IMUNOSENSORY



Definice biosensoru

Biosensor je analyticky pristroj, ktery obsahuje
citlivy prvek biologického puvodu,

ktery je soucasti nebo v tésnem kontaktu

s fyzikalne-chemickym prevodnikem



prevodnik elektronicka | vystupni signal

(transducer) jednotka -

biorekogni €ni vrstva

analyt = latka, ktera se stanovuje



Biorekognikacni vrstva:

v biokatalytické (enzym)
v' bioafinitni (afinitni vazba — Ab, hormon, receptor)

Prevodniky:

v elektrochemické

v optické

v akustické a piezoelektrické
v kalorimetrické




Bioafinitni sensory:

vyuzivaji jako

biorekognikacni slozku biomolekuly,
které jsou schopné specificky
vytvaret komplex s analytem,

ktery je strukturne komplementarni
k vazebnému mistu imobilizovaneé
biomolekuly.



TYPY AFINITNICH INTERAKCI

Molekularni reakce mezi:

ANTIGEN PROTILATKA

HORMON RECEPTOR

LECIVO RECEPTOR

ENZYM KOFAKTOR
(SUBSTRAT,
INHIBITOR)

RECEPTOR MIKROORGANISMUS

NUKLEOVA KYSELINA VAZEBNA BILKOVINA

NUKLEOVA KYSELINA KOMPLEMENTARNI

RETEZEC



Afinitni interakce

afinitni
komplex

- komplementarni
oblasti

Kineticke konstanty:

K, ... asociacni rychlostni konstanta

K4 ... disociacni rychlostni konstanta

K, = Kk /ky asociacni rovhovazna konstanta



Rozdéleni afinithich sensoru

v primé afinitni biosensory
vznik biokomplexu je mozné sledovat primo v
prubéhu afinitni interakce (v realném c¢ase)

prevodniky:
- optickeé svetlovodneé systemy
- pilezosensory
- impedimetricka zarizeni
v neprimé afinitni biosensory
jeden z afinitnich partneru je vhodné oznacen, na konci
interakce se pak stanovi mnozstvi znacky navazané na
povrchu sensoru
podle typu znacky (enzym nebo fluorofor) se pouzije

prevodnik vhodny pro méereni enzymoveé aktivity nebo
fluorescence



Primeé afinitni sensory



Schéma mereni

2. asoclace
se vzorkem

1. imobilizace ligandu Py

4. regenerace

disociace



PRIMA METODA

v'vznik biokomplexu pribézné v realném case
bez pomoci znacek

v'rozvoj telekomunikac¢nich technologii
na bazi svetlovodu (nelinearni optika)

Jeden reakcni partner je imobilizovan na povrchu
prevodniku, druhy je volné v roztoku, prubézné se
sleduje vazba na citlivéem povrchu.

Meéreny signal odrazi pouze zmeény na povrchu sensoru
a v jeho tésné blizkosti.



Primé imunosensory

v nelinearni optika (opticka viakna)
v’ piezoelektrické imunosensory
v impedometricka zarizeni



Opticka vlakna Sifeni paprsku ve svétlovodu

jadro (core) - index lomu n,
- plast’ (cladding) - n,, n,<n;
writickd mez mechanicky obal

uhel dopadu vétsi
nez kriticka mez
- paprsek se Sifi




Jadro viakna sklo
kfremen (UV)
plast (levné)
Plast’ silikonovy
Obal plast (polykarbonat)
Pramér viakna stovky pm



Dva zpusoby vyuziti optickych viaken

v pfimé ozarovani (extrinsic sensing)
interakce se uskutecnuje na konci viakna
vlakno slouzi k vedeni svétia

v' neprimé ozarovani (intrinsic sensing)
opticky vodic€ neslouzi pouze k pasivhimu
vedeni svetla, ale chemické zmeény v tésném
okoli svetlovodu se sleduji na zaklade
vyvolanych zménenych podminek pro vedeni
svétla uvnitr svetiovodu.
Vyznam pro konstrukci primych imunosensoru




Intrinsic sensing

1 Pri vedeni sveéetla uvnitr svetlovodu

COEEEEI I IS E\tslochézik interferenci mezi

. | - dopadajicim a odrazenym
Z / svételnym paprskem a tim vznika
/ elektromagnetické stojaté vinéni.

tlumena (zhasiva) vina
(evanescent wave).

1.Velmi tenky svetlovod (tloust’ka asi vinova délka svétia),
svétlo se Siri v urc€itych diskrétnich modech
(vice odrazu na jednotku délky)

2. Silny svetlovod



mod: 0 1

/

“* na vnejsim povrchu interakce s latkami
elektromagneticka vina se siri do okoli mimo svetlovod,
pritom jeji intenzita klesa exponencialné se vzdalenosti
od rozhrani (,,exponencialni vina*)

< energeticke profily exponencialni viny jsou pro tri

zakladni mody ukazany na obrazku

% pro vyssi mody narusta podil ,,vnéjSi energie“

a zvetsuje se penetracni hloubka



Optické prevodniky pro afinitni interakce

é Princip:Zakladem interakce je

e =>___ . opticky FdST interakce exponencialni viny
n: opticky hustsi s okolim sensoru.

a Pfi dopadu paprsku sifeného

v opticky hustsim prostredi
Vznik exponencialni viny  na rozhrani s fid$im prostiedi

pod uhlem vétsim nez kriticky (sina. > n.,/n,;), dochazi

k totalnimu vnitfnimu odrazu svétla.

pritom vznika v opticky ridsim prostredi elektromagneticka
vina vyvolana interakci dopadajiciho a odrazeného svetla,
jejiz intenzita klesa exponencialné se vzdalenosti

od povrchu.



Dva typy optickych systému

Interakci exponencialni viny s blizkym okolim sensoru,
dochazi ke zméné podminek pro sireni svétla v optickém
systému, které se kvantifikuji podle zmeén intenzity

nebo fazového posuvu vedeného svéetla.

v Planarni svétlovod
IOS (integrated optical sensor)

v" Rozhrani kov/dielektrikum —rezonance elektromagnetické
viny Sifrené povrchovou vrstvou kovu (interakce viny
s volnymi elektrony v kovu
SPR (surface plasmon resonance)



IOS A SPR

A7 /exponenciélni vina A
C C
X M
F d'::§ > d
10S S

Teorie vychazi ze zmeén efektivniho indexu lomu N

pro Sifeni vedené viny uvnitf optického systému. Sifi se
jeden definovany mod, ktery ma u:

IOS slozku magnetickou TM, a elektrickou TE,

SPR pouze slozku magnetickou TM,,.



Zmény v poli exponencialni viny jsou vyvolané navazanim
biomolekul na citlivy povrch (zmeny indexu lomu n. v oblasti
vzorku C)

Penetracni hloubka exponencialni viny v prostoru vzorku Z,
S je podkladovy substrat (obvykle sklo, ns = 1,46)

F Je planarni svetlovod (n, tloust’ka d, n. asi 2,0,

d =80 az 120 nm, materialy SiO,/TiO, nebo Si;N,)

M tenka vrstvicka kovu (Au, Ag, tloust’ky 20 az 60 nm)

exponencialni vina

I’ AN




Mereneé signaly:

10S

A sménaindexulomu M€ri se efektivni index lomu

A A okolniho roztoku v homogenni zména indexu
C A /AA A lomu An. celého okolniho
A A A A prostiedi C (roztoky pufru

E (M) > ne =1,33), system tedy

A 2 funguje jako refraktometr

z A v homogenni adsorbované

- A T S vrstvy F'je vliastni déj, ma

vrstva F

iIndex lomu nF a

- o  tloustku dF’
" AA A AA S

vrstvu bilkovin: Index lomu nF 1,45-1,55
tloustka vrstvy dF 4 —-10nm




C vzorek SPR

M kov
S podklad \ : /
hranol ‘\\_;/
o DAD
LED, laser

e ——

v" Pro zavedeni svétla se pouziva vstupni hranol, povrchova
vina se excituje na rozhrani mezi kovem M a dielektrickou
vrstvou C (vzorek).

v Misto hranolu lze pouzit i vstupni mrizku

v Jako detektor slouzi rada fotodiod (DAD, diode array
detector), coz umoznuje urcit zavislost inienzity
na uhlu odrazu



SPR signal
YYyY YYY

Vazebna reakce => Zzmeéna resonancnich podminek

T e -’
-
\ s/

Intensita odraz. \
paprsku \
\

\/

uhel odrazu a

m resonancni uhel odpovidajici minimu intensity
odrazeného paprsku je kontinualné vyhodnocovan,

m jeho poloha je umérna zménam povrchove hmotnosti
vyvolanym adsorpci biomolekul



SPR BIOSENSOR  ¢ip systemu
BIACORE

Rozmery:
9x2,5x0,1cm

Modifikace povrchu:
CM5 karboxymethyl-dextran, HPA hydrofobni,
SA streptavidinovy, NTA komplexace kovli
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Biacore 2000 (Biacore) Kl 1 (BioTul)
www.bioacore.com www.biotul.com

|Asys (Affinity Sensors)
www.affinity-sensors.com




Piezoelektrické imunosensory

Piezoeletricky efekt (bratri Curieové):

V nékterych anizotropnich krystalech (kfemen, turmalin,
Rochellova stl) se prfi mechanickém namahani generuji
orientované dipoly a vznik elektrické napeti.

Tento efekt se uplatnuje i v obraceném smysilu:

Pokud se na krystal privede stridavé napéti o vhodné
rezonancni frekvenci, zacne krystal se stejnou frekvenci
vibrovat,pritom se prevazna cast energie (105 : 1)
uchova v oscilujicim systému a nerozptyluje se do okoli.



ORIENTACE PIEZOELEKTRICKE DESTICKY

osa (index)

Ay

Orientace krystalografickych os:
tenky rez krystalu jsou podle
tvaru krystalu mozné vibrace:

Mechanické deformace

destiCka disk
d;; délkova radialni
d,, Sirkova
ds;  tloustkova tloust’kkova

Predpoklada se, Ze elektrické pole ve sméru osy y (d;)



Materialy pro piezoelektrické krystaly

PRIRODNI

UMELE

PLASTY

monokrystaly kremene, sensor se pripravi
vyrezanim desticky pod presnymi uhly

(rezy AT, BT, ST...)

materialy (dnes i kiemen), riizné druhy
keramiky: polykrystalické, ale uniaxialni
(orientovane), priprava se provadi sintrovanim
(ZnO, LINbO,, LiTaO,, Bi;,GeO,)

Vyhoda: snadné tvarovani a nanaseni tenkych
vrstev.

polyvinylidenfluorid PVDF (-CH,CF,-),

smes amorfni a polykrystalicka forma (1:1)
sestava se z nepolarni nahodneé orientované

a polarni orientované slozky



Piezosensory - chemické mikrovazky

/kovove elektrody

/ --gAu nebo Pt
, * na protilehkych
" ___|stranach
objemova akusticka vina - desticka
schéma tloustkové “kontakty~| z kifemene
stfihové vibrace | AT-Fez
—
z4klz1cdni stav / amplituda | drzak I 5 az 20 MHz

Piezoelektricky krystal
Hmotnostni citlivost: 2
-2f ;JAm

QCM - quariz crysial

_ Af =
rmicrooalance A
V Pgk



Rezonancni frekvenci f, urcuji fyzikalni vlastnosti
kfemene a tloust’ka desticky (Cim je tenci, tim
rychlejsi vibrace a vyssi f,)

U typu QCM byva f, od 5 do 20 MHz, pokud by
krystal byl jesté tenci, lamal by se.

Kdyz dojde k navazani latky na povrch elektrod,
dojde ke zmene rezonancni frekvence f,.

Zmeni se hmotnost celeho systému a vibrace se
zpomali — frekvence poklesne.

Pokud krystal osciluje v pritomnosti kapaliny, dojde
k dalSim zménam f, v dusledku tlumeni oscilaci
(viskozita prostredi)



Mereni s PZ krystaly

v" aktivni metoda
PZ krystal je soucasti sirokopasmového oscilacniho
obvodu, jehoz frekvence se ridi vlastnostmi krystalu
aktualni frekvence se stanovi pomoci citace, rozliseni je
0,1 az 1 Hz pri zakladni frekvenci 10 az 20 MHz
citlivost kolem 3 ng/Hz a mez detekce 10 ng/cm?

v’ pasivni metody
na PZ krystal se zvenci privadi stridavé napéti
o0 znameé promeéenné frekvenci a v okoli rezonance se
promeéri impedancni charakteristika, zavislost
velikosti /Z/ a fazového uhlu ¢ na frekvenci.
Nakladna aparatura, impedancni analyzator nékolik
milionu korun,
ale odlisi hmotnostni a viskozni zmeény.




Merici usporadani

X pumpa

vzorek

odpad

A4

pocitac

il

citaC (meéric
frekvence)

[]

prutoéna cela s krystalem

oscilacni
obvod




UKAZKA MERICIHO ZARIZENI

Biochemicka laborator MU Brno, PrF, katedra biochemie



UKAZKA KINETICKE ANALYZY

0.0008-
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kd = (0.0000297 +/- 0.000017)'95

0.0002F
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Studium interakce protilatky s imobilizovanym
hapténem pomoci piezoelektrického biosensoru



Neprimé afinitni sensory



Princip: pouziti vhodného znackového systemu

Priubéh heterogenni:

v imunokomplex je zachycen na vhodném povrchu
citliva oblast prevodniku),

v po probéhnuti reakce se odstrani reakcni smés,

v povrch se promyje

v' zméri se mnozstvi zachycené znacky

znacky: radiaktivita (u biosensoru se nepouziva)
fluorescence
luminiscence
enzymova znacka

Vychozi metoda: ELISA



Zpusob méreni:

v kompetitivni
v'sendvic¢ové usporadani



y y

Kompetitivni usporadani

Na citlivy povrch je imobilizovan antigen. Pri vlastnim
stanoveni se vzorek smicha s protilatkou a necha se
urcitou dobu inkubovat. Smeés se prida k sensoru a
zbylé protilatky se vazi na modifikovany povrch.
Volny a vazany antigen soutézi o limitované mnozstvi
protilatky.

Na konci reakce se povrch oplachne.




Zachycena protilatka primarni se detekuje pridavkem
sekundarni vhodné oznaceneé protilatky.

Sekundarni protilatka ma specifitu k té ¢asti primarni
protilatky, ktera nevaze analyt (napr. Fc cast)
Nebo Ize pouzivat vhodné oznacenou primarni protilatku.

<

/3

bznacena
sekundarni protilatka

oznacena
L primarni protilatka




[analyt]

Format kompetitivnhiho stanoveni lze také obratit,

na povrch sensoru lze navazat protilatku.

Pak se inkubace provadi se vzorkem obsahujicim analyt
a navic se prida analyt spojeny s vhodnou znackou.
Konjugatu znac¢ky s jednim z vazebnych partneru se
rika tracer.

Kalibracni krivka: zavislost signalu Y na koncentraci
analytu ma charakteristicky sigmoidni tvar.

Strmost je tim vétsi, cim vyssi je afinita protilatky



Sendvicove usporadani

Je vhodné pro rozmernejsi analyty, které v molekule
nesou nékolik vazebnych mist pro protilatku.

Pri inkubaci se vzorkem tato protilatka vaze pritomny
analyt.

Poté se povrch oplachne a prida se
dalsi protilatka, ktera rozpoznava
jiné vazebné misto na povrchu
analytu. Muze byt vhodné znaéena
nebo se detekce provede pomoci
treti oznacené protilatky.

Mnozstvi navazané znacky je primo
umeérné koncentraci analytu

ve vzorku.




Afinita protilatky

r r

nizka /

vysoka

[analyt]

Prubéh kalibrac¢nich krivek pfi sendvicovém stanoveni
je zavisly na afinité protilatek.
Afinita hraje mensi roli, jak pri kompetitivhim stanoveni.



Elektrochemické imunosensory

Jednoduché
levhé
velmi citlivé

elektrochemicky vyso_k’é specifita
pfevodnik protilatek

Pracovni povrch: pracovni elektroda
vymeéenna membrana s protilatkou
predrazeny imunoreaktor

Znacky: enzymy aktivita merena elektrochemicky
redoxaktivni latky (voltametricky)
chelaty kovu (voltametricky)



elektroda s protilatkou vzorek s tracerem

Heterogenni stanoveni:

elektroda je modifikovana protilatkou
vaze tracer pri kompetitivhim
stanoveni, zachycena enzymova
aktivita se pak stanovi po pridavku
substratu:

-amperometricky (zmeéna proudu)
-potenciometricky (zméena potencialu)



Amperometrické stanoveni
je vhodné ve spojeni s temito:

enzymy a substraty
peroxidasa H,O, + jodid, ferrocen

nebo hydrochinon
lakasa O, + hydrochinon
katalasa (H,0,)
glukosoxidasa O, nebo ferrocen+glukosa
alkalicka fosfatasa p-aminofenylfosfat
galaktosoxidasa p-aminofenyl-pB-D-galaktosid
acetylcholinesterasa acetylthiocholin

Potenciometrické stanoveni

enzym substrat
ureasa mocovina



Paskove varianty imunochemickeho stanoveni

s vizualnim vyhodnocovanim.
Predstupen mezi ELISA a nepfimymi imunosensory

T S s U
i (R CX ; -

' i ‘.,‘ '

silné
pozitivni

negativni neplatné

Zmeéna tloust’ky vrstvy zplisobena specifickym
navazanim analytu se pri vyvhodnocovani projevi jako
zmeéna pozorované barvy.

Semikvantitativniho imunostanoveni na kremikovém
Cipu. Barva a tvar pozorovanych skvrn umoznuji
kvantitativni vyhodnoceni pritomnosti analytu ve vzorku.
Vyhodou je rychlost: nakapnuti a behem nékolika minut
|ze pozorovat odezvu.



Imunochromatografické testy

Tehotensky test

zjisteni tehotenstvi z moce

detekce lidského gonadotropinu hCG (hormon placenty)
vcasna detekce téhotenstvi

25 mIU/ml hCG C T
konec uréeny pro drzeni :leitsrt:))c\:’ealzils‘jcs)f/é membrana POdUSka
vV ruce
poduska: Ab proti hCG konjugat koloid Au
T Ab proti hCG

C. Ab proti mysi protilatce



pozitivni




negativni




neplatny




neplatny




Imunochromatografické testy

Detekce drog
stanoveni M3: THC, MET, MOR

Z moce
K . drseni testovaci cast o duLka
ﬁﬂig urceny pro drzeni nitrocelulosova membrana P

poduska: Ab proti drogam konjugat koloid Au
T drogovy antigen

C. Ab proti mysi protilatce
THC- tetrahydrocannabinol (marijuana)

MET- methamphetamin
MOR-morfin



pozitivni

droga z mocCe se navaze na protilatky z podusky,
fialove zbarveny prouzek v T oblasti se neobjevi



negativni

C T

v'malo antigenu z moce,

v’konjugat Ab s Au se navaze na antigen v T oblasti
vznikne fialové zbarveni
v’konjugat Ab-Au by se vzdy mél navazat na antimyssi Ab

v oblasti C :
vyrobce: dovozce testu:
Alfa Scientific Designs INc. ELISABETH PHARMACON, spol.s.o.,

POWAY CA USA Nam. Svobody 18, Brno



