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Biosenzor analyzou vzorku, dospét k pfenosnym
systémum a zrychlit prabéh stanoveni.
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Biorekognicni vrstva

Rozpoznava stanovovanou latku

Biokatalyticka reakce (specificka premena):
enzym, organela, bunka

Bioafinitni reakce (specificka vazba):
protilatka, nukleova kyselina (aptamer),
receptor, bakteriofag



Imobilizace molekul na povrch prevodnik

Biosenzorové materialy: kovy, kiemik, uhlik a kompozitni materialy

Membrany pro biosenzory: imobilizace biorekogni€nich molekul, fizeni transportu
latek (difuze, selektivita), zajiSténi mech. stability a biokompatibility

mechanicka Hrubé porézni (pory nad 5 nm): napt. sklenéna frita,
kontrola transportu .. L ou . , L,
imobilizace permeabilitu ovliviuje rozdil hydrostatického tlaku na

obou stranach, osmot. tlak se neuplatnuje, Spatna
permselektivita (projde vse)
e Jemneé porézni (pory 1 az 5 nm): napr. acetylcelulosa,

TP IITE difuze, permeabilita dana velikosti rozpusténych latek
Funkce membran v biosensorech Neporéznl': rozpouétédlo prochézi difuzi

Mechanicka imobilizace biomolekul: zejména pro biokatalytické senzory
- mechanické zachyceni: kapnuti roztoku biokomponenty + zakryti dialyzacni
membranou (celulosa, acetylcelulosa, polykarbonaty)

prevodnik - adsorpce: nekdy ve spojeni s povrchem grafitu,

- ) reverzibilni proces na bazi hydrofobnich interakci,
Idialyzat":ni iontovych sil, vodikovych mustku)

membrana

Mechanické zachyceni




Zachyceni v gelu: inkluze biomolekuly uvnitr struktury membrany

Polyakrylamid: smés akrylamidu, methylen-bis(akrylamidu) a enzymu, iniciace UV

Zelatina: ¢asto pro enzymové membrany. 5% Zelatina nabobtnat ve vodé a pfida
se enzym, necha se vyschnout, prilozit na povrch prevodniku, prekryt dial.
membranou

Nafion: pro tvorbu permselektivnich membran, také funguje jako inotomeénic
akukumulujici kationty a odpuzujici anionty

Polyvinylalkohol (PVA): hydrofilni, neutralni, biokompatibilni, zesitovanim se tvori
polymer. Radiacni polymerace ozareni smeési oligomerl a enzymu gama zarenim
(moznost poskozeni biomolekul). Pro chemické zesitovanié PVA se pouzivaji
triisokyanaty TIC, které spojuji postranni hydroxyly PVA

HEMA (poly (2-hydroxyethylmethakrylat): hydrofilni, biokomp. polymer. Smés s
vodnym roztokem enzymu se necha zmrazit -80 C, poté polymerace gama
zarenim. Moznost poskozeni biomolekul



CHo=CHCO-NH, (GH,=CHCO-NH)2CH, [l —[(CF2~CF )y —CF—CFoly—

akrylamid + bis(akrylamid) C|) Nafion

CF
_ |
OF —NR, CF3—CF—O—CF,-CF,—SO3H
—CH,~CHCH, CHCH,CH—

CO OC—NH;

P

bis — zesitovani

Vznik PAG

—N=C=0 + HO— —» —NH—C—0—

zesiténi

Polyurethany (PU): vychazi se z oligomert (50 kDa), v pfitomnosti enzymu se situji
difenylmethan diisokyanatem

CHs NH—CO—0—(CH,);~O

PU - Tecoflex




Zajimavou a uspeésnou kombinaci jsou specialni polymery kombinujcici funkci
imobilizace eznymu s polymerni strukturou nesouci skupiny mediatorl prenasejici
elektrony, tzv. redox relays. Vychozim materialem je poly-4-vinylpyridin. Ten se
castecné vyuzije pro tvorbu komplexu s osmiem (mediator), a ¢astecné se do né;
kvarterizaci zavedou reaktivni aminoskupiny.

Pak se smés modifikovaného oligomeru, enzymu a bifunkéniho PEGDE nanese na
povrch grafitové elektrody, kde se vytvori biovrstva nesouci uvnir struktury fixované
molekuly mediatoru

\ 0=CH—(CH,);—~CH=0

parc. komplexace (1/6) L@J
‘EC -G Hh w,\ I\‘.I glutaraldehyd
=

Os(bpy),Cl ’ —CH=0 *t H,N—

| kvarternizace

+ 2-bromoethylamin ‘ l
N \ L\ﬁ ) Schiffova baze
|

—CH=N—
Chp~CHy~NH; l redukce (NaBHa4)
PEGDE

—CH— -O— - -0O— CH- —CH,-NH—
HZC\ /CH CH,-0—CH,-CH,-O—CH, C\H /CH2 retikulum 2

Zesitovani biomolekul: membranu lze vytvofit pfimo z molekul enzymu ¢i jinych
bilkovin jejich zesitovanim vhodnym bifunkénim cinidlem, nej¢asté;ji
glutaraldehydem



Kovalentni imobilizace biomolekul

Pracovni povrch senzoru: sklo, kfemik, modifikace uhliku (grafit, skelny uhlik, kompozitni
smési), uslechtilé kovy (Au, Pt)

Imobilizaci nutno zajistit kovalentni vazbou

Uprava povrchu senzord
1. Silanizace: aktivace povrchu kontaktni vrstvou silanu (gama-aminopropyltriethoxysilan

APTES nebo APTS a glycidoxypropyltriethoxysilan GOPS

(CoHs)3Si—(CH)5-NH, prRs
_OH R—Si(OC5H5)3

S
GOPS -OH silanizace

(CH3)3Si—(CHy)3-O—CH,—CH—-CH,
o}

T
CoH50—Si—(CH)s-NH;

2. Spontanni tvorba monovrstev: pevné adsorpce thiosloucenin (thioly, disulfidy) na
povrch Au, Pt a Ag o

_N
CH,CH,-CO—0

S—(CHz)2-NH;

S—(CH,),~NH, o)

+ | )
S—(CH,),-NH, S—(CHy)>-NH;
Au Au

|
CH,CH,-CO—0._

)

Organizovana vrstva zmenSeni hustoty skupmy
ziedénim mertnim thiolem

Adsorpce thiosloucenin na zlato

Bis(N-hydroxysukcinimidester kys. 3,3 -dithiopropionové DSP



Navazani biomolekul: predpoklada se vazba biomolekuly na nékterou z nasledujicich
funkénich skupin

1. Aminoskupina: glutaraldehyd, chloranil, diazotacni reakce

O=(H—(CH,);-CH=0
NH; J— N=CH—(CHj)3-CH=0

NaBH,
—> |»N—CH(CH2)3 (B) — > |-NH-CH—(CHy)z1cH-NHIH(B)

Imobilizace pomoci glutaraldehydu

Imobilizace pomoci chloranilu




2. Karboxyskupina: karbodiimidy, vznik amidové, sestrové Ci thioesterové vazby
DCC (dicyklohexylkarbodiimid) ve vodé nerozpustny (provadét v DMFO)

EDC (1-ethyl-3-(3-dimethyladminopropyl)-karbodiimid
CMC (1-cyklohexyl-3-(2-morfolinoethyl)-karbodiimid methoxy-p-toluensulfonat

QN:CZN@ DCC

— CMC
N=C=N—CH,CH,- N@
7\ / tosyl’
HsC

CH3CH,—N=C=N—(CH,);—N(CH), FPC

Citlivéjsi bilkoviny: pomoci karbodiimidd a N-hydroxylsukcinimidu NHS, nebo pres

Aktivace pomoci NHS .-NHz

smeésné anhydridy

COOH + CI—C—0O0—iBu—p» |— #Y’l
0 O

CO;
isoBuOH

Aktivace pres smésny anhydrid O_|BU



3. Hydroxyskupina: pro imobilizace na povrchy modifikované sacharidovou vrstvou (dextran)

- aktivace epichlorhydrinem, bromkyanem (jedovaty), triazinovd metoda

Cl—CH,~Ct},-CH,

o oxyranova cykloadice biomolekul
OH _ |~O—CH2—C -CH;

pres NH2- nebo OH-

Aktivace epichlorhydrinem

derivat N-substituovany N-subst. karbamat

1Isomocoviny imidokarbonat .
-‘ Aktivace bromkyanem

o - d o d

Aktivace kyanurchloridem




Biokatalyticke senzory

Elektrochemické prevodniky
- referentni elektrody, pomocné elektrody, pracovni elektrody

Potenciometrické elektrody:

- zmeéna potencialu vyvolana akumulaci naboje na rozhrani elektrody a roztoku
prevodnik: iontové-selektivni elektroda (ISE) s enzymovou vrstvou

vyuziti hlavné pro enzymové senzory

rozsah méritelnych koncentraci zavisi na ISE: 10 uM az 0,1 M, obvykle vsak
0,1az10 mM

meéri se potencial pracovni elektrody proti referentni elektrodé, v systému
pritom netece proud

# pH :penicilin (penicilinaza), acetylcholin (cholinesteraza), glukdéza (GOD), esterazy,

nukleové kyseliny (nukleazy)

= NH; / NH," : mocovina (ureaza), aminokyseliny (deaminace - glutamat DH, oxidaza L-/D-
aminokyselin; o, y-eliminace amoniaku - L-methionin y-lyaza), nitrat a nitrit (bakterie)

# CO> : mocovina (uredza), aminokyseliny (lysin dekarboxvlaza, tyrosin dekarboxylaza),
laktat (laktat monooxygenaza - dekarboxylujici oxidaza)

# [ : potenciometricka detekce peroxidu vodiku v pritomnosti peroxidazy

# F : peroxid vodiku (peroxidaza - oxidace fluorofenolu)

< CN : amygdalin (B-glukosidaza)



Amperometrické bioelektrody

- poskytuji jako signal proud, ktery je umeérny koncentraci analytu.

- proud se méri pfi konstantnim napéti pracovni elektrody

- velikost proudu prosla za dany €as v systému pak udava naboj, ktery odpovida molarnimu
mnozstvi latky preménéné na elektrodach.

- elektrochemicka oxidace na anodach

- redukcni déje na katodach

Biosenzory na bazi elektrod pro kyslik a peroxid vodiku
- rany typ biosenzorl typu enzymovych elektrod, kyslikové elektrody (Clarkovy)
- membrdana propustna pro kyslik (teflon, polypropylen, polyethylen

- Katodicka redukce kysliku:
O,+2H,0+2¢ — H,0, + 2 OH

Au (Pt) elektroda

zatavena ve skle
H.0,+2¢ — 20H

Ag / AgCl elektroda
- Anodicka oxidace peroxidu vodiku:

elektrolyt
2HO, —— 2HO+0,+2e¢ +2H y

membrana propustna

N

Clarkova kyslikova elektroda




Enzymy oxidazy — jako biorekognicni element
- oxidace molekuly substratu (analytu) za ucasti kysliku, vznika peroxid vodiku nebo voda

Substrat + O, ——— Produkt + H-O>

Substrat + O ——— Produkt + H-O

Enzymy dehydrogenazy — jako biorekognicni element
- katalyzuji redoxni reakce s ucasti NAD(P)+/NAD(P)H par

Substrat + NAD(P)* +2 e + H'

——
-~

Produkt + NAD(P)H

- Pro elektrochemickou detekci NADH je pouzitelna amperometricka reoxidace vznikajiciho

NADH.

Proud

Oxidazové biosensory zalozené na
detekei kysliku nebo peroxidu vodiku

Substrat (oxidaza)

Alkohol

D-Aminc
L-Askorb:
Bilirubin
Diamin

Galaktoza
Glukoza
L-Glutamat
Cholin
Cholesterol

L-Laktat

Sulfit
Urat (Urikaza)
Xanthin

L-Aminokyselin

Fenol (Tyrosinasa)

L-Laktat (dekarb.)

Zkratka EC  Typ H,0,
AOD 1.1.3.13 FAD

1.432 FAD

+

Cu
FAD
FAD

+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+

Substrat DH

Alkohol

Aldehyd

Alanin

Formiat
Galaktosa
Glycerol

Glukosa
Glukosa-6-fosfat
Glutamat
3-Hydroxybutyrat
3-Hydroxysteroid
Isocitrat

Inositol

L-Laktat
D-Laktat
L-Leucin
L-Malat

Sorbitol

ADH
AlIDH
Ala-DH
FDH
Gal-DH
Gly-DH
GDH
G6P-DH
GIDH
3-HBDH
3-HSDH
ICDH
IDH
L-LDH
D-LDH
L-LeDH
L-MDH
SDH

1.1.1.1
1.2.1.5
1411
12.1.2
1.1.1.48
1.1.1.6
1.1.1.47
1.1.1.49
1.4.1.3
1.1.1.30
1.1.1.50
1.1.1.42
1.1.1.18
1.1.1.27
1.1.1.28
1419
1.1.1.37
1.1.1.14




substrat ) Mediator | E® (V/SCE)
tris-(2,2"-bipyridyljruthenium(IIT) 1.031 —
tris-(2.2"-bipyridyl)osmium(III) 0.603 ' ferrocen Fe
ferrocen-1.1"-dikarboxvlova kyselina 0.403
ferrocenylmethyltrimethylamonium™ 0.388
produkt Eren 1.1°-bis(hydroxymethylferrocen] 0224
ferrokyanid K*[Fe(CN)s]* 0.190 i
nydroxyethylferrocen 0.161 - S—__ tetrathiafulvalen
N N*-dimethyl-p-fenylendiamin 0.139 >=< J TTF
ferrocenoctova kyselina 0.124 g

substrat p-benzochinon 0.039

N.N.N* N'-tetramethyl-p-fenvlendiamin 0.028 CN
2.6-dichlorfenolindofencl (DCIP) -0.016 Ay 7

1.2-naftochinon -0.090 Hﬁ
fenazin methosulfat (PMS) -0.161 N C. CN
produkt Erep Max ) methylenova mod 0230

tetramethyl-p-benzochinon (durochinon) -0.191 : ;
) hydroxy-1.4-naftochinon 0378 tetrakyanochinodimethan

fenosafranin -0.493 TCNQ

Piimy pienos elektronu

Pienos elektronu pomoci mediitoru

Pt
.\! B

R %
.

pfimy pfenos rozpustny v micelach v kompozitni elektrodé

kovalentné navazany polymermni mediator enzym modifikovany
na povrch elektrody zachycujici enzym mediatorem

Principy konstrukce bicelektrod s mediiatory




Konduktometrické prevodniky

- pouziti stfidavého napéti na pracovni elektrodé (protii stejnosmérného u
elektrochemickych technik)

- méreni vodivosti je malo specifické, takze se mlze uplatnit jako univerzalni typ
prevodniku.

- Sledovani zmén vodivosti pri biochemickych reakcich vyZzaduje produkci ¢i spotrebu iont(
nebo jiné zmény (zména velikosti nabitych ¢astic)

- produkce iontd je velmi ¢asto spojena s ucinkem hydroldz a amidaz, zménu velikosti
nabitych Castic zase vyvolava ucinek fosfataz, fosfataz a nukleaz.

- napf. stanoveni mocoviny pomoci reakce ureazy:

NH,CONH, + 3 H.O —— 2NH,” + HCO; + OH

problém je vlastni vodivost prostredi, nutno pouzivat malo vodivé pufry (napr. imidazol)

Kalorimetrické biosenzory (toto uz neni elektrochemie)
- vyuZivaji zmény teploty v pribéhu enzymatickych reakci.
- spiSe okrajova zalezitost, meze detekce do 10 uM, rozliseni 0,001 C

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

Katalaza GOD Hexokmaza Laktat DH  Ureaza Urikaza
H,0, glukoza glukoza pyruvat mocovina kys. mocova
100 80 28 62 6l 49




Dva nejbéznéjsi enzymové biosenzory

1. Glukometr

stanoveni glukosy v krvi (diabetes)

prakticky linearni rozsah do 20 mM a LOD 0,1 mM

imobilizovany enzym: glukdza oxidaza (A. niger, Penicilium notatum) se dvéma PAD
kovalentné vazanymi na podjednotky

nebo glukdza dehydrogenaza (NAD+ dependentni)

dnes také PQQ-dependentni glukdza dehydrogenaza z Acinetobacter calcoaceticus (PQQ
je koenzym pyrolochinolinochinon) — snadny prenos elektronti na mediator (ferrocen)
dale také pyrandza oxidaza, reaguje i s dalSimi sacharidy

2. Biosenzor pro stanoveni ethanolu

v napojich a také u ridi¢u z dechu
vyhradni uziti alkohol oxidazy z kvasinky Pichia pastoris
specificka aktivita kolem 40 IU/mg



Optické enzymové systémy

- vyutziti planarnich svétlovod( nebo optickych vldken

- primé a zprostfedkované

- u primého typu se opticky mérena latka (nejcastéji fluorofor) primo vyskytuje v
biokatalytické reakci (mérfime napr. NADH (pro stanoveni alkoholu), nebo FADH. NADH je
slaby fluorofor, kvant.vytézek = 0,02, ex/em = 350/450 nm

- biorekogni¢ni element jsou dehydrogenazy imobilizované pred koncem optického vlakna

- zprostredkované: vyuzivaji optické indikatory (nejcastéji pro pH a kyslik)

- detekce kysliku: zhaseni fluorescence (kyselina pyromaselnd, perylen, dekacyklen,
organokovové komplexy ruthenia)

- pH zmény pomoci acidobazickych fluorescencnich indikatord (1-hydroxypyren-3,6,8-
trisulfonova kyselina, nebo 4-methylumbelliferon

Chemiluminisence:

- pro detekci peroxidu vodiku se pouziva luminol, peroxyoxalaty nebo akrydinoveé soli

Bioluminiscence: :

- vyuziti luciferazy +H20, - o
—» (. L 2 | — - hv + 3-aminoftalat
+OH -Ns
katalyzator

0—0 | *
R—O0—C—C—0—R +H,0,——®»2ROH + [,.' _J}

Luminolova reakce

O 0O

O 0

0—0 | * Sy, -
[

C—C —» 2CO2+F* —® hv

' +F 2C02+F hv CO—O0OPhe

0 O iniscence neroxvoxalite i
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Bioafinitni senzory

Vyuzivaji jako biorekognicni slozku
biomolekuly, tvorba biokomplexu
s molekulou analytu.

Protilatka




Bioafinitni senzory

jeden z afinitnich partneru imobilizovan na povrchu
prevodniku

prime afinitni biosensory

-vznik biokomplexu je mozné sledovat primo v prubéhu
afinitni interakce (v realnem cCase)

-Jako prevodniky slouzi specialni opticke svetlovodne
systemy nebo piezosensory

* neprimeé afinitni biosensory

- jeden z afinitnich partneru je vhodné oznacen, na
konci interakce se pak stanovi mnozstvi znacky
navazane na povrchu sensoru
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http://www.mdpi.com/sensors/sensors-13-01763/article_deploy/html/images/sensors-13-01763f2.png

Prevodniky pro primeé afinitni
senzory

*vznik biokomplexu prubézné v realném C¢ase bez pomoci znacek
jeden reakcni partner je imobilizovan na povrchu prevodniku, druhy je volnée
v roztoku, pribézné se sleduje vazba na citlivém povrchu

*mereny signal odrazi pouze zmeény na povrchu sensoru a v jeho tesne
blizkosti

‘optické prevodniky
‘piezoelektrické prevodniky

‘pouzitelné pro imunosenzory, DNA-senzory, fagové senzory atd.



Absorbance
Fluorescence

Jad ex lomu n,
plast’ (claddmg) - n,, Nny<n,

mechanicky obal Odraz svétla od vhodného

povrchu. Pri totalnim odrazu
svétla pronika ¢ast energie ve
el dopadu VEi formé exponencialni viny
_“;:p';:':;f';“e e (zhasiva vina, evanescentni
vina) do spodnich vrstev, coz se
vyuziva pfi studiu povrchovych

Uhel dopady menl

neZ lpitickd mzx 2 @
pasly . jevu

¥ sz fluimi




Evanescentni vina
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Vznik exponencialni viny

Exponencialni vina: sireni svetla svetlovodem —
interference mezi dopadajicicm a odrazenym
paprskem — vznik elmag. stojateho vineni, tzv.

exponencialni vina
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vyuZziva pfi studiu povrchovych jevi




Refraktometricky prevodnik — zmeéna extikncC. koef, indexu lomu

Side-polished fibre sensor head Sample

Laser source
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Povrchova plasmonova rezonance

Light Wave
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Interakce exponencialni viny s latkami na vnejsim
povrchu senzoru (zmeny indexu lomu v poli exp. viny
vyvolane navazanim biomolekul na citlivy povrch)

s B

Zména podminek pro Sifeni svétla v optickém systému

s B

Kvantifikace podle zmeén intenzity nebo fazovéeho
posunu vedeneho svétla, které jsou umerné mnozstvi
povrchove navazané latky



Povrchova plasmonova resonance
(,,surface plasmon resonance®)
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A propagating surface plasmon at
a metal-dielectric interface. PSP
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SPR - video


https://www.youtube.com/watch?v=sM-VI3alvAI
https://www.youtube.com/watch?v=sM-VI3alvAI
https://www.youtube.com/watch?v=sM-VI3alvAI

I0S (INTEGRATED OPTICAL SENSOR) — vystupni mrizka

citliva oblast je umisténa v oblasti refrakéni mrizky pro vystup svétla z planarniho
svetlovodu

- paprsek se zavede do sveétlovodu pomoci ¢ocky, v oblasti difrakéni mrizky vystupuje
patrsek pod uhlem a

- po vystupu ze senzoru se svazek paprskd pomoci ¢ocky sleduje pomoci detektoru
citilivého na zménu pozice

C vzorek

F svétlovod
s mrfizkou

S podklad
vstup svétla

(valcova ¢ocka)

L ¢ocka

Konfigurace I0S
(vystupni miizka)
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Fig. 2. Sensorgram showing (a) binding of streptavidin to an OEG:BAT mixed
SAM on Au, (b) binding of biotinylated PAb to streptavidin, (c¢) direct detection
of an analyte, and (d) secondary amplification using PAb.
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Fig. 4. Control experiments demonstrating that the sensor surfaces are relatively non-fouling to non-target species of bacteria and the amplification antibodies do
not bind to non-target species of bacteria: (a) anti-E. coli O157:H7 (EC) sensor surface, (b) anti-Salmonella choleraesuis (SC) serotype typhimurium sensor surface,
(c) anti-Campylobacter jejuni (CJ) sensor surface, and (d) anti-Lisferia monocytogenes (LM) sensor surface.
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Fig. 5. Reference compensated SPR sensorgrams showing the simultaneous
detection of four foodborne bacterial pathogens in a mixture (solid lines)
(i.e. 5 x 107 cfu/ml E. coli O157:H7 (EC), 5 x 10° cfu/ml S. choleraesuis (SC)
serotype typhimurium, 107 cfu/ml C. jejuni (CJ), and 5 x 10° cfu/ml L. mono-
cytogenes (LM)) compared to three non-target bacteria as control (dotted lines).




Piezoelektrické biosenzory

Piezoeletricky efekt

V anizotropnich krystalech (kremen, turmalin,
Rochellova sul) vznika prfi mechanickém namahani
elektricke napeti. Pokud se na krystal privede
stridavé napeti o vhodné
rezonancni frekvenci, zacne krystal se stejnou
frekvenci vibrovat.



Piezoelektricke biosenzory

kiemenna
desticka

g " nosné dratky

kantalkty
>

Po navazani latky na povrch elektrod dojde ke zmene
rezonancni frekvence. Zmeni se hmotnost celého systému a
vibrace se zpomali — frekvence poklesne.



Neprimeé afinitni senzory

Pouziti vhodneho znaCkoveho systemu:
fluorescence, chemi/bio-luminiscence, enzym

Prabéh heterogenni:

1. komplex je zachycen na vhodnem povrchu
(citliva oblast prevodniku),

2. po probehnuti reakce se odstrani reakCni smes,
3. povrch se promyje,

4. zmeri se mnozstvi zachycené znacky

Vychozi metoda: ELISA, FIA, CLIA



Imunosenzory

*lmunochemicke afinitni biosenzory
pouzivajici jako biorekognicni
element protilatky



Imobilizace protilatky na bioCip

Protein covalent Diazotation Electro-adressing
modification

1 DCC activation NaNO HCI
2- Coupllng Ice cold

Y

CMA : 4-carboxyméthylaniline SP microarray
DDC : N,N'-dicyclohexylcarbodiimide




Imobilizace ruznych protilatek na biocip

Anti-rabbit-lgG

Anti-human-lgG

Anti-Rabbit-lgG
+
Anti-human-lgG




Elektrochemickeé imunosenzory

Spojeni jednoduchého, levného, velmi citlivého
elektrochemického prevodniku s vysokou
specifitou protilatky

Pracovni povrch: pracovni elektroda nebo
vymenna membrana s imobilizovanou protilatkou

Znacka: enzymy (aktivitu merime elektrochemicky)
nebo redox aktivni latky a chelaty kovu (po
uvolneni z komplexu se stanovi voltametricky)



¢lekiroda 5 protilatkou vzorek s raceérem

S Elektrochemicke
% imunosenzory

Heterogenni stanoveni

 elektroda je modifikovana protilatkou

« vaze tracer pri kompetitivnim
stanoveni

» zachycena enzymova aktivita se pak
stanovi po pridavku substratu:
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-amperometricky (zmena proudu)
-potenciometricky (zména potencialu)
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Amperometrické stanoveni

peroxidaza (peroxid vodiku + jodid, ferrocen nebo hydrochinon)
laktaza (kyslik + hydrochinon)
katalaza (peroxid vodiku)
glukoza oxidaza (kyslik nebo ferrocen + glukoza)
alkalicka fosfataza (p-aminofenylfosfat)
galaktosidaza (p-aminofenyl-beta-D-galaktosid)

acetlycholinesteraza (acetylcholin)

Potenciometrické stanoveni

ureaza (mocovina)



Neprime opticke imunosenzory

Znacky: fluorescencni, luminiscencni

Zdroj svetla: laser, svetlo emitujici
diody, vybojky Ci lampy

Detektor: fotonasobicC, fotodiody



Fluorescencni znacky pro neprimeé
optické imunosenzory

fluorescein, tetramethylrhodamin
cyaniny Cy5, Cy3

QD ,,guantum dots*



Fluorescencence capillary fill
device (FCFD)

Afinitni imunosenzor vyuzivajici k detekci
fluorescencni znacku, ktera emituje svetio do
planarniho svetlovodu

Odliseni volného a vazaného
fluoroforu
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“uofory voné fluofory vazané
¢ roztoku na povrch svétlovodu

Uhly paprskii na vystupu ze svétlovodu




Biosenzory na bazi nukleovych kyselin

- nejen k diagnostickym ucelum, ale i rychlejSi sekvenaéni metody, detekce
mutaci a poSkozeni DNA pfi analyze genetickych chorob

- kombinaci s PCR ziskavaiji tyto typy senzoru vysSi citlivost (vyvoj
kfemikovych Cipu, na kterych pfimo bézi PCR)

- pro analyzu se vyuziva hybridizace vzorku s komplementarni sekvenci
(sondou, probou), ktera je navazana na citlivém povrchu biosenzoru jako
biorekognicni prvek

- prubéh hybridizace a jeji kvantitativni rozsah vyhodnocuje fyzikalné-
chemicky prevodnik: 1) elektrochemicky a nebo 2) opticky

Elektrochemické biosenzory pro DNA

- zalozena na elektrochemickeé (elektrolytické) oxidaci/redukci urcitych skupin v
molekulach bazi

Parovani bazi DNA a jejich oxidacni
(kruh) a reduk¢ni (obdélnik) mista




- v prubéhu elektrolyzy dochazi k oxidaci/redukci urcitych skupin bazi v nukleovych
kyselinach

- typické metody pro stanoveni: cyklicka voltametrie, diferencialni pulzni polarografie,
adsorpcCni prenosova voltametrie, chronopotenciometrie

- obecné pro vSechny tyto metody: elektrochemicka odezva klesa pro dsDNA, kdy
jsou baze parovany, a tedy méné pfristupné pro pfenos elektronu. Elektrochemické
premeny nastavaji u DNA adsorbované na povrch elektrody

Diferencialni pulzni
polarografie: signal ssDNA

(lI1) je mnohonasobné vyssi - dt/dE
BeDNA nei dSDNA (”)’ da jeho Transformace:
velikost ukazuje na zmeny

stavu dsDNA (studium
poskozeni DNA)

DPP DNA

E

- Chronopotenciometrie: mezi pracovni a pomocnou elektrodu se privede
konstantni proud a meri se Casova zmena potencialu mezi prac.a ref. elektrodou

- Odezva je dana konc. zménami latek v okoli elektrody v prubéhu elektrolyzy

- Zaznam potencialu na Case se matematicky transformuje — signal s oddelenymi
maximy.

- Principem je pokles elchem signalu oxidace guaninu po vytvoreni dsDNA



Indikatory hybridizace

vyuziva se vazby indikacnich molekul na ds DNA, umoznuiji citlivou detekci
prubéhu hybridizace

interkalatory: vazi se dovnitf dsDNA mezi sousedni pary bazi (ethidium,
propidium, proflavin, chloroquin, doxorubicin.

vazba do malého zlabku: netropsin, [Co(2,2 -bipyridyl)3]3+
interakce obéma zpusoby: DAPI
povrchova interakce se zaporneé nabidou kostrou: neuvyziva se

Méreni: (1) imobilizace proby na porvrch elektrody adsorpci, (lI) hybridizace se
vzrokem, (lll) vazba indikatoru, (IV) elektrochemické méreni (napf.
chronopotenciometrie)

Mozno téz optické pfevodniky (opticka vlakna): detekce fluorescence
indikatorovych molekul, nebo SRP (bez fluoroforu), nebo piezoelektrické senzor

R ethyl ethidium
NthtyIN

methyl)-a thyI

ﬁ/w‘m”g .




Aplikace biosensorti pro detekci DNA*

urcovani pribuzenskych vztahi: HLA komplex, oblast D-smycky mitochondridlni
DNA, délkovy polymorfismus (VNTR mista)

detekce onkogenu a supresorovych genu zhoubného bujeni: c-myb, c-myc, c-abl, c-sis,
c-ras, G protem, jun, p33, retinoblastomove geny

dédicné choroby: cysticka fibroza, hypercholesterolemie, Huntingtonova choroba, sickle-
cell anemie, Duchenneova svalova dystrofie. -thalassemue, polycystickd porucha ledvin,
hyperchromatosis, hemofilie A, Von Willebrandtova nemoc

viry: cytomegalovirus, lidsky papilomovy virus, rotaviry (RNA), HIV, hdsky wvirus
leukemie T-lymfocyta

bakterie: Mycobacterium tuberculosis, Gonorrhea (RNA., DNA), Mycoplasma
pneumoniae, Chlamyvdia, Escherichia coli (RNA), Bacillus subtilis (RNA), Bacillus
burgdorferi




Hybridiza€ni sekvenace
Vyuziti kombinatorickych pFistupu

Analyzovana sekvence se necha hybridizovat se souborem kratkych prob (6 az 20
bazi), ktery obsahuje vSechny mozné kombinace stejné délky sestavenych ze 4
bazi

Podle toho, se kterymi probami DNA hybridizuje, se usuzuje na pritomnost zname
kratké sekvence v jejim retézci

Pomoci prekryvajicich se usekl pak rekonstruujeme celou sekvenci.
Probiha na kfemikovém Cipu, rychlé stanoveni (minuty)

Vyhodnoceni: fluorescencéni sonda na analyzovanou DNA, nebo indikator
hybridizace. Detektor: CCD kamera, pocitaCové vyhodnoceni, rekonstrukce
sekvence



Table 2
Features of bacterial sensors®

Bacteria type

Biosensor type

Assay format

LOD (cells/ml)

Reference

Optical biosensors
Staphylococcus aureus
Salmonella typhmurium
Escherichia coli O157:H7
Salmonella typhmurium

Piezoelectric biosensors
Candida albicans
Escherichia coli
Salmonella

Phylococcus epidermidis

Electrical impedance biosensors
Staphylococcus aureus
Proteus vulgaris

Potentiometric immunosensors
Neisseria meningitidis
Brucella militensis

Francisella tularensis

Amperomelric iMmmMunosensors
Escherichia coli

Salmonella

Salmonella

Escherichia coli O15T:-H7

RM
EWI
FA
IMAS

QCM
QCM
QCM
QCM

Direct
Direct
Indirect
Indirect

Direct
Direct
Direct
Direct

Direct
Direct

Indirect

Indirect

8% 10°

5% 10% cfu/ml
10°

10°

106
106
106
102

106
3107

10°
6 < 10°
3107

5% 107
1-5 cfu/g
8 x10°
50

Watts et al.. 1994
Schneider et al., 1997
Pyle et al.. 1995

Yu and Bruno, 1996

Muramatsu et al., 1986
Plomer et al., 1992

Koenig and Gratzel. 1993a.b
Bao et al., 1996

Silley and Forsythe, 1996
Deng et al., 1996

Libby and Wada, 1989
Lee et al., 1993a.b
Thompson and Lee, 1992

Nakamura et al., 1991
Brooks et al., 1992
Brewster et al., 1996
Abdel-Hamid et al., 1999a.b

* RM, resonant mirror; EWI, evanescent wave interferometer; FA, flourescent labeled antibody method; IMAS, immuno-magnetic assay system;
LAPS, light-addressable potentiometric sensor array; LOD, limit of detection; QCM, quartz crystal microbalance; BAWI, bulk acoustic wave
impedance sensor.




Table 3

Manufactures and/or developers of the commercial instruments for detection of bacteria®

Commercial instrument

Detection technique

Detection limit
(cells/ml)

Analysis time
(min, h)

Midas Pro (Biosensori SpA., Milan, Italy)

The PZ 106 Immuno-biosensor System (Universal Sensors, New Orleans,

USA)
Bactometer (Bactomatic, Princeton, NJ, USA)
Integrated Genetics, MA, USA
Enzo Biochem. NY, USA

Hybritech, CA, USA

Malthus 2000 (Malthus Instruments. Stoke-on-Trent, England, UK)
Unilite (Biotrace, Bridgend. UK)

Lumac Biocounter (Lumac B.V., Schesberg, Netherlands)

Coulter counter (Coulter Electronics, Canada)

Thermal activity monitor (Thermometric, Northwich, Cheshire, UK)
BlA-core (Pharmacia, Uppsala, Sweden)

Vitek AutoMicrobic System (BioMerieux Vitek, Hazelwood, MO)

Amperometry
Piezoelectric

Impedimetry

DNA probe for Salmonella
DNA probe for the bac-
terium Chlamydia

DNA probe for bacteria
Conductance
Bioluminescence
Bioluminescence

Coulter counter
Microcalorimetry

Surface plasmon resonance
Optical

10¢
10°

10°
1 cell/g

105
10°
10°
5% 104
10°
10°
10*

20 min

40 min

3-8 h
2 days

8§24 h
15 min

* Nelson, 1985: Feng, 1992; Tietjen and Fung, 1995; Hobson et al., 1996.




BioCipy pro afinitni senzory

Imobilizace protilatek, receptordu, ligandu, nukleovych
kyselin, uhlovodiku, latek s urcitymi biologickymi
vlastnostmi (kationty, anionty, latky s
hydrofilnim/fobnim povrchem)

Nekteré maji nizkou specifitu a vazou celé skupiny
proteiny, jiné jsou vysoce specifické

Stacionarni vs. prutocné usporadani

Vyroba: mikroelektronické technologie: sitotisk,
litografie, nanotechnologie



.

DNA chips

microfluidic

p

surface plasmon
resonance

fluorescent
probes

Table 1. Selected companies with biochip programs

Company Program
Affymetrix (Santa Clara, CA) GeneChip Arrays, high-density probes par chip
(64-400K spots per chip)
Amersham Pharmacia Biotech Cy3 and Cy5 fluorescent dyes for detection by
(Uppsala, Sweden) molecular array scanners

Applied Biosystems (Foster City, CA) High throughput single nuclectie polymorphism mapping
Variable density per chip approach

Axys Pharmaceuticals
(3. San Francisco, CA)

Caliper Technologies (Palo Alto, CA)  Lab-on-a-chip microfluidic technologies
Microfluidics for clinical diagnostic applications

Cepheid (San Jose, CA)

=

Gene Logic (Gaithersburg, MD) READS microarray technology for expression profiles

Hewlett Packard (Palo Alto, CA) Array scanners
Hyseq (Sunnyvale, CA)

Sequence-by-hybridization chips for sequencing, «
p)

expression analysis, and diagnostics (BK per chi
Incyte Genomics (Palo Alto, CA) Gene expression microarrays, medium density standard-
ized andfor customized DNA chips (10K spots per chip

Micronics (Redmond, WA)
Millennium Pharmaceuticals

Microfluidics technology development
Exprassion analysis molecular arra
(Cambridge, MA) plasmon resonance array chips

nace

Molecular Dynamics (Sunnyvale, CA) Medium density chips; confacal scanhers

Mosaic Technologies (Boston, MA) Acryite polyacrylamide gel arrays

Orchid BioSciences (Princeton, NJ)  3-D microfluidic chip for genotyping and DNA synthesis

Mancgen (San Diego, CA)

Packard Instrument Co. (Meriden, CT)  Arrayer gel-based biochip for DNA diagnostics

ProtoGene (Palo Alto, CA)

Sarnoff (Princeton, NJ)
Sequenom (San Diego, CA)

Xenometrix (Boulder, CO)

Sources: Biovista (www.biovista.com); BioCentury.

Low density standardized and/or customized
DMNA chips (1K spots per chip)
Microfluidics technology development
Spectrochips for DNA diagnostics by mass spectrometry
Soane BioSciences (Hayward, CA) Multiplexed chip for DNA sequencing and fragment analysis «
Gene exprassion profiling by microarrays

Chips use electronically mediated hybridization to move
and concentrate DNA

-




Schematické znazornéni principu
mikrocCipovych/microarrayovych technologii

Bacterial
proteomics
= Detection of bactenia
- Seratyping of bactmria
- Detection of toxins
= Disgnostic marker
damc

- Disease differentietion

U oMY ’ !
» bacteral hyvale

- geram
i) ane protein / apot - focd
if) = 2,000 proteins / enr

1ii) pl. to nl scale

Figure 26.1. Schematic illustration of the protein microarray technology.



BioCipy zalozené na bakteriofagach
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Phage Bacteria

1) phage incubation

2) BSA incubation
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3) bacteria introduction




MikrocCip pro studium interakce virus-hostitel

Applications inviral ecology

Detection of viruses in samples
Detection of proviruses in cells

Ny cDNA \
~— e Virus-host assingments from infected cells
. Diversity and phylogenetic analyses
Nucleic Acids Comparative genomics
— Mutation frequency studies

Temporal evolution of viral assemblages
(Metaprotranscriptomics

-~ ; DNA-protein interactions
Y

>
©y -
_.S" ) .. Protein-protein interactions
o PEptldE Ii a ‘“M Protein-nucleic acid interactions
Q Protein-sugar interactions

Antibody-'other molecules’ interactions

Biomarker detection by using Antibodies
‘ y Functional properties
- - Proteogenomics
w
G""ﬁ Sugar-mediated virus-host interactions

Glycomics
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Multi-analytové mikrocCipy (arrays)

detekce a identifikace mnoha antigenu
v jediném stanoveni

2. fluorescence image
Array analysis

1. biochip
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Typical dimensions
chip size: 76 mm x 26 mm
dot diameter: 100 — 200 pm

pitch: 500 pm .
dot density: 400 dots/cm? evaluation of
numerical values
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Aplikace mikroCipu pro studium vztahu virus-

Virus-host system/samples analyzed

Bacteriophage T4 and E. coli®

Viruses infecting hyperthemophilic Archaea
Dehalococcoides-containing microbial consortium
GTAs® and Rhodobacter capsulatus
Coccolithoviruses and Emiliania huxleyi
Cyanophages and Prochlorococcus

Cyanophages and Synechoct

Feces of new borns

Archaea-dominated acidic hot spring samples

Candidatus Accumulibacter phosphatis- enriched sludge
Hypersaling sample

Archasa-dominated hypersaline samples

Gut bacteriop

hostitel

Issue addressed

Virus/host gene expression during infection

Characterization of prophages in prokaryotic genomes

Encapsulation of GTAs

Viral diversity and gene expression during infection
Phage and host transcriptorne dynamics
Comparative phage genomics
Diversity and dynam viral assemblag
Identification of CRISPRs
Phage expression and dynamics
Expression of the viral assemblar

Identification of viral-hosts pairs

Interactions between bacteriophages and gut mucus

s within the viral metagenome

References




Aplikace mikroCipu
pro detekci
biomarkeru infekce
V Séru pacienta

Reverse Phase Array
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MikrocCip pro detekci protilatek proti
mnohocetnym patogenum v lidském séru

Infieg tiows Disease Antigons
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MikrocCip (tzv. multiplex microarray) pro detekci
mnohocetnych patogenu v liském séru)

1. Hybridization of panelPlus™ labeled biomarkers 2. Incubation of the first sample

+

-

On the surface of an optical sensor,
individual diffraction spots are address-
ed with a unigue aligonucleatide linker.

3. Amplification (eg.anti-human antibodies 4.Regeneration to the original sensor surface

conjugated to gold nanoparticles)
1ief .
12 :

Sample 2 positive for
blomarker 3
date Tt

Sample 1 positive for
bigmarker 2

5. Repeat steps 1 to 4 with another sample




Mikrofluidni (prdtocné) senzory/mikrocipy

different proteins
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Priitokova injekcni analyza (FIA)

- nastrik vzorku do toku nosného média a jeho definované naredéni — disperze

- disperzni faktor (D) dan pomérem puvodni koncentrace vzorku a maxima
koncentrace v zoné vzorku prochdzejici detektorem, D = C,/C,. .,

- FIA je tvorena pumpou P, vedenim pro nosné médium C (carrier) a pomocnym
reagentem (R, referencni)

- po nastriku vzorku (S, sample) pomoci injekéniho ventilu V se obé vétve spoiji,
smichaji v michaci smycce MC (mixing coil) a nakonec prochazi detektorem D do
pripadného odpadu W (waste)

- vedeni kapaliny: hadicky (vnitfni prdmér 0.5 az 1 mm), polypropylen, teflon, PVC,
silikonova guma

- pumpa: peristaltickd, tvorena krokovym motorem, ten otaci diskem, ktery ma Ina
obvodu nékolik otoc¢nych valeckl roler(, které tla¢i na pruznou hadicku, a tak
vytlacuji kapalinu

- ventily: pro nastrik vzorku

- detektor: klasicky (chemicky, fotoemtricky, fluorometricky i elektrochemicky,
nebo je detektorem pfimo biosenzor (biokatalyticky, afinitni...)

- poloha detektoru vzhledem k proudicicmu médiu: (A) detektor pralelné s tokem
média, (B) v usti trubi¢ky — pro elektrochem. detekci, (C) kaskadové, (D) wall-jet
cela

- signal je bud maximum nebo plocha piku odpovidajici zoné vzorku proslé
detektorem.



Single-line

zone sampling

Splitted flow

bioreaktor

P splitted flow

zpozdeéni v bioreaktoru

Splitted flow s predstavénym bioreaktorem:
rozdéleni vzorku na dvé linie, jedna projde
bioreaktorem. Pred vstupem do detektoru se obé
vétve spoji, na zdznamu jsou dvé maxima.
Stanoveni 2 reagentl vedle sebe: sachardza a
glukdza ve vzorku: detektor je biosenzor s
imobilizovanou glukosa oxidasou, v bioreaktoru je
imobilizovana invertaza s mutarotazou. Prvni pik je
volna glukdza, druhy pak navic glukdza vznikla v
reaktoru ze sachardzy.



Zaver
*zjednoduseni prace spojene s analytickymi metodami
*zrychleni analyzy

ezpristupneni analyzy v provozech a oblastech mimo
vyzkum (napr. pacient, jatka)

eprenosne systemy, moznost analyzy v terenu
rychla detekce mnoha analytu v jediném stanoveni
*minimalni nebo zadné zpracovani vzorku pred analyzou

*Studium kinetiky afinitnich interakci



