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Bunécny systém

B bunky jsou schopné velmi citlivé reagovat na riizné
podnéty z okoli, zejména na pritomnost riznych
chemikalii

B biologicky a biomedicinsky vyzkum

B farmaceuticky vyvoj novych léciv

B detekce novych nebo neznamych toxickych latek v
podezrelych vzorcich — pokud nemame k dispozici

(nebo nezname) konvencni biorekogni¢ni molekuly
(enzym, protilatka, DNA, ...)

H hlavni motivace = jaky je ucinek testovaneé latky
na zivy organismus




Vyhody bunéc¢nych sensoru

B biochemicka slozka v aktivnim zivotnim stavu - jedna se
o mikrobialni, rostlinné nebo zivocisné bunky nebo
jejich subcelularni elementy (organely) nebo celé tkane
Ci organy

B biokomponenta je v prirozeném prostredi - priznivé pro
jeji aktivitu a stabilitu

B misto jediného enzymu lze pouzit celé metabolické
reakéni sekvence, optimalizované prirozenou cestou

B nejsou nutné izolacni a purifikacni kroky (nizka cema)

B pokud jsou zachovany zivotni podminky - spontanni
obnova vyuzivané enzymové aktivity
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Mikrobialni sensory

B historicky - méreni metabolitu (glukosa a dalsSi
sacharidy, laktat) - dnes jiz prekonano

B specialni kmeny Pseudomonas - exotické aktivity,
moznost detekovat aromatické uhlovodiky (benzen) i
vysloveneé toxickeé latky - fenol (dezinfekcni prostredek)

B stanoveni BSK (BOD, biochemical oxygen demand) -
mira znecisténi (odpadnich) vod organickymi polutanty
— klasické méreni trva 5 dnu (BSK,)

— biosensor - O, sensor s imobilizovanym mikrobem
(Trichosporon cutaneum, Bacillus subtilis a licheniformis

— mefri se rychlost respirace po pridavku vzorku, potrebna doba je
pritom pouze nékolik minut

— kalibracnimi substraty jsou obvykle smeés glukosy a kyseliny
glutamové
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Mikrobialni sensory

bakterie, sinice ¢i kvasinky, imobilizované bud’ na povrchu
prevodniku (membranovy typ) nebo ve formé predrazeného
reaktoru

problém - existence rady enzymovych systému v bunce; zlepseni
selektivity:
— indukce = pridavek potencialniho analytu = substratu vyvola zvySenou
tvorbu komponent metabolické drahy
— inhibice = potlaéi se funkce nezadoucich aktivit

imobilizace

— zachyceni bunek prefiltrovanim pres vhodnou membranu ve forme
»pasty” nebo filmu uvnitf péri membrany (filtracni papir, polyamid,
celulosa). Dynamické vlastnosti vysledného sensoru budou zaviset na
tloust’ce a porozité membrany a vlastnostech bunécné stény mikroba.
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— stabilnéjsi je zachyceni bunék uvnitr gelu pri jeho tvorbé. Nelze pouzit
priliS drastické podminky - agar, kolagen, zelatinu, polyakrylamid nebo
polyvinylalkohol.

— kovalentni vazba bunék nevhodna - dojde ke zni€eni bunécné stény.
mikrobialni slozku je nejcasteji mozné spojit s kyslikovou

elektrodou, dale pak se sensory pro CO, nebo amoniak, je mozneé
pouziti mediatoru prenosu elektroni (ferrlkyanld)

peroxid vodiku obvykle neni produkovan (toxicky pro bunky)




Tkanove rezy

B tenky rfez vhodné casti rostliny se uchyti pomoci sitky
pred viastni sensor




Bunécny systém - komplexnost

vstupni signaly
ristové faktory, antigeny/protilatky, hormony, adhezni faktory, teplota, pH, ...

receptory

enzymové kaskady

L

> proliferace metabolismus < 0. glukosa, Ié¢iva

modulatory >

ion- -
exchange regulace

vstupni signaly "6

pH, ionty (Na*, K*, Ca?*, CI’), regulacni latky (NO, glutamat, ...), obranné (ROS -

peroxid vodiku, superoxid. radikal), adheze, morfologie, CO2, membr. potencial, ...



Bunecny biosensor

H+,

(02.glukosa, co2, M chemické/
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B priblizeni se in vivo stavu B neinvazivni, on-line zaznam

(sterilita, zajisténi pfisunu  m multiparametricky charakter
zivin, biokompatibilita, ...)

B ¢im vice parametru se podari sledovat
paralelné a soucasneé, tim lépe se porozumi
slozitym bunecnym odezvam
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Merici system

acidifikace — pH ISFET
kyslik — Clarkuv sensor
adheze — IDE (impedance)
ionty — ISFETy

teplota — Pt100

bioelektrické déje —
mikroelektrody

CMOS technologie —
miniaturizace, standardizace,
kombinace sensoru a
vyhodnocovaci elektroniky na
temz Cipu - integrace,
paralelizace







Ukazka zaznamu z bhiocCipu
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Konfigurace

AN

B kompaktni systém,
bunky kultivovany
primo na povrchu
(elektrochemickych)
sensoru, vhodne
kombinovatis
fluorescenénim
meérenim

B bunky separovany od
meéricich sensoru
pomoci vhodné
membrany (kultivace
na membranovych
insertech)




Signal

(Impedance,

Resistance,
Resonance, ... .
)

latence
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Adheze - impedancni mereni

B firma Roche - systém exCELLigence
B zména impedance Z v realném case

a 33

Microslectrode armay alacirodas elactrodes with
fabricated in the without calls cells attached
bittom of the well
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Vazba bunek

B jednotlivé faze

B paralelni sledovani
mikroskopem
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B bunky s elektrickou aktivitou

Neurony
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Neurocip

B Akcni potencial
- 8x CPFET
a 64x microelda

pH — 2x ISFET
teplota — dioda

B integrovana
elektronika — filtry,
zesilovace,
multiplexer, I12C
sbérnice, stimulacni
obvody







Bunéecneé biosensory

B znacny potencial do budoucna v oblasti vyzkumu
(Sifeni nervovych vzruchu, uméla pamét’, rozpoznavaci
a vyhodnocovaci funkce, ,,uceni, ...)

B nahrada testu toxicity novych €i podezrelych latek -
dosud se provadi pomoci experimentalnich zvirat

B vyhledavani a testovani novych druhu lé¢iv

B komplikace
— velmi komplexni systém, nachylny na poskozeni, neni snadné
udrzovat v optimalnim stavu
— obtizné uchovavani a transport (musi se pripravit in situ)

— komplexni odezvy, informace byva skryta v napohled
chaotickych datech - uloha chemometrie a software
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Nano-biosensing
s kardiomyocyty (CM)

\

AFM hlave

n

|

~ cas
rychlost tepu

sledovani tepani kardiomyocytu je snadné (mikroskop, video)

nanomechanicky prevodnik — kantilevr z AFM systému - sila tept - mechanokardiogram
efekty testovanych latek v readlném case

klinicky bunéény model — studium srde€nich poruch: Duchennova svalova dystrofie,
arytmie, Fabryho nemoc, ...
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Vychylka kantilevru v case
pro ruzné testované latky
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Viiv vapniku
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B CMs zachyceny na povrchu pole
mikroelektrod

B synchronni zaznam sily tepu a iniciace
zmeénou el. potencialu

Sila a elektricky potencial
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