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APTES
BAW
FIA
FPW
GA
GOPS
QCM
QD
SAW
SH-APM
SIA
PMMA
POD

PP

Seznam zkratek

3-aminopropyldimetylethoxysilan

3-aminopropyltriethoxysilan

bulk acoustic wave — pfimy objemovy stiih

flow injection analysis — prutokova injek¢ni analyza

flexural plate wave — prohybova vina desti¢ky

glutaraldehyd

3-glycidoxypropyltriethoxysilan

quartz crystal microbalance — mikrovazky z kiemenného krystalu
qguantum dot — kvantova te¢ka

surface acoustic wave — povrchova akusticka vina

shear horizontal acoustic plate Mode — stfihova horizontalni vibracem
sequential injection analysis — sekvenéni injekéni analyza
polymetyl metakrylat

peroxidasa

polypropylén
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I. Teoreticka ¢ast

1 Biosensory

Biosensory (1; 2) jsou analytické pfistroje, které poskytuji kvalitativni nebo kvantitativni
vysledky. Obecné vznikaji spojenim dvou slozek. Biologicka slozka je citliva na jeden kon-
krétni nebo na celou skupinu analytii. Druhou slozkou je fyzikalné-chemicky pfevodnik, po-
moci n¢hoz je biologicky signal pievadén na vhodny analyticky signal (napi. elektricky).

Biologicka slozka (biorekogni¢ni) je s pfevodnikem v tésném kontaktu, nebo je pfimo inte-

grovana.
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Obr. 1: Schematické znazornéni biosensoru

Biologickou slozku mtizeme dale d¢lit:
% Biokatalyticka — (enzymy, organely, buriky, tkan¢, mikroorganismy) — analyt
zpravidla vystupuje jako substrat enzymové reakce a je chemicky preménovan
¢ Bioafinitni — (protilatky, nukleové kyseliny, receptory) — spole¢né s analytem
vytvafi afinitni komplex
Fyzikalng-chemické prevodniky miZzeme délit hned do nékolika skupin:
% Elektrochemické (potenciometrie, amperometrie, konduktometrie, voltametrie)
¢ Optické (fotometrie, fluorimetrie, luminometrie, nelinearni optika)
s Piezoelektrické a akustické
s Kalorimetrické
Biosensory mohou byt vysoce selektivni, coz je jejich prednost oproti jinym analytickym
metodam. Diky snadné obsluze, mnohdy velmi rychlé analyze, nenaro¢nosti na specialni
chemikalie a relativné levnému ptistrojovému vybaveni nachazeji stale $irSi uplatnéni. Dalsi
vyhodou je moZnost miniaturizace.
Jelikoz je cilem prace studium biointerakci vyuzivajici piezoelektrické a optické systémy

meéfeni, budou oba podrobnéji popsany v nize uvedenych odstavcich.



1.1 Afinitni sensory

Podstatou bioafinitnich sensort (1; 3; 4) je tvorba specifického komplexu imobilizované bi-
omolekuly a strukturné komplementarniho analytu. To je dobie vidét na ptikladu antigenu a
protilatky za vzniku imunokomplexu. Podle pouzitého pfevodniku a interagujicich biomole-
kul existuje cela fada typu afinitnich sensorti. Pfevodniky spadaji do oblasti optickych, elek-
trochemickych a piezoelektrickych zatizeni.

Obecny pohled rozliSuje afinitni sensory na pfimé a nepiimé. Pfimé sensory jsou velmi
atraktivni a poskytuji zpravidla pfesnéjsi studium vzniku biokomplexu nez sensory nepiimé -
ptiblizujeme se pfirozenym podminkdm tvorby komplexu. U nepfimych sensord se totiz je-
den ze sledovaného paru oznaci napt. vhodnym fluoroforem nebo enzymem a ptevodnik
zprosttedkovava informaci o vazbé znacky na svém povrchu. Diky tomuto znaceni muze
dojit ke zméné konformace biomolekuly a ovlivnéni afinity.

Limitujicim faktorem pro afinitni sensory je pocet vazebnych mist vdzanych na sensor,
proto existuje rozmanitd fada imobilizacnich technik a podle postupu méteni je dilezité zvo-
lit vhodnou techniku.

Jako ptiklad jsou uvedeny sensory z oblasti optickych a piezoelektrickych sensort, kte-
rych se dotyka tato prace (podtrzené jsou metody pouzité v této praci) — vycet neni kone¢ny a

existuje cela fada afinitnich sensorti zaloZzenych na jinych pfevodnicich (4).

Tabulka 1: Piehled afinitnich interakci a nékterych afinitnich sensori a jejich metod méieni

Typy afinitnich interakci — reakce mezi: PZ/ pr;ee\;gjzlk Optljkag:g;:dnlk
antigen x protilatka SAW / pfima FRET! / pfima
hormon x receptor QCM / ptima blo/chemlluTln!scence

/_nepfima
léciva x receptor TIRF? / piimé
enzym kofaktor x substrat / inhibitor SPR® / ptima
receptor x mikroorganismus / buitka IOGC* / piima

nukleova kyselina x vazebna bilkovina

komplementarni fetézec nukleové kyseliny

Kinetika afinitnich reakci je dana asocia¢ni a disocia¢ni konstantou, Této problematice je

vénovana Kapitola 3.

! FRET - Fluorescence energy transfer

2 TIRF — Total internal reflection fluorescence
3 SPR — Surface plasmon resonance

4 10GC — Integrated optical grating coupler




2 Piezoelektricky biosensor

2.1 Piezoelektricky jev

Roku 1880 byl pii krystalografickych studiich objeven tzv. piezoelektricky jev (5; 6)
(z feckého melw = piezein — stlacuji). Vychazi z poznatku, Ze pokud na krystaly ptisobime
mechanickou silou (tahem, tlakem, ohybem nebo krutem), dochazi na takto namahanych plo-
chach ke vzniku naboje a tedy ke vzniku elektrického napéti. Toto napéti byva tadove
1077V /Pa (7). Bratii Pierre a Paul Jacques Curie (Francie) tento jev objevili a poprvé pozo-
rovali u krystali turmalinu, kiemene, topazu, titinového cukru a Seignettovy (Rochellovy)
soli. O rok pozd¢ji byl G. Lippmannem (6) matematicky odvozen a bratry Curie téz potvrzen
jev opaény (vnéjsi elektrické pole vyvolalo deformaci zkoumaného krystalu).

Piezoelektricky jev vykazuji jen krystaly, jejichz elementarni buiiky postradaji stfed sy-
metrie (7). K vyrobé piezokrystali se pouZzivaji materialy, obsahujici kladné i zaporné ionty
Vv krystalové mftiZce, které se vybrousi (resp. vyfiznou) pod urcitym uhlem tak, aby jedna
plocha nesla kladné a druha plocha zaporné naboje (5). Vybrus se tak stane zdrojem elektro-
statického pole o urcité intenzité, ktera je dana plosnou povrchovou hustotou naboji a vzda-
lenosti naboji uvniti krystalu. Mechanicka deformace krystalu pak deformuje i molekuly
generuje vznik pfislusnych stejné velkych nabojl. Elektronovy obal je deformovan a elektro-
ny se posouvaji ve sméru sily, ktera na né pusobi - obvykle je tato sila kolma na optickou i
elektrickou osu krystalu (5). Vhodnou analogii tohoto jevu nalézame pti nabijeni kondenzato-

ru. Opacny jev pak pusobi deformaci molekul a de facto deformaci celého krystalu (nebo

FH+t+++r++++

[1101 | 5 W

Obr. 2: Opaény piezoelektricky jev na ki‘emenné desti¢ce

povrchovych vrstev) po zavedeni vnéjSiho elektrického pole.

Elektrody




2.2 Piezoelektrické materialy

Materialy pouzivané pro vyrobu sensorti maji piirodni nebo umély ptivod.

Ptirodni materidly jsou zpravidla monokrystalické a jsou zastoupeny jiz vySe jmenova-
nymi mineraly, z nichZ nejvétsi uplatnéni nasel kiemen (nicméné i ten je ve velké mife vyra-
bén synteticky). Umél¢ materidly jsou zastoupeny piezoelektrickou keramikou a organickymi
polymery.

Keramické materialy (8) se navenek jevi jako nepiezoelektrické, ale stavaji se piezoelek-
trickymi pouze po polarizaci elektrickym polem (9). Obvykle se jedna o tzv. tuhé roztoky a
jsou zastoupeny témito slouc¢eninami: BaTiOs; PbZrOs; PbTiOz; a zejména v primyslu pou-
zivanymi PZT keramikami (0dvozeno z latinskych nazvi prvki) tvofenymi binarni soustavou
PbZrOs - PbTiOs (10). Piezoelektricka keramika naléza uplatnéni pii vyrobé zapalovaét, ge-
neratort ultrazvuku a v sensorové technice napt. pro konstrukci snimaci tlaku.

Organické (piezoelektrické) polymery, téz ,,polarni polymery*, se v sensorové technice
(zejména primyslové) pouzivaji ve tvaru tenkych filmt. Technologie vyroby byva slozita.
Jsou zastoupeny PVC (polyvinylchlorid); PVF (polyvinylfluorid), PVF2 (diflourpolyetylen).

Pro potieby biosensort je vyznamny zejména PVDF (polyvinyliden fluorid).

2.3 Krystalové vybrusy a jejich kmity

Zakladem pro vyrobu piezosensoru je tenky fez, tzv. krystalovy vybrus. Nejpouzivanéjsim
materidlem je kfemen v jeho klencové o modifikaci. Vyhodou tohoto pouziti je jeho neroz-
pustnost ve vodé — srovname-li se Seignetovou soli, ktera je zna¢né hygroskopicka — a také
odolnost viici teplotnim zménam — pii 579 °C piechazi do Sestere¢né soustavy na 3 modifi-
kaci a ztraci piezoelektrické vlastnosti (7; 11; 12).

Z kifemenného krystalu miZzeme vyrobit n€kolik typt krystalovych vybrust, které maji
specifické vlastnosti (podle typu fezu a tlouStky mizeme definovat rezonan¢ni frekvenci).
Jako piezoelektrické detektory jsou nejvice rozsifené vybrusy AT a BT (Obr. 3), pficemz
rezonanc¢ni frekvence AT fezu je tepelné stala v rozmezi 10-50°C. Jeho teplotni koeficient je

1 ppm/°C (11).
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Obr. 3: Idealni tvar pravoto¢ivého monokrystalu (o modifikace ki‘emene), roviny vybrusi

Obr. 4 znazorfiuje zakladni typy oscilaci:

BAW — Bulk Acoustic Wave (ptimy objemovy stiih) = QCM — Quartz Crystal Microbalance
SAW - Surface Acoustic Wave (povrchova akusticka vina)
FPW — Flexural Plate Wave (prohybova vina) = (Lambova vlna)

SH-APM — Shear Horizontal Acoustic Plate Mode (stfihova horizontalni vibrace)
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Obr. 4: Kmity krystalovych vybrusia (8ipky ukazuji smér pohybu) (1)

QCM je diky Sirokému pouziti v elektrotechnice snadno dostupny a levny. Méfeni
S timto sensorem je snadné, ale citlivost je o jeden az dva fady horsi nez u ostatnich. Ty vy-

zaduji naro¢négj$i instrumentaci a nejsou zdaleka tak rozsifené.



2.4 Piezosensor jako chemické mikrovahy

Hmotnostni sensory jsou konstruovany z piezoelektrickych materiala, na jejichz povrchu se
nachazi citliva vrstva schopna interakce s analytem. Ta pak vyvold zménu rezonan¢ni frek-
vence materialu, kterou detekujeme. V sensorové praxi se setkame se dvéma typy hmotnost-
nich sensori: BAW téz oznacované QCM - kiemenné mikrovahy; a druhym typem SAW.

SAW sensory vyuzivaji povrchové akustické viny (Rayleighova povrchova vina), ktera
je generovana stiidavym napétim vysoké frekvence dvojici hiebenovych elektrod. Vina se
$ifi po vhodné modifikovaném selektivné reagujicim povrchu, a je dalsi dvojici elektrod opé-
tovn¢ prevadeéna na elektrické napéti. Ob¢ dvojice se nachazi na téze stran¢ piezoelektrického
materialu. Analyt adsorbovany na povrchu, nebo absorbovany ve vhodném absorbentu imo-
bilizovaném na povrchu, vyvola zménu rezonanéni frekvence (Af) — podobné jako v piipadé
BAW. Tato zména je pfimo imérna ¢tverci rezonancéni frekvence a plosné hmotnosti citlivé
vrstvy. Povrchovou vinu Ize budit v tenkych filmech piezoelektrika, coz oproti BAW umoz-
nuje pouzit pracovni frekvenci od 10 MHz az do fadové jednotek GHz. Lze dosdhnout de-
tekénich limitd 10°-10"1% g/cm?, coz reprezentuje napt. koncentrace 100 ppb SO ve vzduchu.
(13; 14)

piezoelektricky chem. citliva

vybrus vrstva
w0 o I/ / w0
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MHz. GHz elektrody
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Obr. 5: (A) Schéma Rayleighovy povrchové viny (B) princip SAW sensort
a — vznik povrchové viny v misté vysilacich elektrod, b — ovlivnéni povrchové viny chemicky citlivou vrst-
vou v pritomnosti analytu, ¢ — generace vystupni frekvence na misté prijimacich elektrod (14)

QCM je oznaceni pro citlivé zafizeni, které v kratkém casovém horizontu, dokaze méfit
1 velmi malé hmotnostni zmény. Citlivost je pfiblizné¢ 100x vétsi neZ u elektronickych vah

presnosti 0,1 mg. Vysoka citlivost a snadna dostupnost tohoto zatizeni piedurcuje jeho pouzi-

ti v mnoha oblastech (15).
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Obr. 6: BéZny typ sensoru se dvéma elektrodami a zvyraznénym kmitanim (12)

QCM je nejdéle vyuzivany systém pro konstrukci biosensort tohoto typu. Podstatou
QCM sensoru je tenky fez (destiCka) monokrystalického kiemene, vyfezany pod piesnym
uhlem (AT fez). Po obou jeho stranach je opatien Au, Ag nebo Pt elektrodami (nejcastéji me-
todou napateni). Desticka je soucasti oscilaéniho obvodu. Po pfivedeni stfidavého napéti
(frekvence blizka rezonanéni frekvenci krystalu) se za¢ne stiidavé deformovat a tim zptsobi
vibra¢ni pohyb krystalu a vznik stojatého vinéni o téméf neménné frekvenci — rezonanéni

frekvence (fy).

Obr. 7: Ukazka typi piezosensori (16)

Na obé plochy vhodné aktivovanych (viz kapitoly nize) elektrod se imobilizuje jeden
¢len interagujiciho paru. Druhy ¢len - analyt - ptitomny ve vzorku pak specifickou vazbou
vyvold zménu hmotnosti a pokles frekvence oscilaci. G. Sauerbrey (1959) vyjadiil zavislost
(17) mezi zménou frekvence a hmotnosti timto uvedenym vztahem:

_ —2fgam




kde: Af [Hz] je zména frekvence; f, [MHz] je zékladni frekvence oscilatoru; Am [g] je
zména hmotnosti na povrchu krystalu; A [cm?] je plocha citlivé vrstvy; pq [2.648 g - cm?] je
hustota kiemenné desticky; pg [2.947 x 10" g - cm™2] modul pruznosti desti¢ky ve smyku

Dosadime-li do rovnice (1) konkrétni Ciselné udaje, dostavame upraveny vztah

(2):
2
Af = —2,26-106 f(’% @)

Z rovnice plyne, ze ¢im vétsi je (f) tim mensi zména (Am) se projevi na zméné frekven-
ce (Af). Z toho duvodu se pouzivaji fezy o zakladni frekvenci v rozmezi 1-20 MHz, pficemz
nejpouzivanéjsi jsou spiSe v rozmezi 5-15 MHz. Napt. u krystalu o frekvenci 10 MHz je m¢-
fitelna zména frekvence 0,1 Hz zpiisobena zménou hmotnosti odpovidajici 10™° g/cm? (17;
14).

Rezonan¢ni frekvence (f,) je dana jednak fyzikalnimi vlastnostmi kifemene (fez, hustota,
modul pruznosti ve smyku), a jednak také tloustkou desticky (¢im tenci, tim je fo vys$si). Béz-
né frekvence pro tento typ fezu se pohybuji v rozmezi 5-20 MHz. Pro vyssi frekvence jsou
desticky pfili$ tenké a lamou se.

Shora uvedené tvary ovSem plati jen pro méfeni v plynné fazi. Zména rezonanéni frek-
vence je v tomto piipadé vyvolana jen zménou hmotnosti systému. Timto zpusobem byly
provadény prvni analyzy.

Meéfeni v kapalném prostiedi bylo mozné az od pocatku 80. let minulého stoleti. Tedy az

poté, kdy se ukazalo, Ze rezonan¢ni frekvence f, je zavisla na hustoté p; a viskozité n; kapa-

liny (18):
_ 3 NMLPL
Af = / i — ©)

2.5 VIiv teploty

Jak jiz bylo uvedeno, je rezonan¢ni frekvence (f,) dana nejen tloustkou desticky, ale i fyzi-
kalnimi vlastnostmi kifemene (fez, hustota, modul pruznosti ve smyku), které jsou ovlivnény
zmeénou teploty. Také bylo uvedeno, Ze vysoka stalost rezonan¢ni frekvence AT fezu je
v rozmezi 10-50°C (11). Ovlivnéni frekvence o 1 Hz je podminéno zménou teploty o 1°C —

tedy efekt téméf zanedbatelny (19). Zménu frekvence vlivem teplotnich zmén pii béznych



laboratornich teplotach miizeme zcela zanedbat jen pti méfeni ve vzduchu nebo ve vakuu. Pfi
meéteni v kapalné fazi je vliv teploty mnohem vyssi (napf. vliv na zménu viskozity) a pii del-

Sich méfenich by teplota mé¢la byt monitorovana s presnosti na 0,1°C (19).

2.6 Metody méreni (1)

+ Aktivni metoda

Piezokrystal je soucasti Sirokopasmového oscilacniho obvodu, jehoz rezonanc¢ni frek-
vence se fidi vlastnostmi krystalu. Aktudlni frekvenci udava ¢itac s rozliSenim 0,1-1 Hz pfi
zakladni frekvenci 10-20 MHz. Citlivost se pohybuje kolem 3 ng/Hz a mez detekce kolem 10
ng/cm?.

Logické hradla nachézeji uplatnéni v oscilacnich obvodech nejjednodussiho usporadani.
Jiné oscila¢ni obvody pak vyuzivaji operacni zesilovace.

Hmotnostni sensory tohoto typu vynikaji jednoduchosti a nizkou

cenou. Nevyhodou je principialni neodliSitelnost hmotnostnich zmén l

od viskozitnich.

+* Pasivni metoda

[

I
A

—

Na piezokrystal se zvenci piivadi stfidavé napéti o zndmé pro- Co

meénné frekvenci a v okoli rezonance se promé&fi impedan¢ni charak-

teristika - zavislost velikosti |Z| a fazového thlu 0 na frekvenci. Po- R

stup vyzaduje nékladné zafizeni, ale vyhodou je odliSeni hmotnost-
nich a viskozitnich zmén.
Odezva piezokrystalu je zpracovana pomoci ndhradniho elektro-

nického schématu (Obr. 8) tvofeného nahradnimi soucastkami. Obr. 8: Nahradni el.
schéma

2.7 MeéFici pristupy
% Méieni v plynné fazi

Tento pristup je star$i a je zaroven nejjednodussi co do realizace a teorie interpretace
odezev. Prvni praktické pouziti je datovano do roku 1964, kdy King pouzil QCM detekci pro

analyzu uhlovodikti v plynové chromatografii (17).



Metodicky se vychazi z postupu, pii kterém se vhodné modifikovany krystal inkubuje s
plynnym vzorkem, analyt se specificky adsorbuje na povrchu a vyvold zvySeni hmotnosti
krystalu, coz se projevi zménou frekvence. Postup je zavisly na teplot¢ a relativni vlhkosti.

Vyvoj této oblasti je soustiedén zejména na vhodné biospecifické vrstvy a jejich postupy
imobilizace — cilem je dosaZeni vysoce citlivych biosensord pro nejriznéjsi pouziti.

Sensor Ize pouzit i tak, ze se inkubuje v kapalném vzorku s analytem, néasleduje osuseni
a méfeni v plynné fazi — nevyhodou miize byt reprodukovatelné suseni a ¢as k tomu potieb-
ny, vyhodou naopak vysoka citlivost takového zatizeni.

Pouziti nachazi v analyzach atmosféry a jejich soucasti — kontrola environmentalniho
znecisténi. Nevyhodou je jistd nelinearita odezvy. Obecné se pro plyny dosahuje detekénich
limith v rozmezi 1-10 ppm. Ptiklady vhodnych sorbentli a stanovovanych plynl jsou uvede-

ny nize (Tabulka 2).

Tabulka 2: Priklady stanoveni plyni pomoci SAW a QCM; pouZité sorbenty a hodnoty nékterych LOD

Plyn (pdra) Citliva vrstva Limit detekce (LOD)
H: Pd 50 ppm

NHs Pt <0,5%

NH3 Sorbova kys. s AgQNO3

NO2 Pb-ftalocyanin 0,5 ppm

HS WOs3 <10 ppm

SO triethanolamin 10 ppb

H20 polyimid 1,1 kHz/% rel. vlhkosti
H.0 LiCl v Zelatiné

toluen carbowax550

organofosfdty fluoropolyol 0,03 ppm

s Méieni v kapalné fazi

S 24

vV uvahu vliv kapaliny na tlumeni vibraci. Ukazalo se, Ze oscilace krystalového vybrusu je
ovlivnéna jen tenkou vrstvou kapaliny pii povrchu krystalu. Svou roli zde hraje viskozita a
hustota kapaliny. VyfeSeni tohoto problému umoznilo piezosensorové méteni v kapalinach,
talovy vybrus tésné uzavien v prutocné cele, kterou kontinualné proudi pracovni roztoky rea-
gencii a vzorky. Nevyhodou je nerozliSitelnost viskozitnich zmén od zmén hmotnostnich, ale
chybu lze odstranit vhodnou kalibraci. Nespornou vyhodou je ekonomicky 1 ¢asové nenaroc-

ny zpisob sledovani molekulovych interakci v redlném case.
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¢ Multikomponentni analyza

Piezokrystaly nachézeji uplatnéni 1 v multikomponentni analyze, napt. pii konstrukci
elektronickych nosu (v angli¢ting téz pojem artificial olfactory systems). Vyuziva se senso-
rové pole rizné modifikovanych QCM citlivych pro rizné analyty. Vysledné soubory signalt
a dat pak vytvati jakési knihovny (,,otisky prsti*), na jejichz zaklad¢ je mozno identifikovat

komponenty vychozi smési analytu.

2.8 Komer¢né dostupné sensory

Na trhu je n€kolik komeréné dostupnych QCM systému, jednim z nich je zatizeni ANTQ300
(ANT Technology Co.; Taiwan), které pracuje s vysoce selektivnim QCM sensorem ve FIA
usporadani. Dal§im piistrojem je NAPiCOS (Nihon Dempa Kogyo; Japan), které je pouzitel-
né pro klinické, imunologické, potravinatské i environmentalni testovani — ptistroj byl pred-
staven v fijnu 2008 na vystavé CEATEC JAPAN 2008.
Nasleduje vycet n€kolika zafizeni pouzitelnych v oblasti biosensord i mimo ni, ktera jsou

komeréné dostupnd, nebo jsou pouzivana k vyzkumnym tceliim.

Q-Sense E1 a Q-Sense E4 (Q-Sense; Svédsko)

QCM-3 (QCM lab; Svédsko)

QCM-Z500 Multifrequency QCM with Impedance Monitoring (KSV Instruments; Finsko)

Attana 200; Attana A100 a A100 C-Fast System (Attana AB; Svédsko)

EQCN-700 a EQCN-900 Electrochemical Quartz Crystal Nanobalances (Elchema; USA)

PZ-105 gas phase detektor; PZ-1000 immunobiosensor (Universal Sensors, Inc.; USA)

QCM100 a QCM200 (Stanford Research Systems, Inc.; USA)

QCMagic (ElbaTech; Italie)

QCA-917 quartz crystal analyser (EG&G Princeton Applied Research, USA)

PM-700 series (Maxtek, USA)

Mark series thermoelectricpiezoelectric detektor; Mark series cryogenic quartz crystal

microbalances (QCM Research; USA)

GasLab 21; LiquiLab 21; QMBLab (Institute for automation and communication; N¢-

mecko)

EMMA Multigas (Gambro Engstrom AB; Svédsko)

Zajimavé je zafizeni EMMA (Engstrom Multigas Monitor for Anaesthesia), které je od

80. let pouzivano ke klinickému monitorovani vydechovanych anestetik na bazi halogenova-
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nych uhlovodikii. Anestetikum je vedeno pies dva piezokrystaly — jeden s aktivovanym povr-

chem, druhy holy slouzi jako reference.

3 Kinetika afinitnich reakei (20)

Rada biochemickych oblasti se neobejde bez kvantitativni charakterizace afinitnich interakci.
Obecné jsou metody studia afinity zalozeny na dosazeni rovnovazného stavu po smiseni stu-
dovanych interagujicich latek a nasledné separaci jednotlivych komponent.

K tomuto studiu se pouziva specifické znaceni — izotopové, fluorescen¢ni nebo enzymo-
vé. Ziskané udaje vSak neposkytuji ,,pravy kineticky charakter reakci, nevyhodou je Castd
ztrata nativnich vlastnosti zkoumanych biomolekul.

Pro urceni pfesnych udajii o interakci studovanych ¢lend je vhodné tento déj sledovat
piimo. A k tomuto ucelu je vyhodné pouziti fady biosensora véetné piezoelektrickych. Prin-
cipem méfeni je interakce afinitniho paru — jeden ¢len je imobilizovan na povrchu biosensoru
a druhy volny ¢len se nachazi v roztoku. Vznikla interakce vyvola tvorbu afinitniho kom-
plexu v citlivé oblasti a tim zménu fyzikalné-chemickych vlastnosti biosensoru, zaroven po-

skytuje analyticky signal a v redlném ¢ase pifimou informaci o interakei.

> Sledovani asociace a disociace molekul

Metoda je zaloZena na jednoduchém principu. Na povrchu biosensoru je imobilizovan R
— receptor a na n&j se vaze vazebny partner L — ligand, ktery je volny v roztoku a pfi pouziti
pratocného usporadani se jeho koncentrace téméf neméni. V pribéhu interakce vznika kom-
plex RL, ktery mizeme charakterizovat kinetickymi rychlostnimi konstantami — asocia¢ni

(k,) a disociaéni (ky). Rychlost tvorby komplexu je dana nasledujici rovnici:

d[RL]
) = ko[RI[L] — kq[RL] @
Po ustaveni rovnovahy (% = 0) jsou koncentrace vSech forem dany rovnovaznymi

konstantami (K,) a (K;) pro néz plati:

12



Ka = R = ¥a
1
Ky = A (5)

Mnozstvi vznikajiciho komplexu RL je umérné méfenému signalu. U piezosensoru je
zména hmotnosti komplexu RL sledovana v redlném case jako zména rezonancni frekvence
krystalového vybrusu. Méfeni je zpravidla provadéno v pritoéném systému, kdy je vhodné
modifikovany sensor umistén v prito¢né cele a je zajistén staly tok pracovniho pufru a pravi-
delné davkovani vzork.

Mg¢ftici postup je nasledujici: ustavi se zakladni linie pfi pratoku pracovniho pufru celou
a nasledné¢ se aplikuje zéna vzorku, diky interakci obou ¢lenti dojde ke zvySeni hmotnosti
sensoru a poklesu rezonanéni frekvence. Po ustaleni (ne Giplném) frekvence se do cely asi po
10 minutach opét aplikuje pracovni pufr. Tim dojde k disociaci komplexu a v idealnim pfipa-
d¢ ke zméné frekvence az na ptivodni hodnotu v zékladni linii.

Z experimentalnich kiivek (asociacnich a disociacnich) Ize vypocitat kinetické konstanty
pro studovany afinitni par. Podle tvaru kiivek se voli typ vypoctu kinetickych konstant,
ovSem ne vzdy je mozno vypocitat vSechny parametry.

Analyza kiivek je nasledujici: Zakladni linii je pfifazena nulova hodnota (Y), pfi¢emz
vazebna kapacita sensoru je imeérna celkové zmeéné signalu po obsazeni v§ech molekul recep-
toru na povrchu sensoru ligandem (Y,,4)- V prabéhu vazby je zbyvajici mnozstvi volného
mista umérné rozdilu (Yp,q — Y), kde (V) je aktudlni hodnota signalu. Mnozstvi vazaného

ligandu je pfimo umérné Y. Rovnici (4) lze psat ve tvaru:

ay

ac kaC(Ymax -Y) - kqsY (6)
Upravou lze psat:

vy

E - kacymax - Y(kac + kd) (7)

» Nelinearni regrese

K uréeni kinetickych parametrti z experimentalnich zavislosti (Y) na ¢ase (t) lze pouzit
dva odlisné postupy, linearizaci transformaci nebo nelinearni regresi. Exaktnéj$i metodou
Zobou jmenovanych je nelinearni regrese. Postup pro urceni kinetickych konstant
Z experimentalng naméfenych udaji vede ptes integraci rovnice dYdt= Kk,CY nax —
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Y(k,c+ k,;) (7) podle ¢asu. Integrace vede k vyrazu popisujicimu zavislost

velikosti signalu (Y) na ¢ase (t):

Y = kacYmax{l—exp[—(kqc+kg)t]}
kqac+kg

(8)

Jediny experiment tak umoZni ziskat pozadované kinetické konstanty. Zavedenim (Y,,) —
tedy velikosti signalu pfi dosazeni rovnovazného stavu (i kdyz se redlné€ pii métfeni obvykle

az tak dlouho nepokracuje), 1ze cely vypocet zjednodusit:

Y. = kaCYmax _ CYmax _ KaCYmax (9)
€d  kac+kg c+Kp c+Ky4

Kombinaci rovnic (8) a (9) ziskame rovnici:

Y = qu{l — exp[—(kqc + kg)t]} (10)

Tento vztah lze dale zjednodusit zavedenim substituce (k,ps = ko€ + kg).

Kinetické konstanty se pak urcuji vynesenim (k,ps) proti koncentraci volného vazebné-
ho partnera.

Velkym pozitivem metody je jeji univerzalnost, lze ji pouZit i v ptipadé, kde linearizace
selhava nebo neni principialné pouzitelna.

Metodu lze pouzit i pro odliSeni dvou soucasnych paralelnich d&jt (napft. specifické a ne-
specifické adsorpce). Také je mozné uvazovat vliv nestability zdkladni linie, pfipadné zmény

signalu vlivem pracovniho roztoku.

» Urceni disociacni konstanty

Matematické neptesnosti nedovoluji urceni disociacni konstanty ptimo z vysledkl asoci-
acni faze. Proto je vyhodné&jsi urcit disociacni konstantu nezavislou analyzou z disociacni
ktivky.

Komplex (RL) se pfi promyvani pracovnim roztokem rozpada a volny ligand (L) je vy-
myvan. Kineticky je stav popsan rovnici ~ (4) pficemz [L]=0 a vysledny vztah je roven
dY /dt = —k,Y. Piedstavuje-li signal (Y,) vychozi mnozstvi ligandu na povrchu sensoru je

vztah po integraci vyjadien rovnici:

Y =Y, exp(—k,4t) (12)
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Z experimentalni disocia¢ni kiivky lze parametry (k;) a (Y,) urcit nelinearni regresi nebo

jednoduchym logaritmovanim rovnice Chyba! Nenalezen zdroj odkazii.:

InY =1InY, — k4t (12)

4  Opticky biosensor

Opticky biosensor vznika spojenim nékolika ¢asti: za¢ina optickym zdrojem, pokracuje de-
tekéni slozkou (planarni svétlovod, optické vlakno) a koné¢i vhodnym fotodetektorem. Zati-
zeni méti zmény intenzity svétla, nebo zmény optickych vlastnosti biomaterialu. Principialné
nejjednodussi je méfeni absorbance, jiné piistupy vyuzivaji méfeni fluorescence nebo lumi-
niscence. Pro konstrukci biosensora se nejéastéji pouzivaji opticka vlakna, ale ¢asté jsou i
planarni svétlovodné systémy.

V nésledujici ¢asti bude blize specifikovana problematika optickych vldken a souviseji-
cich biosensor®.

Principy zékladnich optickych méficich technik jsou znidzornény na nasledujicim sché-

matu.

Zdroj svétla Roztok SEIE,EkC? Detekce qu [Rz60
vzorku vinové délky signalu

Obr. 9: Schéma mériciho uspoiadani pro absorbanci nebo
chemiluminiscenci (ta funguje bez zdroje svétla)

Roztok Selekce Zobrazeni
A Detek
vzorku E’> vinové délky stekce signélu

Zdroj svétla

Obr. 10: Schéma mé¥iciho usporadani pro fluorescenci

® Planarni svétlovody a jim piisluSejici biosensory jsou nad rdmec této prace, proto nejsou soucasti ani tohoto
teoretického uvodu.
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4.1 Optické vlakno

Technologie, ktera od roku 1966 doslova zpusobila revoluci v telekomunikacich, si nasla
uplatnéni i v sensorové technice. Optické vladkna (svétlovody) jsou vyuzita k méfeni na dlou-
hé vzdalenosti a diky flexibilit¢ a miniaturizaci umoznuji provadét méteni i v hiife ptistup-
ném prostiedi. Obecné jsou nejcastéji vyuzivana jen k pasivnimu vedeni svétla do citlivé
vrstvy, kde dochazi k absorpci, vyvolani emise fluorescencniho zaieni, nebo odrazu. Opticky
zménény paprsek je pak veden zpét do detektoru a to pomoci stejného, nebo jiného vldkna.
V detektoru je opticky signal pfeveden na signal elektricky a ten je vyhodnocovan. Nesporna
vyhoda v pouziti optickych vlaken je v prostiedi s elektromagnetickym rusenim. (13)

Optické vlakno je vodi¢ svétla slozeny ze dvou optickych materiald s riznym indexem
lomu, z nichz jeden tvofi tzv. jadro, druhy tzv. obal. Pfi vhodné kombinaci materialii dochazi
na rozhrani jadra a obalu k totdlnimu odrazu svétla s velmi malymi ztratami, a vlakno tak

muize vést svétlo na vzdalenost i stovek kilometru. (2)

______________________________

Jadro
Obr. 11: Numericka apertura a vedeni paprsku vlaknem
Numericka apertura (21) vyjadiuje maximalni uhel, pod jakym mohou dopadat svételné

paprsky do optického vldkna, aby jim byly Sifeny. Tato bezrozmérna charakteristika optické-

ho vlékna je dana vztahem:

NA = ngsiny, = /n? —n3 (13)

kde: n, index lomu okolniho prostfedi; n; index lomu jadra; n, index lomu plaste; y,
uhel vstupu [°]

Maximalni hodnota je 1,0 ale v praxi se pohybuje v rozmezi 0,1-0,5.
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4.2 MEérici postupy s optickymi vlakny

V praxi se pouzivaji dva zptsoby pouziti optickych vlaken:

e Primé ozafovani (extrinsic sensing) — k interakci svétla s analytem dochézi na konci
optického vldkna; chemicky citlivd vrstva lezi mimo vlakno; vldkno slouzi
k pasivnimu vedeni svétla.

e Nepiimé ozafovani (intrinsic sensing) — vlakno neslouzi jen jako pasivni vodi¢, ale
sleduji se chemické zmény v tésném okoli svétlovodu vyvolané zménou podminek
pro vedeni svétla uvnitf tohoto svétlovodu. Vyuziva se interference mezi dopadajicim
a odrazenym svételnym paprskem, dochézi ke vzniku elektro-magnetického stojatého
vinéni, které je kolmé k odrézejicimu povrchu a jehoz intenzita exponencialné klesa
se vzdalenosti od povrchu. Toto vinéni se nazyva tlumena (evanescent wave), zhasiva

¢i exponencidlni vina.

Ny<ny

Obr. 12: Totalni odraz a vznik exponencialni viny

Ptikladem nepfimého ozafovani je fluorescencni sensor pro stanoveni kysliku — na po-
vrch vlakna je v hydrogelu imobilizovan komplex tris(4,7-difenyl-1,10-
fenanthrolin)ruthenaty; v ptitomnosti kysliku dochazi ke zhaseni flourescence; jedno a totéz
vlakno tak nese budici zafeni od zdroje k mistu interakce a odtud dale vede zareni flou-
rescencni (14).

Pro fotometricky pfevodnik byl Opitzem a Liibbersem definovan vyraz ,,optoda® (n€kdy

téz optroda, analogicky elektrodam pouzivanym jako elektrochemické prevodniky (22).

4.3 Fluorescenéni detekce

Existuje tada optickych metod, které¢ jsou pouzivany ke studiu biomolekul. Fluorescencni

detekce je jednou z nich a jeji pfednosti je vysoka citlivost (vzhledem k absorbanci) a jedno-
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duchost provedeni. Obecné se pouziva jako tfadova spektrofotometrickd detekce, nebo jako
fluorescencni mikroskopicka detekce. Je zalozena na fyzikalné-chemickém d¢&ji, ktery je

oznacovan jako luminiscence — vyraz je spolecnym oznacenim pro fadu déju.

Luminiscence

Luminiscence je proces, pii kterém excitované molekuly ptechazeji do zakladniho stavu
za soucasného vyzareni energie - hlavné svételného zareni a jen minimalniho zanedbatelného
mnozstvi tepla (proto se luminiscence né¢kdy oznacuje jako studené svétélkovani). Excitova-
ny stav (stav o vyssi energii) vznika piijetim vymezeného mnozstvi (kvanta) energie. Tako-
vyto energeticky stav je nestabilni — velmi kratkd Zivotnost fddové ve zlomcich sekundy - a
ptrechazi zpét do stavu zakladniho za vyzateni energie. Podle druhu budici energie rozlisuje-
me nékolik typl luminiscence. Nejvice vyznamnou pro biochemii je pfeména chemické
energie ~ chemiluminiscence (bioluminiscence — specificky typ) a energie fotonu UV-VIS

zateni ~ fotoluminiscence (formalné délime do dvou kategorii: fluorescence; fosforescence).

Fluorescence

- Emise z excitovanych singletovych stavi

- Fluorescenci pozorujeme béhem buzeni a po jeho vypnuti rychle mizi
- Doba dohasinani® je fadové 1 — 10 nanosekund

- Pozn.: svétlo urazi za 1 ns 30 cm

Fosforescence

- Emise z excitovanych (zakazanych) tripletovych stavi

- Fosforescence ma mnohem del$i dobu dohasinani nez fluorescence
- Doba dohasinani fadové milisekundy aZ sekundy

- Pozn.: svétlo urazi za tu dobu 300 az 300000 km

6 Doba dohasinani - T ~ “lifetime* - je primérny &as, ktery uplyne od excitace po emisi
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Excitace Excitované singletové stavy

(Absorpce) 5 Energle
10"° sekund 37 i .
Y5, P vibraénich stavu
Vnitini " Vnitfni
konverze i N S konverze
a_ M o o — Zpozdéna
vibracni S, 2 —f————— fluorescence
relaxace 1
(101 1011 5) () e ———=5EXxcitovany
— tripletovy
—_—1 stav
Fluorescence ; : 0 (Tq)
(10° 107 s) Mezisystemovy 1
pfechod

Mezisystémovy

fechod Neradiaéni
p-'WW' pfechod
(Triplet)
Zhaseni
Py — L Fosforescence
— 3 _402
Neradiaéni g >—— (107 -10% )
- 0
prechod 11— '
D—

Zakladni stav

Obr. 13: Jablonského diagram — za¥ivé a nezafivé prechody

Stokesiiv zakon
,»VInova délka emitovaného svétla je vétsi nebo rovna vinové délce excitacniho svétla“
Aem Z Aex
Zmeéna je déna CasteCnou ztratou energie (tepla) pii piechodu z vysSich excitovanych

A4

elektronovych stavli do metastabilniho nejnizsiho excitovaného stavu

Stokesiiv posun a ziakon zrcadlové symetrie

Zrcadlova symetrie plati pro mnozstvi organickych latek a je dana stejnou relativni prav-
dépodobnosti absorpce a emise v odpovidajicich si vibra¢nich hladinach. Absorbujici i emitu-
jici molekuly se vétSinou nachdzeji v rovnovazném vibra¢nim stavu, vibraéni struktura za-
kladniho 1 excitovaného stavu je pfitom stejnd. Elektron absorbujici energii piechazi
Z rovnovazné vibracni hladiny stavu So na vyssi vibracni hladinu stavu Si, nasleduje rychla
vibracni relaxace na rovnovaznou vibrac¢ni hladinu excitovaného stavu S1 — teprve nyni na-
sleduje zativy prechod na vyssi vibracni hladinu stavu So a vibraéni relaxace na rovnovaznou

vibracni hladinu stavu So. Nésledkem toho vznika zrcadlova symetrie absorpéniho a emisniho
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fluorescen¢niho spektra. Prakticky disledek zrcadlové symetrie je zjisténi absorpcniho spek-
tra z fluorescen¢niho spektra i pfi velmi nizké koncentraci vzorku.

Emise ma vzdy mensi energii (vét$i A) nez je energie absorbovana (mensi A). Stokestv
posun pak vyjadiuje rozdil energii mezi maximem absorpéniho a maximem fluorescen¢niho

emisniho spektra - je to specificka charakteristika daného flouroforu.

?“Ex )“Em

520 nm 580 nm

Obr. 14: A) Stokestiv posun spojeny s vniti'ni konverzi energie; B) zrcadlova symetrie

Kvantovy vytézek

Kvantovy vytézek Q (@) je pomér poctu emitovanych a absorbovanych fotoni za sekun-
du. Udava Ucinnost, s jakou budici fotony vyvolavaji fluorescenci. Maximalni hodnota kvan-
tového vytézku je 1, skutecnd je zpravidla nizsi, protoze dochazi k nezativym prechodim

molekul z excitovaného stavu.

Tabulka 3: Kvantovy vytéZek nékterych fluorofori (23)

Flurofor Q [%0] Podminky Excitace [nm]

Cy3 4 PBS 540
Cy5 27 PBS 620
kresyl violet’ 53 MetOH 580
fluorescein 95 0,1M NaOH; 22°C 496
POPOP 97 Cyklohexan 300
chinin sulfat 58 0,1M H2S04; 22°C 350
rhodamin 101 100 EtOH 450
rhodamin 6G 95 H20 488
rhodamin B 31 H20 514
tryptofan 13 H20; 20°C 280

tyrosin 14 H20 275

POPOP = 1,4 — bis(5-fenyloxazol-2-yl)benzen

Nejvétsich kvantovych vytézkt dosahuji rodaminové fluorofory (~1,00) a fluorescein
(0,95). (23)
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Charakteristické je teplotni zhdSeni luminiscence, tj. sniZovani kvantového vytézku

s teplotou.

Absorpéni a emisni spektra — vliv prostiredi

Solvatace fluoreskujicich molekul je zpusobena elektrostatickymi interakcemi (dip6l-
dip6l; dipdl-indukovany dip6l) mezi molekulami fluoroforu a rozpoustédla. Dipdlovy mo-
ment se méni v zavislosti na zdkladnim nebo excitovaném stavu molekuly, vlivem riiznosti
solvatace pak dochazi ke zménam optickych spekter. Relaxace molekuly je delsi nez rychlost
elektronového prechodu, obvykle vSak kratSi nez doba zivota excitovaného stavu. Teprve po
dosazeni rovnovazného stavu dochazi k emisi. Energie emitované¢ho fluorescencniho zareni
je mensi, nez odpovida cCistému elektronovému prechodu. To nastdva v disledku spotieby
energie pii relaxaci molekul rozpoustédla v okoli fluoroforu a to jak v excitovaném tak

v zékladnim stavu.

Intenzita fluorescence
Je imérna soucinu intenzity absorpce, kvantového vytézku fluorescence a koncentrace

fluoreskujici latky:

kde: @; kvantovy vytézek fluorescence; I, — intenzita excitatniho zafeni; a — absorpcni

koeficient; [ — opticka draha médiem; ¢ — koncentrace luminoforu

Pfi béZném luminiscenénim méfeni je intenzita emitované¢ho zafeni detekovana kolmo k
budicimu paprsku. Limit detekce je fadové v ppb.

Je ovlivnéna nékolika jevy. Efekt vnitfniho filtru vznikd absorpci budiciho zareni
V povrchovych vrstvach kolmych k roviné budiciho zafeni. Vzdalenégjsi vrstvy jsou tedy exci-
tovany nizsi intenzitou. Tato chyba se projevuje pouze u silnéji absorbujicich roztok.

Doba dohasinani (doba Zivota) je prumérny cas, ktery molekula stravi v excitovaném
stavu pfed navratem do stavu zékladniho. Za nepfitomnosti neradia¢nich zhéasecich procest

hovotime o vnitini (pfirozené, nebo téZ radiacni) dob€ zivota — tn.
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Zhiaseni fluorescence

Zhaseni fluorescence je proces, ktery snizuje kvantovy vytézek fluorescence (resp. inten-
zitu fluorescence) a to beze zmény fluorescencniho emisniho spektra. Vznika z nékolika pfi-
¢in.

Dynamické zhaseni nastava deaktivaci excitovaného stavu pii srazce s molekulou zha-
Sedla. Nedochazi k chemické zméné jako v ptipad¢ statického zhaSeni, kdy se vytvaii neflu-
orescencni komplex.

Samozhaseni nastava pfi vysokych koncentracich fluoroforu samého, nebo vysoké husto-

té¢ znaCeni. SniZeni intenzity fluorescence dynamickym zhaSenim je popsdno Sternovou-

Volmerovou rovnici:

Dy/P =1+ k470|Q| (15)
kde: @, je kvantovy vytézek za neptitomnosti zhasedla; ® kvantovy vytézek za pfitom-
nosti zhasedla; k, bimolekularni zhaSeci konstanta; 7, doba dohasinani v nepfitomnosti zha-
Sedla.
NejcastéjSim dynamickym zhaSedlem fluorescence i1 fosforescence je molekularni kyslik
(02). Vlivem mezisystémové konverze jsou to i atomy halogent jako brom a jod. PouZziva-

nym zhasedlem je akrylamid.

Sternovou-Volmerovou rovnici je popsano i statické sniZeni fluorescence:

Do/ P =14 Ky70|0Q| (16)

kde: K, je asocia¢ni konstanta fluoroforu a zhasedla

Typicka statickd zhasedla jsou base NK, nikotinamid, té¢zké kovy.

Fluorescen¢ni barviva

Nejcastéji organické latky charakteristické svou intenzivni fluorescenci. Obvykle
s aromatickou strukturou nebo s konjugovanymi dvojnymi vazbami, zejména latky s nepo-
hyblivou planarni strukturou. Vétsi struktury a vice konjugované maji vyznamnéjsi vytézek
fluorescence oproti fosforescenci. Vyhodna je ptritomnost skupin schopnych reagovat
s nukleofilnimi skupinami (NH2; OH; SH) biomolekul. Vznikajici konjugaty se pak pouzivaji

Vv mnoha diagnostickych postupech.
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Obr. 15: Néktera fluorescenéni barviva’
5 Imobilizace biorekognicni vrstvy

Pro spravnou funkci biosensoru je nezbytné, aby biologickd slozka byla pevné uchycena
k pfevodniku. Tak, aby neunikala do prostfedi a zaroven umoznila opakované pouziti sensoru
(ovSem ne vzdy je toto podminkou, viz komer¢ni glukometry s vyménnymi pasky). Dale je
nutno zajistit, aby si imobilizovana biologicka sloZka ponechala svoji nativni aktivitu. Je nut-
no zajistit optimalni podminky (pH, obsah soli, teplota), aby pouZité enzymy a protilatky
nedenaturovaly, a pouzité bunky si ponechaly svou Zivotaschopnost.

Modifikovany povrch sensoru jednak poskytuje specifické vazebné nebo katalytické
skupiny schopné rozeznat cilovy analyt ve vzorku, a jednak zvySuje selektivitu sniZenim ne-
specifickych interakci. Pro modifikaci miizeme pouzit bud’ kovalentni, nebo nekovalentni
vazby. Pii kovalentni modifikaci vznika pevna vazba mezi povrchem a pouzitou ¢astici ne-
souci specifickou skupinu. Pokud pouzijeme nekovalentni vazbu, dochazi zpravidla k ad-
sorpci na povrch pomoci van der Waalsovych sil. To se miuze dit na zaklad¢ interakci naboj-
naboj, naboj-dipdl, dipol-dipol, dipdl-indukovany dipdl a indukovany dipol-indukovany di-
pol. Modifikovany povrch pak miize nést rizné funkéni skupiny a miize mit rizné vlastnosti -
napt. bude polarni, ponese chelata¢ni skupiny, ptipadné ponese naboj. (24)

Existuje nékolik zptisobti imobilizace, které se v oblasti biosensora pouzivaji. V piipadé

piezosensora byly v literatufe popsany zejména tyto moznosti. Prvné zasitovani molekul

" Pievzato z http://www.olympusconfocal.com/theory/fluorophoresintro.html
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pomoci glutaraldehydu (GA); dale imobilizace silanizaci, nebo uzitim systému avidin/biotin;
do tfetice imobilizace v matrici (gel ¢i jiny polymer) a v neposledni fad¢ imobilizace prostou
adsorpci na zlaty povrch sensoru (17).

Shons a kol. imobilizovali albumin a y-globulin zasitovanim GA pii prvni konstrukci
piezosensoru. Tento zpusob imobilizace byl pouzit i v konstrukci dalSich piezosensora. Imo-
bilizace silanizaci je pomérné rozsifend, zatimco vazba avidin/biotin byla sice aplikovéana pii
nékterych métenich, ale neni piili§ rozsifena. Pouziti gelovych a polymernich matric je téz

hojné rozsifené (17).

B ’B E) — B
B B E) — B
&) e

A) B) C) D)

(v9]
o

Obr. 16: Schematické znazornéni imobiliza¢nich technik
A) adsorpce (stalost ~ den) B) imobilizace membranou — encapsulation (stalost ~ tyden) C) imobilizace v
polymeru — entrapment (stalost ~ tydny) D) kovalentni vazba (stalost ~ rok)

Pti kovalentni imobilizaci se pfislusny povrch musi nejprve aktivovat (pokud jiz neni) tj.
musi nést vhodné funkéni skupiny pro umoznéni dalSich vazeb. Na tyto skupiny se zpravidla
vazi bifunkéni ¢inidla, ktera jednou skupinou reaguji s povrchovou skupinou a druhou svou
skupinou poskytuji vazbu s povrchovou skupinou biomolekuly. Pokud je na povrchu sensoru
vazéna aminoskupina nabizi se pouZiti levného a dostate¢né reaktivniho glutaraldehydu, kte-
ry vazbou s povrchovou aminoskupinou a aminoskupinou biomolekuly vytvoti Schiffovy

base

5.1 Aktivace povrchu pomoci thiosloucenin

Tento pfistup je atraktivni a v poslednich letech vyuzivanou metodou. Thioly utvafteji na po-
vrchu zlata a platiny organizované ,,self-assembled filmy. Jedna se o i¢innou chemisorpci,
energie vazby mezi zlatem a sirou je piiblizné 150 kJ/mol (24). Technika tvorby molekular-
nich monovrstev (SAM = self-assembled monolayer) spoc¢iva v aktivaci povrchu elektrody
vhodnou thioslouceninou, ktera pak vaze (pfimo nebo ptes miistkovou slouc¢eninu) jednoho
¢lena afinitniho paru (biorekogni¢ni molekulu). V posledni dobé¢ je t0 nejpouzivangjsi techni-

ka imobilizace na piezokrystalovy povrch. Zvyseni citlivosti 1ze dosahnout nahrazenim mo-
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novrstvy vice vrstvami, pfipadné zasitovanim rekogni¢nich molekul a vytvofenim 3D struk-

tury — docili se zvySené vazby ligandu a umérné amplifikace signalu.

5.2 Aktivace povrchu silanizaci

Silanizaci lze pouzit k modifikaci kiemenného povrchu SAW nebo oxidovaného zlatého po-
vrchu QCM. Thompson a kol. provedli modifikaci povrchu SAW sensoru pomoci aminopro-
pyl-tricthoxysilanu, coZ umoznilo analyzu nitrobenzenovych derivata (24). Selektivita je da-
na komplementaritou vodikovych vazeb mezi aminoskupinou na povrchu a nitroskupinou
analytu. Stejny zptsob modifikace byl pouzit jako zaklad pro vazbu biomolekul na QCM
modifikaci povrchové aminoskupiny.
H :
-S ~(CH,),~NH, | =S =(CH,),~N=CH —(CH,),~CH=0
- —(CH,),-NH, | =S ~(CH,),~N=CH —(CH,),~CH=0
- —(CH,),-NH, | =S —(CH,),~N=CH —(CH,),~CH=0
- ” B)

[ [N (C2H50)3—Si—O—CH2—CI\-I3CH2 GOPS
~OH ~0-Si- R
—OH S (C,Hs0);-Si~(CH,),-NH,  APTES
|
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Obr. 17: Schematické znazornéni aktivovaného Au povrchu piezosensoru
A) aktivaceace povrchu cysteaminem B) nasledna vazba glutaraldehydu (vznikajici Schiffova base se

owr

miZe redukovat NaBHs C) oxidovany povrch D) aktivace silaniza¢nim ¢inidlem (nej¢astéjsi silanizac¢ni
¢inidla jsou uvedeny na obrazku

6 Analyza v prito¢ném usporadani

Pro ucely této prace je prutocné usporadani pouzito pouze pro dopravu vzorku. Nedochazi
k chemické reakcti, jak je to obvyklé v nize popsanych technikach. Prito¢né uspotadani zajis-
tuje staly tok kapaliny (pufru, reagencii, bakterii, nebo proteinti) a tim dovoluje udrzet témét

neménnou koncentraci latek v blizkosti piezokrystalu.
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6.1 FIA (25; 26; 27)

Pratokova injek¢ni analyza (FIA = flow injection analysis) je téz oznaCovana jako analyza
V nesegmentovaném toku. Metodu poprvé publikovali Razicka a Hansen v roce 1975. Princi-
pem metody je postupné nastfikovani malych objemt vzorkli do proudu zakladniho pufru.
Objem nastiikovaného vzorku se obvykle pohybuje v rozmezi 10-100 ul. Injektovany vzorek
vytvaii zonu, ktera je transportovana smérem k detektoru, ktery zajistuje kontinudlni zazna-
menavani signalu, at’ uz se jedna o absorbanci, elektricky potencidl nebo jiny fyzikalné-
chemicky parametr, ktery se kontinualné méni pii prichodu vzorku priatocnou celou. Vyho-

dou je, Ze aparatura se v pribéhu méfeni nemusi promyvat.

Zakladni systém se sklada ze Ctyt casti:

il

P S Time

Signal

RC

W

Obrazek 1: Schéma systému FIA: C — nosné médium; P - peristalticka pumpa; S — vzorek nastfikovany
ventilem; RC - reakéni civka; D — detektor; W - odpad

Pohyb vzorku a ¢inidel, jejich michdni a vzajemna chemicka reakce se uskutecniuje v te-
flonovych nebo polyethylenovych hadi¢kach (vnitini primér 0,5 — 1 mm). Vysledkem analy-
zy je fada piki, pfedstavujicich zavislost signalu (napf. absorbance) na case. Vyska piku je
mirou analytické koncentrace. Vzorek je pii priachodu systémem trubi¢ek rozmyvan a reaguje
s Cinidly za vzniku koncentracniho gradientu produktu. Tato kontrolovana disperze je za-
kladni charakteristikou metody. K disperzi dochazi ptimo v rozpoustédle, nebo pii chemické
reakci v proudu reagentu.

Velky diraz se klade na provedeni analyzy za konstantnich experimentalnich podminek,
jako je naptiklad délka hadic¢ek aparatury, pouzity prutokovy reaktor, nebo pouzita pratokova

rychlost.

6.2 SIA (25; 26; 27)

Sekvencni injek¢ni analyza (SIA = sequential injection analysis) byla vyvinuta na zakladé

zdokonalovani techniky FIA. Charakteristickym rozdilem obou technik je pouziti oddélenych
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métenych cykld. Zony nosného média, vzorku a €inidla jsou postupné davkovany do smycky
jednokanalového systému pouzitim vicecestného ventilu a pistové pumpy, obracenim toku
dojde k promiseni zony vzorku a ¢inidla, vznikly produkt je tokem kapaliny dopraven do
detektoru — tim je ukoncen jeden cyklus. Vysledny analyticky signal (pik) je podobny jako ve
FIA — jedna se o zdznam zmény koncentra¢niho gradientu reak¢niho produktu prochazejiciho
detektorem.

Zatimco FIA vyuziva piimy konstantni tok, je podstatou SIA zména piimého a zpétného
toku. Timto postupem, je dosaZeno vyS$iho stupné konverze analytu v detekovany produkt.

Vyhoda SIA proti FIA je v mensi spotiebé reagentti a snadné automatizaci slozitych po-

stuptl sériovych analyz velkého poc¢tu vzorkd.

7 Modelové antigeny

7.1 Escherichia coli DH5a

Jedna se o gramnegativni fakultativné anaerobni bi¢ikatou bakterii, majici tvar ty¢ky se zaob-
¢ichi, véetné Cloveka, zajistuje spravny prabeh travicich procest. Délka bakterie se pohybu-
je v rozmezi 2-3 pum a §itka okolo 0,6 um. Nekteré typy mohou tvofit pouzdra a jejich kolo-
nie pak maji hlenovity charakter. Nékteré kmeny E. coli mohou byt patogenni a mohou ptiso-
bit zanétlive, napt. zdnét mocového méchyte, v nékterych piipadech (napf. pii pfemnozeni)
mohou zptsobovat prijmy. Diky jejim vlastnostem, pomineme-li patogenitu nékterych kme-
nd, je hojn€ vyuzivana jako modelovy organismus zejména pro studium bakterii.

Nasemu ucelu poslouzil kmen E. coli DH5a, je bézné komeréné dostupny a prace s timto
kmenem je relativné bezpec¢na, na rozdil od jinych divokych nebo geneticky modifikovanych

forem.

7.2 Znaceny albumin

Molekula lidského albuminu (HSA) obsahuje 585 aminokyselin a jeho molekulova hmotnost
je 65 500. Tento globularni plazmaticky protein neni, jako jeden z mala, glykosylovan. Jeho
struktura je stabilizovana 17 disulfidickymi mustky. Komer¢né dostupny produkt je ziskavan

pfimo z lidského séra.
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Pro ucely této prace byly pouzity tfi typy znaceného HSA. Albumin znaceny FITC, flu-

oresceinem a HRP. Také byla zkousena konjugace HSA s kvantovymi teckami.

7.2.1 Kienova peroxidasa (EC 1.11.1.7)

Peroxidasy jsou pocetna skupina oxidoreduktas vyskytujici se v mnoha isoformach ve vsech
typech organismi. Hlavni funkei peroxidas je odstranovani toxického peroxidu vodiku
Z organismdl.

Peroxidasa (donor: H2O,-oxidoreduktasa) katalyzuje oxidaci riznych latek peroxidem

vodiku podle obecné rovnice:

peroxidasa

RHy,+ H,0, — R+ 2H,0
Nejvice studovanou peroxidasou je kienova peroxidasa (HRP — Horseradish peroxidase).
Ziskava se z kotfene kienu selského (Armoracia rusticana), kde bylo postupné identifikovano
42 isoenzymiu (28).
HRP se bézn¢ pouziva pro znaceni Ag nebo Ab. Nasledné se méfi intenzita vznikajici
chemiluminiscence, napf. pii oxidaci luminolu za vzniku aminoftalatového dianionu.
V tomto pfipad¢ nastava emise zafeni pii 425 nm (29).

NH, O NH, O

NH Hy05 0" +N, +hv
NH O

O O
Obr. 18: Oxidace luminolu peroxidem vodiku za vzniku chemiluminiscenéniho zafeni

7.2.2 Fluoresceina FITC

Fluorescein je oranZovo-Cervena sloucenina. V diagnostice hojné pouzivané fluorescencni
barvivo, zvlast¢ vhodné pro konjugaci. Absorpéni maximum kolem 494 nm, emisni ma-
ximum kolem 519 nm (ve vodném roztoku). Existuje celd fada derivatd, pticemz FITC je

izothiokyanat fluoresceinu. Jeho absorp¢ni i emisni maxima jsou velmi blizké fluoresceinu.

7.2.3 Kvantové tecky

Kvantové tecky (dale jen QD — quantum dots) (30; 31) jsou izolované krystalky polovodico-
vych materialii (spiSe jde o shluky atomtl) o velikosti fd&du nanometrii. Maji diskrétni rozdé-

leni energetickych hladin — podle podobnosti s atomy, jsou nékdy nazyvany umélé atomy
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(artificial atoms) — a tidi se zakony kvantové mechaniky, jak uz nazev napovida. Velikosti
teCek mohou byt energetické hladiny kontrolovany. Velikost urcuje i samotné zabarveni te-
cek - velké tecky jsou zabarveny v Cervené Casti spektra, mensi pak v modré Casti. Tecky se
skladaji z jadra nejriznéjsiho slozeni (CdS; ZnSe; ZnS; CdSe; CdSe/Te; CdTe; CdSe; PbS;
PbSe/Te) a ochranné slupky, ktera brani oxidaci a rozpadu jadra (obvykle ZnS nebo CdS).
Takova tecka je ve vodé nerozpustnd. Pro zvySeni rozpustnosti a i pro biologické pouziti
(umoznéni dalSich vazeb) je nutné zavedeni malé organické molekuly (ligandu) vazbou na
Zn.

QD absorbuji blizké UV zafeni a emituji zafeni vysSich vinovych délek. Vyhodou oproti
jinym fluoroforim je mnohem vétsi Stokestiv posun (az stovky nm) a také symetricky a rela-
tivné uzky pas emitujiciho zéafeni.

Zajem o kvantové teCky v biologickych aplikacich v poslednich letech nartsta. Jejich
snadné pouziti jako flouroford nachazi uplatnéni stale ve v&tSim mnozstvi in vivo a in vitro
vyzkumnych aplikacich. Uspéchy slavi i v biomedicing v oblasti cileného zobrazovani tumo-

rd (32). Vyhodné je pouziti QD jako fluorescenénich biosensort a znacek.

Obr. 19: Schematické znazornéni kvantové tecky: CdSe jadro
obalené ZnS a aktivované organickym ligandem pro zvySeni roz-
pustnosti ve vodé a zprostiedkovani vazebnych interakei (ligand je
znazornén jako kompaktni vrstva, v realu tomu tak neni)
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I1. Cil prace

Cilem prace je studium biointerakei se soucasnym pouzitim piezoelektrického a optického
systému. Piezoelektricky systém umozni ziskat data o interakci molekul v redlném cCase a
pomoci optického systému ziskame kontrolu o probihajicim d€ji na povrchu piezokrystalu.
Afinita bude zkoumana pomoci modelovych antigenti, pii¢emz protilatky budou kovalentné
vazany na povrchu elektrody piezokrystalu. Jako modelové antigeny budou pouzity HSA a E.
coli DH5a. Kombinaci téchto dvou nezavislych piistupt ziskame udaje, které v budoucnu
poslouzi ke zdokonaleni tohoto méticiho procesu a nasledné prispéje k lepSimu pochopeni

biointerakci bézn¢ pouzivanych v biotechnologickych procesech.
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I11. Experimentalni ¢ast

8 Seznamy materialu

8.1 Chemikalie

Kyanoborohydrid sodny — Aldrich

LB Agar Low Salt; LB Broth Low Salt - Duchefa
Glutaraldehyd; Luminol; Tween 20 — Fluka
Glycin; Kyselina sirova; — Merck

Aceton; Dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat; Hydrogenfosfore¢nan disodny — dodekahyd-
rat; Chlorid barnaty — dihydrat; Jodistan sodny; Kys. chlorovodikova; Peroxid vodiku — Pen-
ta

Cysteamin (2-merkaptoethylamin) — Sigma

Borohydrid sodny — Ubichem

tris(hydroxymetyl)metylamin (TRIS) — Zdravotnické zasobovani

Kvantové tecky CdSe-ZnS aktivované glutationem — Mgr. Antonin Hlavacek

Deionizovana voda Milli-Q — Millipore System

8.2 Biologicky material

E. coli DH5a — poskytnul Dr. Jan Bene§

BSA (hovézi sérovy albumin) — Fluka

HSA (lidsky sérovy albumin) — Sigma

HSA: FITC; HSA: Flou ; HSA: HRP — pripravil P. Skladal
Kienova peroxidasa (HRP) — Fluka

Rabbit Anti E. coli — AbD Serotec

Goat polyclonal Anti E. coli — Abcam

Mouse IgG+IgM Anti E. coli — Téchonin
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Rabbit Anti E. coli — BioGENESIS

Mouse Monoclonal Antibody anti Albumin AL-01 — EXBIO Praha
Rabbit Anti E. coli: FITC — AbD Serotec

Rabbit Anti E. coli: HRP — Abcam

8.3 Pristroje, software a jiné zarizeni

Prato¢ny analyzator FIALab 3500b a ovladaci program FIALab (FIAlab Instruments; USA)

Peristaltickd pumpa Gilson Minipuls 3 (Gilson; Francie)

Piezoelektricky detektor Multilab — J. Kitlicka.

Piezoelektricky detektor UZ2400 — (Grundig; Némecko)

Ovladaci program LabTools — P. Skladal

Termoelektricky chlazeny optovlaknovy spektrofotometr AvaSpec-2048TEC (Avantes;
USA)

Ovladaci software AvaSoft (Avantes; USA)

Opticky zdroj (VIS) HL-6000 (Avantes; USA)

Opticky zdroj (UV) Model D-1000 (Analytical Instrument Systems; USA)

Optovlaknovy spektrometr S2000-UV-VIS (Ocean Optics; USA)

Ovladaci software OOIBase32 (Ocean Optics; USA)

Opticky zdroj AvaLight-LED [400nm] (Avantes; USA)

Mikrodestickova ¢tecka Synergy 2 (BioTek; USA)

LED diody — 400 nm; 455 nm; 465 nm; 470 nm 1W; 500 nm — (Philips Lumileds; USA)

Ponorna proba DipTip Miniature Transmission (World Precision Instruments; USA)

Reflexni proba (Avantes; USA)

NanoPhotometer (IMPLEN; Némecko)

Termoblok Thermomixer Comfort R (Eppendorf; Némecko)

Centrifuga Minispin Plus(Eppendorf; Némecko)

Vahy - Scaltec SPB-54 (Scaltec; Némecko)

Analytické vahy - Scaltec SBC-22 (Scaltec; Némecko)

Ttepacka - Titramax 101 (Heidolph; Némecko)

Ultrazvukova lazen - Bandelin Sonorex Digitec Ultrasonic Baths DT52 (Bandelin; Némecko)

pH metr - inoLab pH 720 (WTW; Némecko)

Magneticka michacka - non-heating stirrers MONO (Variomag; USA)

Napétovy zdroj - EP-613 (Manson; Cina)
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Trepacka Yellowline TTS2 (IKA; Némecko)

Autoklav (Adolf Wolf SANOclav; Némecko)

Pritokova cela - konstrukce P. Skladal

Opticky matné kifemenné vybrusy se zlatymi elektrodami, AT-fezy, 10 MHz (ICM Internati-
onal Crystal Manufacturing, USA)

Mikrotitra¢ni deska — 96 jamek (Thermo Fisher Scientific; Dansko)

Program pro zpracovani védeckych dat Origin 6.1 (OriginLab; USA)

9 Metodické postupy

9.1 Priprava pufri, ristovych medii a experimentalnich roztoki

< Fosfatovy pufr 0,05M (PB)

NaH2PO4 - 2 H2O | 3,90 ¢

NazHPO4 - 12 H20 | 8,959

Rozpustit
Nastavit pH 7,0
Doplnit do 1000 ml H.0

« Fosfatem pufrovany solny roztok 0,02M PB a 0,15M NaCl (PBS)

NaH:POs -2 HO | 0,79
Na;HPO4 - 12 H,O | 5,6 g

NaCl 8,779

Rozpustit
Nastavit pH 7,4
Doplnit do 1000 ml H.0O

% Tris-HCI pufr 0,1M

TRIS 6,055 ¢
HCI Dle potieby
Rozpustit

Nastavit pH 8,5
Doplnit do 500 ml H,O
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% Piiprava LB bujonu

2 g LB Broth Low Salt (Duchefa) se rozpusti do 100 ml vody (Milli-Q) a pH se upravi na 7.,0.
Po rozvateni a sterilizaci v autokldvu (20 minut pii 121°C) je bujon pipetovan po 1 ml do ste-
rilnich mikrozkumavek Eppendorf (1,5 ml) — v$e sterilné ve ,,Flowboxu*.

LB-bujon slozeni: 10 g trypton; 5 g kvasnicni autolyzat; 5 g NaCl

¢ Priprava LB agaru

3 g LB Agar Low Salt (Duchefa) se rozpusti do 100 ml vody (MiliQ) a pH se upravi na 7,0. Po
rozvafeni a sterilizaci v autoklavu (20 minut pti 121°C) je agar jesté za tepla rozlit na sterilni
Petriho misky kde se necha zchladnout — vse steriln¢ ve ,,Flowboxu®.

LB-Agar slozeni: 10 g trypton; 5 g kvasnicni autolyzat; 5 g NaCl; 10 g agar

¢ Priprava substratu pro HRP

Vysledna koncentrace (0,01M luminol a pfiblizn€ 0,005M H203) slozek substratové smeési se
ptipravuje smichanim 0,5 ml 0,3% (0,0979M) H20, a 0,5 ml 0,02M luminolu.

Luminol

35,7 mg luminolu je rozpusténo ve 3 ml 0,1M NaOH (33) (rozpusténi podporuje ultrazvukova
lazen — 10 min) a nasledné je doplnén do 10 ml Tris/HCI pufrem. Vznikly zasobni roztok je
plnén po aliquotech (1 ml) a pfi -18 °C uchovan do pouziti, kdy je podle potieby naredén.

Peroxid vodiku

Ptipravuje se vzdy Cerstvy 100 ndsobnym fedénim zasobniho 30% roztoku.

9.2 Kultivace E. coli a stanoveni jeji koncentrace

Kultivace je provadéna na dvou rastovych médiich podle Luria Bertani (LB) - LB agaru a LB
bujonu. Piesné slozeni obou médii je uvedeno v kapitole 9.1. Za bé&znych kultivaénich podmi-
nek (37°C, obsah Zivin) je ve stacionarni fazi riistu dosazeno koncentrace cca 2x10° bu-
nék / ml.

Kultivace v bujonu je pro ucely této prace vyhodnéjsi hned z n€kolika divodi. Kultivace
je 2-3 -krat rychlejsi nez na agaru a pfiprava bunécné suspenze v pufru je dana jen centrifuga-

ci, slitim bujonu a doplnénim pufru na ptivodni objem.

+ Kaultivace v LB bujénu

Sterilni platinovou klickou se jedna kolonie suspenduje v bujonu (1 ml bujonu

v mikrozkumavce), vzniklé inokulum se ptimo kultivuje. Je mozno oc¢kovat i tekutou kulturou,
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kdy se n€kolik pl (10-20 ul) bunééné suspenze pipetuje do bujonu. Za ob¢asného tiepani se
kultivuje 12—-24 hodin pii 37 °C na termoboxu. Po skonceni kultivace se bunécna suspenze
centrifuguje 5 min pfi 6000 ot. Supernatant se odlije a bakterialni pelet se vortexovanim resu-
spenduje ve sterilnim fosfatovém pufru na piivodni objem, tedy 1 ml. Proces se opakuje asi 3%

aby se z buné¢né suspenze dokonale vymylo ristové médium.

% Kultivace na LB agaru

Sterilni platinovou klickou se ockuje jedna kolonie na agar a rozetfe se po celé plose aga-
ru. Je mozno oc¢kovat i tekutou kulturou, kdy se 50 ul bunééné suspenze rozetie po agaru. Kul-
tivuje se 4872 hodin pii 37°C. Po skonceni kultivace se z narostlych kolonii pfipravi bunétna
suspenze — podle velikosti kolonii je jedna nebo vice suspendovana ve sterilnim fosfatovém
pufru. Suspenzi je mozné centrifugovat a znovu suspendovat v Cistém sterilnim pufru ¢imz se

bunécnd suspenze promyje.

¢ Vyhodnoceni nartstu

Hodnoceni rastu je dilezity parametr, ktery poskytuje informace o vhodnosti kultiva¢niho
média nebo o dobé¢ riistu vhodné ke sklizeni kultur. Je vyhodné si pro dané¢ podminky kultivace
sestrojit tzv. rastovou kiivku, coz je zavislost mnozstvi bakterii (mize jit i O.D.) na Case.
Obecné se na zaklade¢ ristové kiivky urcuje nékolik fazi ristu bakterii, pro ucely této prace
byla riistova kiivka konstruovana jen pro zjisténi exponencidlni faze rustu, protoze prave
Vv exponencidlni fazi je nejvyhodnéjsi bakterie sklizet. Konstrukce rastové kiivky predpoklada
méteni O.D.s00 V pravidelnych €asovych intervalech — malé mnoZstvi média (10 pl) je odebra-
no a absorbance je méfena na spektrofotometru NanoPhotometer. Naméfené absorbance se
vynaseji do grafu v zévislosti na ¢ase odbéru vzorku.

Za ucelem rychlého zjisténi koncentrace bunck existuje nékolik metod. V tomto ptipadé je
pouzita spektrofotometrickd metoda méteni. Je vyuzito turbidimetrického méteni, kdy se na
zakladé spektrofotometrického méteni zékalu (nejcastéji pii 600
nm) odhadne mnoZstvi mikroorganismil. Koncentrace buné¢k je
zpravidla uvadéna jako opticka hustota (O.D. z angl. optical
density), pravy dolni index pak znaci pii jaké vinové délce byla
metena (O.D.eoo). Podle hrubého odhadu obsahuje kultura E.
coli vykazujici O.D.go0 ~ 0,1 piiblizng 108 bun&k/ml. Naméiena
hodnota absorbance a tim odhad mnozstvi buné€k je dana optic-

kou drahou. Pro pfesnéj$i odhad je nutné zavedeni kalibrace
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pomoci kultury o znamé koncentraci buné€k (Ize spocitat napt. v Biirkerové komirce). V této
praci je mnozstvi bun¢k kalibrovano podle tzv. McFarlandovy tady. Jedna se o koncentra¢ni
fadu suspenze BaSOs (Ize pouzit i latexové Castice), jejim promeienim vznika kalibracni piim-
ka, pfic¢emz jednotlivé absorbance odpovidaji piiblizné koncentraci bungk (CFU/ml)8. Absor-
bance je méfena ponornou probou, jejiz opticka draha je 4 mm — jednd se o opto-vldknovy na-
stroj, jehoZ schéma je zobrazeno na obrazku vyse, prvé optické vlakno vede k optickému zdroji
a druhé vldkno vede odrazeny paprsek do spektrofotometru Avantes. MéEii se piimo
v mikrozkumavce - préba se ponoii do vzorku a SW AvaSoft zaznamena hodnotu absorbance.

Samoziejmé je nutné nejprve zmétit referencni vzorek.

Priprava suspenzi

Suspenze srazeniny BaSO4 o stoupajici koncentraci jsou piipraveny smisenim 1% BaCl a 1%
H>SOs4 Vv objemovych pomérech podle nasledujici tabulky. Spravna tvorba srazeniny je
Z pocatku podporovana tiepanim a nasledné¢ ustavenim rovnovahy alespon pies noc. Vzniklé

suspenze se uchovavaji ve tmé pfi teploté 20—25 °C a jsou stalé pfiblizn€¢ 6 mésici.

8 CFU (Colony-Forming Unit) zna¢i mnoZstvi bakterii nachzejicich se v daném prostiedi (roztoku, infek&énim
materialu) a schopnych pii vyockovani na tuhé kultivacni médium vytvofit samostatnou kolonii. Pivodné mikro-
biologicka jednotka byla pievzata jinymi obory, kde se pouziva pro hodnoceni poctu rostlinnych nebo zivoc¢isnych
bunék, vznika proto tendence nahradit stavajici pojem CFU pojmem CBU (Colony-Forming Bacteria)
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Tabulka 4: Priprava suspenze BaSQ4 a odhad koncentrace E. coli

McFarlandova fada |CFU (x108/ml)| 1% BaClz/ 1% H2SO4 (ml)
0.5 <300 0,05/9,95
1 300 0,10/9,90
2 600 0,20/9,80
3 900 0,30/9,70
4 1200 0,40/ 9,60
5 1500 0,50/9,50
6 1800 0,60/9,40
7 2100 0,70/9,30
8 2400 0,80/9,20
9 2700 0,90/9,10
10 3000 1,00/9,00

Ze ziskanych hodnot absorbanci se sestroji kalibracni piimka a z jeji rovnice 1ze kdykoliv

V budoucnu (pii zachovani podminek méfeni) odvodit pfibliznou koncentraci bunek.

Pro dlouhodobé uchovani kultur je vhodné zmrazeni na nizkou (-20 °C) nebo velmi nizkou

teplotu (-80 °C nutny ptidavek 50% glycerolu k butikam v poméru 1:3).

1,4 4
A=-0,10092 (+0,02946)
1,2 4 B= 0,11164 (+0,004) .
R =0,99363; SD = 0,04787 *
1,0 4
- ——Y=A+BxX| "
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Obr. 20: Odhad koncentrace E. coli na zakladé McFarlandovy aproximaéni Fady
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Obr. 21: Ristova k¥ivka E. coli v LB bujénu (NanoPhotometer)

9.3 Konjugace QD

9.3.1 Konjugace anti E. coli s kvantovymi te¢kami

Ptipravi se Pufr A (0,1 M fosfat; 150 mM NaCl; pH 7,2
Oxidac¢ni ¢inidlo NalOgs se ptipravi rozpusténim 21,4 mg NalOs v 1 ml H20. Podobné se
rozpusti 3 mg QD v 150 ul H20.

¢ Oxidace cukerného fetézce protilatky

K 100 ul protilatky se prida 10 ul Pufru A a 11 ul roztoku NalOs. Inkubuje se ve tm¢ a pii
laboratorni teploté po dobu 30 min. Oxidace se ukonci separaci na kolon¢ (SF Sephadex G25;

MF Pufr A; pratok 0,68 ml/min) — detekce pii 280 nm.

s Konjugace

K celému objemu aktivovanych Ab se ptida 50 ul QD a necha se inkubovat ve tm¢ za la-
boratorni teploty po dobu 180 min. Konjugace se ukonci separaci vysokomolekularni frakce

(SF Sephadex G150; MF Pufr A; prutok 0,68 ml/min; nastiik 400 ul) — detekce 280 a 420 nm.
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9.3.2 Konjugace HSA s kvantovymi te¢kami — postup 1 (34)

Ptipravi se Pufr B (20 mM POQOys; 150 mM NaCl; pH 7,4). V 100 ul Pufru B se rozpusti 0,1 mg
HSA.

¢ Odstranéni nadbytku ligandi z QD

3 mg QD se rozpusti v 150 pl H20, nasledné se odvzdusnény roztok (30 min michat pod
vakuem) nanese na kolonu (SF Sephadex G25; MF Pufr B; pritok 0,68 ml/min) a odebere se
vysokomolekularni frakce (asi 174 — 330 s) — detekce 420 nm.

Piecistény roztok QD (ziskany objem cca 1,4 ml) se smisi se 100 ul HSA a 14 ul 25% GA (GA
se pridava v mnozstvi 10 ul na kazdy 1 ml reakéni smési). Inkubuje se 2 h pii 4 °C. Vzniklé
Schiffovy base se redukuji pfidavkem 10 mg NaBH3 na kazdy 1 ml reak¢ni smési (tedy 14 mg)
— redukce probiha 1 h pii 4 °C za obcasné¢ho tfepani (uvoliiuji se bublinky plynu). Nasleduje
separace vysokomolekularni frakce (SF Sephadex G150; MF Pufr B; pratok 0,68 ml/min, na-
stiik 400 pl), odebira se frakce v rozmezi 174 — 330 s — detekce pii 280 a 420 nm.

9.3.3 Konjugace HSA s kvantovymi te¢kami — postup 2 (35)

Rozpusti se 47 mg NaCNBH3z v 100 ul 1N NaOH a 11 mg Gly v 50 ul 1N NaOH. Smise-
nim obou roztokl vznikne reduk¢ni smés (1M Gly a 5M NaCNBH3).

160 pl precisténych QD (viz piedchozi kapitola) se smisi se 160 ul HSA (1 mg/ml) a 80 pl
5% GA. Smési se inkubuji v riznych ¢asovych intervalech (5; 15; 45; 120 min). Jako kontrolni
vzorek se inkubuje 320 ul QD s 80 ul GA po dobu 30 minut.

Reakce se ukon¢i pridavkem 10 pl redukéni smési na kazdy 1 ml reakéni smési — tedy pii-
davkem 4 pl (vazba Gly vysyti volné aldehydové skupiny a NaCNBH3 redukuje Schiffovy
base) — necha se inkubovat 30 minut. Po redukci se provede separace vysokomolekularni frak-
ce na Sephadexu G150. Odebrané vysokomolekularni frakce se podrobi fluorescenénimu imu-

nostanoveni.
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9.3.4 Fluorescenéni imunostanoveni

% Chemikalie

Mysi monoklonalni anti HSA AL-01 se pro naneseni na desku vhodn¢ natedi (28,6 pul pro-
tilatky do 20 ml 50 mM uhli¢itanového pufru pH 9.4). Podobné se fosfatovym pufrem 333x
nafedi zasobni HSA-Fluo. HSA o koncentraci 1 mg/ml.

% Naneseni protilatky na desku a blokace

Na desku se nanese po 70 ul protilatek a necha se inkubovat v lednici pies noc. Deska se
2x promyje promyvacim pufrem a 2x deionizovanou vodou. Nasleduje inkubace s blokovacim
pufrem (po 150 ul) 2 h pfi laboratorni teploté a 450 ot./min. Po inkubaci se deska 3x promyje
promyvacim pufrem a 3% deionizovanou vodou. Po vysuseni je mozné desku hned pouZit, nebo

uschovat v exsikatoru se silikagelem v lednici.

% Naneseni konjugatu
Rozpis naneseni jednotlivych konjugati (véetné fedéni a kontrol) je uveden na schématu
nize (Tabulka 5). Deska se inkubuje 1 h pfi laboratorni teploté a 450 ot./min. Nasleduje promy-

ti 3x promyvacim pufrem a 3x deionizovanou vodou. Po vysusSeni nasleduje méteni.

0,

¢ Megéfeni fluorescence na Synergy 2

Intenzita fluorescence je métena podle prednastavenych parametri:
Fluorescein: EX485/20 - EM528/20 - citlivost 110

Kvantové tecky: EX360/40 - EM620/40 - citlivost 160

Tabulka 5: Fluorescen¢ni imunostanoveni — navrh mikrotitra¢ni desky
Do sloupcii 1-4 (vyjma Fady G) je pipetovano 50 ul PB. Do sloupcii 5 a 6 a Fady G je pipetovano 50 pl
HSA. Nasledné se p¥ida 50 pl roztoki podle rozpisu. Cislo (5;15;45;120) znamena konjugat s p¥islusnou
dobou inkubace. V zavorce je uvedeno Fedéni konjugati. K1 je kontrolni konjugat QD-GA inkubovany 30
min. K2 je frakce odebrana po vyjiti konjugatu (inkubace 15 min) z kolony

Al 50 5 (20x) 5 (200x) 5 (200x) 15 (20x) 15 (20x)
B| 15(20x) 15 (20x) 15 (200x) 15 (200x) 45 (20x) 45 (20X)
C| 45 (20x) 45 (20X) 45 (200x) 45 (200x) 120 (20x) 120 (20x)
D| 120 (20x) 120 (20x) | 120(200x) | 120 (200x) 15 (200x) 15 (200x)
E| K1(20x) K1 (20x) K1 (200x) K1 (200x) 45 (200x) 45 (200x)
F| K2(20x) K2 (20x) K2 (200x) K2 (200x) 120 (200x) 120 (200x)
G| 5(20x) 5 (20x)
H| HSA-Fluo | HSA-Fluo | HSA-Fluo HSA-Fluo

1 2 3 4 5 6
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9.4 Priprava krystali

Pted samotnou aktivaci je nutno povrch PZ sensoru dikladn¢ odmastit, déje se tak ponofenim
do acetonu na 30 minut. Po oplachnuti deionizovanou vodou a osuseni krystalu voln¢ na vzdu-
chu, je na obé zlaté elektrody sensoru aplikovan vodny roztok cysteaminu (15 mg/ml)
v mnozstvi 10 pl. Sensor se inkubuje 2 hodiny pfi laboratorni teploté a nasledné je peclivé
oplachnut deionizovanou vodou a osu$en volné na vzduchu. Aktivované povrchy se dale modi-
fikuji navazanim glutaraldehydu, kdy se aplikuje 3% roztok v 0,05M PB v mnozstvi 10 ul na
kazdou elektrodu sensoru. Inkubace probihd hodinu pii laboratorni teploté. Po dikladném
oplachnuti deionizovanou vodou je sensor osusen a piipraven pro vazbu biorekogni¢ni slozky.
Vazbou nékolika riznych protilatek, jejichz vycet je uveden nize, je vytvoreno nékolik typi
sensord. Protilatky (anti E. coli nebo anti HSA) jsou aplikovany v mnozstvi 10 ul na kazdou
elektrodu a inkubace probiha pies noc pii 4 °C (v lednici). Nasleduje dukladny oplach deioni-
zovanou vodou a osuSeni na vzduchu. Veskerd inkubace krystalu s roztoky se déje ve vlhké
komurce. Modifikované krystaly se uchovavaji v chladu a suchu a méli by byt stalé pul roku az
rok. Pro kontrolu imobilizované vrstvy se méii frekvence krystalu mezi jednotlivymi kroky

imobilizace. Zména frekvence je uvedena v nasledujici tabulce.

Tabulka 6: Zména rezonan¢ni frekvence sensoru mezi jednotlivymi kroky modifikace

Abcam Abcam Téchonin Téchonin Téchonin anti HSA

QCM1 QCM2 QCM8 QCM9 QCMI10 QCM1l

Cys 147 156 34 97 171 279
GA =2 -21 114 -4 -21 -62
Ab -302 -275 -278 -230 -362 -545
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10 Schéma a postup méreni

Mg¢teni bylo provadéno Vv pratocném systému FIALab, soucasti systému byl PZ sensor umisté-
ny v pruto¢né cele. Prito¢na cela byla vyrobena z prihledného plastu (PMMA) a skladala se ze
tii Casti. V horni casti byly vlepeny kovové trubicky, na které se nasazuji teflonové hadicky
pruto¢ného systému. Do jejiho stiedu bylo posléze vlepeno optické vlakno, které prostupovalo
celym blokem, a na vnitini strané bylo t€sné zbrouseno a vylesténo do roviny s povrchem cely.
Stiedni ¢ast tvofilo jadro, ve kterém byl umistén konektor pro pfipojeni kontaktt krystalu.
Spodni ¢ast je tvarové shodna s horni ¢asti. Kontakty krystalu byly vloZeny do konektoru a
krystal byl upevnén mezi horni a dolni ¢ast, pficemz jemny a tésny kontakt cely a krystalu byl
zprostiedkovan tésnicimi ,,0“ krouzky. VSechny tii soucasti cely byly spojeny dvéma kovo-
vymi §rouby s maticemi.

Pritoéna cela byla umisténa v plastové (PP) doze, ktera byla z vn&jsi strany chranéna alo-
balem a vnitini strana byla polepena ¢ernou tapetou — tim bylo docileno improvizovaného od-
stinéni od EMP® vlivii a zaroven byla cela umisténa ve tmé. Ve sténé dozy byly vyvrtany drob-
né otvory, kterymi prostupuji vodi¢e od konektoru a teflonové hadi¢ky. Ve viku dozy byl téz
otvor, ktery byl v priméru jen o néco malo vétsi nez primér koncovky reflexni proby. Otvor
byl umistén tak, aby se piesné piekryval se stiedem zlaté elektrody PZ krystalu. V prvni fazi
experimentl slouzil pro jiz zminénou probu, v dalSich fazich jim prostupovalo optické vldkno a
vodice s ptipojenymi LED diodami. Prito¢ny systém byl dale realizovan peristaltickou pum-
pou a Sesticestnym ventilem (technickd zavada sice znemoznila dal$i praci s timto ventilem, ale
pro uplnost je uvedeno celé schéma). VSechny casti systému byly spojeny teflonovymi hadic-
kami. Peristalticka pumpa bla zafazena za prutocnou celou, aby kapalina byla nasavana skrz
celu — to bylo vyhodné jednak kvuli Setfeni roztoky a také se eliminoval vliv razu kapaliny na
méfenou oscilaéni frekvenci. Na Obr. 22 bylo znazornéno experimentalni uspofadani méticiho
systému (bez ovladaciho PC). Zafizeni FIALab lze ovladat pomoci jednoduchého skriptu a tak
docilit automatizace. Ptfipojené PC pak ovlada celé zatizeni a shromazd’uje udaje pfichdzejici
s Citace a optovldknového detektoru Avantes.

Zména frekvence byla v tomto pfipadé méfena aktivni metodou (viz kapitola 2.6). PZ
krystal byl umistén do konektoru ve stfedni ¢asti cely a byl tésné sevien mezi zbylé dvé. Pro-
stor mezi vrchni ¢asti cely a krystalem byl necely milimetr. Po Setrném dotazeni Sroubu byla

cela umisténa v doze a systém pomalu plnén pracovnim pufrem.

® EMP = elektro-magnetické pole
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Obr. 22: Schéma mériciho uspofadani: R1-6 - roztoky; MV - multipozi¢ni ventil; P - peristalticka pumpa;
W - odpad; Optika je realizovana optickou prébou nebo optickym vlaknem

Zasadnim problémem prito¢ného uspofadani jsou bublinky, které se nejcastéji zdrzuji
V prostoru cely a maji vyznamny vliv na méteny signdl. Tvorb¢ bublinek lze zabranit sonikaci
pracovniho pufru a dostateCnou temperaci roztokli na laboratorni teplotu po vytazeni z lednice.
Pokud se bublinky ptesto vyskytnou je nutno je ze systému vypudit. Bud’ jemnym poklepanim
celou za soucasného zvySeného pritoku pufru, sttiddnim nizké a vysoké rychlosti pritoku, ne-
bo stiidavym nasavanim pufru a vzduchu. Po dokonalém zaplnéni systému se zapocne samotné
méfeni, kdy se systémem postupné transportuji roztoky a ty (ne)reaguji s aktivnim povrchem
krystalu za soucasné zmény signalu (jak zmény frekvence, tak zmén optickych). Zména potradi
transportovanych roztokil je dana pfepindnim Sesticestného ventilu, nebo je zména provadéna

manualnim premisténim hadicky mezi zasobnimi nadobkami.

10.1 RuSivé vlivy pri méreni

Oscilacni obvod je citlivy ke zménam elektromagnetického pole v jeho bezprostiedni blizkosti.
Zdrojem ruSeni mohou byt elektromotory, mobilni telefony nebo elektrostatické zmény
v atmosféfe. Nepiiznivé vlivy mohou byt odstranény umisténim oscilaéniho obvodu s PZ krys-
talem do tzv. Faradayovy klece. Minimalizovat vliv téchto zmén lze i improvizovanym stiné-
nim pomoci alobalu, ¢ehoZ je pouzito 1 v ptipad¢ této prace.

I pies tepelnou stabilitu oo modifikace kiemene pouzitého pro vyrobu krystala (Kap.2.5) by
teplota neméla kolisat vice nez vV rozmezi 1 °C. Vyrazné&j§i zmény teploty mohou nastat pfi

excitaci luminofortt pomoci LED diod umisténych v temném boxu spolecné s prutokovou ce-
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lou. Tepelné zateni diod neni zpravidla vyznamné, ale v malém uzavieném prostoru je teplotni

vliv jisté vEétsi nez v otevieném prostoru.

10.2 Pribéh a hodnoceni signalu

Meéieny signal PZ sensoru ma charakteristicky priibéh a lze jej definovat nékolika fazemi:
1) ustaveni zakladni linie — dochazi k ustaleni signalu pfi pratoku pracovniho pufru celou
2) faze asocia¢ni — pritok analytu v pracovnim pufru a zména signalu pii vazbé na imobi-
lizovany ligand
3) faze ekvilibrace — ustaleni pozménéného signalu pritokem pracovniho pufru
4) regenerace — regeneracni ¢inidlo pisobi disociaci vzniklého komplexu

5) ustaveni zakladni linie — dochazi k ustaleni signalu pii prutoku pracovniho pufru celou

Pokud je interakce imobilizovany ligand — analyt slabd, dochézi ke spontanni disociaci a
jiz pouhym vymytim pracovnim pufrem dochazi k ustaveni zakladni linie bez nutnosti pouziti
regeneracniho Cinidla. Asocia¢ni faze je vétSinou definovana v konstantnim ¢asovém intervalu
(nejcastéji 5—15 min), protoze ustaveni zakladni linie vysycenim vSech dostupnych ligandii na
povrch krystalu dochazi i po nékolika hodinach a doba analyzy by byla zbyte¢né dlouha.

Zmeéna frekvence v prubéhu méfeni a v nasledném grafickém znazornéni je brana jako re-
lativni, pficemz zékladni linie ur¢uje nulovou vychozi frekvenci a hmotnostni zmény v aktivni
vrstveé sensoru jsou zpravidla definovany jako zéporny rozdil (ke kladnym zméndm miize dojit
napf. pfi naruSeni aktivni vrstvy, nebo v pribéhu imobiliza¢niho postupu, kdy cysteamin naru-
Suje zlaty povrch). Relativni hodnota signalu se ziska odectenim jisté ¢asti od skutecné hodno-

ty rezonanc¢ni frekvence PZ sensoru (cca 10 MHz v ptipad¢ této prace).

10.3 Regenerace povrchu

Regenerace je dvojiho typu. Setrnym zpiisobem regenerace disociuji navazané ligandy a tim je
mozno pouzit sensor pro okamzité opakované meétfeni. Regenerace se d&je napi. roztokem
20 mM glycinu (pH 2,0); vyhodné mezi méfenimi piimo v prito¢ném systému. Totalni regene-
raci se z povrchu elektrody odstrani imobilizované receptory a krystal je pfipraven pro novy
postup imobilizace. Totalni regenerace se provadi chromsirovou smési tak, aby kapka cinidla
jen o malo piesahovala povrch elektrody. Po hodinové inkubaci se krystal diikladné oplachne

destilovanou vodou.
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11 Vysledky a diskuse

11.1 Vhodnost optického systému

Originalita prace spoc¢iva v sou¢asném métfeni hmotnostnich zmeén pfi interakci biomolekul na
povrchu krystalu a méteni optickych zmén této biovrstvy. V literatuie se obdobné kombinova-
né piistupy nepodafilo nalézt. Diivéjsi pokusy v diplomové praci K. Adamcové (36) pouzivaly
pratocny fotometricky detektor zarazeny v sérii az za piezodetektorem, takze zde zavedena
méfici cela je vyznamnym inovaénim pokrokem. Kombinace dvou méficich piistupt vyzaduje
nalézt feSeni pro nékolik otdzek technické povahy. Jsou zkoumany moznosti, jakymi by bylo
mozno optické zmény studovat a jaké jsou nejvhodnéjsi experimentalni podminky pro optickou
analysu.

V prvni fazi bylo studovano pouziti reflexni UV/VIS proby (Avantes). Reflexni proba je
svételny vodi¢ slozeny z n€kolika optickych vldken. Slouzi k pfimému ozatfovani a snimani
spektralnich vlastnosti materidli rozptylujicich nebo odrazejicich anebo zptsobujicich zpétny
rozptyl (37). Je slozena ze dvou svétlovodicich ¢asti, jedna je slozena ze Sesti optickych vlaken
a vede svétlo od zdroje, druhou ¢ast predstavuje optické vldkno vedouci k detektoru. Obé vétve

se sbihaji v jednu, jejiz konec je chranén nerezovou koncovkou.

Opticka
préba

PMMA
desticka

Kapicka
roztoku \

\ /
q /

Obr. 23: Méfici schéma s PMMA desti¢kou - vzdalenost préby od desti¢ky je cca 1 cm a kapka roztoku
BSA riizné koncentrace (nebo referenéniho fosfatového pufru) o objemu 100 pl; v§e umisténo v zatemnéné
krabici

Byly zkoumany optické vlastnosti roztoktit BSA na povrchu plastové cely, ktera byla umis-
téna na filtraénim papite, aby nedochazelo k odrazu od podlozky. Ugelem bylo ziskani refe-
ren¢nich dat pro méfeni v plastové cele. Tedy zjistit jestli je mozné pouzit probu pro méfeni
svételnych paprskli ovlivnénych lomem svétla na dvojici optickych rozhrani a jestli je vysledek

timto lomem né&jak vyznamnéji ovlivnén. Svételny paprsek vedeny probou se totiz ldme na
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rozhrani vzduch/PMMA a po prostupu plastem se lame na dalS$im rozhrani PMMA/kapalina
v cele, dale se paprsek odrazi od zlatého povrchu elektrody PZ sensoru, opét se lame na obou
rozhranich a teprve nyni vstupuju do sbérného vlakna proby. Cilem tedy bylo zméfit intenzitu

paprsku pro rizné koncentrované roztoky BSA na povrchu plastové cely a nasledné uvnitf.

Opticka
/ préba

Pratocna
cela

Obr. 24: Mé¥ici schéma s prito¢nou celou - vzdalenost a ihel proby vici povrchu cely je nastaven podle
aktualniho spektra zobrazaného SW AvaSoft; cela je plnéna roztoky BSA riuzné koncentrace a referentnim
roztokem fosfatového pufru; v§e umisténo v zatemnéné krabici

Intensita zafeni pro oba postupy a piislusné roztoky byla velmi podobna. Neda se vSak
hodnotit statisticky, protoze metodicky jsou to zcela nezavislé udaje a v tomto piipadé slouzi
jejich hodnoty spise orientaéné. Souhrnny vysledek z obou méticich postupti znazorfiuje Graf
2. M¢éfeni intensity bylo provedeno pii 280 nm a jako zdroj byl pouzit UV D-1000, jako refe-
rence slouzil fosfatovy pufr. Byla pouzita koncentrace BSA 1, 10 a 100 mg/ml. Intenzita pro
BSA o koncentraci 100 mg/ml poskytla velmi riznorodé vysledky a nebyla v celkovém pie-
hledu zatazena.

Nutno poznamenat, ze z celé fady vysledkili byla vybrana jen mala cast, ktera byla shrnuta
pravé pod Graf 2. Méfici uspotfadani s kapkou roztoku na PMMA desti¢ce Casto vedlo k velmi
zavadgjicim vysledkim. Intenzita sledovaného signalu byla ovlivnéna odrazem a rozptylem na

této kapce. Bylo nutno ptfesné dodrzet velikost a pokud moZno tvar kapky a probu zacilit pies-

né na stfed kapky. Proménlivost téchto vysledka vystihuje Graf 1.
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Graf 1: Intenzita méfena na povrchu PMMA desti¢ky - ukazka vlivu zacileni préby na povrch kapky
Sipky naznacuji po¢atek méreni kapky rizné koncentrace BSA a kapky fosfatového pufru
Experiment s reflexni probou poskytl sice uspokojivé vysledky, na druhou stranu vsak je-
jich ziskani bylo provazeno fadou netispéSnych meéteni, ktera jsou piipisovana prave lomu svét-
la na jiz zminénych rozhranich. Reflexni proba totiz musi byt orientovana pod vhodnym thlem
vzhledem k povrchu cely a zaroven umisténa ve vhodné vzdalenosti. Také zalezi na samotném
povrchu cely — ten byl v pribéhu hledani vhodnych podminek matné zbrousen a poté postupné
dolestovan. Tyto komplexni vlivy nakonec vedly k opusténi této metodiky, protoze nastavit
probu do vhodné polohy bylo ¢asové zdlouhavé a neflexibilni vzhledem k sestaveni celé métici

aparatury v opakovanych piipadech méfeni.
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Graf 2: Zobrazeni zmény intenzity pro dvé nezavisla méreni s celou a tfi nezavisla mé¥eni s destickou vidy
pro dvé koncentrace BSA. Jako reference je pouzit fosfatovy pufr. Spojnice jsou uvedeny jen pro lepsi
orientaci. Zména intenzity je témér stejna, ale z metodického hlediska nelze statisticky analyzovat

V dalsi fazi hledani vhodného optického systému byla pouzita dvé nezavisla opticka vlak-
na. Tentokrat byl sledovan vliv optickych zmén pouze s prutocnou celou. Prvni ,,zdrojové®
vlakno bylo umistovano v riznych thlech a vzdalenostech od povrchu a druhé ,,detekéni‘
vléakno bylo umistovano obdobnym zptisobem. Vysledky nevyhovély pozadovanym narokim
(nejsou Vv praci uvedeny), ale vedly ke tieti realizaci optického systému.

Optické vlakno (pramér 1 mm) bylo vlepeno piimo do horni ¢asti cely tak, ze prostupova-
lo celou tuto ¢ast a na vnitini strané bylo tésné zbrouseno a vylesténo s povrchem cely. Pti

prvnim pokusu se vldkno v horni ¢asti zlomilo,

bylo tedy zbrouseno a vyleSténo po obou stra- /- Opticka

préba

nach. Naskytla se moznost vyzkouset reflexni

probu s touto modifikovanou celou (Obr. 25),

Prdtocna
cela

ale nedokonaly zakryt sedmi optickych vldken

proby a vlepeného vladkna také neposkytl uspo-
kojivé vysledky.

Optické

Obr. 25: MéFici schéma s priato¢nou celou s vlepenym e

optickym vlaknem (primér 1 mm) a reflexni probou
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Realizace optického systému tedy za-

kotvila na optickém vlakné vlepeném do / e
pruto¢né cely. Zdroj zafeni je na Obr. 26 \ —|§— 7
znazornén jako LED dioda, ale v prabéhu
. . Lo . Pritoéna

experimentti bylo vyuzito i jiné optické / cela
vlakno. Na vlepené vlakno bylo pfes kon-
covku napojeno sbérné vlakno (primeér
600 nm) kter¢ vedlo k DAD detektoru N

. X Optické
Avantes. VSechna nasledujici optickd me- vidkno

feni byla ziskana timto uspofadanim.

Obr. 26: Priito¢na cela s vlepenym optickym vlaknem
11.2 Modifikované sensory

Pro studium biointerakci bylo za timto G¢elem konstruovano nékolik modifikovanych PZ sen-
sortl.

Studujeme-li afinitu biomolekul pomoci QCM je pro nas smérodatnad zména frekvence v
pribéhu asociace a disociace sledovaného paru. K disociaci miize dojit i spontdnné pouhym
vymyvanim pufrem a to az na zékladni linii. To je nevyhodné pokud chceme sledovat hmot-
nostni zménu po vazbé sekundarni biomolekuly a zv1asté v tomto ptipadé optickou aktivitu na

povrchu asociovanych molekul.

11.2.1 Sensor Au/Cys/GA/anti E. coli Abcam

Zména frekvence s timto typem sensoru nebyla pfili§ vyrazna. Imobilizovana protilatka ziejmeé
neni vhodna, nebo byla jeji aktivita ovlivnéna stabilitou pti skladovani. Podle dokumentace by
méla specificky reagovat s danym typem E. coli avSak i pfes opakovana méfeni se zména frek-

vence pohybovala kolem 3,5 Hz.
Af=3,39+0,23 Hz
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Graf 3: Zména frekvence p¥i asociaci E. coli o koncentraci 10’ CFU
11.2.2 Sensor Au/Cys/GA/anti E. coli Serotec

Tento typ sensoru se neukazal byt vhodny, protoze vazba E. coli byla téméft na hranici stanovi-
telnosti. Vezmeme-li v uvahu limit detekce S/N=3, nelze zménu signalu vibec povazovat za

meéfitelnou, 1 kdyz tu maly naznak v prubéhu kiivky byl, ale zanikal v Sumu.

11.2.3 Sensor Au/Cys/GA/anti E. coli Téchonin

Zmeéna frekvence (Graf 4) u tohoto typu sensoru byla podstatné vyssi nez v pripadé sensoru
s imobilizovanou protilatkou (Abcam). Pro dalsi praci bylo vyuzito pravé téchto sensord.

Cilem bylo ziskat opticky signal z biovrstvy sensoru dynamicky se ménici v pribéhu aso-
ciace E. coli a hlavné v nasledné asociaci sekundarn¢ znacené protilatky anti E. coli. V Graf 5
byla sledovana emise (519 nm) zateni pochazejici z FITC znacené protilatky excitované LED-
470 diodou. V grafu je dokonce patrny pokles intenzity (t=300 s) korespondujici s pratokem E.
coli. Je vidét narust intenzity zareni pti pratoku znacené protilatky celou. Nicméné¢ jak vyplyva
ze zmény frekvence doslo prakticky k uplné disociaci navazané E. coli. Znacena protilatka se

nevazala a po vymyti cely pracovnim pufrem se opticky signal vratil na ptvodni hladinu.
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V idedlnim ptipad¢, by se vazba znacené protilatky méla projevit ve spektru i po vymyti volné

protilatky.
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Graf 4: Zména frekvence v pribéhu asociace E. coli s imobilizovanou protilatkou na povrchu sensoru

Zména frekvence koresponduje s literaturou (37) a zpravidla se pohybovala okolo 15 Hz.
Nicmén¢ vazba protilatky a E. coli nebyla piili§ pevna a dochazelo ke spontanni disociaci jiz
vymyvanim pufrem. To mélo samoziejmé vliv na vysledek optického méteni. Sekundarni pro-
tilatka znacena opticky aktivni molekulou se po vymyti E. coli neméla kde vazat a proto bylo
optické métfeni znemoznéno pravé touto slabou vazbou. V idedlnim ptipade by alespon cast
asociované E. coli ztistala vazana na povrchu i po vymyti systému pufrem a sekundarni znace-
na protilaitka by méla moznost vazby. Po vymyti neasociované sekundarni protilatky by se
zméfil opticky signal v aktivni vrstvé a poskytl informaci o vazbé. Zadna s pouZitych protilatek
neposkytla natolik pevnou vazbu, aby nedochazelo ke spontanni disociaci E. coli.

I ptes primérnou hodnotu frekvence, existuje nekolik ditvodi, pro¢ nelze urcit asociacni a
disocia¢ni konstanty déje probihajiciho na povrchu sensoru. Jednak se pfi nékterych méfenich
objevil drift signdlu, ktery znesnadnil odecteni asociacni faze a také nebyla zmétena kalibracni
kiivka pro rizné koncentrace E. coli. Méfeni provedena s nizsi koncentraci E. coli nebylo
mozno statisticky vyhodnotit, protoze odezva pro tyto koncentrace byla pfili§ nizkd a mnohdy

se ji nepodafilo ani zachytit.
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Graf 5: Zména frekvence a intenzity emise FITC
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Graf 6: Zména frekvence a intenzity emise FITC v zavislosti a asociaci E. coli inkubované se zna¢enou pro-
tilatkou a nasledné aplikovanou v pritoéném systému

Graf 6 vyjadiuje zavislost frekvence a zménu intenzity pfi asociaci E. coli inkubované se

znaéenou protilatkou. 1 ml E. coli o koncentraci 108 CFU byl za ob¢asného tiepani inkubovan
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se 40x tfedénou anti E. coli:FITC po dobu 30 min. Pelet ziskany centrigugaci (5000 ot. / 5 min)
byl resuspendovan v 1 ml PB (0,05M; pH = 7,0). V grafu pozorujeme zménu intenzity emise
utvotren¢ho konjugatu korelujici se zménou frekvence a nasledn¢ zménu intenzity Cisté¢ znacené
protilatky.

Pro mnohem lepsi vysledky je vhodnéjsi protilatka s vyssi afinitou.

11.2.4 Sensor Au/Cys/GA/anti HSA AL-01

Pomoci krystalu s imobilizovanou protilatkou proti HSA byla studovana odezva na rtizn¢ zna-
¢eny HSA. V prvni fazi byla sledovana asociace konjugatu HSA-HRP. Substratem pro HRP
byl luminol v pfitomnosti H2O2. Vznikajici chemiluminiscence byla detekovana pii 425 nm
(36).
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Graf 7: Zména frekvence a intenzity emise
Podminky: HSA-HRP 10x fedéno v PB -- 0,01 M luminol + 0,005M H20:

Intenzita emise se v prubéhu méteni zachyceném na Graf 7 viibec nezménila. Zména frek-
vence poukazuje na postupnou,ale uplnou disociaci HSA-HRP po vymyti pomoci PB. V dob¢
nastupu substratu do cely zde jiz ziejmé nebyl poutan zadny enzym, coz se neprojevilo zménou
intenzity. Naopak Graf 8 zachycuje prubéh méfeni, kde ptimo za asociacni fazi byl zafazen
prutok substratu. Vysledkem byl maly nartst intenzity (oznacen rameckem), tésné pied tim,

nez substrat vymyl HSA-HRP z povrhu krystalu.
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Graf 8: Zména frekvence a intenzity emise
Podminky: HSA-HRP 10x fedéno v PB -- 0,01 M luminol + 0,005M H20:
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Graf 9: Zména frekvence a intenzity emise pro 10x fedény HSA-Fluo

Dale byla sledovana asociace fluoresceinem zna¢eného HSA (HSA-Fluo). Byl pouzit 10x
fedény konjugadt HSA-Fluo, aby byla viibec zaznamenana n¢jaka zména intenzity. Excitace

byla vyvolana LED-470 nm. Emise byla méfena pii 520 nm. Ze zmény frekvence (Graf 9) je
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patrné, ze po promyti pufrem nedoslo k uplné disociaci a cast HSA-Fluo zustala vazana na po-
vrchu sensoru, coz se projevilo i na intenzité¢ emise — srovname li signal se zakladni hladinou

(viz Cervena Cara uroven 672).
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Graf 10: Zména frekvence a intenzity emise pro 10x fedény HSA-FITC

Posledni v fadé je asociace HSA znaceného FITC. Taktéz je 10x fedén. Zde je tfeba upo-
zornit na zménu frekvence, kterd neodpovidé asociaci, ale artefaktu diky vypnuti peristaltické
pumpy. Jedna se o zménu pii pritoku HSA-FITC z hodnoty 0 Hz na hodnotu -7 Hz. Zména
frekvence pfi asociaci byla tedy kolem 3 Hz. Vymyti pracovnim pufrem, pak zptsobilo totalni
disociaci HSA-FITC z povrchu, takze nelze pozorovat nartist intenzity oproti zakladni hlading,
jako tomu bylo v ptipadé HSA-Fluo.

Srovname-li zménu frekvence pii asociaci na povrch sensoru pro vSechny tfi konjugaty
HSA, dostaneme nejlepsi vysledek pro HSA-Fluo. Asociace mize byt ovlivnéna prave i t€émito
znatkami, kdy dochazi k nepfiznivému ovlivnéni epitopti molekuly. Rychla disociace je ziejmé

nejvetsi problém, ktery pti méteni optickych vlastnosti v tomto méficim uspotradani vyvstal.

11.2.5 Ovéreni citlivosti optického systému

Mg¢éteni bylo provedeno s pruto¢nou celou pro piezosenzor (,,T) a klasickou prato¢nou celou
tvaru ,,Z*. Fosfatovy pufr (0,05M pH 7,0) slouzil jako reference a rozpoustédlo pro anti E. co-
li:FITC (v grafu Ab:FITC). Budici zafeni je zajisténo LED diodou (470 nm), ktera je v pfipad¢

55



2 cely orientovana kolmo k roviné pritoku, takze méfena intenzita pochazela stejné jako
v ptipad¢ ,, T cely zrozptyleného, nebo odrazeného svétla. Optické vlakno vedouci
k detektoru bylo stejné pro oba piipady (600 nm). Rozdil je pouze u ,,T* cely, kde bylo zapus-
téno vlakno (100 nm). Podstatnéjsi rozdil byl v objemu sledovaného vzorku. Zatimco klasicka
»Z' cela ma optickou drahu 10 mm, v ptipadé ,,T*cely jsou to jiz diskutované necelé 2 mm. To
byl ztejmé diivod velmi nizké intenzity emisniho zafeni FITC, ziskané v tomto experimentu
(Graf 11). Zatimco pro klasickou ,,Z* celu byla intenzita emise téméf 2000 impulst, pro ,,T* se
Ji nepodafilo zachytit.

Zméfeny signal intenzity ,,Z* cely byl Gaussovsky prolozen a byly ziskdny teoretické piky
(Graf 12) pro budici zafeni zdroje a emisni zafeni.

Pro studium optickych vlastnosti pomoci FITC nebo fluoresceinu je zfejmé nutna citlivejsi

detekce. Naopak pro pouziti tohoto méficiho uspotfadani je vhodné studované biomolekuly

konjugovat s mnohem intenzivnéj§im fluoroforem — zde se naskyta moznost vyuzit kvantové

tecky.
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Graf 11: Srovnani intenzity mezi dvéma typy cel pro roztok 100x Fedéného Ab:FITC
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Graf 12: Gaussovo proloZeni pro intenzitu Ab:FITC (znazornéno ¢erné)
- fialové jsou vypoctené a znazornéné piky pro emisi FITC a pozadi LED diody
- zelena je vypoctena ,,obalka* pro fialové vypoctené hodnoty

11.2.6 Konjugace anti E. coli s kvantovymi te¢ckami — vysledky

Konjugace anti E. coli s kvantovymi teckami se nezdatfila i ptes dodrZeni konjugaéniho postu-
pu. Hlavni pfi¢inou byly ziejmé nedostate¢né pieisténé kvantové tecky. Podil nevazaného
ligandu (glutationu) byl zfejmé stale vysoky a nejspi$ doslo k pfednostnimu vyvazani aktivo-
vanych protilatek s timto volnym ligandem. Pro dalsi postup je tieba dokonalejsi proc¢isténi na

Sephadexu G25.

11.2.7 Konjugace HSA s kvantovymi te¢kami — postup 1 — vysledky

Postup vychazel s pouzitim ptecisSténych tecek. Konjugace se podle prvotni detekce pfii separa-
ci na kolon¢ vydatila. Vznikly konjugat byl pfes vikend uchovan v lednici a nasledujici pra-
covni tyden jiz nebylo mozZno s timto konjugatem pracovat, protoze doslo k jeho vysrazeni.
Moznou pficinou je nedostatecnéd blokace reagujicich skupin, vice pravdépodobna je stale vy-
sokd pfitomnost GA ve frakci. Opakované preciSténi vzniklého konjugatu a jimani vysokomo-

lekularni frakce by mohlo prispét k vyssi stabilité.
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11.2.8 Konjugace HSA s kvantovymi te¢kami — postup 2 — vysledky

Legenda:

5min — 120 min = vzniklé konjugaty definované dobou inkubace

K1 = kontrolni konjugat vznikly vzajemnou reakci QD a GA po dobu 30 min

K2 = frakce (200-400 s) ziskana bezprostiedné po vystupu 15min vysokomolekularni frakce z
kolony

Navrzeny postup (viz 9.3.3) vedl ke vzniku né€kolika konjugati charakterizovanych riznou
dobou inkubace s GA. Vysledny konjugat ovSem nebyl stabilni a do 48 h se vysrazel na dné
nadobky. Jak také prokazala mikrodestickova analysa FIA, neni konjugéat schopen vézat se na
protilatku. Redukce volnych NH> skupin vedla ziejmé k ovlivnéni epitopti HSA a ke snizeni
vazby protilatky.

Graf 13 a Graf 14 piedstavuji zavislost absorbance na ¢ase méfenou na vystupu z kolony
pfi 280 nm. Vysokomolekularni frakce jsou jimany v primérném casovém rozmezi 200 —
360 s. V grafech jsou patrna 2 maxima. Prvé (max. kolem 250 s) piedstavuje absorpci konjuga-
ti (a to 1 v pfipad¢ konjugatu QD-GA — K1). Druhé (max. kolem 600s) predstavuje absorpci
nekonjugovaného HSA a QD. Vzhledem k obsahu QD, které jsou vu¢i HSA v nadbytku je
vyssi podil této absorpce piisouzen pravé nekonjugovanym QD. Obdobny prubéh méla absor-
bance métena na vystupu z kolony pti 420 nm (Graf 15). To je vinova délka, pii které absorbu-
Ji zeyjména QD.

Tvorbu konjugatu a podil vazanych QD mutizeme snadno odvodit z Graf 15. Srovname-li
absorbanci jednotlivych konjugati s riznou dobou inkubace, pozorujeme s prodluzujici se dél-
kou inkubace nartst u prvého maxima (cca 300 S) a naopak pokles u druhého maxima (cca
600 s). S prodlouzenim doby inkubace se tedy mnozstvi konjugatu s QD zvySuje a mnozstvi
volnych QD snizuje. Srovname-li 120min inkubaci s 30min inkubaci kontroly (QD-GA) je
hodnota absorbance témét shodnd — nutno zdlraznit mnohondsobné vyssi obsah GA v reakéni
smési kontroly. Mén¢ vyrazny pokles absorbance volnych QD mutizeme pozorovat i v Graf 13
a Graf 14.

Jako vhodna doba inkubace mize byt zvoleno 15 min.
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Graf 13: Zavislost absorbance na ¢ase méiena pri 280 nm na vystupu z kolony
Smin konjugat (¢ernd); 15min konjugat (cervend); K1 (sv. modra). V grafu jsou patrna dvé maxima: kolem
250 s absorpce konjugatu s QD; 600 s a dale absorpce nekonjugovaného HSA a QD (v pripadé K1 nekonju-

govanych QD)
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Graf 14: Zavislost absorbance na ¢ase méfena pri 280 nm na vystupu z kolony
45min konjugat (zelend); 120min konjugat (tm. modra); K1 (sv. modra). V grafu jsou patrna dvé maxima:
kolem 250 s absorpce konjugatu s QD; 600 s a dale absorpce nekonjugovaného HSA a QD (v pripadé K1
nekonjugovanych QD)
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Graf 16 vyjadiuje zavislost intenzity na vinové délce pro jednotlivé frakce s rozdilnou do-
bou inkubace, dale pro kontrolu obsahujici pouze prokiizené QD-GA konjugaty (sv. modra) a
pro frakci bez konjugatu jimanou pfi separaci 15 min inkubované smési (zelend). Jako referen-
ce jsou brany fosfatovy pufr a deionizovana voda. Detekce probihala v kiemenné kyveté,
vV kolmém sméru od budiciho zafeni (LED 400 nm). V grafu jsou patrna dvé maxima, pfi¢emz
prvé maximum (cca 400 nm) piislusi rozptylu na vzorku a druhé (cca 600 nm) je emisni zafeni
kvantovych tecek.

Nejvyssi intenzitu v prvém maximu pozorujeme u K1, kdy je tu vysoky podil konjugatu
QD-GA. Emise pro K1 je srovnatelna s jinymi konjugaty, ovSem v porovnani s K2 je nizsi.
Mozno usoudit, ze v ptipad¢ kontroly K1, vysoky podil QD v konjugatu plisobi samozhéasecim
vlivem. Na rozdil od K2, kde je intenzita v prvém maximu sice velmi nizka (diky nizké kon-
centraci QD konjugatu), ale emise zafeni je nejvyssi — vlivem volné difundovanych QD se
uplatituje minimalni vliv samozhaseni.

Intenzita prvého maxima je déna rozptylem zéfeni na jednotlivych konjugatech (vyjdeme-
li z méficiho uspotadani), kdy referenéni vzorky vykazuji nizkou intenzitu a vzorky
s konjugatem pak postupné vyssi. Emise jednotlivych konjugatd je témét shodnd, kromé Smin
konjugatu kdy je nizky podil navazanych QD. Emise konjugatl je shodna s emisi K1 - ziejme
se uplatiiuje samozhaseni. Otevienou otazkou tedy zlistava, jakou emisi by mély konjugaty za
danych podminek konjugace inkubované v ¢asovém rozmezi 5 — 15 min.

Podle vyse diskutovanych vysledkt konjugat vznikl, ale podle negativniho vysledku FIA
neni schopen vazat se S protildtkou. Zfejmé doslo k ovlivnéni epitopt molekuly HSA — je otaz-
ka nakolik redukce volnych NH> skupin zpiisobila toto ovlivnéni. Kdyby se totiz jednalo o pte-

syceni QD byla by pfinejmensim aktivni molekula po Smin nebo 15min inkubaci.
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Souhrn

Sledovani optickych zmén v citlivé oblasti sensoru je komplikovano nékolika jevy. Sledo-
vana plocha je v porovnani s celkovou aktivni plochou sensoru nékolikandsobné¢ mensi. Pro
studium afinity se musi vyjit z pfedpokladu, Ze sledovana plocha je rovnomérné pokryta proti-
latkou a protilatka je rovhomérné aktivni v celé plose. Takto mala sledovana plocha souvisi i
s nizkou optickou aktivitou. Pro dikladngjsi studium afinit biomolekul je tfeba mnohem citli-
v¢jsi opticka detekce.
ucely piezoelektrické detekce je afinita sice dostacuji ale v kombinaci s naslednou optickou
detekci nikoli. Pro dalsi studium by bylo vyhodnéjsi zvysit afinitu tak, aby disociace neprob&h-
la pfi promyvani systému pufrem, aby mohla byt sledovéana optickd zména po vazbé fluoroforu
na aktivni povrch sensoru.

Funk¢ni konjugat HSA s kvantovymi teckami by mohl pomoci pfi feSeni problému zming-
né¢ho vySe. Pfiprava konjugatu se sice podafila, ale vznikly konjugéat nebyl schopny vazby
s protilatkou.

Ptinosem préce je konstrukce kombinované pratocné cely, ktera se v kombinaci s pouZzitim

citlivéjsi optické detekce stane vhodnym nastrojem pro studium interakci biomolekul.
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Summary

Monitoring of optical changes in a sensitive sensor’s area is complicated by several phe-
nomena. The monitored area is severalfold less than the total active sensor’s surface. For an
affinity study there has to be presumed that the monitored area is equally coated by an antidote
and the antidote is equally active on the whole monitored surface. Such a small monitored area
is also connected with a low optical activity. For a full affinity study there is necessary a much
more sensitive optical detection.

The most severe problem is connected with a low antidote affinity to marked antigens. The
affinity is sufficient for piezoelectric detection purposes, but it is not sufficient for a subsequent
optical detection. For further research it would be more efficient to increase the affinity in a
way that this higher affinity would prevent dissociation of an antidote and marked antigens
during a buffer washing process and it would enable to monitor an optical change after a fluor-
ophore linkage to the active sensors surface.

A functional conjugate HSA with quantum dots may facilitate to solve the problem men-
tioned above. The conjugate preparation has succeeded, but the created conjugate has not been
able to link the antidote.

Contribution of this work is a construction of the combined flow-trough cell, which to-
gether with a sensitive optical detection becomes a handy tool for a study of biomolecules in-

teractions.
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