tvar rychlostniho ¢lenu

linearni reakce R(S) = kS

rovnice Michaelise-Mentenové  R(S) = VuaS/(Kyt+S)

rovnovazna reakce R(S,P) = Viax(S-P)/(Kp+S-P)
nekompetitivni inhibice R(S,1) = ViarS/[(Ki+K2D) (Kp+S)]
kompetitivni inhibice R(S,1) = ViparS/(K1+K>I+S)
aktivace R(S,4) = VipaxSA/[(K;+A) (Ki+S)]

Takovéto teSeni jiz nelze ziskat ve tvaru matematické rovnice, ale pouze numericky.

27 Schulmeister T. Select.Electrodes Rev. 12, 203 (1990).
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Rovnici pro signal v ustdleném stavu lze dale zjednodusit. kd> %
O=0d= |— =4 |—max
Zavadi se Thieleho modul @: Q Dy \| K, Dg

Pak lze podle velikosti tohoto modulu urcit dvé limitni oblasti ¢innosti biosensoru. Pro ty
sepak daji odvodit zjednodusené rovnice pro Iss. Pro velmi mal¢ ® (@ — 0) je odezva
biosensoru urovana pouze rychlosti enzymové reakce, existuje kineticka kontrola. Pro
priblizné feSeni se cosh @ nahradi aritmetickou fadou (Tayloriv rozvoj, ze které se pouzije

pouze prvni &len, cosh @ = 1 + @2 + ... Tim dostavame:

Naopak pro velmi velkd ® (® — o) prevladne vliv transportnich procest lim 1

®-0cosh

=0

uvnitt biovrstvy, nastava diftizni kontrola. Pro zjednoduseni se pouzije:

coz konecné vede ke zjednodusenému vyrazu:

Iss = I/IFADSSO/d

Oba zjednodusené vyrazy plati dobfe pro redlné odezvy biosensori. Pokud je analyt
substratem pro enzym imobilizovany v biosensoru, je vyhodné pracovat za podminek difizni
kontroly. Na odezvu nemé vyrazny vliv rychlost enzymové reakce, takze ptipadny postupny
ubytek enzymové aktivity v biovrstvé enzymu se na velikosti signalu nemusi prakticky viibec
projevit. Biosensor obvykle vykazuje konstantni citlivost, kterd pak nahle klesne (enzymova
aktivita se vyCerpa). Diftzni kontrola nastdvd u biovrstev s vysokou koncentraci enzymu,
jinak ji lze dosédhnout prediazenim malo propustné difizni bariéry (kontrolni membrana).
Druhy typ — kineticka kontrola — je vyhodny zase pokud analyt funguje jako inhibitor
imobilizovaného enzymu. Pak se imalé poklesy aktivity v disledku inhibice ihned projevi

poklesem signéalu biosensoru.
Matematické modelovani odezvy biosensori nabyva na dilezitosti srozvojem masové

produkce, vyzadujici dokonaly popis a kontrolu jednotlivych technologickych parametra

komponent tvoficich biosensor.
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Prevodniky pro bioafinitni sensory

Afinitni biosensory vyuZzivaji jako rekogni¢ni slozku biomolekuly schopné specificky vytvaret
komplex s analytem, ktery je strukturné¢ komplementarni k vazebnému mistu imobilizované
biomolekuly. Typickym piikladem je vznik imunokomplexu mezi antigenem a protilatkou
nebo hybridizace nukleovych kyselin. Vznik biokomplexu na povrchu biosensoru lze v zasadé
sledovat dvéma odliSnymi pfistupy, pfimo a nepiimo. Nepifima metoda vyuziva toho, Ze
jeden z reakénich partnerti se vhodné oznaci (enzymem, fluoroforem) a ptevodnik pak vlastné
sleduje vazbu znaCky na svém povrchu; pouzitelné jsou pfistupy uvedené diive v Casti
vénované biokatalytickym sensortim.

pfevodnik s imobilizovanym PFima metoda je mnohem atraktivngjsi,

analytem (ligand)
analyt protoze  umoziuje  sledovat  vznik
biokomplexu obvykle prubézneé. Ptiklad
méfictho uspofadani piimého afinitniho
{ biosensoru pro kompetitivni stanoveni je

ukdzan na obrazku. Tato metoda je

-RK principidln¢  jednoduchd, avSak jako
|| pfevodnik  jsou  zapotiebi  specidlni
protilatka

fyzikalni sensory, které budou podrobné&ji

Primy afinitni biosensor probrany v nasledujicim textu.

Pfimé optické afinitni biosensory

Sledovani afinitnich interakci bez pomoci znac¢ek zacind az koncem 80. let. V souvislosti
s rozvojem telekomunikacnich technologii na bazi svétlovodi pronikaji nové poznatky

z nelinearni optiky i do oblasti biosensord.

Teoretické zaklady

Piimé sledovani bioafinitnich interakci pomoci optickych afinitnich biosensori probihd v
redlném case, bez nutnosti znaCeni a bez separacnich krokl. Jeden reakéni partner je
imobilizovan na povrchu fyzikalniho pievodniku, druhy je voln€ vroztoku a pribézné se
sleduje jeho vazba na citlivy povrch. Méfeny signal pak odrdzi pouze zmény na povrchu

sensoru a v jeho tésné blizkosti.
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% Zakladem je interakce exponencialni vlny (tlumena

n, opticky fidsi ¢i zhasiva; evanescent wave) s okolim sensoru. Pri

ni opticky hustsi dopadu paprsku Sifen¢ho v opticky hustSim prostiedi

na rozhrani s fidSim prosttedi pod vétSim thlem nez
: kriticky (sino > ny/n;), dochazi k totalnimu vnitinimu
Vznik exponencialni viny . ) )
odrazu svétla (TIR, total internal reflection).
Pfitom vznikd v opticky fidSim prostfedi elektromagnetickd vlna vyvoland interakci
(superpozici) dopadajiho a odrazen¢ho svétla, jeji intenzita vSak klesd exponencidlné se
vzdalenosti od povrchu. V téchto typech sensort se uplatiiuji dva druhy optickych systému -
bud planarni svétlovod nebo rozhrani kov / dielektrikum. Interakci exponencialni viny
s blizkym okolim sensoru dochazi ke zmén¢ podminek pro Sifeni svétla v optickém systému,
které se kvantifikuji podle zmén intenzity nebo fazového posunu vedeného svétla. Podle
konfigurace optického systému je mozné odliSit systém IOS - planarni vodi¢ svétla

(integrated optical sensor), a dale pak SPR - rezonance elektromagnetické viny Sifené

povrchovou vrstvou kovu (surface plasmon resonance, vznikd interakci exponencialni viny

s volnymi elektrony v kovu).
A U obou typt vychazi teorie ze
Az exponencialni vina
/ zmén efektivniho indexu lomu
A
C > Zp c > N pro Sifeni vedené viny uvnitf

y > 5
X M : optického systému. SiFi se
: / mod, ktery ma u IOS magne-
| / §IOS 'S / * SPR tickou TM, a elektrickou TE,

Konfigurace optickych sensori slozku, u SPR je pouze TM,).

Zmény v poli exponencidlni vlny jsou vyvolané navdzanim biomolekul na citlivy povrch
(zmény indexu lomu nc v oblasti vzorku C). Penetra¢ni hloubka exponencidlni viny
v prostoru vzorku je zp. Dalsi soucasti systému jsou S podkladovy substrat (obvykle sklo,
Nns=1.46). F je planarni svétlovod (ng, tloustka d; np=2.0, d=80 az 120 nm,
materialySiO,/TiO; nebo SizN4). U SPR pak M tenké vrstvicka kovu (Au, Ag, tloustky 20 az
60 nm). Pro vznik SPR je navic nutné, aby u komplexni dielektrické permitivity kovu &y
(& = &y + j&u ) byla realna slozka &, zaporna a navic —&; > nc (napf. Eg=—18+1.2j,
€au =—12 + 0.52j; vSechny hodnoty plati pro vlnovou délku A = 632.8 helium-neonového
laseru). Pro efektivni indexy lomu N vedenych vin a jejich penetracni hloubky plati vztahy:

10S: N = kA2 zp = M2M[N? = nd] "?
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SPR: N=[nc? + ey ”? zp = [MQ2T0cN) J(—6) ™

V disledku absorpce svétla v kovu je navic SPR jev velmi izce vymezen ve sméru osy X na
oblast o efektivni délce Ly (propagacni délka): La=Aey)’ /2N’ &)

IOS a SPR jsou do zna¢né miry analogické systémy, oba vyuzivaji vedeni definovaného
modu vInéni (budtotdlnim wvnitinim odrazem ve svétlovodu nebo podél rozhrani kov /

dielektrikum) a generovani exponencialni viny v oblasti vzorku.

Fyzikalni charakteristiky IOS a SPR systémii: U IOS existuji jak TE, (s-polarizace),
Systém N zp La ON/dnc N/&dr  tak TM, (p-polarizace), u SPR existuje

(nm)  (um) (10°nm™)  pouze TM slozka (mén& informac).
10S  TE, 1.68 o8 - o 31 Vedeni svétla uIOS je mozné aZz na

™, 1.55 126 - 0.26 4.8 dél rolik SPR
. ¢ nekoli :

SPR Au 144 180 4 127 153 vZQaiehlost nekotia e, 1 ST Jen ha
(TM,) Ag 1.40 230 24 1.16 10.9 Lg, pf'ltOI’Il citlivost je umérna délce

drahy interakce se vzorkem.
V tabulce udava dN/dnc citlivost na zménu indexu lomu okolniho prostiedi (vzorek) a dN/ddg
pak je citlivost na zménu tloustky adsorbované vrstvy.
A zména indexu lomu Na zménu efektivniho indexu lomu AN vedeného
A okolniho roztoku . N . .
A svétla maji vliv dva procesy. Homogenni zména

c t A
A A A A A indexu lomu An¢ celého okolniho prostiedi C (pro

F (M) > roztoky pufri je napt. nc = 1.33), systém tedy
X .. . y .
A A funguje jako refraktometr, to je ovSem z hlediska
z
A . sensoru nezadouci. Tvorba homogenni adsorbované
C A adsorboYana
vrstva F vistvyy F' je vlastni d&, méa index lomu np a

o dr tloustku dp, napt. pro vrstvu bilkovin je index lomu

" AA A AA

> np 1.45 — 1.55 a tloustka vrstvy dr 4 — 10 nm.
Pokud se oba jevy uplatni soucasné, Ize celkovou zménu vyjadfit jako:
AN = (ON/dnc)Anc +HON/ddp )Adr
pfitom citlivost na zménu tloustky vrstvy je nepfimo Umérnd penetrani hloubce:
(ON/&dr) = (1/zp) (ON/dnc)
Konkrétni velikosti citlivosti vzhledem ke zménam indexu lomu roztoku a tloustky
adsorbované vrstvy byly uvedeny v tabulce. Ackoliv je citlivost SPR na adsorpci biomolekul
ON/&dr lepsi, vede 10x zvySena citlivost ON/Onc k asi 2 az 3x vétSimu ruseni od zmén
v okolnim roztoku. V piipadé¢ 10S lze individudlné odlisit pfispévky obou procesti, u SPR

(pouze jedna slozka vedeného mod) to mozné neni (uvazuje se jistd hodnota ng.). Minimalni
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rozliitelné rozdily N jsou kolem 3 x 10* az 10 pro SPR, 2x 10° pro I0S a 107 pro
interferometry.

Odpovidajici meze detekce pro analyt uvedené jako minimalni zména povrchového
pokryti proteiny I, jsou pro SPR se zlatou vrstvou 11 a se stiibrnou 2.5 ng/cm?, pro I0S pak
0.4 ng/cm’. Konstrukénim uspoiadanim (interferometrické méteni) lze citlivost u IOS jesté
dale o tad zlepsit (delsi draha pro interakci). V praxi ovliluje Cinnost téchto optickych
systéml velmi vyrazné teplota okoli. Jeji kolisani vyvolava fluktuace signalu, takze praktické
limity detekce jsou spiSe urCovany dokonalou temperaci meéticiho systému. Po modifikaci

povrchu imobilizaci biospecifické vrstvy tyto systémy funguji jako afinitni biosensory.

SPR

je nejstarsi afinitni biosensor vyvinuty firmou Pharmacia pod nazvem BIAcore®®,

C vzorek Pro zavedeni svétla se pouziva

MKOV. o S — 1 4
S podklad vstupni hranol, povrchova vlna se
excituje na rozhrani mezi kovem M a
hranol dielektrickou vrstvou C (vzorek).
a Misto hranolu lze principialné pouzit

LED, laser . , o

DAD 1  vstupni mfizku,  vzhledem
Konfigurace SPR k rychlému utlumeni SPR nelze uZit

vystupni usporadani.
Jako detektor slouzi fada fotodiod (DAD, diode array detector), coZ umoziiuje urcit zavislost
intenzity na thlu odrazu.
Pribézné se sleduje zména polohy Aa a
intenzity odraZeného paprsku, minimum

Intenzita intenzity ~ pfitom  odpovida oblasti
odrazeného

rezonance (maximdlni pfenos energie
paprsku

svétla do vrstvicky kovu) a posouva se pfi

; >
Uhel dopadu a vazbé biomolekul. Posuv je pfimo umérny

Zména SPR signalu po vazbé biomolekul mnozstvi povrchové navézané latky .

Vyménny biosensor - integrovany "Cip" 140 x 30 mm umoznuje Ctyikanalové méfeni, citliva
vrstva je napafené zlato potazené karboxylovanym dextranem pro snadnou imobilizaci

biomolekul. Dale pak méfici ¢ast obsahuje miniaturni pritocny systém s pneumatickymi
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ventily. Rozméry méficiho kanalku jsou 2.1 x 0.55 x 0.05 mm, jednotlivé métici kandly jsou
nezavislé. Pracuje se s pritoky kolem 10 pl/min, takZe je minimélni spotieba bioreagencii a
vzéacnych vzorkl. Cena sensoru se pohybuje kolem 100 USD, celého systému BIACore kolem
250 tis. USD dle konfigurace a citlivosti. BIAcore byl brzy po svém uvedeni na trh komer¢éné
velice Gspésny. To stimulovalo fadu dalSich firem k vyvoji podobnych systéma dostupnych za

ptijatelnéjsi ceny, konkrétni zatizeni budou uvedena v kapitole o komer¢nich biosensorech.

Rezonanéni zrcadlo

RM (resonant mirror) IASys je obdobné zafizeni britské firmy Affinity Sensors®.
Svétlovodna vrstva s vysokym indexem lomu je nanesena na povrch optického hranolu.

C vzorek Svétlo dopadajici hranolem se

| /\ | /\ /\ /\ R{f@gﬁﬂg{'iwﬁw pfi urcitém uhlu vaze pies

spojovaci vrstvu (sklo, tloustka

B spojovaci vrstva asi 1 pm) do svétlovodu -
(buffer, coupling)

dielektrické rezonancni vrstvy

hranol (material TiO,, tloustka kolem
100 nm). Poté se svétlo Siii
podél jeho povrchu a odrazi se

Rezonanéni zrcatko (IAsys) 2pét do spojovaci vrstvy.

Tento opticky systém nezpiisobuje ztraty
energie svétla, avSak rezonance vnasi fdzovy

posun svételného paprsku, ten je presné m pii

Lnatevr;’/zsi‘fﬁpu existenci rezonance. Pouziva se polarizované
‘ svétlo, a protoZze rezonance existuje pro
— ———— » elektrickou TE a magnetickoou TM slozku

Prib&h RM signalu Uhel dopadu a

soucasn¢, slouzi navzajem jako reference.

Vysledny signal je prakticky nulovy mimo oblast rezonance, kde vykazuje ostré maximum.
Pfi méfeni se pak sleduje zména rezonancniho uhlu v ¢ase. Zachovava se jednoduchd

konstrukce, avSak oproti SPR se dosahuje lepsi citlivosti. Dosazitelné rozliSeni tloustky

28 Jonsson U., Malmqvist M.. V knize Advances in Biosensors Vol. I, JAI Press, London, 1992, str. 293.
2% Cush R., Cronin J. M., Stewart W., Maule C. H., Molloy J., Goddard N. Biosens. Bioelectron. 8, 347 (1992).
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navazané biovrstvy je 10 pm a 10 pro zménu indexu lomu v okoli. Pracuje se v michaném
usporadani, objem reak¢ni komiirky je 200 pl. Cena zatizeni je 85 az 200 tis. USD dle miry

automatizace.

10S - vystupni mrizka

Integrovany opticky miizkovy sensor (IOGC, integrated optical grating coupler sensor) ma
vice moznych konfiguraci®. Citliva oblast je umisténa v oblasti refrakéni miizky pro vystup
svétla z planarniho svétlovodu (F). Paprsek se zavede do svétlovodu pomoci ¢ocky, pfiCemz v

oblasti difrak¢éni miizky vystupuje paprsek pod thlem a.

C vzorek Po wvystupu ze sensoru se

F svétlovod . o
s mfizkou svazek paprskii pomoci ¢ocky

S podklad L o ohniskové vzdalenosti f

vstup svétla

(valcova cocka) a sleduje  pomoci  detektoru

citivécho na zménu pozice

DAD. Zmény AN se urcuji ze

zmén vystupniho thlu Aa:

Konfigurace 10S
5 AN = ngA(sin Q)

(vystupni mfizka) Y5 DAD

Detekéni limit ve formé AN, je 2-10 °. Podobny je vstupni miizkovy I0S, citliva oblast je
v oblasti difrakéni miizky slouZzici tentokrat pro vstup svétla do svétlovodu F. Detektory lze
méfit zménu intenzity odraZzeného svétla R nebo intenzitu svétla, které se Sifi svétlovodem a
na konci z n¢j vystupuje. Citlivost je obdobna jako u vystupniho miizkového 10S. Komer¢ni
zafizeni BIOS (biochemical integrated optical scanner) Svycarské firmy ASI stanovuje
intenzitu svétla Siten¢ho svétlovodem v zavislosti na proménném uhlu dopadu, sensor je na
otacivé podlozce. Velikost vyménného sensoru je 50x16x0.5 mm, miizka ma 2400 car/mm,
materidl svétlovodu je TiO,/Si0O,. Cena sensoru je 30 SFR, celé zatizeni stoji asi 120000 SFR.

Citlivosti: relativni zm&na N 3-10 °, absolutni zména N 10 >, zména tloustky vrstvy 100 pm.
y vistvy p

3% Lukosz W. Biosens. Bioelectron. 6,215 (1991).
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Interferometry”'

reference D1 sestavaji. ze dvou svétlovodnych

Y

vétvi, z nichZ jedna je v kontaktu se

vzorkem C a druhd slouzi jako

Y

reference. Obrazek vlevo ukazuje

hranol /k L D2 typickou konstrukci diferencialniho
vzore

mterferometru.

Koherentni paprsek laseru se pomoci Kdsterova hranolu rozstépi na dva stejné sfdzované
subpaprsky, které prochazi referencnim a méficim kandlem. Po zpétné rekombinaci a
interferenci vystupujicich paprski se stanovi jejich fazovy posun A® = 271 (L/A)AN. Zmény
intenzit na vystupech jsou tmérné + cos(A®). Minimalni mez detekce je [AP]pin =1 az 5-10
3 210 tj. pro délku interakce L =20 mm, pak je AN, = 1.5 a2 0.3:10 . Systém PIWI (planar
interferometric waveguide immunosensor), Mach-Zehndertv interferometr, pouziva pro vstup
a vystup svétla do planarniho svétlovodu mtizky (zdola), 1ze vSak svétlo zavést i celné pomoci
valcové Cocky.

Jinou modifikaci interferometrického méfeni je vyuZiti rozdilnych zmén efektivnich
indexti lomu pro dva réizné mody N7z a Ny (jejich ovlivnéni je velmi rozdilné)*. Provede se
polarizace laserového paprsku. Oba mody kmitaji v navzdjem kolmych rovinach a jsou
sfazované pred vstupem do optického systému. Po interakci se vzorkem se pak lisi o fazovy
posuv A® = 2711 (L/A)(Nrz — Ny ). Prakticky detekéni limit odpovidd zméng 0.2 ng/cm” za

10 min.

RIFS

reflekéni iterferometricka spektroskopie je nyni nejcitlivéjSi metodikou piimého optického
sledovani bioafinitnich interakci®>. Zakladem je interference na tenkych prithlednych filmech.
Svételny paprsek prochéazejici slabé odrazivym tenkym filmem bude casteCné odrazen na
kazdém rozhrani. Protoze rizné odrazené¢ paprsky prochdzi riznymi optickymi drdhami,

vznikd u nich fazovy posuv.

31 Fabricius N., Gauglitz G., Ingenhoff JI. Sens. Actuators B 7, 672 (1992).
32 Fattinger C., Koller H., Schlatter D., Wehrli P.. Biosens. Bioelectron. 8, 99 (1993).
33 Piehler J., Brech A., Gauglitz G. Anal. Chem. 68, 139 (1996).
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Princip RIFS

interferenéni vrstva

tloustka d
index lomu n

[l

dopadajici
bilé svétlo

A(P =2nd/\ + Qrefl

Pro tenké filmy je interference pozorovana
dokonce pro bilé svétlo.To vede k modulaci
svétla v dasledku

intenzity  odrazeného

konstruktivni a destruktivni interference.

Reflektance je pak déna vztahem:
R=R +R, +2\/RR, cos(4mmd /A +¢,,)

kde R; a R; jsou Fresnelovy reflektance

rozhrani a @.q zna¢i fazovy posun po odrazu.

Vysledkem je charakteristické spektrum reflektance,

Reflektance|

jehoz tvar se zméni po navazéani biomolekul na citlivou

plochu rozhrani, jako detektor slouzi DAD. RozliSeni

400 A 700

Tvar spektra reflektance

> tloustky biovrstvy se blizi 1 pm.

Zavéretna srovnani pFimych afinitnich sensora’

V predchézejicich ¢astech byly uvedeny principy fady optickych sensort pouzivanych pro

konstrukci pfimych afinitnich biosensort. Nasledujici tabulka provadi jejich vzajemné

porovnani a také jejich dosah v riznych osach a bodové rozliSeni. Limitujicim pro dosazitelné

rozliSeni je v podstaté zména okolni teploty; teplotni koeficient indexu lomu vody je kolem

10* K. Zavérem snad jeden udaj ilustrujici vliv teploty na piesnost téchto systémi: koliséni

teploty o 1 K se projevi stejné jako navazani 100 pg/mm? bilkoviny.

3% Brecht A., Gauglitz G. Biosens. Bioelectron. 10, 923 (1995).
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Klasifikace optickych sensorii podle efektii, rozliSeni a Sifky oblasti interakce

Technika TIRF |IOGC |IMB ‘RM ‘SPR ‘WSPR‘ 10 ‘Eli ‘RIFS ‘
odraz svétla X X X X X
interference X X X
exponencialni vina X X X X X X X

svétlovod X X X X X X

,»mode coupling™ X X X X

polarizované svétlo X X X X X X

fazovy posuv X X X X X
rezonance X X X X

x rozliSeni dif mm mm ni 10 um | mm cm dif dif

y rozlieni dif ‘ dif dif ‘ dif ‘ dif ‘ 10 um‘ 10 um‘ dif ‘ dif ‘
z rozliSeni ev ‘ ev ev ‘ ev ‘ ev ‘ ev ‘ ev ‘ <1 nm‘ <1 nm‘
délka - bodi / mm 1000 ‘ 1 1 ‘ 10-100‘ 100 ‘ 1 ‘ 1 ‘ 1000 ‘ 1000 ‘
Sifka - bodti /mm 1000 ‘ 1000 | 1000 ‘ 1000 ‘ 100 ‘ 10-40‘ 5-20 ‘ 1000 ‘ 1000 ‘

Vysvétlivky: TIRF total internal reflection fluorescence; IOGC integrated optical grating coupler; IMB
interferometer — mode beat; RM resonant mirror; SPR surface plasmon resonance; WSPR waveguide-based
SPR; 10 integrated optical interferometer; Eli Ellipsometry; RIFS reflectometric interference spectroscopy; dif
difrak¢éné limitované rozliSeni (~ A/2); ev rozliSeni ddno penetra¢ni hloubkou exponencialni viny (~ A); X
uplatiiuje se.

Oblasti pouziti afinitnich biosensori

Nejjednodussim pouzitim je koncentracni analyza - pomoci imobilizovaného bioligandu je
mozné specificky stanovit odpovidajici analyt (napf. pro méfeni v séru lze pracovat v rozsahu
koncentraci 1 az 100 pg/l pro proteiny pii dob¢ analyzy pod 10 min). Mnohem castéji se vSak
ve vyzkumné oblasti provadi strukturni studie a studium bioafinitnich interakci
(charakterizace protilatek, mapovani vazebnych mist), posledni dobou také hledani a soucasna
charakterizace biomolekul pfipravovanych kombinatorickymi postupy nebo z genetickych
knihoven. Kinetické studie (uréovani asociacnich, disociacnich a rovnovaznych vazebnych
konstant) jsou velmi atraktivni z hlediska rychlosti a jednoduchosti méfeni oproti klasickym
rovnovaznym postuptim zahrnujicim pouZiti radioaktivniho znaceni nebo separacni kroky.
Hlavnimi vyhodami jsou prace bez nutnosti znaceni, piimé sledovani interakci
"vrealném case" a vneposledni fadé irychlost méfeni a znaCny stupenn automatizace.
Limitujici je zatim niz§i citlivost oproti technikdm vyuzivajicim citlivé znacky. Opakované
pouziti téchto biosensorl je podminéno regeneraci citlivého povrchu. Pouziva se promyvani

zfedénym hydroxidem sodnym, kyselinou chlorovodikovou nebo mravenci, glycinem
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o nizkém pH, organickymi rozpoustédly ve smési s vodou, chaotropnimi ¢inidly, navazané
analyty proteinové povahy je mozné nastépit pomoci proteindz. Ne vzdy je regenerace Uplna a
ne vzdy to snasi imobilizovany bioligand. Hlavni komplikaci zejména v naSich podminkach

zustava vsak vysoka cena téchto zafizeni.

Formaty pro afinitni stanoveni:
a pfimé  stanoveni, = vhodné  pro

rozmérngjsi biomolekuly

b sendvi¢ové stanoveni

[ 4 ‘ c vytésiiovaci stanoveni (displacement

&>
assay)
b u u u u @ n u aa d vyménné stanoveni

Z A, N%A
n =N
AAAA

Piezoelektrické systémy

Piezoelektricky efekt objevili roku 1880 bratii Curieové. Ukazalo se, Ze v n€kterych
anizotropnichD krystalech (kifemen, turmalin, Rochellova stl) se pii mechanickém namahani
generuji orientované dipoly a vznikd elektrické napéti. Tento efekt se uplatiiuje také
v obraceném smyslu. Pokud se na krystal ptivede stfidavé elektrické napéti o vhodné
(rezonancni) frekvenci, zacne krystal se stejnou frekvenci vibrovat, pfitom se pirevaznad ¢ast

energie (10°: 1) uchova v oscilujicim systému a nerozptyluje se do okol.

O . ; ssqo s 1z s 1z s 1z c oo g o
U anizotropnich materiall jsou elektrické, mechanické a magnetické vlastnosti rizné vzhledem k riznym
osam. Orientace materialu je tedy velmi dulezita.
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osa (index) N (3) Na obrazku je ukazana orientace krystalografickych

z(2) os; pro tenky fez krystalu jsou pak podle jeho tvaru
mozné nasledujici vibrace:
el. pole L
Mechanické deformace
desticka disk
d délkova radialni
X (1 ) 31
v d32 Sitrkova
Orientace piezoelelektrické. desticky ~ dsz tloustkova tloustkova

Piezolektrické (PZ) materialy jsou jednak pFirodni: pfedevSim monokrystaly kiemene, z nich
se pfipravi vlastni sensory jako destiCky vyfezané pod piesnym thlem (fezy AT, BT, ST, ...).
Umélé materidly (dnes i kiemen) maji charakter riznych druhti keramiky: polykrystalicka, ale
uniaxialni (orientované), ptiprava se provadi sintrovanim (ZnO, LiNbO;, LiTaOs, Bi;;GeOy),
vyhodou je snadné tvarovani a nanaseni tenkych vrstev. Pizoelektrické plasty jsou zastoupeny
polyvinylidenfluoridem PVDF (-CH,CF; -), - smés (asi 1:1) amorfni a polykrystalické formy,
ta sestava z nepolarni ndhodné orientované a polarni orientované slozky). Za piezoelektrické
lze povazovat i biomakromolekuly (DNA, proteiny). V piezoelektrickych systémech se
mohou vyuZzivat vibrace uvedené v tabulce (pfedpoklada se elektrické pole ve sméru osyy
(d3). Pritom miize oscilace probihat v celém objemu materidlu, nebo pouze v povrchové

vrstvé. Konkrétni systémy jsou uvedeny na obrazku. Nékdy se uplatituje nékolik oscilaci

soucasng¢.

K - T~ SO Zakladni typy oscilaci. Zkratky
</_ /: / M % zna¢i QCM, quartz crystal
) h microbalance; SAW,  surface
QCM SAW acoustic wave; SH-APM, shear
/// W Ry i 7 \/7| horizontal acoustic plate mode;
| ”//, - IR S \,’/ ) FPW, flexural plate wave

SH-APM LT ’FPW IR (Lambova vina).

Piezoelektrické krystaly jako biosensory

Chemické mikrovazky (QCM) jsou nejstarSi systém vyuzivany pro konstrukci sensord,
uplatiiuje zde se pfimy objemovy stfih. Zakladem je desticka z krystalu kiemene (AT ftez)

s piivodnimi elektrodami (material je uslechtily kov, Au nebo Pt) na protilehlych stranach.
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elektrody na proti-
lehlych stranach

kfemenna
desticka
\ nosné dratky
kontakty
Piezoelektricky krystal
-2 £2Am
Af - fO Af - ﬁ)S nL pL
A’\/ P.H, o, H,
hmotnost viskozita

Af =-2.2600° £ A/T

Rezonan¢ni frekvenci fp urCuji fyzikalni vlastnosti
kfemene a také tlouStka desticky (¢im tenSi, tim
rychlejsi vibrace a vyssi fy). U tohoto typu byva fp
bézn€ od 5 do 20 MHz, dal uz jsou krystaly pfilis
tenké a ldmou se. Pfi navazani latky na aktivni
povrch elektrod dojde ke zméné resonanéni
frekvence fy. Zméni se hmotnost celého systému a

vibrace se zpomali - frekvence poklesne.

Pokud krystal osciluje navic vpfitomnosti kapaliny,
dochazi k dalsim zméndm f) v disledku tlumeni
oscilaci (viskozita prostiedi).

Po dosazeni pfislusnych konstant dostadvame pro
hmotnostni zmény (Am g, fo v MHz, Af vHz, 4

v cm®) upraveny vztah (Sauerbreyova rovnice).

Mgteni s PZ krystaly se d4 provadét dvéma riznymi postupy. Aktivni metoda: PZ krystal je

soucasti Sirokopasmového oscilacniho obvodu, jehoZ rezonanc¢ni frekvence se fidi vlastnostmi

krystalu aktualni frekvence se stanovi pomoci ¢itace, rozliSeni je 0.1 az 1 Hz pfi zékladni

frekvenci 10 az 20 MHz, citlivost kolem 3 ng/Hz a mez detekce 10 ng/cm’.

5 . Ci A output Nejjednodussi oscilacni obvody
1 . . y e 7
vyuzivaji logickd hradla, jiné
IC1a IC1p IC1q operacni  zesilovace. Tyto
I ||:|| i hmotnostni sensory jsou velmi

| Il o pzc) | , ,
jednoduch¢ a  levné, ale
R L principialné nejde odlisit

Hradlovy oscilator (IC — 74LS04)
hmotnostni zmény od
viskozitnich.

Nékteré specialni typy oscilatord umoziuji méfit signal amérny zatizeni krystalu v disledku

viskozity pomoci napéti ve zpétné vazbe zesilovace (AGC, autogain control).
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Piezoelektricky  biosensor  se
Pumpa PC e e

ziskd imobilizaci ligandu na
povrch elektrod krystalu a
Cita¢ o oy
Vzorek umisténim krystalu v pratocné

| o - .
w [r T komirce. Poté je tento systém
PZ krystal Ly o > Oscilacni pouzitelny pro piimé sledovéni

v prutocné cele obvod

afinitnich  interakci v realném
Piezoelektricky biosensor .. .,
y Case podobné jako optické

systémy.

Druhd méfici metoda je pasivni. Na PZ krystal se zvenc¢i pfivadi sttidavé napéti o znamé
proménné frekvenci a v okoli rezonance se prométi impedanéni charakteristika, zévislost
velikosti |Z] a fazového uhlu O na frekvenci. Je zapotiebi nakladnd aparatura (impedancni
analyzator, cena n¢kolik milionti korun), ale lze odliSit a spolehlivé zméfit hmotnostni a

viskozitni zmény.

2 [fraxs|Zlmaxd | |Z] Piezoelektricky krystal se zpracovava pomoci
S 1 kQ)
130

nahradniho elektronického schématu tvoteného
nahradnimi soucéastkami (viz vloZeny obrazek,
120 Co, Ry, Cy, Ly). Pfizom hodnoty ,,virtudlnich*
soucasti odpovidaji hmotnosti krystalu a
viskozit¢ okoli (odpor R;). Hodnota sériové

rezonancni  frekvence fs obvykle odpovida

rezonanni frekvenci krystalu urcované pfi

5.930 5.935 5.940

aktivni mefici metode¢.
Priklad impedance PZ krystalu

Planarni akustické sensory

Citlivost piezoelektrickych sensort zavisi na pracovni frekvenci. U kiemennych krystalli je
pracovni frekvence limitovana tlouStkou vybrusu. Velmi tenké vrstvy nandsené na nosny
substrat umoziuji dosahovat vysoké pracovni frekvence (pfes 100 MHz), a tim 1ivyssi
citlivosti. Jako signdl slouzi zmény vlastnosti povrchové akustické viny Sifené

piezoelektrickou vrstvou.
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budici pary prijimaci pary  Sensor funguje jako zpozd'ovaci

elektrod referenéni Usek elektrod ) ) ‘
_______ linka (delay line); jeden par
= clektrod  (vysila®)  budi
| akustickou vinu.
méfici Usek

Ta po prichodu citlivou vrstvou generuje stfidavé napéti v protilehlém paru elektrod
(pfijimac). Vyhodnocuje se fizovy posun a zména amplitudy zachycenych akustickych vin
v zavislosti na zménach v citlivé oblasti. Casto se u tdchto systémil vyskytuje ndkolik druht

vInéni soudasné.

Aplikace piezoelektrickych biosensort:

Klasické pouziti piezoelektrickych (bio)sensorti bylo v méficich systémech pro plynnou fazi.
Zakladem je imobilizovany afinitni ligand (napf. formaldehyd dehydrogenidza pro
formaldehyd, cholinesterdza pro sarin, soman, protilaitky pro kokain). Méné selektivni
lipidické vrstvy se pouzivaji pro charakterizaci viini (napf. pivo nebo ovocné §tavy). Vyuziva
se vicekandlovd méfeni, cilem je konstrukce umélého nosu (electronic nose). Z této oblasti
vychazely prvni piezoelektrické imunosensory. Reakce se vzorkem probihala v roztoku,
nasledovalo promyti, vysuSeni (problémy s reprodukovatelnosti) a stanoveni nové rezonancni
frekvence opét v suchém stavu. Tato varianta ma pfednost ve snadné interpretaci — namefena
data reprezentuji jen zménu hmotnosti, ale nevyhodou je tézkopadné provedeni.

Me¢éfeni pfimo v roztoku umoziuje sledovani afinitnich interakci v redlném case. Je
tteba odlisit zmény hmotnosti a viskozity (pasivni metoda), ikdyz u bézné pouzivanych
koncentraci biomolekul je viskozita jejich roztokd jen malo odlisna od zakladniho pufru.
Elektroda krystalu miize byt navic spojena s potenciostatem, takZe lze soucasné provadét
elektrochemickd méteni (EQCM). Pro bioanalytické tcely je mozné i vyuziti zmén viskozity -
neni tieba imobilizace, specifickou reakei se na povrchu krystalu tvoii precipitacni produkt
(aglutinac¢ni latexové testy), méni se vlastnosti roztoku ("gelovaténi"). Nebo dochazi
k depolymeraci (fibrinolyza urokindzou - srazeni krve, rozpad aktomyosinu s ATP -sledovéni

Cerstvost masa), Piezoelektrickd metoda je rychlejsi a citlivéjsi nez klasické postupy.
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Kinetika afinitnich interakci

Kvantitativni charakterizace afinitnich interakci ma zékladni vyznam pro fadu oblasti
biochemie, biotechnologie i biologie. Metody pro mefeni afinity jsou obvykle zaloZeny na
smiseni interagujicich partnerti, dosaZzeni rovnovazného stavu, separaci volnych a véazanych
molekul a kvantifikaci jednoho z partnert. UZivaji se vhodné detekéni znacky - radioaktivita,
fluorescence, enzymy pro sledovani afinitnich zavislosti; neziskaji se kineticka data a navic
muze dojit ke zménam nativni molekuly. Nejvice informaci lze vzdy ziskat pii pribéZném
sledovani vazebného dé&je pomoci vhodného biosensoru. Experimentalni metody z oblasti
pfimych afinitnich biosensori funguji tak, Zze jedna z interagujicich latek je navazana jako
receptor na povrchu citlivé oblasti vhodného fyzikalniho sensoru. Pii specifickém navazani
druh¢ latky (ligandu) se pak méni fyzikalni charakteristiky citlivého povrchu, na které sensor
reaguje zménou signalu. Vazebnou interakci tak lze sledovat v redlném cCase a piimo bez

nutnosti pouzivat znaceni.

Sledovani asociace a disociace biomolekul

Nejcastéji pouzivand metoda studia bioafinitnich interakci je schématicky zndzornéna na
obrazku. Jedna z reagujicich latek (receptor R) je imobilizovana na citlivém povrchu sensoru
([0 ), druhéd (ligand L) je pak ptitomnd v okolnim roztoku v koncentracic, ta je obvykle
béhem mefeni prakticky neménnd, napf. pfi prato¢ném uspoiadani. Sleduje se tvorba
komplexu RL: ka

OR+L

[0 RL

ka
Naznacené d¢je popisuji kinetické rychlostni konstanty £, (asociacni) a k; (disociacni).
Rychlost tvorby komplexu RL je dana rovnici: d[RL]/dt =k, [R][L] =k, [RL] (1)
Po ustaveni rovnovahy (d[RL]/dt=0) jsou koncentrace vSech forem dény rovnovaznymi
konstantami K4 resp. Kp; plati pro né vztahy K4 = [RL]/([R][L] = k. /ka, Kp = 1/K4.
Me¢éteny signal je jistym zplisobem imérny mnozstvi vznikajiciho komplexu RL. U vSech typt

sensortl signdl vlastné zavisi na hmotnosti molekul navazanych na citlivy povrch.
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Yeq Experimenty se obvykle provadi v prato¢ném
signal Y

Cas t usporadani. Po ustaveni zékladni linie signalu

Asociace Disociace v pufru celou protékd roztok obsahujici ligand
Yo

pufr vzorek pufr

a zaznamena se vazebna kiivka (Asociace).

Poté 1ze do cely pustit opét pouze zékladni roztok bez ligandu a sledovat rozpad komplexu RL
(Disociace). Podle toho, jaké jsou velikosti kinetickych rychlostnich konstant pro dany
afinitni par, je mozné pozorovat fadu experimentalnich asociac¢nich a disociacnich kiivek a
podle toho pak volit postup vypoctu. Ne vzdy lze také urcit vSechny zadané parametry.

Pro hodnoceni experimentalnich zaznami se postupuje nasledovné. Vychozi signal Y
se bere nulovy, vazebnd kapacita povrchu je imérna celkové zméné signdlu po obsazeni
vSech pfitomnych molekul receptoru R, lze ji oznalit Y. V pribéhu vazby bude zbyvajici
mnozstvi volného neobsazeného receptoru R pifimo umémé rozdilu Y. -Y, mnozstvi

navazaného ligandu bude piimo umérné Y. Rovnice se dé upravit:
dy/dt=k,c(Y . —Y) —k,Y adalsitpravou ziskat: dY/dt=k,cY , —(k,c+k,)Y

K urceni kinetickych parametrii z experimentalnich zavislosti ¥ na Case ¢ lze pouzit dva

odlisné postupy, linearizaci transformaci nebo nelinearni regresi.

Linearizace

byla vypracovana pro systém BlAcore. Experimentdlni zavislost Y = f{z) se numerickou
transformaci (derivace) prevede na tvar dY/dt = f(Y). Nové ziskand zavislost by méla byt
linearni tvaru dY/dt = a + bY. Pro absolutni ¢len (usek na ose y) plati a = k,cYmax, pro
smérnici b = -k, ¢ - kg. Pokud se provedou vazebnd méfeni pro fadu koncentraci ¢ volného
partnera L, 1ze kinetické rychlostni konstanty k,, ks jednoduse zjistit vynesenim zavislosti a, b
na koncentraci c. Na zaklad¢ grafu smérnic se ur¢i velikosti konstant a z grafu tisekli vazebna
kapacita Y, Linedrni transformace primarnich namétenych dat bohuzel vede také
k transformaci chyb pocitanych parametrt, a tak jsou kvalitni naméfené udaje Castecné
znehodnoceny. Postup zcela spolehlivé funguje pro systémy, které se chovaji ptesné podle
jednoduchého kinetického schématu. Pokud transformovand zavislost dY/dt vs. Y neni zcela
linedrni, je prolozeni piimky subjektivné ovlivnéno. Tyto ijiné problémy lze charakterizovat
pomoci vhodnych parametrii, vypracovat pfislusné matematické modely a parametry urcit

pfimo z primarnich dat nelinedrni regresi.
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Nelinearni regrese

je exaktngjSi postup vychazejici z integrace rovnice vychozi podle Casu, coz piimo vede
_kaCYmax {l_exp[_(kaC+kd )t]}
k,ctk,

k vyrazu zavislosti velikosti signalu ¥ na case t: Y

Z jediného experimentu tak je mozné urcit pfimo zéddané kinetické konstanty. Pro usnadnéni
numerického vypoctu lze zavést Y., tj. velikost signdlu pfi dosazeni rovnovazného stavu:

Y, =k.cY,. [(k,ctk,)=cY,,, [(ctK,)=K Y, /(c*+K,)
Rovnice pak ptejde na tvar:

Y=Y, {I-exp[-(k,ctk, )1}

Dalsiho zjednoduSeni vypoctu lze dosdhnout zavedenim k.5 = k, ¢ + kqs. Hodnoty kinetickych
rychlostnich konstant pak lze urcit vynesenim k,»s proti koncentraci volného vazebného
partnera. Nelinedrni regrese umoziluje vyhodnotit vazebné kiivky tvofené ze dvou
nezavislych kinetickych interakci (napt. nespecifickd adsorpce ligandu), je mozné uvazovat
vliv nestability zakladni linie, 1ze korigovat zmény signdlu vyvolané vyménou pracovniho
roztoku. Po nastiiku vzorku dochazi obvykle k vyrazné zmén€ indexu lomu okolniho
prostfedi, které se projevi jako prudkd zmeéna signdlu u optickych sensorti, stejné¢ puisobi
zmeny viskozity u piezoelektrickych sensorti. Nelinearni regerese je univerzalni, lze pouZit
1 tam, kde linearizace selhava nebo neni principialn€ pouzitelna viibec.
Disocia¢ni faze
Po vytvofeni komplexu RL na povrchu sensoru se z okoli odstranit volny ligand L a
pozorovat zpétny rozpad (disociaci) komplexu na vychozi slozky. Kineticky tento proces
odpovida rovnici (1), kde [L] = 0, odtud pak plyne dY/dt = -k;Y. Je-li vychozi mnozstvi
komplexu RL na povrchu sensoru déno signdlem Y, integrace vede ke vztahu:
Y=Y, exp(-k,f)
Z experimentalni disocia¢ni kiivky lze pak parametry k; a Y, urCit nelinearni regresi, nebo
jednoduseji po Gpraveé na rovnici piimky linedrni regrest:

InY=InY,~k,t

Komplikace pri praktickém provadéni experimenti

Obé konstanty k, 1 ks je sice mozné vypocitat jiz z asociacni reakce, nicméné pro k; pod
10* s tento postup vede ke zcela nepiesnym hodnotam kg, jak bylo ukdzano i matematickou

simulaci. Doporucuje se urCit k; zdisociani kiivky a takto ziskanou hodnotu pouzit
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v asociacnich rovnicich pifi urCovani k,. Pfi disociaci ligandu z povrchu sensoru se muze
nékdy vyskytovat tzv. "rebinding". Jde o to, ze ligand L se sice uvolni z komplexu RL, ale nez
se staci dostat do volného roztoku, je zachycen jinymi neobsazenymi receptory na povrchu.
Tento jev nastdvd zejména pokud je povrchovd hustota receptoru vysokd (R je
nizkomolekularni), nebo pokud biospecificka vrstva neni monovrstvou a ma vétsi tloustku,
napt. kdyZ se pouziva imobilizace v dextranové matrici. Projevem byvaji velmi nizké hodnoty
kq oproti ocekavani. Pfi analyze interakci protilatek (IgG, ligand L) s imobilizovanymi
antigeny se obvykle uvazuje stechiometrie interakce 1:1. To je vcelku opravnéné pro

antigeny. Nicméné pfi interakci s imobilizovanymi hapteny (R) je mozna i bivalentni vazba:

OOR+L 00R—L IIII]:IR\
0o R 0o R mR -~

Zde se ptfi vyhodnocovani jiz nevystaci s jednoduchym modelem uvedenym vyse. Omezeni
tohoto jevu lze dosahnout pouzitim vysokych koncentraci protilatky nebo snizenim povrchové
hustoty haptenu, aby vzdéalenost mezi sousednimi molekulami R byla vét§i ve srovnani se
vzdalenosti mezi vaznymi misty protilatky. Pfi pouziti nespecifickych imobilizacnich postupti
Ize oCekévat rizné orientace receptoru, a tim i rizné afinity. Lze pouzit i metody orientované
imobilizace, napf. vazbu protilatek na Protein A. Dal§i mozny problém ptedstavuje transport
latek z roztoku k sensoru. Pfi pritocnych meétenich obvykle existuje na povrchu sensoru
nemichand vrstva (hranice | ), ktera jej odd¢luje od okolniho prostfedi. Mimo vlastni afinitni

interakce je tedy nutné uvazovat difiizni transport ligandu L:

O | O | O |
MR | +L MR L | M RL |
0 ! O : 0 I

Naznaceny proces se da popsat jako dva nasledné reverzibilni kinetické déje, nebo je tieba
pouzit 1. Fickliv zdkon. Aby se nezadouci jevy neuplatnily, je zapotfebi pracovat pii
dostatecné rychlém pritoku resp. intenzivnim michéni pracovniho roztoku. Reédlné bioafinitni
interakce mohou Ccasto sestdvat zfady navazujicich rovnovéznych ¢i nevratnych kroka
(konforma¢ni zmény, interakce mezi dal§imi C¢astmi biomolekul mimo aktivni centra).
Odchylky od zde popsaného modelu pak mohou ovlivnit vypocitané parametry. Pro
interpretaci naméfenych kinetickych kfivek pak bude nezbytné vyvinout vlastni kinetické
modely 1épe vystihujici pfedpokladany reakéni mechanismus.

Technologie z oblasti biosensortt poskytuji velmi ucinné nastroje ke studiu

bioafinitnich interakci v redlném case. Kvantitativni idaje - rychlostni i rovnovazné kinetické
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konstanty - lze ziskat velmi rychle, nicméné pro dosazeni optimalnich a spolehlivych
vysledkl je zapotfebi porozumét zékladnim principim a vénovat dostateCnou pozornost i
spravné interpretaci namefenych dat. Priklady schématickych experimentélnich zavislosti pro

ruzné velikosti kinetickych konstant jsou shrnuty v zavérecné tabulce.

Experimentalni ziznamy dle predpokladanych velikosti rychlostnich konstant.

Asociace Disociace Tvar zavislosti* Zpusoby urceni konstant

ka (mol'1s™) | ky(s™)

sttedné rychld | velmi rychla asociace [ £,

100 az5-10°  [=0.01 rovnovéhy 0 K
disociace pfili§ rychla

sttedné rychld  |rychla asociace [ £,

100 az 5- 10°

0.001 az 0.01

rovnovaha 00 K4

disociace [0 ky

stiedné rychla

100 az 5- 10°

stiedné rychla

10° a2 0.001

asociace [ £,
rovnovaha nenastava

disociace [0 ky

sttedné rychld | pomala asociace [ £,
100az5-10° [<107 rovnovaha nenastava
disociace pfili§ pomalad
rychla velmi rychla asociace prilis rychla
>35-107° = (.01 rovnovaha O Ky
disociace pfili§ rychla
rychla rychla asociace prilis rychla
>5-107 0.001 az 0.01 rovnovaha O K
disociace [0 ky
rychla stiedné rychla asociace prilis rychla
>5-107 107 az 0.001 disociace O k4

NG

*tuéna vodorovna linka oznacuje dobu kontaktu se vzorkem
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Protilatky a imunosensory

Protilatky

Imunochemické afinitni biosensory pouzivaji jako biorekogni¢ni element protilatky -

bilkoviny schopné specificky rozpoznavat jiné molekuly. Pro bioanalytické ucely” slouzi

nejcastéji protilatky typu imunoglobulinu G (IgG), molekulovd hmotnost 160 kDa, jsou

tvofeny 2 lehkymi L po 25 kDa) a dvéma tézkymi fetézci H (po 50 az 77 kDa).

Fv

NH,

( Cid
Fc
CooH COOH

Fab

sacharidova
slozka

S-S
mustek

membranovy usek

Struktura IgG

FR oblasti

papain
pepsin ~

Stépeni
[¢]€]

Casti IgG

CDR oblasti

spojeny

takze wvznika

Retézce  jsou  navzijem

disulfidickymi  mustky,
typicka struktura tvaru Y, kde cast Fc
protilatky  na

umoziuje  vazbu

membranu  a dva Fab fragmenty

obsahuji na koncich mista vazici
antigen. Retézce sestavaji
z konstantnich C a  variabilnich

V usekl. Variabilni oblasti (Vy, Vi,
dohromady Fv) jsou nezbytné pro vznik
riznych vazebnych mist pro strukturné
riznorodé epitopy (rozpozndvanad Cast
antigenu). Variabilni Cast sestava ze tii
CDR

hypervariabilnich usekl

(complementary determinant region).

Zbytek struktury sestava ze Ctyf pomérné

konstantnich FR (framework) tuseki. CDR

vytvari vlastni vazebné misto pro antigen.

Pomoci protedz je mozné molekulu protilatky

roz§tépit na fragmenty; to mize byt vyhodné

[ ] konstantni

|:| variabilni

pro né&které aplikace.

I hypervariabilni

33 Killard A. J., Deasy, B., O’Kennedy R., Smyth M. R. Trends Anal. Chem. 14, 257 (1995).
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Protilatky jsou vytvareny jako odezva na pfitomnost imunogenu, coz muze byt jakakoliv
molekula o hmotnosti ptes 1 kDa, kterou organismus rozpoznava jako cizorodou latku. Muze
vzniknout pfes 1 milion riznych molekul protilatek diky rtiznym genetickym mechanismim:

H a L fetézce jsou kédovany riiznymi geny na riiznych chromozomech.

VA1 Vn J1-5 C Existuje nékolik stovek
L L (k) . e
2//35 7 NRRN - chromozom 6 genll pro variabilni oblast
n=2 ..

Vn  Din J14 Cu C5 Cy atd. (na  obrazku oznaceny
|

V1
| L H , T
_- // .// [T //l [TT1 -_-_-T chromozom 12 plsmenem V)’ JeJlChZ
n=2 .. 300 nm2 1 C gen pro podtfidu

nadhodné spojeni poskytuje
Skupiny genii protilatek (mys) pies 10* momosti.
Geny J (joining) koduji n€kolik poslednich aminokyselin variabilni ¢asti, u tézkych fetézct
navic existuji D (diversity) geny. DalSi modifikace vznikaji somatickou mutaci, vyvolanou
opakovanym kontaktem s antigenem; tak vznikaji protilatky s vyssi afinitou k antigenu.
Protilatky produkuji B-lymfocyty vznikajici v kostni dfeni, odkud pifechazi do sleziny a
lymfatickych uzlin. Na povrchu nesou receptorovou formu protilatky, po navazani antigenu
na tento receptor pak dand buiika proliferuje a zacne produkovat protilatky o dané specifité.
\( Existuje 5 tiid protilatek (IgA, D, E, G a M), znich kazdd ma
IgG odpovidajici tézky tetézec a, O, €, y a U. U IgG jsou navic 4
podtfidy s casteéné odlisSnymi tézkymi ftetézci. Kazda tiida
IgA protilatek ma urcité strukturni a funkéni vlastnosti.

Nékteré vlastnosti tfid protilatek (myS)

N

N

):/ Tiida IgA IgD IgE IgG IgM
>/ 1eM M (kDa) 170 180 190 160 900

H fetézec a 0 € % M
Sacharid (%)  7-11  12-15 12 2-3 9-12

IgG je zdaleka nejrozsifencsi v séru, kde se vyskytuje v monomerni formé (L,H;). Vaze se na
pronikajici bakterie a viry a aktivuje jejich lyzi za Gcasti komplementu. Pfes Fc ¢ast se mize
vazat na makrofagy. IgM se objevuje jako prvni odezva na pfitomnost antigenu, obvykle ma
malou afinitu. Diky mnoZstvi vazebnych mist miize vyvolavat aglutinaci.lgD se vyskytuje
zfidka, funguje jako bunétny receptor pro antigen. IgA je pfevazné v sekretech (sliny, slzy,
travici Stavy). Muze pfechazet ze séra do zluci. IgE vystupuje v souvislosti s alergickymi

reakcemi. V bioanalytickych aplikacich se pouzivaji prevazné 1gG.
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Produkce protilatek

Imunitni odezvu jako obrannou reakci organizmu vyvolava obvykle pfitomnost cizorodé latky

— imunogenu. Makromolekularni latky — antigeny (molekulova hmotnost pies 1 kDa) jsou

schopné iniciovat tvorbu protilatek pfimo po vpraveni (injekén€¢) do zvolené¢ho organismu.

Nizkomolekularni latky — hapteny — je potieba nejprve spojit s vhodnym makromolekuldrnim

nosi¢em (nejcastéji se pouziva hovézi albumin, ovalbumin, hemocyanin nebo thyroglobulin),

teprve takovy konjugét je schopen vyvolat imunitni odpovéd'.

Vazba haptenu na nosic¢

ve variabilni ¢asti mimo variabilni ¢ast
- nizka specifita Ab - vysoka specifita Ab

Vzniklé protilatky jsou schopné rozpoznavat i
volny hapten. Pfi pfipravé imunogenu je na
molekule haptenu potteba volit takové
reaktivni skupiny, které netvoii piimo misto,
které ma byt protilaitkou rozpoznavéno,
protoze by se snizila specifita vzniklych

protilatek.

Klasickd ptiprava polyklonalnich protilatek (pAb) vyuziva imunizaci experimentalnich zvitat

(kralik, myS, ovce, koza, ki) vhodné upravenym analytem. Po nékolikrat opakované

imunizaci a kontrole na pfitomnost protilatek se nakonec provede odbér krve.

1. Imunizace

2. Odbér séra

Priprava polyklondlnich protilatek

Ziskané sérum se uchovava zmrazené, protoze
se pouziva obvykle velmi ziedéné (1000x a
vice), neprovadi se purifikace protilatek.
Z chemického hlediska obsahuje polyklonalni
protilatka fadu imunoglobulinii typu G, které se
navzdjem li§i afinitou a rozpoznavaji rtzné
casti vazané molekuly. Tento postup zacina byt
kritizovan ze strany organizaci na ochranu
zvifat, proto je velmi pfisné sledovan a

evidovan.

Casto je vyhodn&jsi pouzit homognenni protilitku o presné definovanych vlastnostech -

monoklonalni protilatku; k piipravé slouzi hybridomova technologie®®. Tak je mozné

produkovat homogenni protilatky o vysoké specifité ve velkém mnozstvi. Pouziva se slezina

obsahujici Zadané¢ B lymfocyty z imunizované mySi. Tyto lymfocyty se fizuji s rakovinnymi
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bunikami v pfitomnosti PEG. Ziskané hybridomové buiiky se pak selektivni kultivaci zbavi
nezfuzovanych bun¢k (HAT medium — hypoxanthin, aminopterin a thymidin). Poté se
hybridomova kultura nafedi a umisti v mikrotitracnich destickach, po 2 tydnech ristu se pak
na jednotlivych jamkach hledaji vzniklé protilatky pomoci ELISA. Nasleduje dalsi fedéni az
na hranici 1 buiika na jamku, hledaji se vzniklé protilatky, a cely proces se znovu opakuje.

Tak se nakonec ziské jednotnd bunécna kultura produkujici monoklonalni protilatku (mAb).

—

Produkce monoklonalnich protilatek

‘ 1. Imunizace

i slezina
buriky produkujici myelomové buriky
protilatky O O . o
0. 0O o®
2. Fuze bunék O ®
i + polyethylenglykol

3. Selekce - kultivace v HAT mediu

@ @

nezfuzované slezinné hybridomy nezfuzované myelomy
buriky — zemfou v kultufe | zemfou v HAT mediu
4. Ziskani jednotlivych klon( i

limitnim fedénim buriky produkujici rtizné

D ©

monoklonalni protilatky

5. Produkce protilatek

v bunééné kulture jako asciticka tekutina

Produkce je mozna po aplikaci do experimentalniho zvifete, dosahovana koncentrace mAb je
5 az 15 mg/ml, kultivace je mozné i bioreaktorech, koncentrace mAb je 5 az 50 pg/L

Purifikace protilatek se provadi bud’ pouze srazenim siranem amonnym, nebo 1épe metodami

3% Kohler G., Milstein C.. Nature 256, 495 (1975).
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ionexové (DEAE-) nebo afinitni chromatografie (navazany analyt, nebo Protein A ¢i G, ty

vazi IgG v Fc oblasti).

Rekombinantni protilatky

Vyse popsand technika neni jednoduSe schiidnd pro pfipravu lidskych monoklonalnich
protilatek, potitebnych pro terapeutické ucely. Proto se hledaly alternativni molekularné
genetické postupy. Technika piipravy rekombinantnich protilatek®” (rAb) vyuZiva extrakci
usekli genli kodujicich variabilni useky protilatek, jejich Gpravu a konecné expresi ve
vhodnych hostitelskych bunikach (E. coli, kvasinky, houby, rostlinné bunky, buiiky hmyzu).
Lze tak produkovat rizné fragmenty protilatek jako Fv, Fab, Vy, Vut+VL a scFv (single chain

variable fragment).
buriky produkujici protilatky Nejprve  se  zbunék  produkujicich
extrakce mMRNA protilatku izoluje mRNA, ktera slouzi jako

}1 Vi C. / v, C. Sablona pro syntézu jednotetézcové cDNA,
| | [ TT] /{ [+~ vznikla smés se pak slouzi jako vychozi

l prepis na cDNA substrat pro zmnozeni (amplifikaci)

amplifikace variabilnich ¢asti

<{_, I/. —> -~ specifickych protilatkovych genil
e l(———l technikou PCR  (polymerase  chain

i spojeni, dalSi amplifikace

reaction). Potiebné primery -
|:|:|:¢| 0 Iinkerlzl:l oligonukleotidy komplementarni k DNA
z oblasti konci variabilni Casti genll

[ T T T T ] scFvDNA
fragment protilaitky — byly pfipraveny na zékladé

do fagu nebo plazmidu, ) ]
exprese protilatky scFv znalosti relativné stale struktury FR

Pfiprava rekombinantni protilatky oblasti. Geny pro Vg a Vi fetézce jsou pak
spojeny kratkou nukleotidovou sekvenci.

Tak vznikne spojovaci usek aminokyselin (linker), obvykle je tvotfen sekvenci (GlysSer).s.
Takto ziskanda DNA kodujici fragment protilatky se vpravi pomoci plazmidu nebo fagu do
hostitelskych bunck a rAb se produkuji kultivaci ve fermentoru. Komeréné jsou dostupné kity
pro cely vySe popsany postup. Rekombinantni protilaitky maji oproti monoklonalnim celou
fadu vyhod. Produkce mize byt teoreticky zkracena na dobu nékolika tydnh (nékolik mésict
pro mAb). Protoze molekula rAb je podstatné mensi nez IgG, lze dosédhnout pfi imobilizaci

vétsi plosné hustoty, rAb miiZe interagovat s epitopy nepfistupnymi velké mAb, mala

37 Winter G., Milstein C. Nature 349, 293 (1991).
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molekula ma navic mén€¢ mist, kterd mohou nespecificky véazat jiné molekuly (falesné
pozitivni vysledhy). ZlepSend je také odolnost vici protedzam. Genetickd konstrukce
protilatky pfind$i moznost piipravovat konjugaty - chimnérni bilkoviny, tvofené jednak
fragmentem protilatky, nesoucim vazebné misto, jednak néjaky jiny funkéni protein, napf.
enzym jako znacku.

scFv Podobné se da vclenit ¢ast usnadiujici imobilizaci,
monomer napt. Protein A, nebo oligohistidinovy usek (tag),

ktery slouzi k zachycovani protilitek na zaklad¢

nekovalentni  chelatovych komplext s kovy; vyuZitelné je to

dimer
k purifikaci nebo k imobilizaci. Také je mozné
spojovat dva riizné fragmenty pro Fv useky, a tak
Kovalentni ziskat bifunni protilatkové dimery (diabodies).
?ﬂﬁfﬂy Protoze nukleotidova sekvence DNA kodujici scFv se
d4 snadno urcit, pfimo se nabizi moznost planovité
ménit strukturu a zlepSovat vazebné parametry
diabody

protilitek na zdkladé ndhodnych nebo cilenych

mutacnich zasahll. Znalost struktury otevira moZznosti

QRIGI900100
6@6@53

matematického modelovani stavby vazebného mista
Rekombinantni protilatky o .. e ) )
protilatky, a tak wurcit dulezit¢ aminokyseliny a
ptipadné je zménit.
Rekombinantni technologie také otevira moznost produkovat protilaitky bez potieby
imunizace laboratornich zvifat. Tento klasicky postup je v soucasnosti stéle vice cilem Utoka
ze strany ochrancii prav zvifat. Znalost struktury DNA protilaitek umoziuje piipravit
knihovny DNA pomoci ndhodné mutace, a z knihovny pak kombinatorickymi postupy hledat

sekvence vhodné pro vazbu analyzovanych latek. Prvni vysledky v této oblasti davaji nadéji

do budoucna.

Imunoanalytické metody

Tyto postupy ziskavaji postupem casu stdle vétsi popularitu. Od cisté klinického pouziti se
dnes rozsifuji do mnoha dalSich oblasti, kde je vyzadovéano specifické, rychlé a levné
stanoveni urcité latky v pfitomnosti dalSich komponent. DalSi cast této kapitoly bude
zaméfena piedevSim na nepiimé imunochemické metody. V této souvislosti "neprimé"

znamena pouziti vhodného znackového systému, ktery umoznuje vyhodnotit vysledek
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imunochemického (obecné jakéhokoliv afinitniho) stanoveni. Pribéh téchto stanoveni je
nejcastéji heterogenni, vznikajici imunokomplex vcetné znacky je zachycen na vhodném
povrchu (mikrotitracni desticka, citlivd oblast pfevodniku), poté se odstrani reakéni smés,
povrch se promyje a zméfi se mnozstvi zachycené znacky. Pouzitelné znacky jsou
radioaktivita (v oblasti biosensordi se nepouzivd), fluorescencni nebo luminiscenéni
komponenta, nejcastéji pak vhodny enzym. Vychozi metodou pii vyvoji nepiiméno
imunosensoru je obvykle néjaka jiz existujici ELISA metoda (enzyme linked immunosorbent
assay). Existuje fada riiznych pracovnich formati, avSak nejcastéjsi jsou kompetitivni a

sendvi¢ové stanoveni.

Kompetitivni stanoveni

Kompetitivni format je univerzdlni metoda, pro nizkomolekuldrni analyty je pak jedinou
moznou volbou. Na citlivy povrch je imobilizovan analyt nebo jeho analog. Pfi vlastnim
stanoveni se vzorek smicha s protilatkou a necha se jistou dobu inkubovat.

| Pfitom by se mélo dosahnout rovnovazného stavu (nebo
<> alespoit pfiblizeni k rovnovaze). Tato smés se piida k

sensoru a zbylé volné protilatky se vazi na modifikovany

povrch. Volny a véazany analyt soutézi o limitované

mnozstvi protilatky. Na konci imunoreakce se povrch

N analyt
oplachne
I Zachycend protilatka (primarni) se detekuje piridavkem
Q . sekunddrni vhodné¢ oznafené protilatky. Sekundérni
znacena

sekundarni protilatka  protilatka mé4 specifitu k té ¢asti primarni protilatky, ktera

nevaze analyt (napf. Fc ¢ast). Alternativné je mozné

Q oznadena ., hodné y e, itk K
pritharni protilatka pouzivat vhodné ozna¢nou jiz primarni protilatku, pa

odpadé jeden reakéni krok.
% Format kompetitivniho stanoveni je samoziejmé mozné
Q obratit a na povrch sensoru navazat protilaitku. Pak se
provadi inkubace se vzorkem obsahujicim analyt a navic se

% Q pfida analyt (nebo jeho analog) spojeny s vhodnou

znackou.
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Afinita protilatky Konjugatu znacky a jednoho z vazebnych partnerti se ¢asto
nizka

fika tracer. Kalibracni kiivka - zavislost signdlu Y na
koncentraci analytu - ma charakteristicky sigmoidni tvar.
Strmost kiivky je tim vétsi, ¢im vyssi je afinita pouzité

vysoka protilatky k danému analytu.

[analyt] >

Maximalni signal (Y., nejvétsi mnozstvi zachycené znacky) dostaneme v nepiitomnosti
volného analytu; naopak pfi nadbytku volného analytu se Zadné znacka nezachyti a naméfi se
minimalni (idedln€¢ nulovy) signdl Y,. Alternativné je mozné Y, zméfit, pokud pfii
imunochemické reakci neptfiddme tracer. Misto absolutniho signalu je Casto vyhodné pouzit
relativni vyjadient: Bret = (Y-Y0)/(Ymax-Yo)

Tak lze kompenzovat nespecifickou vazbu traceru, nebo zbytkovy signdl naméteny i
v nepfitomnosti znacky (Casto spontdnni reakce substrati i v nepfitomnosti znackového
enzymu). Co se tyka znaCeni biomolekul, existuje Siroka Skéala rGznych metod pfipravy
konjugatt bilkovin nebo nukleovych kyselin s enzymy nebo fluorescenénimi znatkami®®.

Limit detekce analytu je Casto definovan pomoci urcitého minimalniho poklesu signalu proti
maximu, napt. o 10 nebo 20% (tomu odpovida velikost B,,; 0.9 nebo 0.8). Dalsim
charakteristickym parametrem je koncentrace analytu Xso, kterd zpusobi pokles signdlu na
polovinu maximalni hodnoty (B, =0.5). Tento parametr je pfimo Umérny afinité¢ pouzité

protilatky (¢im mensi afinita protilatky, tim mensi xsy).

A-D Pribéh kalibraéni zévislosti se da aproximovat rliznym
B 1+ (x/ X5, )b zplisobem, napf. sigmoidni funkci, A je maximalni, D zbytkovy
signal.

K¥izova reaktivita (cross-reactivity) analytu A a jemu podobné latky B se da vyjadrit jako

relativni pomer x450/xps0, miiZe se uvadet také v procentech.

Sendvicové stanoveni

je vhodné pro ty rozmérnéjsi analyty, které na molekule nesou n€kolik vazebnych mist pro
protilatku. Na citlivy povrch sensoru je navazana protilatka s afinitou k analytu. Pfi inkubaci

se vzorkem tato protilatka vaze pfitomny analyt.

3% Hermanson G. T. Bioconjugate Techniques, Academic Press, San Diego, 1996.
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Poté se povrch oplachne a ptida se dalsi protilatka, ktera

rozpoznava jiné vazebné misto na povrchu analytu. Mlze

Q)— byt vhodné oznacen4, nebo se detekce provede pomoci tieti

oznacené protilaitky. Mnozstvi navazané znacky

(mefeného signdlu) je tak umeérné koncentraci analytu ve

vzorku.
A ; P o vh k 1- v 7 h kf" e v I3 7
Afinita protilatky rubéh kalibracnic ivek pfi sendviCovém stanoveni
v zavislosti na afinit€ protilatek. Afinita hraje mensi roli

nez pii kompetitivnim stanoveni.

[analyt]

Neprimé imunosensory

Klasicky ELISA formét imunochemickych stanoveni je zejména v klinickych laboratofich
béznou analytickou technikou. Vyvoj nerjliznéjSich typli imunosensorii méa predevs§im za cil
zjednodusit prace spojené s imunochemickou analyzou (napf. ELISA vyzaduje piesné
davkovani vzorkl a reagentii, inkubace, separacni a promyvaci kroky), dospét k pienosnym
systémiim a zrychlit priibéh stanoveni. Pfedstupném imunosensori mohou byt nejriizné;si
paskové varianty imunochemického stanoveni s vizudlnim vyhodnocovanim.
Napt. zména tloustky vrstvy zplsobena
zachyceny analyt specifickym navazanim analytu se pfi

navazana protilatka  vyhodnocovani  projevi jako  zména
opticka vrstva

I 050/ kiemikovy Cip  pozorované barvy.

Priklad vyhodnoceni semikvantitativniho

imunostanoveni na  kifemikovém Cipu [dle

International ~ Laboratory]. @ Barva a  tvar

silné stiredné slabé

ozitivni ozitivni ozitivni ’ Ry . s
P P P pozorovanych  skvrn  umoznuji  kvalitativni

vyhodnoceni pfitomnosti analytu ve vzorku.

Vyhodou je snadnost provedeni (naképnuti vzorku)

negativni  neplatné a velmi rychla odezva (n&kolik minut).
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U vlastnich imunosensorti pak citlivy povrch funguje nejen jako nosi¢ imobilizovaného

vazebného partnera, ale ptimo slouzi pro generovani a méfeni signalu.

Elektrochemické imunosensory™

Tento typ spojuje jednoduché, levné a velmi citlivé elektrochemické prevodniky s vysokou
specifitou protilatek. Jako pracovni povrch slouzi piimo pracovni elektroda, ale je mozné
pouzit také vyménné membrany s imobilizovanou protilatkou, nebo pracovat s predfazenym
imunoreaktorem. Jako znacka slouzi pfedev§im enzymy, jejichz aktivitu lze méfit
elektrochemicky, méné Castou alternativou jsou rizné redoxaktivni latky nebo chelaty kovi,
které se po uvolnéni z komplexu stanovi voltametricky.

elektroda s protildtkou vzorek s tracerem Obrazek ukazuje typické heterogenni stanoveni;

@ elektroda modifikovand protilaitkou véaze tracer pfi

A &
kompetitivnim  stanoveni, = zachycend enzymova

° aktivita se pak zméti po ptfidavku substrdtu vhodnou
m ¢ A ] elektrochemickou metodou jako zména potencidlu
A ° elektrody nebo prochazejiciho proudu.
inkubace
promyti Amperometrické stanoveni je vhodné ve spojeni
s nasledujicimi  znackovacimi enzymy (v zavorkach
jsou pouzitelé substraty):

peroxidaza (H,O, + jodid, ferrocen nebo hydrochinon)

lakdza (O, + hydrochinon)

pridavek ,
substratu S katalaza (H,0,)

glukoza oxidaza (O; nebo ferrocen + glukdza)
alkalicka fosfataza (p-aminofenylfosfat)
galaktosiddza (p-aminofenyl-[3-D-galaktosid)

acetylcholinesteraza (acetylthiocholin)

Potenciometricky je zejména stanovovana:
uredza (mocovina)
Optické nepiimé imunosensory

Existuje tfada optickych imunosensord, nejCastéji se uplatiuji opticka vlakna nebo planarni

svétlovody, pro které je uveden nasledujici priklad komeréniho systému FCFD.

39 Skladal P., Electroanalysis 9, 737(1997).
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FCFD (fluorescence capillary fill device)

je afinitni (imuno)biosensor, ktery vyuzivd k detekci fluorescentni znacku (fluorofor), ktera

emituje svétlo do planarniho svétlovodu, nesouciho imobilizovany bioligand.

| |
3¢

OdliSeni volného a vazaného fluoroforu

Zakladem jsou dv€ paralelni sklenéné
desticky vytvafejici pracovni prostor o
tloust’ce pouze 0.1 mm ("kapilarni" rozmér),
coZ umoziuje samovolné naplnéni
definovanym objemem vzorku. Po afinitni
interakci je cast fluoroforu volné v roztoku a
cast v komplexu s bioligandem na povrchu

svétlovodu.

Emitované svétlo (fluorescence) z roztoku vstupuje do svétlovodu jen pod omezenymi uhly

(vetsi nez kritické), svétlo z véazanych fluorofori mlze vstupovat i pod menSimi thly

(fluorofor je vazan v penetracni oblasti exponencialni viny). Po vystupu svétla z konce

svétlovodu pak lze podle vystupniho thlu odliSit fluorescenci z volného roztoku a z

povrchové oblasti, tim lze kvantitativné¢ urCit podil véazaného fluoroforu bez potieby

separacniho kroku -homogenni stanoveni.

Vystupni uhly svétla emitovaného

vazanym a volnym fluoroforem, se

A

lisi, takze 1ze rozliSit vazanou a volnou

-90 0 a 90
fluofory voné fluofory vazané formu fluoroforu a vyhodnotit prib¢h
v roztoku na povrch svétlovodu
Uhly paprskii na vystupu ze svétlovodu homogenniho stanoveni.
] Jako zdroj svétla slouzi
\ vybojka fotoblesku,
D omezeni vystupnich uhld
svetlovod se provede pomoci
B | || Stérbiny,  dalsi  souddsti
filtr Stérbina jsou  filtry, cocky a
Qoéka FCFD sensor detektor.  Zafizeni  je

\\é/ - zdroj svétla

(vybojka) pro

excitaci fluoroforu

jednoduché, levné, snadna
masova vyroba, na jedno

pouZiti.
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Malé vzdalenosti v systému sensoru zkracuji dobu odezvy, kterou pak primarné urcuje
kinetika vazebné interakce, ne transportni pochody (5 min kompetitivni, 15 min sendvicové
stanoveni). Neni tfeba odméfovat vzorek (piimo se da pouzit krev, sérum nebo moc), nejsou

velké naroky na manipulaci a odbornost obsluhujicthoo personalu.

Receptory a lipidové vrstvy

Receptorové biosensory

Tato oblast chce vyuZit vysoce ciltivé Cichové systémy Zzivocichll pro konstrukci umélého
nosu (artificial nose). Prvni pokusy se provadely s ichovymi tykadly drobnych moiskych
krabG (crayfish, Callinectus sapidus). Potencidl vystupniho nervu se métil pomoci
mikroelektrody a sledovala se frekvence pulst v zévislosti na pfitomnosti stimulujicich latek.
Vystupni frekvence pulsii potencidlu nartistala v pfitomnosti stimulujicich fyziologickych
latek (puriny, aminokyseliny, peptidy). Mimo to byl sledovan signal na farmaceutické
preparaty (léCiva, drogy) a toxické latky.

tykadlo Vystupni potencial Napt. pro triethylaminoxid

(antennae) byla mez detekce v oblasti

zakladni stav

| pikomolarni koncentrace a
1 I pracovni rozsah 10

po stimulaci koncentra¢nich ~ fadia  (!).

mikroelektroda || ||||| |"m ||| ||| ||” ‘ | Problémem je stabilita

nervoveé komplexni fyziologické
zakonceni Princip biosensoru s ¢ichovym tykadlem struktury a reprodukovatelné

sestaveni sensoru.

Na druhou stranu vyhodou je piirozené spojeni biorekognic¢ni funkce a funkce prevodniku
poskytujiciho signal u tohoto chemosensitivniho organu. Skupinova odezva mize byt velmi
vyhodna pfi detekci toxickych latek. Praktické aplikaci se blizi podobny systém obsahujici
tykadla mandelinky (nebo dokonce celého brouka), kterd davaji odezvu v ptipadé
mechanického posSkozeni rostlin. Je tak mozna indikace pfitomnosti Skiidcli napiiklad ve
sklenicich.

Rada pokusii se provadi také sizolovanymi membranovymi receptory. Ty jsou

membranovymi komplexy tvotfenymi obvykle kombinaci rozpoznavaci vazebné bilkoviny (na
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vnéj$i strané membrany) a signdl generujici casti; bud’ iontovy kanalek (integralni
transmembranova bilkovina) nebo enzym spoustény po vazbé (generuje tvorbu sekundarniho
pfenaseCe). Problémem je isolace komplexnich membranovych struktur a jejich stabilni
imibilisace v umélych lipidickych vrstvach, nékdy se proto pouzivaji radé€ji celé bunky.
Receptory se spojuji bud’ s ISFETy nebo s elektrodami uzplsobenymi pro sledovani
impedance, ktera se méni po otevieni iontového kanalku.

Zejména se studuji dva receptory. Nikotinicky acetylcholinovy receptor (nAChR) se
ziskava z elektrického organu thote (elecric eel), jeho aminokyselinova sekvence odpovida
podobnému receptoru ze svalu savci. Je tvofen 5 podjednotkami (5 kDa, 4 riizné typy, dvé -
O - jsou stejné) usporddanymi v kruhu, jehoz stfed tvoii Na kanalek. Receptor ma cylindricky
tvar (8 x 14 nm), normaln¢ je kanalek uzavien. Po navdzani molekuly acetylcholinu na
a-podjednotku se na n€kolik milisekund kanalek zvétsi (primér 0.7 nm), takZe jim projde
hydratovany ion Na".

GABA typ A receptor (y-aminobutyric acid) se nachazi v mozku, funguje jako
chloridovy kandlek. Vaze kyselinu aminomaselnou a jeji agonisty. Nékteré latky (barbituraty,

benzodiazepiny, ev. toxiny) prodluzuji dobu otevieni kanalku.

Lipidové vrstvy

Pro mnohé bilkoviny je pfirozenym prostiedim biomembrana, obsahujici hydrofobni zbytky
lipidovych fetézcl. Struktura biomembrany je zaloZena na lipidové dvojvrstvé (BLM, bilayer
lipid membrane). Pfitom molekuly lipidii (fosfolipidy, glykolipidy, ...) jsou tvofeny
z hydrofilni a hydrofobni ¢asti. Hydrofobni fetézce jsou navzdjem v kontaktu ve vnitini vrstvé
membrany, naopak na povrchu jsou hydrofilni ¢asti obklopeny vodnym prostfedim.

hydrofilni bilkovina Membranové bilkoviny (receptory, transportni

zachycena kotvou

proteiny, iontové kandlky, enzymy, redoxni
systémy)  obsahuji obvykle v molekule
hydrofobni domény, které prochazi skrze
BLM, <¢imz se  dosahuje  pfirozené
Struktura biomembrany imobilizace.
Hydrofilni biomolekuly 1ze na povrchu BLM pfichytit pomoci kratké hydrofobni "kotvy",
tento princip lze vyuZit i pro jejich imobilizaci. V oblasti biosensorit hraly BLM dlouho méné
vyznamnou roli, coZz souviselo sjejich nizkou stabilitou (n€kolik hodin za béznych

podminek). Posledni dobou se zacinaji uplathovat mnohem vice, protoZe se podafilo zlepsit
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jejich mechanickou stabilitu pfipravou na podptirném povrchu (sBLM , supported BLM).
Vyhodou je reprodukovatelna pfiiprava, vysokd orientovanost a definovand tloustka.
Originalni koncept biosensoru na bazi lipidové dvojvrstvy byl vyvinut v Australii*®, funguje

jako jisty druh ptevodniku pro sledovéni interakci biomolekul.

Biochemicky spinaé

Povrch elektrody je pokryt kontaktni vrstvou tvofici rezervodr, na kterou je shora pfipojena
lipidova dvojvrstva. Ta zaruCuje, Ze elektroda je izolovdna vic¢i okolnimu prostfedi a
v systému prakticky netece proud. V obou vrstvach lipidl tvoficich dohromady dvojvrstvu se
nachdzi podjentky iontového kandlku - bilkoviny gramicidinu, které se mohou navzijem
snadno oddé¢lit. Spodni podjednotka je ukotvena k povrchu elektrody, horni se mize volné
pohybovat v ramci vnéjsi lipidové vrstvy. Pokud jsou podjednotky navzijem oddé€lené, je
struktura ve stavu "vypnuto" - vysokd impedance, tece zanedbatelné maly proud.

Kdyz se ovSem dvé
vypnuto sepnuto

protilehlé podjednotky

Iipidlové spoji, tak vytvoii funkéni
dvojvrstva

kanalek,  ktery  velice

rychle propousti ionty -

kontaktni
5 | | | | vrstva struktura prejde do stavu
elektroda "zapnuto" a zacne protékat
Biochemicky "spina¢" proud.

Tato struktura je velmi mald, v podstaté ji mize tvofit jediny kanalek. Ma také vysoky
zesilovaci Cinitel, protoze otevienym kandlkem miZe prochazet az nékolik miliond iontl za

sekundu.

Priklad afinitniho stanoveni

Tento spinaci systém je pouzitelny jako ptfevodnik pro sledovani a hodnoceni afinitnich
interakci. Afinitni vazebny partner se kovalentné navaze na povrch elektrody, takze je v ramci
membrany nepohyblivy. Pfi kompetitivnim stanoveni je horni pohyblivd polovina kandlku
spojena s druhym vazebnym partnerem (navdzany analyt) a na povrchu membrany vznikne
afinitni komplex. Tim samoziejm¢ nemiize dojit ke spojeni podjednotek kandlku a systém je

v rozpojeném stavu. V pfitomnosti volného analytu ze vzorku dojde k rozruSeni plivodniho

0 http://www.ambri.com.au/institute/technology/ics
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afinitniho komplexu, horni podjednotka kandlku se uvolni a mize vzniknout funkéni kanalek.
Jako méfeny signdl slouzi impedance dané struktury, jeji velikost je umérnd mnozstvi
vodivych kandlkli a tim umoZziuje prubézné sledovat mnozstvi volného analytu a vznik
afinitntho komplexu. Variabilita tohoto uspofadédni samoziejmé¢ umoznuje provadét také
sendvicové a jiné druhy afinitnich stanoveni. Vyhodou tohoto netradi¢niho pfistupu je

moZznost miniaturizace, jednoducha konstrukce a univerzalnost.

uvolnéna vazebna
¢ast, novy
komplex

afinitni komplex
(nepohyblivy)

,Mﬂ

spojeni
kanalku

'M ik

vypnuto + volny analyt —» sepnuto

Kompetitivni stanoveni

Nukleové kyseliny

Biosensory pro detekci nukleovych kyselin nebo s nukleovymi kyselinami jako
biorekogni¢nim elementem byly pomérné¢ dlouhou dobu mimo hlavni oblast zajmu a
vyrazngji se prosazuji az od pocatku 90. let. Stimulem rozvoje této oblasti biosensorti bylo
hledani rychlejsich sekvenacnich metod potiebnych pii celosvétovém projektu sekvenace
lidského genomu. V oblasti aplikaci se objevila potieba detekovat mutacni poskozeni
dilezitych gentl, které se projevuje metabolickymi poruchami. Potiebnou citlivost biosensory

pro detekci DNA ziskavaji diky spojeni s polymerazovou fetézovou reakci.
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Parovani bazi DNA a jejich oxida¢ni
(kruh) a redukéni (obdélnik) mista

Elektrochemické biosensory pro DNA

Bioanalytické stanoveni nukleovych kyselin
ma obvykle za ukol urcit ptfitomnost urcité

sekvence nukleotidu ve vzorku DNA

(kvalitativni informace), méné¢ dualezité¢ je
pak jiz mnozstvi hledané sekvence. Pro
analyzu se vyuzivda hybridizace vzorku
s komplementarni sekvenci — probou, kterd
je navazéana na citlivém povrchu biosensoru
jako Zékladem

biorekogni¢ni  prvek.

rozpoznavaci afinitni reakce je zndmé

parovani bazi (A=T, G=C, viz obrazek).
Pribéh hybridizace pfipadné také jeji
kvantitativni rozsah pak musi vyhodnotit

fyzikalné-chemicky prevodnik.

Elektrochemicka analyza struktury nukleovych kyselin ma dlouhou tradici'!, v minulosti

ziskané poznatky se dnes aktualizuji v souvislosti s biosensory. Néktera mista jednotlivych

bazi podléhajici oxidaci nebo redukci byla vyznacena na piedchozim obrazku. Pro cinnost

biosensoru je tedy nutné indikovat vznik dvojité Sroubovice nukleové kyseliny v pribéhu

stanoveni.

Cyklicka voltametrie DNA
redukce C, A

|:| redukce G
|:| oxidace G

dsDNA <=1 ssDNA
2 =>
| |
13 E(V) 0.5

1 palegek E. Electroanalysis 8, 1(1996).

Na cyklickych voltamogramech jednotetézcové
a dvoufetézcové DNA jsou patrné zmény
velikosti  proudovych  maxim, v podstaté
elektrochemickéd odezva klesa pro dsDNA, kdy
jsou baze parovany a tim padem méné
ptistupné pro prenos elektrond.
Elektrochemické pfemény nastavaji u DNA

adsorbované na povrch elektrody.
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DPP DNA Pti diferencidlnd pulzni polarografie (DPP) je signal
jednotetézcové DNA (III) mnohonasobné vys$Si nez
dvoutetézcové (II), jehoz velikost ukazuje na zmény

poskozena stavu dsDNA. Po denaturaci dsDNA také nardsta

GeDNA oxida¢ni proud guaninovych zbytkll (kolem 0.3 V).

Dalsi elektrochemickou metodou pouzivanou pro

studium piechodt DNA je AC polarografie, pozorované

1 I 1 signaly odrazi adsorpci jednotlivych forem DNA na
1.6 14 E(V) 1.2

povrchu elektrody.

Pro pouziti v biosensorech je nejblizsi technika adsorpéni pfenosové voltametrie (adsorptive
transfer stripping voltammetry, AdTSV). Na povrch elektrody (rtutova kapka, grafit) je
ireverzibilné¢ adsorbovana nukleova kyselina z velmi malého objemu vzorku (n€kolik pl), po
oplachnuti a ptenosu do nadobky spufrem se proméfi voltamogram. Pro pifimé
elektrochemické vyhodnocovani pribéhu hybridizace je nejvhodnéjsi chronopotenciometricka

metoda.

Chronopotenciometrie

Pti chronopotenciometrickém meéfeni se mezi pracovni a pomocnou elektrodu piivede

konstantni proud a méfi se Casova zmena potencidlu mezi pracovni a referentni elektrodou.

A Odezva je dana koncentracnimi
E dt/dE zménami latek v okoli elektrody
Transformace: v pribéhu  elektrolyzy.  Pro
| A E > méfeni se pouziva potenciostat
I v galvanostatickém modu.
0 ——— ————» Chronopotenciometrie
cas

Zaznam potencidlu na Case se matematicky transformuje, vyslednd zavislost ptevracené
hodnoty derivace potencidlu dle casu dt/dE se vynasi proti méfenému potencidlu, ¢imz se
ziskd signal s dobfe oddélenymi charakteristickymi maximy. Tato metodika byla uspé$né
pouzita pro hybridizacni biosensor na bazi grafitové elektrody. Principem je pokles

elektrochemického signalu oxidace guaninu po vytvoteni dvojité Sroubovice DNA.
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f PSA

dt/dE
(s/V)

pred
hybridizaci

po

>

06 08 1.0E(V)1.2

PNA

Indikatory hybridizace

Na grafitovou elektrodu adsorpci imobilizuje proba,
po promyti se v pritomnosti vzorku nechd probéhnout
hybridizace, a nakonec se zméti
chronopotenciometrickd kiivka. Metoda se nazyva
potenciometrickd  stripovaci  analyza  (PSA).
Z velikosti maxima oxidace guaninu lze piimo
usuzovat na rozsah hybridizace.

Jako biospecifickd komponenta nemusi

‘ﬁ/g slouzit jen ssDNA, ale ¢asto se uplatiiuji
také analoga nukleovych  kyselin,

u kterych  je  cukr-fosfatovy fetézec

5 nahrazen peptidovou kostrou (PNA,
‘ﬁ/ peptide nucleic acid). Na rozdil od DNA

nenese PNA zaporny naboj fosfatovych
skupin, takze hybridizace s normalni
B ssDNA je usnadnéna. Vznikly duplex
PNA-DNA je oproti DNA-DNA

O~R=0 stabilngjsi, takze lze pouzit pro

DNA hybridizaci podminky, které vice omezi
nespecifické interakce mezi ne zcela

komplementarnimi useky.

Piima elektrochemickd detekce hybridizace je dosud méné citlivd nez rizné postupy

vyuzivajici indikacni latky. Ty se vazi na dvojitou Sroubovici DNA, ¢imz umoziuji citlivou

detekci prubéhu hybridizace. Jako indikatory se vyuZzivaji zejména interkalatory (vazi se

dovniti dvojité Sroubovice mezi sousedni pary bazi - zpiisob C na obrazku); zastupci jsou

ethidium, propidium, proflavin, chloroquin, doxorubicin. Dalsi skupina latek se specificky

vaze do malého Zlibku — [Co(2,2’-bipyridyl)s]*", netropsin (moznost A). Nékteré latky pak
s dsDNA interaguji obéma zpuasoby — [Co(phen);]*", 4¢,6-diaminodifenylindol (DAPI).

Povrchové interakce nékterych latek se zaporné nabitou kostrou (typ B na obrazku) jsou

posledni moZnosti, ktera se prakticky nevyuziva.
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(Crb). | NCHb
proflavin
H N

R=ethyl ethidium
R=(N,N-diethyl,N-
methyl)-aminoethyl
H ropidium
H @l'(CzI'E
G

chloroquin

/

a

Me¢feni zacind imobilizaci proby na povrch uhlikové

elektrody adsorpci, nasleduje hybridizace se vzorkem, vazba

indikatoru a elektrochemické métfeni. Pro to je opét vhodna
cv chronopotenciometrie, odecitani signalu pii pouziti cyklické

nebo square wave voltametrie je mnohem méné piesné

(¢arkované kiivky znaci odezvu bez hybridizace).

0.2 0 E(V) 0.5 Mimo elektrochemickych metod byly konstruovany
také biosensory na bazi optickych vldken, detekuje se

(dE/dt)" PSA fluorescence indikatorovych molekul. Pouzitelné jsou
(sIV)

samoziejmé vSechny pifim¢é afinitni sensory popsané

v ptedchazejicich kapitolach — piezoelektrické sensory,
| | !
0 0.2 E(V) 0.4 optické systémy jako SPR, integrované miizkové sensory

Vyhodnoceni hybridizace nebo interferometry.

pomoci [Co(phen)s]**

Imobilizace a znaceni nukleovych kyselin

Imobilizace DNA se obvykle provadi prostou adsorpci na povrch uhliku nebo celulosy,
u které lze navic zavést kovalentni spoje ozafenim ultrafialovym svétlem. Nukleové kyseliny
je také mozné zachytit uvnitt polymert (celulosa, agar, polyakrylamid), aktivace ndhodnych

skupin fetézce je mozné dosdhnout Cinidly jako karbodiimid, bromkyan, kyanurchlorid,
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diazotaci, uribézy RNA lze oxidovat jodistanem. D4 se vyuzit i komplexace s kyselinou

boritou.

HN/\/\/\/N'ﬁ'(\/\/\NHj\/\/ iz_f H

0]

OH

/

S

biotin-14-dATP

O- ® ®® podobné biotin-11-UTP

NH,,

8-aminohexyl-dATP

Znaceni a imobilizace
nukleovych kyselin

Pro orientované znaceni
nebo imobilizaci nukleo-
vych kyselin je mozné ke
konci oligonukleotidového

fetézce enzymove piipojit

specialni modifikované
derivaty biotinu: biotin-
-14-dATP nebo biotin-

-11-dUTP (pomoci DNA
polymeradzy nebo termi-

nalni transferazy).

Volna aminoskupina se ziské pfipojenim 8-aminohexyl-dATP pomoci terminalni transferazy.

Fosforamidovd metoda aktivace fosfatového konce je dals$i moznosti. Koncova

fosfoskupina se pomoci karbodiimidu pievede na reaktivni imidazolovy derivat, ktery je pak

mozné substitu¢né vyménit za aminoskupinu.

—O-P-OH

HO

oligonucleotid s 5’ fosfatem

P

o

P

—0-P—OH

HO

aktivni ester

HO

5’-aminoskupina

s

f
P-OH
P
"N
N

N

PHs
CéN\/\/Et
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CHg

~
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e
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Aplikace biosensorti pro detekci DNA*

* urcovani pribuzenskych vztahi: HLA komplex, oblast D-smycky mitochondridlni
DNA, délkovy polymorfismus (VNTR mista)

* detekce onkogenii a supresorovych genii zhoubného bujeni: c-myb, c-myc, c-abl, c-sis,
c-ras, G protein, jun, p53, retinoblastomové geny

* dédi¢né choroby: cysticka fibroza, hypercholesterolemie, Huntingtonova choroba, sickle-
cell anemie, Duchenneova svalova dystrofie, B-thalassemie, polycystickd porucha ledvin,
hyperchromatosis, hemofilie A, Von Willebrandtova nemoc

* viry: cytomegalovirus, lidsky papilomovy virus, rotaviry (RNA), HIV, lidsky virus
leukemie T-lymfocytii

* bakterie: Mycobacterium tuberculosis, Gonorrhea (RNA, DNA), Mycoplasma
pneumoniae, Chlamydia, Escherichia coli (RNA), Bacillus subtilis (RNA), Bacillus
burgdorferi

PCR

Pti stanoveni nukleovych kyselin ¢astym problémem velmi malé mnozstvi hledané sekvence
ve vzorku. Pied vlastnim méfenim s biosensorem se zvysi obsah nukleové kyseliny nesouci

hledanou sekvenci metodou polymerazové tfetézové reakce (PCR).

\‘\ Za vysoké teploty dochazi
l denaturace k oddéleni obou vlaken dsDNA.
dsDNA (93 °C) B . , ,
\\ Pot¢ se  kjednovlaknovym
\\ useklim piipoji kratké
pfipojeni primerd
> l (37 -55°C) oligonukleotidové  fetézce —
\\ : . L
> <+ primery, které pak slouzi jako
% l ?;gi'g;ﬁe“‘ startovaci Useky pro syntézu
A\ Taq polymeréza  noyého vlakna pomoci
X termostabilni Taq polymerazy.
l ?;; ?g’)race Sekvence primerti urcuje, jaky
My usek DNA bude pii PCR
pakovani cyklu , ,
-I-I-I-I-LI-I-I-I-I-I-I-I-I-I-I-I-I-I-I-I-I-I-[\ Mﬂw kopirovan.

\\

2 Mikkelsen S. Electroanalysis 8, 15 (1996).
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V kazdém cyklu se tedy mnozstvi vybraného useku DNA zdvojndsobi. Tak je mozné
mnohondsobné zvysit plivodni mnozstvi urcité sekvence DNA. Oproti klasickému postupu
provadénému v mikrozkumavkach nebo na mikrotitratnich destiCkach se  vyviji

miniaturizované systémy umoziujici provadét PCR na povrchu kiemikového Cipu.

Hybridizacni sekvenace

Projekt sekvenace lidského genomu klade zna¢né pozadavky na rychlost sekvenovani
nukleovych kyselin, a také zde se posledni dobou zacinaji uplatiiovat biosensorové
technologie. Klasicka metoda sekvenovani DNA vyuzivd znaeni a postupné prodluzovani
fetézce. Vzorek se rozdéli do ¢ty zkumavek, v kazdé z nich je jeden z nukleotidli znaceny
(obvykle radioaktivng, noveji fluorescencné). Pii prodlouzeni fetézce se vzdy na konec umisti
znacena baze a dalsi prodluzovani se zastavi, takZe se ziskd smés oznacenych fragmentt,
jejichz délka odpovidd pozici dané baze. Po rozdéleni na gelu se ze ¢ty drah A,G, C, T

sestavi vychozi sekvence. Kapacita této metody je kolem 1000 bazi za n¢kolik hodin.

[0 00O OO OO Hybridizadni sekvenace ~ Hybridizacni sekvenace vyuziva
Ooooobd Kremikovy & kombinatorické  postupy.  Analyzovana
femikovy Cip se souborem
Jopoutn pligonukleotidovych prob sekvence se nechd hybridizovat se souborem
OOOOdon Y
0000000 kratkych prob (6 az 20 bazi), ktery obsahuje
OOoOooon 5 o ) L
analyzovana sekvence vSechny mozné kombinace stejné délky
— sestavitelné ze 4 bazi. Podle toho, se kterymi

proby, se kterymi probiha
hvbridizace usuzuje na piitomnost znamé kratké

probami analyzovand DNA hybridizuje, se

sekvence v jejim fetézci.

Pomoci piekryvajicich se tsekli se pak dé rekonstruovat celda analyzovand sekvence. Cely
proces probihd na kiemikovém Cipu, takZe se da automatizovat a zrychlit na dobu nékolika
minut. Pro vyhodnocovani se vyuzije fluorescencni ozna¢ni bud’ analyzované DNA, nebo se
prida vhodny indikator hybridizace. Jako detektor slouzi CCD kamera, obraz pak vyhodnoti
pocitac a podle znamych sekvenci na dané pozici Cipu zrekonstruuje sekvenci. Jistym
problémem této elegantni metody zlstava opakovany vyskyt kratkych sekvenci, a dale pak
rizné pevné parovani bazi (AT se vaze pevnéji nez GC).

Technologickym problémem je umisténi znamé sekvence na piesné zndmé pozici Cipu.

Uplny soubor sekvenci délky 6 bazi totiz obsahuje kolem 65000 oligonukleotidii, u délky 10

bazi pak velikost souboru presahuje 1 milion. Klasické postupy chemické syntézy jsou
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nepouzitelné, proby se syntetizuji postupné piimo na Cipu. Pro nanaseni reagentli se pouziva

se technologie zndma z inkoustovych tiskaren (ink-jet printing).

¢ piezoelektricky element

Miniaturni tiskova hlava je schématicky

sKlensna membrana ukdzdna na obrazku. Zékladem je
reagent Ee—————— o struktura rezervoaru vytvorend v kiemiku
4> rezervoar asti mikrokapka . .. ¥ 4 1

(100pl)  (micromachining), pekrytd velmi tenkou

mikropumpa (struktura vyleptana
v kfemiku)

Ink-jet tiskova hlava

J pohyb pole

44— pies pumpy

|
| | | | ink-jet pumpy
C A G T

zasobniky aktivovanych bazi

Syntéza souboru DNA prob

sklenénou membranou, na kterou pfiléha

piezoelektricky element (aktuator).

Rezervoar se naplni reagentem, poté nad
usti pumpy posune zadand pozice Cipu, a
na piezoelektricky aktudtor se piivede
puls napéti. Tim se mechanicky
deformuje, zatlati na membranu, C¢imz
dojde k vysttiknuti mikrokapky reagentu.

Rychlost ,tisku“ je 1 az 6 kHz.

Rozptyleni kapky na povrchu brani ptedchézejici
modifikace ¢ipu, jsou na ném vytvoteny hydrofilni
mista pro imobilizaci prob navzajem oddélené
hydrofobnimi useky (surface tension wells).
Ukazka modifikovaného povrchu ¢ipu je na
obrazku vlevo. Velikost jednotlivé zoény je
100x100 pm, dé€lici pasy maji Sitku 30 pm.
Reakéni kroky probihaji nardz na vSech pozicich
¢ipu, promyvani a pomocné reakce se provadi pro
cely Cip nardz. Pro 100000 pozic trva prodlouzeni
o jednu bézi asi 5 minut, syntéza souboru o délce

25 bazi zabere 2 hodiny.
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GeneArray

"~ Tyto hybridiza¢ni &ipy jsou pod nidzvem GeneArray

dostupné napt. od firmy Affymetrix ve formé
vyménného prito¢ného modulu (viz obrazek), veskeré
manipulace se vzorkem v pribéhu fluorescen¢niho
znaceni a hybridizace jsou automatizované ve
ctyrkanalovém systému Fluidics Station. Vyhodnoceni
sekvence obstarava GeneScanner (HP, rozliSeni 20 um

tj. cca 400000 pozic) a fidici software.

Tato metodika slouzi nejen pro sekvenovani, ale dnes hlavné pro mapovéni jiz znamych

sekvenci, ve kterych se mohou vyskytovat mutacni zmény, vedouci k dédiénym chorobam.

Imobilizace biomolekul

Imobilizace biomolekul byla velmi dobfe propracovana pii vyvoji polymernich ¢i

sklenénych nosi¢ii pro afinitni chromatografii a dale pfi biotechnologickych procesech

s kotvenymi enzymy. Nicméné pro konstrukci biosensori bylo nutné tyto existujici postupy

upravit, a nebo vyvinout zcela nové originalni ptistupy vhodné pro modifikaci povrchu kovii,

kiemiku, uhliku a nejriznéjSich kompozitnich materiali.

Membrany pfi konstrukci biosensoru

mechanicka

kontrola transportu
\\‘imobilizace
E

pfevodnik E

Funkce membran v biosensorech

Membrany se v biosensorech uplatiiuji pfi plnéni
nékolika funkci. Nejdilezitéjsi je pouziti pro
imobilizaci biorekogni¢nich molekul — nosna
funkce. Slouzi také k Fizeni transportu latek bud’
prostfednictvim difizni kontroly nebo jinymi

mechanismy ovliviiujicimi selektivitu.
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. Ukazka multimembranového sendvicového
systétmu  tvofictho  biorekogni¢ni  systém
elektrochemického biosensoru pro stanoveni
glukozy. Jednotlivé casti jsou antiinterferencni

(brani elektrochemické oxidaci ruSivych latek),

- enzymova a kryci (dodava mechanickou stabilitu).

Z dalSich ukolli Ize zminit dodani mechanické stability ¢i biokompatibility. Membrana je ve

své podstaté porézni prostiedi, podle toho je také mizeme rozdé€lovat:

- | & /| U L8 8 Hrubé porézni maji velikost pord nad 5 nm

(napft. skelna frita), permeabilitu u nich ovlivituje
rozdil hydrostatického tlaku na obou strandch,
osmoticky tlak se neuplatiiuje (pokud polymer
membrany  neinteraguje s rozpoustédlem).
Permselektivita je velmi Spatnd az zadna

(prochazi vSechny rozpustné latky).

jemné porézni maji pory 1 az 5 nm (napf.
acetylcelulosa), rozpoustédlo prochazi konvekci
a difazi, permeabilita je dana velikosti

rozpusténych latek.

Na obrazku je ukdzana struktura

polyvinylchloridové membrany.

Neporézni (husté) membrany nevykazuji porézni strukturu, rozpoustédlo prochdzi pouze
difuzi. Velikost port stavajici membrany lze dodatecné zménit; zvétSeni priichodnosti se
dosdhne naleptanim polymeru membrany, které vede ke zvétSeni praméru port. Prikladem
miize byt alkalickd hydrolyza acetylcelulosy nebo polykarbonatii. Naopak zmenSeni
prichodnosti a zlepSeni permselektivity se dosdhne depozici vhodnych latek uvniti pért, napt.

organosilanii nebo lipidickych latek. Membrany mohou byt symetrické (ob¢ strany jsou
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rovnocenné, pruchodnost obéma sméry je stejnd) anebo asymetrické (ptfipravuji se na

rozhrani dvou fazi).

Piiprava membran

zahrnuje fadu technik. Obecné je potifeba peclivé kontrolovat okolni podminky (vlhkost,
teplota), které siln¢ ovliviluji vlastnosti vznikajicich membran. NejsnadnéjSi je ptiprava
membran fazovou konverzi. Roztok polymeru membrany ve vhodném rozpoustédle se nalije
na pevny povrch a vycka se odpateni rozpoustédla. Priklady polymerti (rozpoustédel) mohou
byt polyvinyl chlorid (tetrahydrofuran - THF), acetylcelulosa (aceton), polyethersulonat
(dimethylsulfoxid) nebo polyurethan (THF, aceton). Pokud se pouzije vyssi vlkost a nizsi
teplota okoli, obecné vznikaji vétsi pory. Variantou tohoto postupu je naliti roztoku polymeru
organickém rozpoustédle nemisitelném s vodou na vodni hladinu, kde se na rozhrani se
vzduchem utvoii asymetrickd membrana. Polymerace z mono ¢i oligomerii pfimo na misté
pouziti membrany (tvorba ,,in situ®) je vhodnd k pfipravé fragilnich gelovitych membran
(polyvinylalkohol, polyakrylamid), které obsahuji velky podil vody.

Dodatecna tvorba péri zahrnuje produkci tzv.
nukledrnich membran (Nucleopore). Vrstva
polymeru se ,prostfili urychlenymi nukleony,
priCemz se lokaln¢ narusi struktura polymeru,
kde se pak vytvoii pory naleptanim. Vyhodou
je  velmi dobrda  reprodukovatelnost a
homogenita pord o pomémné  piesné

definovaném primeéru.

Jinak lze lokdlni zmény vyvolat mechanickym natahovanim (polyenové membrany,
obsahujici krystalické a amorfni oblasti, v amorfnich pak nésledné vzniknou pory).

Pii konkrétni aplikaci je obvykle potieba zvolit mezi komeréné dostupnou
membranou, nebo vytvofenim membrany piimo na misté pouziti. Druhy zpiisob je jediny
mozny zejména pii praci s miniaturnimi biosensory nebo pii pouZziti velmi tenkych membran
(pod 10 az 15 um uz s membranou nelze mechanicky manipulovat), dalsi vyhodou je lepsi
pfilnavost a pfizpisobeni se Clenitému povrchu. Volba membrany bude také ovlivnéna
dal$imi Ciniteli:

*  (komer¢ni) dostupnost za pfiméfenou cenu

* dostate¢nd mechanicka pevnost pro zamyslené pouziti
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* odolnost k mikrobidlnimu ptisobeni
*  chemickd reaktivita (moznost aktivace pied imobilizaci biomolekul)

* dostupnost v zddané , konfiguraci“ (membrana, kulicky, roztok polymeru)

Biokompatibilita membran nabyvd na vyznamu s pouZitim biosensorti pfimo Vv Zivém
organismu (in vivo) nebo v klinické praxi pfi kontaktu zejména s krvi (in vitro). Pti kontaktu
povrchu membran v téchto piipadech dochazi k adsorpci proteinii — zejména albuminu a
fibrinogenu — na povrch, v dalsi fizi se pak vytvari dalsi vrstva krevnich destic¢ek (koagulacni
tromboza). Pfi dlouhodobgjsi implantaci miize dochézet k zarlstani sensoru tkani. Tyto
procesy vedou k postupnému snizovani citlivosti biosensoru dasledkem sniZzené prostupnosti
latek. Naopak piitomnost biosensoru miize vyvolavat rusivé reakce Zivého organismu (sraZeni
krve, zanétlivé procesy). Bud’ je potieba povrch biosensoru povléknout vhodnymi polymery
(silikon, polytetrafluorethylen a zejména polyurethany), modifikovat povrchni obal
(hydrofilizace, konverze aminoskupin na hydroxyskupiny) nebo do vnéjsi vrstvy vpravit latky

omezujici rusivé reakce (fosforylcholin, heparin).

Mechanicka imobilizace biomolekul

Tyto postupy jsou velmi jednoduché a nenaro¢né, vyuzivaji se zejména jako vychozi postupy

pii vyvoji biokatalytickych sensorti, kdy je tfeba rychle ovéfit funkci nového biosensoru.

I ! Mechanické zachyceni - roztok biokomponenty se kapne na

prevodnik o-krouZek povrch pievodniku a piekryje se dialyzaéni membranou,
I : ktera zadrzuje biomakromolekuly, ale nebrani pohybu
: %@@ jdialyzaéni analytu. BéZné dialyzacni membrany maji limit propustnosti
_____ membrana

(MWCO, molecular weight cut-off) kolem 10 kDa,
Mechanické zachyceni ) )

materidlem  jsou celulosa, acetylcelulosa nebo

polykarbonaty.
Zachycené biomolekuly jsou v prostfedi vhodného pufru, do kterého se nékdy pridava
kolecko filtracniho nebo skelného papiru, které pak vlastné definuje tloustku vysledné
biovrstvy. Takto vytvofeny biosensor nelze samoziejmé rozebirat a musi se uchovavat ve
vhodném prosttedi (pufr s pfidavkem stabiliza¢nich ¢inidel). Stabilita biosensoru je urCovana
vlastnostmi biomolekuly, mize se pohybovat v rozmezi hodin az mésict. Tato technika je
také vhodna pro tkanové tfezy (k zachyceni staci pouzit napf. polyamidovou sitku) nebo

vrstvy tvofené z mikrobidlnich bunék ve formé pasty.
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Adsorpce biomolekul se pouzivd obfas ve spojeni s povrchem grafitu. Je to
reverzibilni proces vyuZzivajici fadu interakci (hydrofobni interakce, iontové sily, vodikové

mustky), které mohou velmi vyrazné zaviset na podminkach (pH, iontova sila, teplota).

Zachyceni v gelu ¢i polymeru

inkluze biomolekuly uvnitf struktury membrany pii jeji pfipravé je snadna metoda
imobilizace.
CH,=CH-CO-NH, (CG1,=CHCO-NH)2CH, Klasicky je tato metoda pouzivina ve
akrylamid +  bis(akrylamid) spojeni s polyakrylamidem (PAG).

Polymer se pfipravuje ze smési

OC—NH
| 2 akrylamidu a sitovaci komponenty
—CH,-CHCH,-CH-CH;CH— _ ,
| | methylen-bis(akrylamid) a enzymu,
cO OC—NH, o
lllH iniciace se provadi UV svétlem.
C|:H bis — zesitovani Vysledny polymer obsahuje vysoky
2

ILH Vznik PAG podil vody (80 az 95%), coz zhorsuje

| mechanické vlastnosti biomembrany.

Porozitu Ize ovlivnit pomérem obou komponent, bis samoziejmé zvySuje stupeil zesiténi a tim
snizuje pruchodnost. Biovrstvy nejsou pfili§ stabilni, ¢asem dochéazi k uvolnéni zachycenych
biomolekul. PAG je mozné vyuzit také pro kovalentni imobilizaci biomolekul, aktivace
polymeru se dosdhne hydrazinem (6 M, 8 hod inkubace pii 45 °C), nasledny piidavek
kyseliny dusité vede k reaktivnimu azidu kyseliny.

Zelatina je velmi Casto pouzivana pro piipravu enzymovych membran. Postup je
velmi jednoduchy. 5% Zzelatina se nechd nabobtnat a rozpustit ve vod¢ pti zvysené teploté (40
az 50 °C), ptida se enzym, promicha a naleje na vodorovnou podlozku (kolem 25 pl na cm?).
Po vyschnuti (4 °C, asi 12 hodin) se vysledné enzymové membrany piiloZi na aktivni plochu
sensoru a zachyti dialyzacni membranou. Ne&ktefi autofi doporucuji dodatecné vytvrzeni
zelatiny ptidavkem asi 1 pM siranu chromitého, ktery zesit'uje karboxylové skupiny zelatiny.

Nafion je polymer dodévany v rozpusténém stavu ve smési alkoholt s vodou.

—[(CFQ—CFZ)m—(l)F—CFZ]n— Pouziva se bézné pro tvorbu permselek-
(l) Nafion tivnich membran, mimo omezeni prichod-

(|3F nosti funguje jako iontoméni¢ akumulujici
{CFs_CF%O_CFQ‘CFz_SosH kationty a odpuzujici anionty (u bioelek-

P trod brani interferenci askorbatu a uratu).
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Akumulace kationtd je vyuzitelnd pro zcitlivéni amperometrickych méfeni; latky zachycené
v Nafionové vrstvé se pulzem potencidlu nardz oxiduji, takze se dosdhne zesilen¢ho signalu.
Je pouzitelny také pro piimou imobilizaci enzymd, jejich smés s Nafionem se kapne na
povrch sensoru a nechd vysusit. Biovrstvy jsou pomérné stabilni.

Polyvinylalkohol (PVA) je dalsi hydrofilni, neutrdlni a biokompatibilni polymer
pouzivany k imobilizacim, ve vodé siln¢ bobtna. Pfipravuje se hydrolyzou polyvinylacetatu
ve forme kratkych oligomeri (asi 90 kDa), které po zesitovani vytvoii kone¢ny polymer. Pro
zahdjeni polymerace se pouziva fada postupti.

_E CHZ_CH} Radiacni polymerace vyuzivd ozéafeni smési oligomerii a enzymu

Cl)H n y zatenim (generuje “°Co, potiebna davka 3 az 5 Mrad), vzniklé radikaly

PVA vyvolaji dal$i polymeraci a zesitovani. Vyslednd membrana neobsahuje
zadné nezadouci produkty a soucasné je sterilizovana.

CH2=C|)—O—CO—CH=CH2 Na druhou stranu mize tvrdé zafeni poskodit prevodnik

CH3 allylmethakrylat nebo biomolekulu. Pro dodate¢né zesitovani lze do smési

ptidat kolem 5% allylmethakrylatu.

Pro chemické zesitovani PVA se
O=C=N CH NCO
¢ pouzivaji  triisokyanaty (TIC), které

spojuji postranni hydroxyly PVA. Mohou

vSak zesitovat i enzym (ptes
OCN CH; aminoskupiny a hydroxyly). Na povrch

TIC Sensoru se nanese nejprve enzym a po
—N=C=0 4+ HO— —» —NH—C—0— jeho  uschnuti pak PVA (roztok

zesiténi 5 v dimethylsulfoxidu).  Pfidanim  TIC

velmi rychle vznikne gel.
Existuje také komercéné dostupny PVA obsahujici maly podil (1.3%) styrylbipyridiniovych
skupin (PVA-SbQ), ktery polymeruje v ultrafialovém svétle. To pak je viibec nejSetrnéjsi
postup imobilizace biomolekul pomoci PVA.

HEMA - poly (2-hydroxyethylmethakrylat) je dalS$i hydrofilni a biokompatibilni
polymer. Jeho smés svodnym roztokem enzymu se nechd zmrazit (-80 °C) a poté se
polymerace vyvola y zatfenim. Pfi nizké teploté dochédzi k menSimu poskozeni biomolekul. Ve
zpolymerované matrici se pak vytvoii pory zbylé po krystalcich ledu (cavities), na jejichz
sténach je vazdn enzym. Chemicky se dd polymerace HEMA iniciovat peroxodvojsiranem

amonnym a TMPD.
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Polyurethany (PU) reprezentuji velice Sirokou skupinu biokompatibilnich polymert

s velmi dobrymi adheznimi vlastnostmi. Opét se vychazi z oligomerti (kolem 50 kDa), které

se v pfitomnosti enzymu zesit'uji napt. difenylmethan diisokyanatem.

{O—CO—NH‘<:>70HSQNH—CO—O—(CH2)4—O

n
PU - Tecoflex

Zajimavou a uspéSnou kombinaci jsou specidlni polymery kombinujici funkci imobilizace

enzymu s polymerni strukturou nesouci skupiny mediatorti prenésejici elektrony, tzv. redox

relays. Vychozim materidlem je poly-4-vinylpyridin (oligomer o hmotnosti kolem 50 kDa).

Ten se Castecné vyuzije pro tvorbu komplexu s osmiem (medidtor), a ¢asteéné se do néj

kvarternizaci zavedou reaktivni aminoskupiny.

Poté se smés modifiko-

vané¢ho oligomeru, enzymu

{CHQ—CH%
n
X

| kvarternizace

N _ + 2-bromoethylamin L J‘
@

PEGDE

HyC—CH—CHy~O—CH,~CH,-0—CH, CH-CH,

Zesitovani biomolekul

parc. komplexace (1/6) \\ )‘
+ Os(bpy)zCl2 SN
> 0

Os(bpy),Cl @ bifunkéniho PEGDE

(polyethylenglykoldiglycid
ylether) nanese na povrch

grafitové elektrody, kde

CH2‘CH2‘NH2

vytvofi biovrstvu nesouci
uvnitf  struktury fixované

o) molekuly mediatoru.

PEGDE muze mimo zesitovani modifikovaného

polyvinylpyridinu reagovat také s volnymi aminoskupinami
enzymu. Pfenos elektroni mezi enzymem a elektrodou pak
probihd  velmi

rychle pteskakovanim mezi

jednotlivymi
fixovanymi molekulami medidtoru. Vysledkem pak jsou vysoké
proudové hustoty dosahované u tohoto typu enzymovych

elektrod.

Membranu lze vytvofit také pfimo z molekul enzymu ¢i jinych bilkovin jejich zesitovanim

(retikulace) vhodnym bifunkénim cCinidlem. Zdaleka nejcastéji se pouziva glutaraldehyd. Jeho
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smes s roztokem bilkoviny v zavislosti na koncentraci slozek vytvaii spontanné retikulum
bud pfimo na povrchu sensoru, nebo na vhodném podkladovém materidlu (polyamidova
sitka, dialyzacni membrana).

N 0=CH—(CH,);—CH=0 Reakci mezi aldehydovou
glutaraldehyd skupinou s aminoskupinou
—CH=0 * HoyN— bilkoviny (postranni lyzinové

l zbytky) vznikd propojenim
Schiffova baze
—CH=N—

¢ redukce (NaBH.)

Schiffova baze, kterd se jesté
muze zredukovat na

stabilngjSi aminovou vazbu, i

—CHy,-NH— L o
retikulum kdyz bézné se to neprovadi.

Nezreagované¢ aldehydové skupiny se mohou neutralizovat reakci s glycinem nebo
ethanolaminem. Hmotnostni pomér glutaraldehydu a bilkoviny byva obvykle v intervalu 1:1
az 1:20, coz samoziejm¢ ovliviiuje priichodnost vzniklé membrany. Zesitovat lze bud’ pouze
enzym, nebo se miZze enzym ,nafedit“ inertni bilkovinou, kterd ma hodné volnych
aminoskupin (albumin). Takovéto enzymové membrany se vyznacuji velmi dobrou stabilitou

v disledku zna¢ného podilu latentni enzymové aktivity.

Kovalentni imobilizace biomolekul

S kovalentni imobilizaci bilkovin a nizkomolekularnich bioaktivnich latek byly ziskany

34 Tyto poznatky jsou

znaéné zkuenosti pii piipravé nosi¢t pro afinitni chromatografii’
pfimo aplikovatelné na poli biosensorl, protoze fada polymernich materialii je shodni. Na
druhou stranu se nové objevuje potieba kovalentné vazat biomolekuly na aktivni povrch

pozadovaného ptevodniku, coz si vyzadalo vyvoj novych imobiliza¢nich technik.

Aktivace povrchu sensort

Pracovni povrch sensorti tvoii pomérné mald skupina materialt: sklo, kiemik, rtzné
modifikace uhliku (grafit, skelny uhlik, kompozitni smési) a uslechtilé kovy (zejména zlato a
platina). Nékteré biomolekuly se sice na tyto materidly adsorbuji s riiznou pevnosti, avSak

spolehliva a dlouhodobé stabilni imobilizace vyzaduje kovalentni vazbu mezi biomolekulou a

43 Lowe C. R., Dean M. Afinitni chromatografie, SNTL, Praha, 1979.

* Hermanson G. T., Mallia A. K., Smith P. K. Immobilized Affinity Ligand Techniques, Academic Press, San
Diego, 1992.
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povrchem. Nejprve budou probrany aktivacni postupy, které na madlo reaktivnim povrchu
zavadgji reaktivni skupiny schopné pak reagovat s biomolekulami.

Silanizace je metoda aktivace anorganickych povrchii Caste¢né pokrytych vrstvou
oxidu (sklo, ktemik, kovy) kontaktni vrstvou silanu s vhodnou reaktivni skupinou X.
Nepouzivaji se organické halogenované silany (jsou pfili§ reaktivni a zddna dalsi skupina uz
by nezbyla), ale méné reaktivni alkoxyderivaty.
(CoHs5)3Si—(CHy)3—-NH, Nejbéznéjsi jsou y-aminopropyl-

triethoxysilan (APTES nebo APTS) a

APTES

CHj3)3Si—(CH,)3-O—CH,—CH—CH
(CHa)s (CHa)s 2 \O/ 2 glycidoxypropyltriethoxysilan (GOPS).

CI;H3 GOPS Jejich u¢inkem se na povrchu vytvofi tenké
C,H:0—Si—(CH,);-NH
2% C|)H3( 2)s 2 APDMES vrstvicka z nékolika molekularnich vrstev.

Nanaseni se provadi na povrch zbaveny organickych latek, existuji tti zakladni metodiky™.

\ Silanizaci lze provadét z organické faze -

. . 10% roztok silanu v toluenu, vném se
| OH R—Si(OC,Hs), —o—s||—R . ]
> o) dany povrch refluxuje 12 az 24 hod. Po
—-OH silanizace —O—Sli—R promyti toluenem ¢i acetonem a vysuSeni
S sedile zahfiva 2 az 4 hod pii 110 °C.
!

Z vodné faze se dosdhne mensi vazebna kapacita, ale vrstva je stabilnéjsi pii pouziti ve
vodném prostiedi. Nejprve se povrch hydratuje 30 min povarenim ve vodé, pak se zahiiva 3
az 4 hod pti 75 °C v 10% vodném roztoku silanu, pH 4. Po usuSeni se zahfiva pfes noc pii
110 °C. Odparovaci naneseni je nejjednodussi, povrch se inkubuje 1 hod v 1% silanu
v acetonu, po oplachnuti acetonem a vysuSeni se zahfiva 1 hod pti 110 °C. Nanaseni silanu
z vodné faze nebo z polarnich rozpoustédel vede ke tvorbé slozitéjSich struktur (4 az 5 vrstev
silanu). Pokud je Zzadouci dosdhnout pouze monovrstvy, lze pouzit specialni
aminopropyldimethylethoxysilan (APDMES), ktery nemize vytvaret boc¢ni kiizové vazby.
Silanizaci se na povrch zavedou bud’ aminoskupiny, nebo reaktivni oxiranovy zbytek.
Spontinni tvorba monovrstev (self organized monolayers) vyuZzivd velmi pevné
adsorpce thiosloucenin (thioly a disulfidy) na povrchu zlata a ¢aste¢né také platiny a stiibra.
Reakce pii které vznikd sufidovad vazba se zlatem je velice pevnd, takze milze slouzit jako

podklad pro dalsi imobiliza¢ni reakce. Délka uhlikového fetéze ovliviluje organizovanost

4> Weetall H. H. Biosens. Bioelectron. 8 (5), x (1997).
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vrstvy, ploSnou hustotu reaktivni skupiny lze ovlivnit pfidavkem inertniho ¢inidla — pouzije se

smés aminothiolu a thiolu.

S—(CHy),-NH, Vzdy vznika mono-

+ Sl_(CHZ)Z_NHZ molekularni  vrstva, ktera

AU S—(CHa)>~NH; Au ST(CHNH e byt tak husts, Ze
h j ktick
Adsorpce thioslouc¢enin na zlato povre ¥ Praftieiey
elektricky izolovan. Naopak

SN AN X S adsorpce  kratkych  thio-
SNANNAN X SNANANN X

SN X SNANANNNS derivatii  Casto  zlepsuje
S\/\/\/\/\/ X S\/\/\/\/\/ C LA

SN A A A A X SN ANAAL X elektrochemické odezvy

NN SNANANNANS 1 ; Y A

S X bilkovin a jinych latek
Organizovana vrstva zmensSeni hustoty skupiny (usnadnénd vyména elektro-

zifedénim inertnim thiolem .
ni s cytochromem c).

Hustotu vrstvy lze urcit elektrochemicky na zéklad¢ signdlu vhodné elektroaktivni latky
(ferrikyanid) nebo sledovat pokles vodivosti povrchu v pribéhu vzniku monovrstvy.
Nejcastéji se pouzivaji thioly obsahujici v molekule aminoskupinu (cysteamin, cystamin,
thiofenol), hydroxyskupinu (16-merkaptohexadekanol) nebo karboxyskupinu (12-merkapto-
undekankarboxylova kyselina).

O Bis(N-hydroxysukcinimidester) kyseliny 3,3’-dithio-
propionové (DSP) je specidlni ¢inidlo, které se vaze na zlato.
CHQCHQ_CO_O/ N-hydroxysukcinimidova skupina je reaktivni a mize byt
| 0
? vyménéna za volnou postranni aminoskupinu z bilkoviny,
? O  pfi¢emZ vznikne amidova vazba.
CHZCHZ_CO_O\N Existuji pokusy vyuzit tyto reakce pro imobilizaci
DSP y. bilkovin, jejichz struktura se geneticky pozméni tak, aby na
O povrchu mély ptitomné disulfidické mustky.

Spontanni adsorpce na povrch zlata se vyskytuje také v piipadé¢ nékterych pfirozenych
bilkovin — protein A a streptavidin, které¢ maji na povrchu pfistupné thioskupiny. Tyto piipady

budou zminény pozdéji.

Aktivace polymernich materiali

Polyamidy vznikaji polykondenzaénimi reakcemi, napf. Nylon 66 se pfipravuje
z 1,6-diaminohexanu a hexan-1,6-dikarboxylové kyseliny, tuzemsky produkt Silon vznika

kondenzaci e-kaprolaktamu. Tyto polymery jsou v oblasti biosensorti hojné¢ vyuZivany ve
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form¢é membran, siték, kulicek a trubi¢ek pro imobilizaci zejména enzymil. Ptirozeny material
ma pro imobilizaci pouze velmi mdalo volnych koncovych skupin, takze je nutné jeho
strukturu ¢asteéné narusit. Stépeni amidovych vazeb lze dosdhnout opatrnou hydrolyzou (asi
3 M HCI, doba piisobeni zavisi na formé materialu, 10 sec az 1 hod). Casto se vsak polyamid
mechanicky narudi. Vyhodngjii jsou aktivaéni postupy™, které amidovou vazbu nepieruduji, a

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

dimethylsulfatem.
®
—C—NH— (CH?’)?SO“—?:%H— RNHz  —C=NH—
- —
0 OCHs NH—R

- CHsOH
Aktivace polyamidu dimethylsulfatem

Vznikly imidoester reaguje v slabé alkalickém prostiedi s aminoskupinou (lyzin, 1,6-diamino-
hexan) za vzniku amidinu. Kladny néboj zvySuje polaritu polymeru. Ziskd se tak mnohem
vétsi povrchova hustota vyuzitelnych karboxy nebo aminoskupin. V soucasnosti je na trhu
dostupnd tada aktivovanych polymeri (membran), imobilizace se dosdhne inkubaci

s biomolekulou.

Navazani biomolekul

Predpoklada se vazba zvolené biomolekuly na vychozi material (povrch sensoru, membrana,
...) nesouci nékterou z ndsledujicich skupin. Jsou popsana vhodnd ¢inidla umoziujici
kovalentni vazbu biomolekul, zejména se uvazuji reakce bilkovin. Nasledujici ¢ast je
samoziejm¢ minéna pouze jako nelplny piehled zakladnich postupli. Neustdle se objevuji
nova specialni ¢inidla pouzitelna obecné nebo pro specialni aplikace. Nové reagenty lze nalézt

v katalozich firem (Pierce).

Aminoskupina. Povrch modifikovany volnou aminoskupinou je pro imobilizaci velmi
vhodny, protoze existuje celd fada propracovanych a ovétenych postupt. Nejjednodussi je
aktivovat aminoskupinu vhodnym bifunkénim cinidlem, které po reakci s povrchovou
aminoskupinou reaguje svou druhou reaktivni skupinou s vhodnou povrchovou skupinou
navazované biomolekuly (B). Casto se pouziva glutaraldehyd, ktery je bézné dostupny a
dostatecné reaktivni. Inkubaci (asi 1 az 5% vodny roztok, 0.5 az 2 hod) s povrchem se vytvori

Schiffova baze a po promyti pak je druhd volna aldehydova skupina k dispozici pro stejnou

46 Hornby W. E., Morris D. L.. V knize Immobilized Enzymes, Antigens, Antibodies and Peptides (Weetall H.
H., editor), M. Dekker, New York, 1975, str. 141.
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reakci s aminoskupinou biomolekuly. Zbyvajici volné aldehydové skupiny se inaktivuji reakci
s glycinem nebo ethanolaminem. N¢kdy se také provadi redukce Schiffovych bazi

borohydridem, pfi¢emz vznikla vazba je stabilng;si.

O=CH—(CH,);-CH=0 ‘NH
|>NH2 > |—N=CH—(CH2)3—CH=O (B) N+,

NaBH4

—> |~N=CH—(CH2)3—CH=N — |—NH—CH—(CH2)3-CH—NH

Imobilizace pomoci glutaraldehydu
Dalsi vhodné bifunké¢ni Cinidlo je napfiklad chloranil (tetrachlor-p-benzochinon), ktery mimo

imobilizacni funkci obsahuje redoxaktivni chinonové uspofadani vyuzitelné pro pienos

elektronii mezi enzymem a elektrodou.

D — -

Imobilizace pomoci chloranilu

Cl H2N—

Podobné jsou pouzitelna dalsi ¢inidla, napt. dianhydrid Kyseliny benzentetrakarboxylové

nebo DIDS, trans-stilben-(4,4’-diisothiokyanat)-2,2’-disulfonova kyselina.

SO4H

dianhydrid kys. benzentetrakarboxylové DIDS HO3S

Dalsi moznosti je konverze aminoskupiny. Obecné je pouzitelny thiofosgen CL,C=S, vznikly
isothiokyanat pak reakci s aminoskupinou biomolekuly vede k substituované thiomocoviné.
Aromatické aminoskupiny lze velice snadno aktivovat diazotaci kyselinou dusitou,

biomolekula se navaze pies tyrozinovy zbytek.
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HNO
HO
—>
Imobilizace pomoci diazotace

&)

Karboxyskupina je druhou nejcastéji pouzivanou po aminoskupiné. Pro aktivaci se uziva

reakce s karbodiimidy (CDI), které pasobi vlastné¢ vazani vody pti vzniku amidové, esterové

¢i thioesterové vazby.

R

I

w 0 |I? 9 NH; Il\lRH

7~ N
|—COOH +G —>|’C\ | —»l— ézo

N 0—=¢ NH |

o NH NH
Il?' Reakce karbodiimidu ll?.

el o
Q / N\

®
N=C=N—CH,CH,"N O syt
H3C —

CH3CH,—N=C=N—(CH,)3—N(CHs), EPC

Nejdéle se pouziva dicyklohexyl-
karbodiimid DCC, nevyhodou je
nerozpustnost ve vodé. Ve vodé
rozpustné¢ jsou EDC, 1-ethyl-3-(3-di-
methylaminopropyl)-karbodiimid, a
CMC, I-cyklohexyl-3-(2-morfolino-
ethyl)-karbodiimid methoxy-p-toluen-

sulfonat.

Pro imobilizaci citlivéjSich bilkovin se neprovadi pfimo reakce s CDI, ale pomoci CDI a

N-hydroxysukcinimidu NHS se pfipravi reaktivni a stabilni N-hydroxysukcinimidovy

derivat karboxylu, ktery pak reaguje s aminoskupinou napf. bilkoviny. Oproti reakci pouze

s CDI je prib&h mnohem mirnéjsi a nevznikaji nezddouci meziprodukty.
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// O
4
|—~COOH + HO—N —> |— A‘r’ |~C\
N
O NHS NH e

Aktivace pomoci NHS N
O Je dostupny také pfimo aktivovany derivat, TSTU
N(CHS)2 O-(N-hydroxysukcinimidyl)-N,N,N’,N’-tetramethyluronium
N=0— C I\CIJB( CHy) tetrafluoroboritan. Jeho inkubace (v dimethylformamidu) s ekvi-
N > molarnim mnozstvim latky nesouci karboxyl vede ke vzniku
© TSTU

reaktivniho NHS derivatu.
Na trhu je k dispozici fada biomolekul aktivovanych NHS pro vazbu na aminoskupiny, napf.
NHS-biotin, NHS-fluorescein.

Metoda smésnych anhydridli vyuziva aktivaci pomoci isobutylchloroformiatu, ktery

aktivuje karboxyskupinu na reaktivni anhydrid a ten pak umoznuje vznik amidové vazby.

Oa
FCOOH + CI—C—O—iBu—» ‘— AT"I‘
! =)

CO:2

Aktivace pres smésny anhydrid O—lBu isoBuOH

Hydroxyskupina je vyuzivina zejména pro imobilizace na povrchy modifikované
sacharidovou vrstvou (nejcastéji dextran), kterd dodava hydrofobnimu povrchu hydrofilni

vlastnosti zvySujici biokompatibilitu. Jako aktiva¢ni ¢inidlo je pouzitelny epichlorhydrin.

Cl—C H2-CQ2—/C H, Na oxiranovy cyklus se aduji
|, OH O > |“O—C H,~CH,-CH, biomolekuly prostiednictvim
\O/ amino ¢i hydroxyskupiny.

Aktivace epichlorhydrinem

Klasickym ¢inidlem aktivace polysacharidovych materidld je pouziti bromkyanu, jeho
nevyhodou je vysoka jedovatost. Reakce s hydroxyly probihd v alkalickém prostiedi, rozsah
aktivace je umérny koncentraci ¢inidla. Meziprodukt imidokarbonat reaguje s aminoskupinou

biomolekuly za vzniku rtiznych derivati.
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oy BrCN H2N
For 2 (o] o [ oo 2

OH
)y L@
I:O—C—NHA' C N4‘ on
OH
derivat N- substltuovany N-subst. karbamat
isomocoviny imidokarbonat

Aktivace bromkyanem

Triazinova metoda vyuziva kyanurchlorid a zejména jeho méné reaktivni derivaty.

(misto jednoho z ato-

C

- mil chloru je X sub-
|——'OH + CI4</ N —> |—O—</ stituent jako napft.
O-CH,-COOH ¢i

_ . X X NH-CH,-COOH).
Aktivace kyanurchloridem

Sacharidové materialy obsahujici diolové uskupeni je mozné za mirnych podminek oxidovat
jodistanem, pfitom vzniklé aldehydové skupiny reaguji s aminoskupinami biomolekul za
vzniku Schiffovych bazi. Tato reakce je pouzitelnd také pro aktivaci bilkovin nesoucich

postranni sacharidové zbytky, ale naptiklad také pro RNA.

OH OH
@) @] NalO4 @) O
OH e y
—0 OKC j‘
OH O O

Oxidace diolového uskupeni jodistanem

Amidoskupina se vyskytuje piedev§im v polyakrylamidu. D4 se alkalickou hydrolyzou
(zahfivani 60 °C, pH 10.5, NaHCO;s; a Na,COs) pievést na karboxylovou skupinu. Dalsi
moznosti je hydrazinolyza vedouci k hydrazidu kyseliny, ktery se kyselinou dusitou prevede
na reaktivni azid kyseliny. Pfi zahiivani polyakrylamidu v bezvodém ethylendiaminu dojde

k substituci a ziska se koncova aminoskupina.
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Thiolova skupina umoziuje reverzibilni imobilizaci s volnymi cysteinovymi zbytky.

Vazba vznikne oxidaci a

ferrlkyanld
I——SH + ‘—SH S_S prerusi se redukci.

cystein

Elektropolymerace

Tato imobilizacni technika vyuzivd elektrochemickou oxidaci k pfipravé reaktivnich
monomert, které pak spontdnné vytvaii polymerni film na povrchu elektrody. Tyto filmy se
daji vytvofit i na Clenitém povrchu nebo na povrchu mikroelektrod. Pokud jsou v pribéhu
elektropolymerace v roztoku piitomné biomolekuly, dochazi k jejich zachyceni uvnitt
vznikajici membrany. Méné¢ se mulze uplatnit také kladny naboj polymeru. Vlastnosti
membrany je mozné ovlivnit pfidavkem dalSich latek do elektropolymeracni smési. Tloustku
membrany urcuje velikost proslého naboje, tak se da snadno reprodukuvatelné ovlivnit
mnozstvi imobilizované biomolekuly. Néekteré elektropolymerni vrstvy mohou byt navic
vodivé, coz usnadniuje prenos elektronli mezi elektrodou a biomolekulami. Tyto polymery

jsou obvykle velmi intenzivné barevné, coz pﬁsobi pfitomnost volnych elektrond.

+ Velmi  dobfe  zndmym
/ \ ptikladem je elektropo-
n anoda .\
'T‘ — ne ¥ lymerace pyrrolu™'.
H

Provadi se oxidaci 50 az 200 mM roztoku pyrrolu amperometrickou oxidaci pii potencialu
kolem 0.8 V v anaerobnim prostiedi, jako elektrolyt se ptidava KCIl. Tloustka filmu (az 100
nm) je umérna mnostvi pro§lého naboje (5 mC/cm® odpovidd 13 nm). Vznikly polypyrrol
(PPy) je vodivy, vodivost dosahuje asi 500 S/cm; pro srovnani jsou vodivosti médi 10°,
kiemiku 10™ a skla 10" S/cm). Obdobné probihé elektropolymerace methylpyrrolu,

Tenké a mechanicky stabilni filmy

amperometrie voltametrie
I I polyfenylenoxidu (PPO) na povrchu
elektrod  vznikaji  elektropolymeraci
fenolu. Filmy jsou nevodivé a elektro-
¢as potencial

| In¢ zastavi, kdyz
Elektropolymerace fenolu polymerace se samovolné zastavi, kdyz

je povrch izolovan.

7 Umana M, Walter J. Anal. Chem. 58, 2979 (1986).
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— Pribézné se da pozorovat pokles oxida¢niho proudu
N:<3:N pfi vzniku filmu. Mén¢ stabilni jsou polyanilinové

PN~ n (PANT) filmy vzniklé z anilinu.
Elektropolymerni vrstvy jsou také vhodné pro ovliviiovani transportu latek jako kontrolni
membrany. Pro tento uCel se pouzivaji napiiklad polyfenylendiaminové (PPD) filmy
pfipravené z 1,2-diaminobenzenu. Jsou nevodivé o tloust’ce kolem 10 nm; snadno pies né

prochdzi peroxid vodiku, pfitom jiné rusivé latky jsou odstinény.

Protoze zachyceni bilkovin uvniti polymeru je pomérné volné, dochazi casem
k uvolnéni do roztoku a tim k poklesu aktivity. Jiné postupy proto pouzivaji elektropolymerni
film jen jako vychozi chemickou modifikaci povrchu elektrody, a film se pak dale upravuje

chemickymi reakcemi. Polypyrrol se dé& nitrovat v 3 poloze a elektrochemickou redukci

nitroskupiny se ziska aminoskupina vhodna pro dalsi kovalentni vazbu biomolekul.

i i i
N CuNO3 N elektrochemicka N
" » > AN
l\ll acetanhydrid u redukce M
H Derivatizace PPy NG, NH,
NO, Jinou moznosti je
||—| O O/ reakce PPy s nitro-
N\w p-nitrobenzoylchlorE \C|3 benzoylchloridem,
N -HCl N\ nitroskupinu pak lze

H J \\_// redukovat  chemicky

zinkem v kys. octové.
Neni mozné ziskat aminoskupinu piimou elektropolymeraci (podlehla by oxidaci na
hydroxylaminovou skupinu), na druhou stranu se da pfipravit polynitrofenol, ktery pak
elektrochemickou redukci poskytne volné aminoskupiny. K elektropolymeraci se daji pouzit

také vhodné derivaty biomolekul®

ve smési napf. s pyrrolem. K postrannim skupindm
enzymil je mozné pripojit pyrrolova jadra a po skonceni elektropolymerace je tak enzym

soucasti fetézce polymeru.

= KOH = 1. karbodiimid _—= //O
CN~(CH2 .CN—LOH,, CN—(CHZ)ZCOOH — CN—(CHZ)Z—C\
2.enzym E

Elektropolymerovat 1ze indoly, bromthymolova modf, thiofen, thionin, pyrogallol, katecholy.
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Masova produkce biosensoru

Pro Siroké uplatnéni biosensorti v praxi je zapotiebi zajistit snadnou dostupnost levnych
systémi v dostatecném mnozstvi. Vychdzi se predev§im ze zkuSenosti elektronického
pramyslu, kde je masova vyroba soucastek velmi dobie zvladnuta. Konstrukce fyzikalné-
chemického ptfevodniku ma k elektronice velmi blizko, jistym tuskalim ziistdvad zaclenéni

biochemické komponenty. Dnes se uplatiiuji predevsim techniky tlustych a tenkych vrstev.

Sitotisk®

Sitotisk (screen printing) vychazi z elektronické technologie tlusté vrstvy. Vlastni postup je
obdobny jako pfi tisku grafickych listd. Na nosnou podlozku se tiskem pies matrici postupné
nanasi rizné pastovité vrstvy (past, ink), které po vytvrzeni vytvaii jednotlivé elementy
biosensoru. Tiskové pasty jsou smési praskovitého materidlu konecné vrstvy (napf. smes
grafitového prasku a pojiva) a organického rozpousStédla, aby se ziskala viskdzni tekutd
pasta. Rada past je piitom dostupna z oblasti elektroniky, jiné pasty jsou vyvijeny specidlné
pro biosensory. Sitotiskovy stroj (napt. firma DEK) je principialn¢ velmi jednoduchy.

pohybliva stérka Na stolek se  prichyti

+“—> nosny ram matrice podkladovy materidl, na

sitka s motivern jeho horni stranu pak ptiléha

= , , .
—_—— - ram nesouci tiskovou

matrici  (ocelové  nebo

plastové sito s motivem), na

pfenos pasty pfes matrici

na podklad kterou se nanese pasta.

Pohyblivou pruznou stérkou
Sitotisk se pasta protlaci matrici na
podklad.
Poté se vytvorena vrstva ustali (usuSeni nebo vypaleni). Postupné lze pomoci riznych matric
nanaset rizné vrstvy podle pozadované funkce celého systému. Obvykle se na jednom
podkladu vytvoii soucasné vice sensort (10 a vice).
Pro podklad se mohou pouzit rizné¢ materialy. Keramické desticky (na bazi korundu)

jsou mechanicky velmi odolné a umoznuji nésledné vypalovani past za vysokych teplot.

*® Yon-Hin BFY, Lowe CR. J. Electroanal. Chem. 374, 167 (1994).
49 Prudenziati M. Thick Film Sensors, Elsevier, Amsterdam, 1994.
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Nevyhodou je nutnost fezani laserem. Plastova folie (PVC) je ohebna a velmi levna, snadno
se d4 dodatecné stfihat. Nékde mezi nimi se nachdzi ,green tape* (DuPont), material
pouzivany pii vyrobé desek plosnych spoji; je to flexibilni keramika, da se snadno
mechanicky opracovavat (vrtani, fezani), mize slouzit jako horni kryci vrstva v sendvicovém
usporadani.

Past existuje celd fada komerc¢nich (firmy Acheson, DuPont), ale daji se namichat i
v laboratornich podminkach. Po naneseni se bud’ vysusi v susarné, nebo se mohou vypalovat
ve specialni atmosféfe, priCemz vznikaji slinuté materidly. Rozdélit se daji podle funke
vytvaiené vrstvy. Pro vodivé spoje se pouzivaji stiibrné pasty, levnéjsi jsou grafitové pasty.

Elektrody se daji vytvaret na bazi kovi (platina, zlato, stiibro);

vysledné vrstvy pak mimo ¢astecky kovu obsahuji navic sklovité
pojivo, to vSak béznym -elektrochemickym aplikacim nevadi.
Grafitové kompozitni vrstvy se pouzivaji asi nejcastéji. Mimo
grafitovy prasek je pfitomné organické pojivo, navic se daji
pfidat rtizné medidtory pienosu elektronli nebo modifikujici
latky. Referentni elektrody se pfipravuji ze smési stiibra a
chloridu stfibrného. Dilezité jsou kryei vrstvy izolujici vodivé
spoje a piipadné vymezujici prostor pro nandseni biovrstev.

K dispozici jsou také smési pro sitotiskové nanaseni
biokatalytickych vrstev sestdvajicich zenzymu a
vhodného pojiva, vytvrzovat se mohou ozafenim
ultrafialovym svétlem. Ukéazky reprezentuji tuzemské
produkty firmy Krej¢i Engineering; nahofe je
ctytkandlnovy sensor, dole pak rtizné jednokanalové
systémy.

Tloustky vrstev jsou obvykle kolem 10 az 20 pm, dosazitelné¢ horizontélni rozliSeni je dano
jemnosti sitky a pohybuje se kolem 10 pm. Finan¢ni ndklady na tuto technologii nejsou pfilis
vysoké, vyhodou je, ze ptechod od malych pokusnych sérii po masovou produkci je velmi

snadny.

Litografie

Litografie nebo tenkovrstva technologie je dnes zékladem mikroelektroniky. V oblasti

biosensorti se uplatiiuje nejen pro vyrobu zakladniho chemického sensoru, ale da se vyuzit
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také k produkci integrovanych mikroanalytickych systémd, jakési miniaturni laboratofe na
povrchu ¢ipu. Oproti tlustovrstvé technologii je zde zakladnim materidlem kiemik (silicon
wafer), nandSené materialy jsou pak tvofeny Cistymi kovy, rozliSeni je o fad lepsi (pod 1 pm).
Na druhou stranu jsou také nutné podstatné vyssi vstupni naklady.

Zakladni kifemikova desticka (tloustka 0.4 mm, primér 8 cm) se nejprve povrchove
oxiduje. Poté se na ni nanese fotorezistni vrstva, kterd se osviti pfes masku. Tim se v ni
definuje zadany geometricky tvar (obdoba fotografického procesu). Pii vyvolani se

v osvétlenych mistech fotorezist odstrani.

| kfemikovy substrat

termalni oxidace
| (vznik SiO2)

naneseni fotorezistni
| | vrstvy

osvit pfes masku —
N = == definovani tvaru

Litografie
| | vyvolani
| | naneseni vrstvy | |
(kov, izolace,
biovrstva, membrana, odleptani SiO>

)

leptani kifemiku
odstranéni fotorezistu
[ e O

Tam pak lze nanasSet zadané vrstvy, po odstranéni fotorezistu (lift-off) pak nanesena vrstva

zistan¢ pouze v mistech osvétlenych pres matrici. Nebo naopak je mozné provadét
odleptavani kiemiku v mistech nekrytych fotorezistem. Opakovanim téchto postupti je mozné
vytvaret slozité tfirozmérné struktury, je také mozné spojovat rtizné Cipy k sobé (annealing) a
tak vytofit naptiklad prito¢né systémy. Tyto postupy (micromachining) byly pouzity k vyrobé
miniaturnich motork (zéklad pro cerpadla) nebo ventili ovladajicich tok kapaliny.
Mikrosystémova technologie zahrnuje miniaturni zafizeni rozmérd 1 mm az 1 nm;
dolni oblast je pfedmétem zajmu nanotechnologie. Mimo vlastni funkci biosensoru je zde
navic systém manipulace se vzorkem. V budoucnu lze ocekéavat integrované systémy,

obsahujici na jediném cipu n€kolik rtiznych biosensord, pratocny systém, kalibra¢ni roztoky a
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vyhodnocovaci elektroniku. 'V laboratornich podminkach jiz existuji funkéni modely
takovychto systéma.

Nanotechnologie

Pro charakterizaci povrchovych struktur se mimo elektronové mikroskopie zabyvaji také
techniky zaloZzené na ,,0sahdvani“ studované oblasti miniaturnim hrotem (SPM, scanning
probe microscopy). Ziska se tak vlastné tfidimenzionalni profil studovaného povrchu.

SPM AFM Starsi technika STM  (scanning

detektor
AE ... proud laser

tunelling microscopy) je vhodna pro

vodivé povrchy a pracuje se pouze

raménko s hrotem zrcatko
’\} vsuchém stavu. Hrot na konci
M raménka (cantilever) se pohybuje

vodivy povrch, nevodivy povrch, horizontaln (pouzivaji 8¢
ve vzduchu v kapaline ¢i vzduchu piezoelektrické vychylovaci systémy)
pres zkoumany povrch.
SPM hrot h Pfi zmenSovani vzdalenosti mezi hrotem a povrchem dojde
e

konecné k ptfenosu elektronu pomoci tunelového efektu,

i, 1 .
m‘-.@i} * i
il

velikost mefené¢ho proudu je exponencidlné Umerna

vzdalenosti. Technika AFM (atomic force microscopy) je
zalozena na mezimolekulovych silach (Lennard-Jonestv
potencial). Hrot je tlacen k povrchu, pficemz se vychyluje
podle jeho profilu.
Vychylovani se zaznamendvd pomoci laserového paprsku, které se odrazi miniaturnim
zrcatkem na povrchu raménka. Je mozné studovat nevodivé povrchy a pracovat v kapalném
prostfedi, takze tato technika je vhodna pro studium interakci biomolekul v jejich nativnim
stavu. RozliSeni je tak vysoké, Ze je mozné pozorovat piimo jednotlivé molekuly. Existuji
uspésné pokusy pomoci hrotu ,,posouvat™ molekuly po povrchu nebo je rozmist'ovat v piesné
danych pozicich s piesnosti v oblasti nm. Dostavame se tim do oblasti nanotechnologii.
SPM biosensor Vyuziti je nejen pii charakterizaci povrchii biosensord,
remenke ale tento hrot je mozné modifikovat imobilizaci
frot vhodnych biorekogni¢nich molekul, ¢imz dostavame

biorekognicni ) . , . L,
el biosensor teoreticky schopny detekovat jednotlivé

prvek
analyt
M molekuly analytu.
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V soucasnosti byl tento postup zatim pouZit pouze pro piimé méteni sily potiebné k pferuSeni

nékterych bioafinitnich interakci ,,roztrzenim* existujici vazby. Nékteré vysledky jsou shrnuty

v tabulce.
Interakce Sila (pN) AG (kJ/mol) | AH (kJ/mol)
avidin — biotin 160 + 20 60 90
streptavidin — biotin 260 +£120 77 134
anti biotin IgG — biotin | 240 + 20 proménlivé | proménlivé
(ACTG)s — (CAGT)s | 1500+ 200 117 430

Prutocné techniky

Techniky pouzivajici pro transport vzorku nebo pomocnych reagentti tok nosné kapaliny
umoznuji zrychleni a automatizaci analytickych postupii a prosazuji se vyrazné i v kombinaci
s biosensory jako specifickymi detektory. Variantou velmi blizkou biosensoru je pouziti
pritocného bioreaktoru (enzymového ¢i imunochemického) ve spojeni s klasickym
detektorem (fyzikalnim pfevodnikem). Tyto techniky zahrnuji dnes zejména pritokovou

injek¢ni analyzu a mikrodialyzu.

Pritokovad injekéni analyza™

Tato metodika je zndma pod zkratkou FIA (flow injection analysis). Zéklady FIA formulovali
Ruzicka s Hansenem®', principem je vlastng nastfik vzorku do toku nosného média a jeho
definované natfedéni - disperze. Disperzni faktor D je dan pomérem plvodni koncentrace
vzorku a maxima koncentrace v zon¢ vzorku prochdzejici detektorem, D = Cy/Cpax. Velikost
D se mize u ruznych aplikaci liSit, ale vzdy musi byt u daného ptipadu dosazena
reprodukovatelnost D. FIA systém je tvofen pumpou P, vedenim pro nosné médium C

(carrier) a pomocny reagent R.

30 Karlberg B., Pacey G. E.. Flow Injection Analysis - A Practical Guide. Elsevier, Amsterdam, 1989.
31 Ruzitka J., Hansen E. H.. Anal. Chim. Acta 78, 145 (1975).
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sy Po nastfiku vzorku S (sample) pomoci injekéniho

® VA MC ventilu V se ob& vétve spoji, smichaji v michaci
AMA—»Dw

smyéce MC (mixing coil) a nakonec prochézi

® 1°

P
detektorem D do piipadného odpadu W (waste).

Pro vedeni kapalin se pouzivaji nejcastéji hadicky o vnitfnim priméru 0.5 az 1 mm,
materidlem je polypropylen, teflon, PVC nebo silikonovd guma. Pumpa je nejCastéji
peristalticka. Zakladem je krokovy motor, ten otac¢i diskem, ktery ma na obvodu nckolik
oto¢nych valeckl - rolerti. Ty pii svém pohybu tla¢i na pruznou hadi¢ku, a tak vytlacuji
kapalinu. Vysledny tok je mirn¢ pulzujici (zplisobeno odvalovanim rolerti), hladky tok se
dosahne bud’ zvySenim otdcek pumpy (alespoit 30 rpm) nebo vétsim poctem rolerti (minimum
2, bézn¢ 4 az 10). Je vhodné, aby pumpa méla vice kandla (2 az 4). HadiCky jsou ze silikonu,
tygonu (prihledné PVC) nebo jinych odolngjSich materialti. Primér hadi¢ky spolu s rychlosti
otacek urcuje prutok, rizné hadicky umoziuji riizné prutoky v jednotlivych kanalech pumpy.
Delsi zivotnost hadi¢ek se dosdhne promazanim otacivého systému silikonovym olejem,
soucasn¢ se zmensi 1 pulzy a ohfev hadi¢ek. Bezpulzni tok dosahuji linearni pistové pumpy,
které jsou bohuzel podstatné drazsi. Pritoky (flow rate) jsou kolem 0.1 az 5 ml/min, line4rni
rychlost toku je samoziejmé¢ zavislda na priméru trubicek. Pokud je potieba pracovat s
organickym rozpoustédlem, které narusuji hadicky v pumpé, je mozné pouzit uzavienou ldhev
naplnénou organickou fazi, kterd se vytlacuje do systému vodou pftitékajici z pumpy.
_, |_ Spojovaci komponenty zahrnuji Sroubovaci konektory pro spojovani
——  trubicek navzdjem nebo s ventily ¢i detektory. Spojky pro smiseni dvou
\/ toki mohou byt ve tvaru Y, T nebo W. Reak¢ni a michaci smycky jsou
pomérné velice variabilni. Pokud k tomuto ucelu slouzi ohebné trubicky
délky 100 az 1000 mm, obvykle se husté navinou do spirdly na vodorovné
\/ \/ nosné tycce pruméru 2 az 40 mm, k miseni se d4 vyuzit i gravitace pii
proudéni ve svislé spirdle. Jinou moznosti je "zauzlovana" trubika
Spojky T, Y, W' itted coil).
Pouzivaji se také rizné kolonky naplnéné kulickami, podle priméri kolonky a jednotlivé
kulicky se dostane tfada moznosti od fetézce kulicek (single string glass beads) az po
homogenni ndplng. U komercnich FIA systéml se pouzivaji rizné labyrintové komurky
v plastu. Priibéh miseni mé podstatny vliv na velikost Sumu zakladni linie signalu.
Ventily slouzi predevSim pro nastiik vzorku, k tomuto Ucelu se pouziva Sesticestny
dvoupolohovy ventil se smyckou pro naneseni vzorku, zménou polohy se smycka zatadi do

hlavniho toku média. Materidlem je nerez v kombinaci s teflonem. Nastiik se nejjednoduseji
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provadi rucné, stale castéji se dnes uplatiuji elektricky ovladané ventily solenoidni,

s krokovym motorem nebo pneumatické. Ty umoziiuji automatizaci priitocného systému.

— Konecné posledni ¢asti systému je pritocny detektor. Bud’ klasicky
_x chemicky - fotometricky, fluorometricky ¢i elektrochemicky, nebo

. B v . o1 ves
— X pfimo biosensor. Dulezitd je poloha detektoru vzhledem
k proudicimu médiu, je n€kolik moznosti. Nejbéznéjsi varianta (A) je
\ det. C  detektor paralelné s tokem média (wall embeded). Detektor umistény

v usti trubicky (B, end-on sensor) je casto vyuzivdn pfi
= elektrochemické detekci, je to vlastné jedno nebo vice vodivych
uhlikovych vlaken. Dalsi uspofadani je kaskddové (C) nebo konecné
Pozice detektoru wall-jet cela (D).
Signal mize byt bud maximum nebo plocha piku odpovidajici zén¢ vzorku prosié
detektorem. Ve druhém ptipad¢ je zkreslena informace o priibéhu gradientu koncentrace.
Dnes$ni FIA systémy zahrnuji celou fadu dalSich prvki, v ramci toku je mozné

provadét filtraci, dialyzu, extrakei, odstraiiovani plyn, ...

Pracovni mody FIA
C (R) \Y MC 5w Pro pouziti ve spojeni s biokatalytickymi
p 2 o biosensory stac¢i jednolinkové uspoiadani (single

line).

Nastiik vzorku ventilem V miiZe byt automatizovan piidanim druhé pomocné pumpy. Casto
neni tfeba ani pfidavat z4dné pomocné reagenty a nosnym médiem je vhodny puft.
Specifickym detektorem je pak vlastni biosensoru. Obménou miize byt pouziti misto michaci
smycky enzymového reaktoru ve spojeni s nespecifickym detektorem. Toto uspofadéni je
vyhodné pro enzymy s malou specifickou aktivitou, navic je Zivotnost bioreaktoru oproti
enzymové vrstvé mnohonasobné vyssi. Také je mozné pouzit odlisSné 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.

Dvouliniovd konfigurace two-line byla jiz zndzornéna dfive. DalSi moznosti
realizovatelné pouze s jednou pumpou jsou merging zones, kdy se dvéma ventily nastfikuji
zona vzorku a zona reagentu do dvou linii nosného média, které se poté smichaji. Pouziva se
pfi drahém reagentu (NADH), vyzaduje synchronizaci obou ventilli. V uspofadani reverse

FIA se vzorek dostupny v dostatecném mnozstvi nasava piimo do jedné linie kontinualng, do
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druhé se muze nastiikovat reagent. Rada postupi je zamefena na zvétSovani disperzniho
faktoru.

Naredéni v komirce Bézné (rychlost prutoku, primér trubiek, objem

I | I | vzorku, délka michaci kolony) lze ovliviiovat D
| I | I vramci jednoho fadu, od hodnot kolem 3 do 20.

pasivni aktivni Jedna moznost dosazeni vysSiho natfedéni je pouziti
(s michadlem) , , i .. )
bez michaci komirky (mixing chamber), kdy se nosné

s komdrkou

plochy pikii stejné médium se vzorkem nechd protékat rozsitenym

ale "ocasek” (tail) mistem, piipadné vybavenym elektromagnetickym

./\ michanim. Nevyhodou je zadznam ve tvaru nizkého a
> :

Sirokého piku, ktery zpomaluje méteni (dolni cast

obrazku).
Metoda zone sampling pouzivd vlastné opakovany nastiik nejprve vzorku a pak jeho
natedéné zony. Casovani obou ventilii je rozhodujici faktor, lze dosahnout nafedéni az 1000x.

Jind moznost je sample splitting, kdy se zona

S
c nastiiknutého vzorku c¢ésteéné odvadi pryc.
] Kritické misto (oznacené hvézdickou) existuje
R_ DW . T ,
mezi body odvétveni (diversion) zony se

P

. W vzorkem a mista napojeni druhé linie
zone sampling

(merging), je zde nizka rychlost prutoku, ktera

méd podstatny vliv na dosazené zfedéni.

S

> W Zajimavou moznosti davkovani vzorku bez
C | * DW vl . . , ,
pouziti ventilu je naneseni vzorku pomoci
¢ dvou pump, hydrodynamicky nastiik. Pii

sample splitting o
P kombinaci P1 zapnutd, P2 vypnuta (P1 on, P2
L - W J off) pracuje systém v obvyklém uspotadani.
R /\/\/\/—> D Pti pfepnuti pump (P1 off, P2 on) se nasaje
C | a /\/\b zona vzorku do smycky mezi body a, b,
P1 g \I‘ pfitom je zablokovan zpétny tok zavedenim
hydrodynamic vystupu z detektoru do odpadu pifes pumpu
I_ injection P1, ta pti zastaveni tuto i dalsi linie uzavie, P2

pak nasava vzorek.
Konecné pti navratu do vychoziho stavu (P1 on, P2 off) se zachycend zona vzorku pohybuje

déale v systému. Presnost davkovani je déna cCasovanim obou pump. Pomoci FIA se daji
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jednoduse provadét titrace. Vzorek se nastiikne do linie s michaci komtirkou, a poté se mefi
plocha piku odpovidajici jedné barvé acidobazického indikatoru. Doba do odbarveni pak

urcuje spotiebu Cinidla potfebnou k dosazeni bodu ekvivalence.

S
C | ‘o
N
R+l
P FIA titrace >

;t2 N t3 i
Dalsi moderni variace zahrnuji zpétny tok zony vzorku zpét z detektoru (reverse flow). Tak
vlastn¢ do detektoru nevstupuje zaveéreCna roztazend cCast piku (tail) a méfeny pik je
symetricky (stejnd Cast se vlastné zaznamenava dvakrat).

s bioreaktor Vyhodné muze byt roz-
déleni vzorku na dv¢

| @)

linie  (splitted flow),

P splitted flow

zpozdéni v bioreaktoru znichz jedna napf. pro-
jde bioreaktorem.

Pted vstupem do detektoru se obé vétve spoji, pficemz na zdznamu se objevi dvé maxima.
Prikladem maze byt stanoveni dvou reagenti vedle sebe. Napi. sachardéza a glukéza ve
vzorku: detektor je biosensor s GOD, v bioreaktoru je imobilizovana invertdza s mutarotazou,

prvni pik odpovida volné glukéze, druhy pak navic glukéze vzniklé v reaktoru ze sacharozy.

Podobné lze pti bioreakcich produkujicich detekovany amoniak urcit volny amoniak ve

vzorku.
A | Zastaveni toku (stopped flow) v dob¢, kdy
|
i ¥ netipina reakce je zona vzorku vdetektoru, mize
| , . ver
! kompletni reakce poskytnout cenné¢ informace o dgjich
‘e ] .
i ! v detektoru  (biosensoru). Podle tvaru
: - rozklad produktu
! L ¢i spotfeba analytu  zdznamu lze usuzovat na reakéni priabeh.
I s
| [
1 [
: ; >
tok [
zastaven Stopped flow

Prito¢né techniky dnes stale vice pronikaji také do oblasti imunochemickych stanoveni, kde
pfindsi zrychleni analyz a zlepSeni reprodukovatelnosti vysledki diky opakované regeneraci
téhoz imunospecifického nosi¢e. Casto je pouzivan velice komplikovany systém,

nejjednodussi varianta sestava ze dvou pump a ventil sestavenych podle obrazku dole.
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|O
|O

off on

nasavani vzorku,
naneseni na kolonu

eluce imunokomplexu,

priitoény imunoreaktor ~ 96tekce

Vyvoj zde stale pokracuje, nedavno byl napiiklad vypracovan koncept obnovitelného

pritoéného bioreaktoru na bazi zachycenych &astic nesoucich biokomponentu™.

Komeréné dostupné biosensory*

V dnes$ni dobé jiz biosensory nepatii mezi laboratorni kuriozity, ale Uspé$né se uplatiiuji
v redlném svété. Prvnim komerénim biosensorem z roku 1972 byla enzymova elektroda pro
laboratorni méteni hladiny krevni glukoézy od firmy Yellow Springs Instruments. DalSim
vyraznym meznikem bylo uvedeni osobniho glukometru GlucoPen ExacTech firmou
MediSense v roce 1987. V soucasnosti jiz jde o desitky spolecnosti, které uvedly na trh
biosensory pro celou fadu dalSich analyti. Mezi pfednimi producenty jsou firmy Yellow
Springs Instruments (Ohio, USA), Fuji Electric (Tokyo), Seres (Francie). Do programu
biosensorti jsou zapojeny i vyhldSené mezinarodni firmy jako Ciba-Geigy, Hoffman-La
Roche, Bayer, Boehringer, Abbott Laboratories, Pharmacia nebo Eppendorf. Nejvétsiho
rozsifeni a komercénitho uspéchu dosahly osobni glukometry Pen2 a Companion 2
(MediSense). Roc¢ni prodej dnes predstavuje asi 200 miliond USD, coz je 10% celosvétovych
nakladi na stanoveni gluk6ézy. Moznosti rutinniho uplatnéni biosensor lze nalézt v tfadé
oblasti. Piehled nékterych komercnich systéml podava nasledujici ¢ast. Nejaktualngjsi
informace z této prekotné se rozvijejici oblasti lze najit na webovych strankach ptislusnych

firem.

52 Ruzitka J., Scampavia L. Anal. Chem. 71, 257A (1999).
53 Ramsay G., Commercial Biosensors, John Wiley, New York, 1998.
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Klinicka oblast

Nejvétsi pole pouziti je nesporné v klinické diagnostice. Prevaznou cast reprezentuji in vitro
stanoveni provadénd v centralizovanych nemocni¢nich laboratofich; jednd se o velmi
lukrativni trh predstavujici roéni objem 9 mld USD, k dispozici je dnes jiz fada
biosensorovych systémtl. Decentralizované uplatnéni biosensorti zahrnuje pifimo ordinaci
lekare, nemocni¢ni pokoje, operacni saly a sportovni medicinu; je znesnadfiovano vySSimi
ekonomickymi ndklady a administrativnimi pfekazkami. UZivatelské aplikace urcené Siroké
vefejnosti budou vzdy limitovany, vyjimkou jsou osobni glukometry diabetikli, t€hotenské
testy, pfipadné stanoveni alkoholu. In vivo aplikace jsou smérovany piedev§im na vyzkum
umé¢lého  endokrinntho  pankreatu. Tyto systémy prekondvaji problémy spojené
s biokompatibilitou, stabilitou signalu a vysokou spolehlivosti, coz velmi zvySuje vyzkumné
naklady. Navic nejsou dotfeSeny legislativni a etické aspekty praktické aplikace téchto

zatizeni.
Stanoveni gluk6zy u diabetiku

V oblasti klinické biochemické analyzy zlstava stale stfedem zdjmu méteni hladiny glukozy
u diabetikii. Diabetes mellitus (cukrovka) a s nim spojené komplikace tvofi v dneSni dobé
velky socidlni problém. Kromé¢ béznych poruch souvisejicich s diabetem, jako je
hyperglykemie, metabolickd aciddza a glykosurie, se u diabetikd vyskytuji i dalsi komplikace,
které vyrazné ovliviuji kvalitu Zivota pacientt.

Diabetes mellitus je klinicky definovan jako chronické, endokrinni a metabolické
onemocnéni, vznikajici v disledku nedostatecného pisobeni insulinu. Existuji dva typy
tohoto onemocnéni>*. 1. typ neboli inzulin-dependentni diabetes mellitus (IDDM, &etnost 3 a
7 ptipadll na tisic osob) je charakterizovan snizenou nebo prakticky chybici produkei inzulinu,
takze pacienti ho musi denné pfijimat v injekénich davkach. 2. typ je inzulin-independentni
diabetes mellitus (NIDDM), pacienti na vlastni nebo injekén¢ podany inzulin nereaguji
(rezistence). Vznik a vyvoj komplikaci pfi tomto onemocnéni je velmi té€sné spjat s porusenou
regulaci hladiny krevni glukézy. Za normélnich okolnosti je koncentrace glukdzy v krvi
udroZovana mezi 4.4 a 6.6 mM pomoci zpétné vazby - narist koncentrace glukozy po jidle
stimuluje rychlé uvnolnéni inzulinu, ktery umozni vstup glukézy dovnitf bunék a soucasné

zabrani jeji tvorbé v jatrech.

3% National Diabetes Data Group. Diabetes 28, 1039 (1979).
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15“ hyperglykemie Tato regulace je vsak u dia-
.0 '0‘ 1 o v 7
; ., diabetik betiki porusena a musi se
* L]
10| %, H docilit ~ vné&j§im  podavanim
glukéza |o* L RRLTION . .
(mM) normalni stav *e, s inzulinu. ~ Davkovani  vSak
5’-\"\/\_0_ . o
X . _“.00 K vyzaduje  znalost  aktualni
ypoglykemie *e== . , y o
0 > hladiny glukézy, takze pacienti
8 12 19 ) 8 hod  jsou nuceni n&kolikrat denné
snidané obéd veCefe spanek snidané

Denni prabéh hladin krevni glukozy sami méfit glykemii.

A pravé zde se velmi dobtfe uplatnily elektrochemické biosensory. Pienosné osobni
glukometry ptedstavuji podstatny podil z celkového poctu analyz gluk6zy. Prvni osobni
glukometr na bazi vyménného elektrochemického biosensoru piedstavila firma MediSense.

Distribuoval se pod nazvem ExacTech a mél velikost
psaciho pera do kterého se zasunovaly méfici pasky na
jedno pouziti, dalsi verze Companion ma format karty. Nyni
spadd MediSense do skupiny Abbott Laboratories a
souCasny jeji glukometr je distribuovan pod nazvem
Precision QID™. Oproti pfedchozim verzim potiebuje nyni
pro analyzu pouze 5 mikrolitrii krve, takze pacient je mén¢

zatézovan.

Na tomto lukrativnim trhu jsou samoziejmé zastoupeny také glukometry dalsich firem. Elite
(pro analyzu sta¢i pouze 3 mikrolitry krve) vyrabi japonské firmy Matsushita a Kyoto Daiichi
Kagaku, distribuje ho také Bayer’®. Accu-Chek Advantage (Boechringer Mannheim®’) na
rozdil od ostatnich nevyuzivd k vyrobé péskovych biosensorti sitotisk, ale originalni
vicevrstvou laminitovou technologii. Mimo to se pouzivaji také reflektometrické systémy
Encore (Bayer), One Touch (existuje ve verzich Basic a Profile, vyrabi firma LifeScan patfici
pod Johnson & Johnson), Accu-Chek (verze Instant a Easy, Boehringer). Hlavnim cilem vSak
zustava implantovatelny glukézovy biosensor pro méfeni in vivo, ktery by piimo fidil pumpu

davkujici kontinualng inzulin podle okamzité potieby pacienta®®. I kdyz jsou vysledky vyvoje

>3 http://www.abbottdiagnostics.com

36 http://www.bayerdiag.com/product_info/self test/elite/elite2.html

57 . .
http://www.boehringer-mannheim.com

%% Reach G., Wilson G.S. Anal. Chem. 64, 381A (1992).
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provadéného paraleln€ asi na desitce riznych pracovist v celém svété nadéjné - po implantaci
funguji biosensory az 100 dnl, komerc¢ni systém dosud neni k dispozici. Problémy jsou

zejména se spolehlivosti a dostatecné dlouhou operacni stabilitou.

Laboratorni analyzatory s biosensory

Tato oblast ma velmi dlouhou tradici. Prvni laboratorni biosensorovy analyzator méfil pouze
koncentraci glukézy, dne$ni systémy mefi mimo to fadu dalSich klinicky vyznamnych

analytd. Pfehled systému uvadi nasledujci ptehled:

Nazev Vyrobce Analyty (glukéza +)
AUTOSTAT  Daiichi (Japonsko)

EBIO Plus Eppendorf/ BST (Némecko)59 laktat, citrat, askorbat, ...
Enzymat Seres (Francie) sacharéza, alkohol, ...
ESAT PGW Medingen (Némecko) laktat

EXSAN (Litva) laktat

GLUCO Fuji Electric (Japonsko)

i-Stat I-Stat Corp. (USA)® mod&ovina

Model 860 Ciba Corning (USA)

NOVA 16 Nova Biomedical (USA) mocovina, kreatinin
Satellite G MediSense (USA)

YSI SELECT  Yellow Springs Instruments (USA)61 laktat, etanol, cholin, ...

Vétsinou se jedna o malé stolni pfistroje, casto doplnéné zasobnikem vzorkl. Koncepcné se
z této skupiny vymyka rucni pfistroj i-STAT. Vychazi z predpokladu, ze analyza vzorkt
v misté€ jejich odbéru (operacni sal, lizko pacienta) miiZze podstatnym zplisobem zkratit dobu

do ziskani vysledkt. Pak Ize také urychlené provést kroky vedouci ke zlepSeni stavu pacienta.

B yl pI'OtO zvolen multikanalov y, elektrochemick y'
.
qba-‘“?\

\\:_‘ biosensor, poskytujici informace o klicovych

latkédch, analyzovanych obvykle pii krizovych
situacich pacientd. Zékladni modul na jedno
pouziti obsahuje mefici sensory, zdsobni roztok

- r 'Y standardu a prostor pro naképnuti vzorku krve.
TS Aplikace vzorku

59 http://eppendorf.com/katalog/eng98/eglucose.html
http://www.i-stat.com
61 http://www.ysi.com/ysi/medweb.nsf
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Jsou méfeny sodik, draslik, chloridy, oxid uhli¢ity, pH,
mocovina, gluké6za a hematokrit, program pak
dopocitava dalsi parametry jako napt. koncentrace
hemoglobinu, ptebytek bazi a podobné. Hlavnim
kriteriem pfi vyvoji bylo minimalizovat moZznost chyb
zpiisobenych uzivatelem (pouze naplni otvor pro
vzorek krvi a zasune modul do pfistroje) a zarucit
vysokou kvalitu vysledkli (ve vyménné kartridzi je

inkorporovéan kalibra¢ni roztok). V rukou uzivateli -

lékafi a sester - piistroj poskytuje vysledky |
srovnatelné kvality jako centralni laboratof. I kdyz byl
tento piistroj piivodné smérovan pouze do nemocnic, |
objevuje se 1 vordinacich praktickych I€kaii a
veterinaii, dokonce ve vojenstvi a objevil se na palubé

pfi letech raketoplant.

Potravinarstvi a fermentacni priumysl

Potencialné mnohem vétsi trh by mohl existovat v potravinaistvi. Mensi zisky v této oblasti
oproti klinice vSak snizuji ochotu investovat do nakladnych analytickych systémt, nicméné
stimulacné by mohla plisobit nové legislativa v oblasti kontroly kvality potravin. Nelze
ocekavat masové zaclenéni biosensord piimo do vyrobnich linek (in line), nebot’ zatim nejsou
kompatibilni s pouzivanymi sterilizacnimi postupy. SpiSe pijde o biosensorové systémy
analyzujici kontinudlné¢ odebirané vzorky (on line). Dalsi oblasti pak je kontrola Cerstvosti
potravin (off line systémy). Z hlediska analyti budou pievladajici stanoveni sacharidd,
nékterych vitaminii a detekce bakteridlni kontaminace. Pro tento ucel je na trhu k dispozici
biosensorovy systém detekce bakterii Midas Pro od firmy Biosensori (Italie). Dulezité je také
hodnoceni kvality produktti, pfi kterém se neméti urcity konkrétni analyt, ale jde spiSe
o umélou nahradu smyslovych organi - viini by mél hodnotit "elektronicky nos" a chut
"elektronicky jazyk". Tyto systémy obsahuji soubor riiznych vice ¢i méné specifickych
biosensori (Casto je biorekogni¢ni slozkou lipid), a jako parametr slouzi komplexni odezva

tvotfena vice parametry (pattern analysis).
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Ochrana zivotniho prostredi

Velmi perspektivni je pouZziti biosensort pii ochrané Zivotniho prostiedi, zvlast' dobie by se
uplatnily pfenosné systémy. V soucasnosti je nejpropracovanéjsi vodohospodaistvi -
sledovani znecisténi zdrojli pitné vody a vodnich tokd. Uplatnéni nalézaji monitorovaci
systémy zalozené na celych bunkach, schopné reagovat na pfitomnost Sirokého spektra
toxickych latek. Off line systémy se pouzivaji pfi laboratorni detekci jednotlivych Skodlivin,
vyviji se automatizované imunochemické systémy, schopné stanovit paraleln¢ nckolik
analyt. Dlouhou tradici ma rychlé biosensorové stanoveni biologické spotieby kysliku
(BOD), které zkracuje dobu analyzy na n€kolik minut. BOD sensor zaloZeny na mikrobidlni
vrstvé byl vyrabén jiz od roku 1983 v Japonsku firmou Nisshin Electric. Jistym problémem
zustava korelace BOD udaje z biosensoru s oficidlnim parametrem BODs, coz komplikuje
nedostate¢na uprava legislativy.

Mimo BOD se objevuji také prvni imunosensory pro stanoveni pesticidl. Jednotlivé

dostupné systémy z této oblasti uvadi tabulka:

Nazev Vyrobce Méreni
ARAS Dr. Lange (Némecko) BOD
BOD-Module Medingen (Némecko) BOD
SmartSense Ohmicron (USA) pesticidy

Vojenska a bezpecnostni oblast

Armady maji velky zdjem o biosensorové monitory vhodné jednak pro osobni pouziti, jednak
jako mobilni jednotky pro mobilni polni detekéni systémy. Vojensky vyznamné analyty
zahrnuji chemické a biologické zbran¢ a k nim pfistupuje potfeba stanoveni vybuSnin ve
vojenskych cviénych prostorech. Pro potfeby policejnich jednotek se vyviji biosensory pro
detekci drog pfi celnich kontroldch. Chemické zbrané reprezentuji bojové otravné latky ze
skupiny nervové paralytickych sloucenin jako sarin a soman. Inhibuji cholinesterdzu, coz se
také vyuziva v detekénich systémech na bdzi biosensorii. Jiz mnoho let existuje detektor
NAIAD od firmy Thorn EMI, vyuZivajici pribéznou elektrochemickou detekci aktivity
imobilizované cholinesterdzy. Miniaturizovany biosensor tohoto typu pro osobni pouziti se
vyviji také unds. Zajem o tuto oblast vyrazné stoupl po skonceni valky v Perském zalivu

(1991), mimoto byl sarin pouzit teroristy pii Gtoku na tokijské metro (1995).
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Biologické zbrané jsou piedmétem zajmu v souvislosti se situaci v Irdku, kde Saddamuv
rezim vlastni zasoby riiznych bakteriologickych zbrani a toxind. Mimo vojenskou oblast
existuje znana obava ze zneuziti téchto latek teroristy, protoze jejich ptiprava je ve srovnani
s jinymi zbranémi hromadného niceni velmi snadna.

Dostupny je BioDetector, vyvinuty spolené
americkou armadou a firmou ETG (Environmental
Technologies ~ Group®),  pracuje na  bazi
vicekandlového LAPS systému. Je to mobilni
pfistroj  umoznujici  stanovit 8  vybranych

biologickych bojovych prostiedki.

Z dalSich dokoncovanych systémiti 1ze zminit MiniFlo, specifickou detekci bakterii a virti na
bazi kombinace pratokové cytometrie a specifického fluorescenéniho oznaceni. Armadni
laboratote také dokoncuji vyvoj miniaturizovaného prenosného systému pro detekci

specifickych sekvenci DNA nebezpe¢nych mikroorganizmi.

Bioafinitni sytémy pro vyzkum

Teoretické zaklady téchto biosensorti byly jiz probrany diive. Dnes se nejvice uplaiuje
systétm BIAcore (SPR, rezonance povrchovych plazmoni) od firmy Pharmacia® jako
univerzalni biosensor pro studium afinnitnich interakci biomolekul, a samoziejmé také pro
praktické stanovovani latek. Druhd oblast je samoziejm¢é déna konkrétnimi pozadavky a
moznostmi uzivatele, protoze jednotlivé biosensory pro individudlni analyty k dispozici
nejsou a kazdy si musi imobilizovat pfislusny biorekogniéni element samostatné.
Konkurenéni systém IAsys (rezonan¢ni zrcadlo) vyrabi firma Affinity Sensors® z Velké
Britanie. Dalsi syst¢ém BIOS-1 (mfizkovy opticky sensor) vyrdbi mala Svycarskd firma ASI.
Na bazi SPR pak existuji jeité zafizeni BioTul® (BioTul, Némecko) a IBIS®® (XanTec,

62 http://www.envtech.com
63 http://www.biacore.com
64 http://www.affinity-sensors.com

63 http://www.biotul.com
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Némecko \ HongKong). Ceny jednotlivych produktti se pohybuji mezi 50 tis. USD (BioTul)
az do 300 tis. USD (BIAcore) v zavislosti na stupni automatizace. Z piezoelektrickych
systémll vhodnych pro afinitni studie lze zminit systém PZ 108 firmy Universal Sensors

(USA) a QCM-D §védské firmy Q-Sense®’. Ceny se pohybuji kolem 10 tis. USD.

Vyménné biosensory systémi BIAcore a

IAsys. Kompletni méfici systémy jsou

ukdzany na obrazcich dale.

Nukleové kyseliny

Pro detekci nukleovych kyselin je nabizen firmou Molecular Devices (USA)®® systém
Threshold, ktery je nicméné aplikovatelny pro libovolné afinitni interakce, vyuziva LAPS
biosensor a znafeni pomoci ureazy. Nicméné hlavni smér reprezentuji systémy vyuzivajici
¢ipy nesouci mnoho riiznych hybridizacnich prob slouzicich k detekci urcité sekvence
nukleové kyseliny, pfipadné je umoznéno zmapovani mutaci narusujicich spravnou funkci
urcitého genu. Dalsi aplikace umoziuji detekci bakterii nebo virtt (HIV). Tyto Cipy - "gene
arrays" produkuje celid fada firem®, lze jmenovat napf. Affymetrix, Hyseq. Nanogen &

Virtek.

66 http://www.xantec.com

67 http://www.q-sense.com
68

69

http://www.moldev.com
http://www.affymetrix.com http://www.hyseq.com http://www.nanogen.com http://www.virtek.com
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Perspektivy biosensort

V minulych dvou desetiletich byl zdjem soustfedén predevsim na biokatalytické systémy pro
stanoveni biologicky vyznamnych nizkomolekularnich latek v klinické praxi s pouZzitim
enzymi ve spojeni s elektrochemickymi sensory - hlavné potenciometrickymi
a amperometrickymi elektrodami. Stimulujicim faktorem byla potfeba rychle a spolehlivé
sledovat hladinu glukosy u diabetikli; pfes dosazené pokroky a komeréné Gspésné systémy
(tab. 1) tento problém dodnes neni zcela doteSen. V poslednich nékolika letech se pozornost
pfednich védeckych pracovist piesouva k bioafinitnim systémiim, zaloZenym na vysoce
specifickych vazebnych interakcich biomolekul, zejména protilatek s odpovidajicimi antigeny
a hapteny. VyuZivaji se pfevazné integrované optické systémy na bazi svétlovodd,
biochemické interakce se vyhodnocuji ze zmén pii odrazu a vedeni svétla na fadzovych
rozhranich. Zacind se prosazovat miniaturizace a komercni produkce biosensorti. Vedle
mediciny se uplatnéni nachazi pfi ochrané Zzivotniho prostiedi a zajem se upira 1 na

potravinai'sky primysl.

Nové trendy

Nékteré smery pro dalsi vyzkum byly navrzeny Evropskou unii. Vyzkum by se mél soustiedit
na problémy spojené s miniaturizaci sensorl, dale pak na vyrobni techniky, pfipravu
a chemickou modifikaci povrchit matric a sensorl, vyvoj novych materialli, znaceni
a pfipravu konjugétii, proteinové inZenyrstvi, hleddni novych enzymd, stabilizacni postupy,
biokompatibilitu, kinetiku a modelovani, neinvazivni monitorovani, interakce na rozhranich,
chemické procesy v pevné fazi a chemometrii.

Slozka biosensoru poskytujici snadno méfitelny signdl zaznamenala v posledni dobé
znacné zmeény diky uplatnéni novych technologickych postupli z oblasti mikroelektroniky -
sitotisku a litografie. Mikrofabrikace se pouziva k pfipravé prostorovych struktur, nezbytnych
pro integrované (bio)analytické systémy. Lze tak vytvaret napi. komirky, poskytujici
definované prostfedi pro inkorporovany bioelement, jinou moZznosti je konstrukce
mikrokandlki pro prito¢né biosensory integrované na kiemikovém Ccipu. Existuji snahy
integrovat na kiemikovy Cip pritokovou injek¢éni analyzu i kapilarni elektroforézu, byly
vyvinuty i mikromotory a mikropumpy. V posledni dobé se mikroelektronické postupy
pouzivaji 1 k pfipravé integrovanych planarnich svétlovodl, na nichZ jsou zalozeny optické

afinitni biosensory. Vyhodami miniaturnich (bio)sensorii jsou minimalni objem vzorku a
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potfebnych chemikdlii (Ize pouzit velmi drahé reagenty), rychlost analyz a pfenosnost
zafizeni. Dal$i zmenSeni funk¢nich element biosensorti az do oblasti kolem 10 nm bude
vysledkem aplikace nanotechnologii.

V poslednim desetileti prob&hly hluboké zmény na poli afinitnich biosensort. Pro
jejich konstrukci lze vyuzit postupy zndmé u biokatalytickych sensorti, pokud se jeden z
reakénich partner vhodné oznaci enzymem nebo fluoreskujici molekulou. Zasadné¢ novym
experimentalnim pfistupem je piimé sledovani bioafinitnich interakci v redlném cCase bez
nutnosti znaceni. Mimo klasického analytického stanoveni koncentraci analytii je s pomoci
téchto technik mozné studovat interakce biomolekul. V soucasnosti jsou vsak piimé optické
biosensory velmi ndkladna zafizeni vhodna spiSe pro laboratorni pouziti, nicméné pienosné
systémy se také ocekavaji. Cenoveé dostupné jsou dnes piezoelektrické biosensory (o jeden az
dva tady levnéjsi nez optické).

Ptevladajici biospecifickou slozkou jsou doposud enzymy, znichz pak je zdaleka
nejuzivanéj$i glukéza oxiddza. Dosud ne zcela dosazenym cilem je piiméa elektricka
komunikace mezi bilkovinou a fyzikdlnim pfevodnikem. Tento problém je reprezentovan
nejcastéji prenosem elektroni mezi aktivnim centrem enzymu a elektrodou.V budoucnu se
bude stale vice vychazet ze znamé krystalografické struktury enzymt. Jiz dnes lze teoreticky
,planovat“ kudy mutze elektron v biomolekule nejsnaze projit a podle toho pak enzym
orientovang navazat na elektrodovy povrch.

Vyuziti nukleovych kyselin na poli biosensorli zac¢ind narlstat az v posledni dobé
s rostouci potfebou stanovovat oligonukleotidové sekvence bakteridlniho, virového nebo
lidského ptivodu v klinické praxi. S postupem sekvenace lidského genomu se také objevuji
nové sekvence odpovédné za vrozené poruchy. K jejich detekci je nutné dosdhnout vysoké
citlivosti; uvazime-li délku lidské DNA (6 x 10° pard bazi), pak v 1 ml krve (cca 8 miliond
bilych krvinek) lze ocekédvat pouze cca 12 attomold analytu! Nastésti lze mnozstvi hledané
sekvence znasobit (40 az 2000x) pouzitim PCR metody a tak dosahnout meze detekce dnes
béznych prevodnikii. Mikroelektronické postupy se v této oblasti prosazuji prostifednictvim
sekvenovani hybridizaci se souborem oligonukleotidi vazanych na kifemikovém Cipu.

Dnes existuje fada pokusii pouzit v biosensorech zcela uméle ptipravené rekognicni
elementy. Technika molekularnich "otiskG" (molecular imprinting) spoc¢ivd v polymeraci
vhodnych monomera v pfitomnosti ligandu (analytu), ktery ma byt rozpoznavan. Ve struktufe
polymeru se tak specifickym uskupenim postrannich funkénich skupin monomerit vytvofi
kolem ligandu vazebné misto drzené pohromad¢ strukturou polymeru i po uvolnéni ligandu

("zapamatovani"). Takto ziskané "umélé protilatky" jsou jiz dnes uplatiiovany na poli
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biosensorid. Pro konstrukci rekombinantnich protilaitek se mohou pouZzit mimo plvodni
nukleotidové sekvence odvozené z monoklonalni protilatky i sekvence z knihovny DNA,
ktera se ziska nahodnymi mutacemi sekvenci odpovidajicich vychozim vazebnym mistim.
Podobnymi kombinatorickymi postupy lze produkovat piimo peptidovd vazebnd mista pro
dany ligand. Vychazi se z velkého souboru (chemickd knihovna) riiznych polypeptidovych
fetézcl, mezi nimiz se vyhledaji ty které interaguji s ligandem. Obdobné je mozné dokonce

konstruovat vazebné molekuly tvoiené polynukleotidovym skeletem.

Zaver

V soucasnosti jsou za zenitem rozvoje nesporné nejrozsirenéjsi amperometrické biosensory;
nejsou sice univerzalni, avsak jsou levné a vyhovuji velmi dobie pro fadu aplikaci. Intenzivni
vyzkum na poli optickych biosensorl pfinesl fadu nad&nych modelfi, avSak ptekazkou je
velmi vysokd cena branici masovému rozsiteni. Vyrazné zlepseni v blizké budoucnosti asi
nenastane. Nedd se ocekavat ani vét§i uplatnéni piezoelektrickych a kalorimetrickych
systémt, ty budou vyhovovat jen pro nékteré specialni ptipady. Trh biosensorii se vyviji
pomaleji nez se pivodné ocekavalo, nckteré vyvojové problémy byly podcenény. Mimo
dalSitho studia mechanismii biomolekularnich interakci bude klicovym faktorem pro uspéch

biosensori zlepSeni vyrobniho procesu vedouciho ke kvalitnim a spolehlivym produktim.
Lze tici, ze biosensory dnes uspesné vystoupily z vyzkumnych laboratofi do redlného svéta;

nicmén¢ pres mnoho dosazenych uspéchi bude na tomto poli jeste¢ fadu let co objevovat

a zlepSovat.

149



