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Biosensory dnes
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iHealth BG5S

Prislusenstvi glukometr pro
iOS zarizeni iPhone a iPad,
bezdratovy, bluetooth
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prouzky pro iHealth
glukometr BG5S, aplikace
iHealth Gluco-Smart, po
nacteni QR koédu na vicgku
baleni aplikace automaticky
sleduje mnozstvi
spotrfebovanych testovacich
prouzkd a jejich expiraci




IOT a bioanalytika?

" diabetes: pumpa (1) davkujici kontinualné inzulin (2) je na zakladé dat z biosensoru pro
glukosu (3) Fizena aplikaci ve smartphonu (4), ktery data posila na web

.medtronic.com




Biosensor je analyticky pristroj

obsahuijici citlivy prvek biologického ptivodu, ktery je bud’ souéasti nebo v tésném kontaktu s fyzikalné-
chemickym prevodnikem. Poskytuje pribézny elektronicky signal, ktery je pfimo imérny koncentraci jedné
nebo nékolika (skupiny) chemickych latek ve vzorku .
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Biorekognicni slozka

rozpoznava stanovovanou latku, kterou specificky bud':
premenuje:
enzym, organela, bunka, tkan, organ, organismus
— analyt je substratem ¢i inhibitorem
nebo vaze:
protilatky s antigeny (hapteny)
hybridizace nukleovych kyselin

vazba ligandu na receptory
interakce sachariduli s lektiny

Fyzikalné-chemicky prevodnik
elektrochemické (potenciometrie, amperometrie, voltametrie)

optické (fotometrie, fluorimetrie, luminometrie, fotonika)

piezoelektrické a akustické
elektromagnetické, kalorimetrické, nanomechanické



Glukosa, laktat, ...
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" amperometrické pruto¢né biosensory - typicky klinicka laboratof
" analyza kultivacnich smési, dvé opakované série méreni
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Inhibice cholinesterasy

enzym ucinkuje v nervové soustavé pfi pfenosu vzruchti

organofosfaty R O\ ﬁ
pesticidy (insekticidy dichlorvos, actelic, ...) P_— X
bojové otravné latky (sarin, soman, tabun, novicok) R

R alkyl, aryl; R’ alkyloxy, aryloxy, subst. amin;

X odchazejici skupina - CN, F, p-nitrofenyl, fosfodiester; o

Z=0nebo S R I
karbamaty - N—C—X

pesticidy (carbofuran, carbaryl, aldicarb, ...)
R,R’ H, alkyl, aryl; X odchazejici skupina - CN, F, p-nitrofenyl
pouzivané enzymy: acetylcholinesterasa (AChE, EC 3.1.1.7) a

butyrylcholinesterasa (BChE, EC 3.1.1.8); rekombinantni ChE - lepSi vlastnosti
upravou aktivniho mista

pokud neni znamy druh pesticidu pred vlastni analysou, Ize stanovit parametr
anticholinesterasova toxicita



AChE biosensor pro armadu
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sarin, soman, novi¢ok - vale€né pouziti, také
moderni teroristé
dlouhodobé monitorovani ve vzduchu

alarm systém




* acetylcholinesterasa (AChE)

* butyrylcholinesteasa (BChE)

* tyrosinasa (Tyr)

* celobiosa dehydrogenasa (CDH)

Multikanalovy biosensor
pro charakterizaci odpadnich vod

AChE

CDH

* peroxidasy (HRP, SBP) HRPIGO

* glukosa oxidasa (GOX)

= zesitovani glutaraldehydem

- 4




kombinace s chemometrii (PCA) zjednodusuje Zjednodu Sena
interpretaci komplexnich dat pro uzivatele

klasifikace
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Bioelektronicky jazyk: chut produktu
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Vystup:

(bezpecnost, originalita,
stari, falsovani, slozeni, ...)

P. Skladal. Smart bioelectronic tongues for food and drinks control. Trends Anal. Chem. 2020, 127, 115887.

dobry produkt!




Electrochemické imunosensory

citlivost a jednoduchost

specifita — Protilatky (Ab)

sensor se zachytavaci Ab
enzyme tracer = druha Ab v konjugatu

substrat7 S enzymem-znackou
antibody Postup:

product Inkubace se vzorkem, promyti
conjugate |nkubace s tracerem, promyti
Méreni odezvy - elektrochemicky

microbe

electrode



Zivé buriky - Francisella tularensis
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Impedancni imunosensor - salmonela

¥ EIS - neni treba znacit
® dualni Au sensor

® imobilizce Ab na cysteamin, blokace BSA

Au l cysteamine

glutaraldehyde
OMA o

—S/\/NWO

l anti-Salmonella 1gG \\r/

_S/\/NWN\/\/H
N

¢ 4 )

Au

Au-cys
Au-cys-GA
Au-cys-GA-Ab
Au-cys-GA-Ab/BSA = 2




Salmonella a imuno-SPE

® Je bakterie opravdu zachycena?

" AFM sken povrchu - nalezena bunika Salmonelly
= A) error, B) height || 2 w0 |
" (FastScan Bio) L

1.44 uml

W

AFM mikroskopie atomarnich sil




Opticky biosensor - Salmonella
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pfimo, bez znaceni

Biacore 3000 ... nejcitlivéjsi
systém

A) vazba bakterii

B) kalibrace

— AFM skeny méficiho a referen¢niho
kanalu




Lepsi citlivost — zesileni odezvy

" SPR/ BioNavis (robustni ...)

" A) SPR chip s primarni protilatkou
" B) zachycena Salmonella

" C) vazba HRP-Ab2 konjugatu

" D) biokatalyticka konverze

| 4-chloro-1-naftolu na nerozpustny benzo-4-
| chlorocyklohexadienon

Ab HRP-Ab, Salmonella Precipitate




Normal vs. “zvyraznény” mikrob

— native
—— covered by
precipitate

0.5 1.0 15
X (um)

" 3D reprezentace AFM skenl A) nativni a B) pokryté precipitatem bunky Salmonelly
" C) fezy bakterii
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Kalibrace
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® Odezvy po vzniku precipitatu

40x lepsi citlivost

Limit detekce LOD 102 CFU/ml




Bioaerosoly

(nebezpecné) bakterie ve vzduchu

SASS 2300
(Research International)
SASS 2300 PBS
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Polni testy
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Testy v aerosolové komore

no dissemination

===== 7"

E. coli disseminated

iodide

POZITIVNI

DETEKCE!

Electrode with
immobilized Ab3; 100 nA
purified Ig

MéFici postup: 2 min
- cyclon - vzorkovani vzduchu (5 min)

- inkubace vzorku s imunosensorem (10 min)
- H,0, _ substrat pro peroxidasu

- pfidavek jodidu (2 min) - odezva




— dissemination interval
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Bunky a blosensory

- bunky jako blorTogmc‘m
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Bunécny systém - komplexnost

vstupni signaly

rastové faktory, antigenyl/protilatky, hormony, adhezni faktory, teplota, pH, ...

receptory

enzymové kaskady

b\

cytostatika | > proliferace metabolismus

~y

2
/ i
— i 2
ion- pH- vesikularni g
exchange regulace - transport

vystupni signaly 3
pH, ionty (Na*, K*, Ca?*, CI), regulacni latky (NO, glutamat, ...), obranné (ROS - peroxid vodiku, superoxid. radikal),
adheze, morfologie, CO2, membr. potencial, ...

" modulatory | =




CPTICAL ELECTAROM

Mikroskopie ...

AFM = mikroskopie
atomarnich sil
(atomic force microscopy)

,o0sahavame vzorek"“
v hativhim prostredi

e

THE CELL

S T gt Y

= |
" meéreni sily mezi hrotem a vzorkem, hrot je na
konci pruzného nosniku (cantilever) Fs
" vznikajici sily vedou k prohnuti nosniku Alz |
(deflection)

" na zakladé znalosti jeho tuhosti pak Ize
vyhodnotit velikosti plisobicich sil

actuator




Nano-biosensing
s kardiomyocyty (CM)

|écivo

sledovani tepani kardiomyocytt je snadné (mikroskop, video)

nanomechanicky prevodnik - kantilevr z AFM - sila teptli - mechanokardiogram

efekty testovanych latek v redlném Case

klinicky bunéény model - studium srde¢nich poruch: Duchennova svalova dystrofie,
arytmie, Fabryho nemoc, ...

Biosensors and Bioelectronics 85 (2016) 751-757; 124-5 (2019) 129-135



Vychylka kantilevru v Case
pro ruzné testované latky

A [ c u
kontrola (medium) isoproterenol (aktivator)
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Sila a elektricky potencial

® CMs zachyceny na povrchu pole
mikroelektrod

® synchronni zaznam sily tepu a iniciace

zmeénou el. potencialu

Firing rasterplot
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Biosensory ...

" bioanalytické pouziti - koncentrace latek, detekce mikrobd, ...
® véda - studium biochemickych a biologickych procesu
® spojeni s hanobiotechnologiemi — zlepseni funkce, miniaturizace

® malé alevné
® rychlé, citlivé a specifické
" uzivatelsky pfrivétivé



BEFORE YOU LEAVE, WE'D LIKE TO THANK YOU

ALL FOR BEING PART OF THIS STUDY. THERE’S
MORE WORK TO BE DONE, B8UT THE PRELIMINARY
NUMBERS SUGGEST THE DRUG IS WORKING, WITH '
Q07. OF USERS EXPERIENCING NO SIDE-EFFECTS!

" nejzajimaveéjSich je 10% tech zcela
neocekavanych vysledku

New Scientist, 2020
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