


Zpusoby imobilizacebiomolekul:

v mechaniclka imobilizace

v zachyceri v gelu nebo polymeru
v zedt’ovani biomolekul

v kovalentni imobilizace

v elektropolymerace



Mechanicka imobilizace

Roztok biokomponenty se
kapne na povrch grevodniku
a prekryje se dialyza&ni
membranou, ktera zadrzuje

I i biomakromolekuly, ale nebrani
%@% Idiaiyzafmi pohybu analytu.

membrana

Prevodnik
-krouzek

Dialyza¢ni membrany: celulosa
acetylcelulosa
polykarbonaty
celofan

limit propustnosti kolem 10 kDa



Zachycené biomolekuly musi byt ve vhodném pufru,
nékdy se ridava kolecko filtra ¢éniho papiru nebo
skelny papir, které zarovai definuji tloust’ku vysledné
biovrstvy.

Nevyhody takto pfipraveného sensoru

“* nelze jej rozebirat

“» musi se uchovavat ve vhodnéem progtdi (pufr)

« stabilita je uréovana vlastnostmi biomolekuly
(pohybuje se viradu hodin az mésiai)

Vyhodné:

pro tkanoverezy: zachyceni polyamidovou skou
celofanem
mikrobialni bu nky ve formé pasty



Adsorpce biomolekul

v' spojeni s povrchem grafitu.

v reverzibilni proces vyuZzivajicifadu interakci:
- hydrofobni interakce
- ilontove sily
- vodikové mistky

v vyrazné zavisi na podminkach

(pH, iontova sila, teplota)



Zachyceri v gelu nebo polymeru

Inkluse biomolekuly uvnitr struktury membrany
Metoda s polyakrylamidem (PAGE)

2 H 2 W
akrylamid OC—NH, bis(akrylamid)
H
Vznik PAGE -CHy—GH.CHy CHCH;C—
(|:O
" CO—NH,
CH

2
NH bis-zesit’'ovani




PAGE polymer

“* vysoky obsah vody (80 az 95%),

“* horSi mechanické vlastnosti biomembrany

% lze ovlivnit porozitu (pomérem obou komponent)

Biovrstvy nejsou zvla®’ stabilni, éasem dochazi
k uvolnéni biomolekul.

PAGE je mozné vyuzit prokovalentni imobilizaci molekul,

aktivace pomoci_hydrazinu

(6M, 8 hod inkubace Fi 45°C),

nasledny pridavek kyseliny

dusite vede k reaktivnimu azidu kyseliny.




Zelatina

velmi ¢asto se pidava do enzymovych memban
Postup:
= zelatina (5% roztok) se necla nabobtnat,
zahreje se émér k varu, necha se vychladnout
na teplotu 4G50°C
= prida se enzym a nalije se
na vodorovnou podlaku (kolem 25 ml na 1 crA).
= po vyschnui (4°C 12 hodin) se vysleda enzymo\a
plocha prilozi na aktivni plochu sensorua zachyi se
dialyzacni membranou.
Doporuéeni nékterych autori:
dodatecné vytvrdit zelatinu pridavkem 1 m
siranu chromitého, ktery zedt’uje karboxylové skupiny
zelatiny.




Nafion
je polymer dodavany v rozpusténem stavu
ve snesi alkoholi s vodou.

_[(CF,-CF )U_LC-F_sz] e | funguje jako iontoménié
E { . akumuluje kationty a
SF i odpuzuje anionty
2

L (brani interferenci
[CFS— F]JO—CFz-CFz_SOBH askorbatu a uratu)

P

primd _imobilizace enzymi
Smés enzymu s Nafionem se kdpne na povrch
sensoru a necha vyschnout.




fouss

Polyvinylalkohol (PVA PVA
hydrofiln 1, neutralni a biokompatibiln 1 polymer, ve voa
silné bobtna.

Pripravuje se hydrolyzoupolyvinylacetatu ve forme

kr atkych oligomenia (asi 90 kDa), ktee po zest’ovani
vytvori konecny polymer.

Pro zahajeni polymerace existuje rekolik postupii:

*» radiacni polymerace

*» 5% allylmethakryl at

*» triisokyanaty (TIC)

*» pridat styrylbipyridiniov é skupiny (PVA-SbQ) + UV



radiaéni polymerace

vyuziva oz&eni smési oligomeni

a enzymuy zarenim

(generuje®Co, potirebna davka 3 az 5 Mrad)

vzniklé radikaly vyvolaji dalSi polymeraci a zesiéni.
Vysledna membrana neobsahuje nezadouci produkty

a soutasre je sterilovana.

Ale tvrdé zareni mize poskodit prevodnik nebo biovrstvu.

5% allylmethakrylat
Se pouziva pro dodaténe
zesigénl.

CH,=C—-0-CO-CH=CH,
éH:} allylmethakrylat



chemické zest’ovani pomod triisokyanatu (TIC)

triisokyanaty spojuji
O_CH‘? NGO postranni hydroxyly PVA,

mohou zesfovat | enzym
(pires aminoskupiny a

OCNOCHZ hydroxyly)
Na povrch sensoru

TIC naneseme nejprve enzym a

po jeho zaschnuti pak PVA (roztok v dimethylsulfoxidl),
pridanim TIC vznikne velmi rychle gel.

— N=C=0 +HO— —p —NH_C_O

zesnﬁni H)



PVA-ShO

komeréné dostupny PVA obsahujici maly podil
(1,3%) styrylbipyridiniovych skupin, ktery polymeruj e
v UV swétle.

nejSetrnéjSi zpasob imobilizace molekul pomoci PVA




HEMA —poly (2-hydroxyethylmethakryl at
hydrofilni, biokompatibilni polymer

smés HEMA s vodnym roztokem enzymu se
necha zmrazit na -80°C a pote se polymerace
vyvolay zarenim.

Pri nizké teploté dochazi k mensimu poskozeni molekul.
Ve zpolymerované matrici se vytvéi pory zbyle
po krystalcich ledu (cavities), na jejichz stnach je
vazan enzym.

Chemicky se da polymerace vyvolat pomoci
peroxosiranu amonneho a TMPD.



plokompatidiin I polymery
S velmi dobrymi adheznmi viastnostmi.
t Se vyclazi z DJJJDHJHIL_I (kolem 50 kDa),
VI FJ’ DHJFJQJ enzymuzestuj |

nethandiisokyanatem.

O—CO—NHOCH3~<:>—NH—'CG—D—(GH2)4-O

PU - Tecoflex

n




PEGDE

miize mimo zegfovani modifikovaného polyvinylpyridinu
reagovat s volnymi aminoskupinami enzymu.

Prenos elektromi mezi enzymem a elektrodou

pak probiha velmi rychle preskakovanim mezi
jednotlivymi fixovanymi molekulami mediatoru.
Vysledkem jsou vysoké proudovée hustoty dosahovane
u tohoto typu enzymovych elektrod.

PEGDE
H.__?C_t'?,H_CHE_D_(‘JH;,_fC:H;_;,_(‘,}.ﬂCHEE CH-CH,

‘\C)/ \‘d




Zesit'ovani biomolekul
Membranu Ize vytvorit piimo z enzyn ¢i bilkovin
zest’ovanim (retikulace) vhodnym bifunkénim éinidlem.

Glutaraldehyd — smés s roztokem bilkovin v zavislosti
na koncentraci vytvari spontalné sit’ (retikulum),

bud’ pirimo na povrchu sensoru nebo na vhodnem
podkladovem materialu (polyamidova stka, dialyzacni
membrana)

0=CH—(CH,);-CH=0

glutaraldehyd



—CH=0 * H,N—

l Schiffova baze
— CH=N—

i redukce (NaBH,)

—CH,-NH—




Nezreagované aldehydové

- skupiny se mohou neutralizovat
reakci sglycinemnebo
ethanolaminem
Hmotnostni pomeér
glutaraldehydu : bilkovin é
=1:1&1: 20,
coz ovliviiuje pruchodnost
membrany.

retikulum

Zesitovat Ize pouze enzym nebo sedne enzym naedit
inertn i bilkovinou, kterd ma hodné volnych aminoskupin
(albumin).

Tyto enzymoveé membrany se vyznaiji dobrou stabilitou
v disledku zna&ného podilu latentni enzymové aktivity.






Aktivace povrchu sensolf

pracovni povrch sensofi: sklo
kiremik
modifikace uhliku
uslechtilé kovy (Au, Pt)
Neékter é biomolekuly se adsorbuj na povrch téchto
materiala s riznou pevnost, ale spolehliha a
dlouhodobe stabilni imobilizace je mana jen pomod
kovalentni vazby mezibiomolekulou a povrchem.



Silanizace

metoda aktivace anorganickych povrchu, ¢asteéné krytych
vrstvou oxidu (sklo, kremik, kovy) kontaktni vrstvou

silanu s vhodnou reaktivni skupinou X.

Pouzivaji se alkoxyderivaty:

y-aminopropyltriethoxysilan (APTES nebo APTS)
glycidoxypropyltriethoxysilan (60OPS)

Jejich dcinkem se na povrchu vytvori tenka vrstvicka

z nekolika molekularnich vrstev.

(CoHs)3Si—(CHy)3-NHy A pTES

(CHa)3Si—(CH,)3-O—CH,—CH—CH;

O GOPS

CH,

C2H5O"—“ii—(CH2)3‘NH2 APDMES
H3



Spontalni tvorba monovrstev
(self organized monolayers

vyuziva velmi pevneé adsorpcéhiosioucenin (thioly a
disulfidy) na povrchu zlata a ¢astetné také platiny a
stribra.

Disulfidova vazba je velmi pevna, slouzi jako podklad
pro dalSi imobiliza¢ni reakce.

Délka uhlikovéhoretézce ovliviiuje organizovanost
vrstvy, plosnou hustotu reaktivni skupiny Ize ovlivnt
pridavkem inertniho ¢inidla — pouzije se sms:
aminothiolu a thiolu.

S—(CHa),-NH,
S—(CH,),-NH,
é-(CHz)z—NHZ —» |-S—(CHy),-NH,
Au Au

o

Adsorpce thiosloucenin na zlato



S X S X Zmenseni hustoty
N NN RN Nl S NSNS . i )
S X S Inertnim thiolem
\/\/W\./ \M/"W
S\,/\\//\/\/\/ X SMN X
S\/\/’\/\\/\/ X S
N AN AN

Vzdy vznika monovrstva, ktera vSak mize byt tak husta,

ze je povrch prakticky elektricky izolovan. Adsorpce

kratkych thiol @ zlepSuje elektrochemicke odezvy bilkovin

a jinych latek (usnadréna vymeéna elektronu

s cytochromem c).

Hustotu Ize urcit elektrochemicky na zaklacé signalu

vhodné elektroaktivni latky (ferrikyanid) nebo sledovat

pokles vodivosti povrchu v piibéhu vzniku monovrstvy.

Thioly: cysteamin, cystamin, thiofenolaminoskupina)
16-merkaptohexadekanolhydroxyskupina)
12-merkaptoundekankarboxylova kyselinaCOOH



O

Bis(N-hydroxysukcinimidester
N kyseliny 3,3-dithiopropionova

-~
je specialnic¢inidlo, ktere se
4 - vaze na zlato.

N-hydroxysukcinimidova skupina
je reaktivni a maze byt
vyménéna za volnou postranni
aminoskupinu z bilkoviny,
pricemz vznikne amidova vazba

&)HQCHz—CO-—OH\N

DSP
o/



Aktivace polymernich materiali
Polyamidy:vznikaji polykondenzagnimi reakcemi:
Nylon 66z 1,6-diaminohexanu a hexan-1,6-dikarboxylove
kyseliny
Silon kondenzace e-kaprolaktamu
material: trubi ¢ky
membrany
kuli ¢ky
Sitky
pro imobilizaci enzymii
ma material malo volnych koncovych skupin,
je tfeba rozruSit:  hydrolyzou
aktivaéni postupy




hydrolyza polyamidii:
opatrnou hydrolyzou (3M HCI 10 sec az 1 hod)

¢asto se vSak material mechanicky narusi

aktivaéni postupy:
amidovou vazbu nefferusi

O-alkylace peptidove vazby oxoniovou soli
triethyloxonium tetrafluoroboritanu
dimethylsulfat

—C—NH— (CHH)ESO‘*‘—C:@H_ R-NH; H—C:ﬁH_

|
O > éCHS “CH.OH » NH-R

vznikly imidoester reaguje v slalg alkalickem prostiredi
s aminoskupinou za vzniku amidinu.

Na trhu existuji aktivované polymery (membrany,
iImobilizace se dosahne inkubaci s biomolekulou.






Povrch modifikovany NH, skupinou

1) Aktivace bifunk énim éinidlem

Glutaraldehyd (1 az 5% vodny roztok)

za 0,5 az 2 hod se vytw Schiffova baze a

po promyti je druha volna aldehydova skupina

k dispozici pro stejnou reakci s NH skupinou
biomolekuly.

Zbyvajici volné aldehydové skupiny se inaktivuji
glycinem neboethanolaminem.

Nékdy se provadi redukce Schiffovych bazborohydridem,
piricemz vznikla vazba je stabilréjsi.

O=CH—(CH,),-CH=0 .—NH
NH, o o FN=CH (CHy)3-CH=0 2
FN:CH_{CHE}S-CHzN

|

NaBH,

B FNH_CH_[CHE}E-CH—NH



(tetrachlor -p-benzochinon),

=

Dbsahujeredoxaktivni chinonove usparadani vyuzitelne
pro prenos elektrom mezi enzymem a elektrodou.

Cl
NH, +
Cl

Imobilizace pomoci chloranilu




DALSE CINIDLA:

Dianhydrid kyseliny benzentetrakarboxylovée
O O

Y
O

O

DIDS trans-stilben-(4,4" -diisothiokyandt)-2,2° -disulfonova
kyselina

O0=C=N

SO,4H

pips HO3S



2) Konverze aminoskupiny

Thiofosgen CLC=S, vznikly isothiokyanat pak
reakci s aminoskupinou biomolekuly vede

k substituované thiomaoviné.

Aromatické aminoskupiny lze snadno aktivovat
diazotacikyselinou dusitou (biomolekula se vaze
pires tyrozinovy zbytek)

L0
e 2 [
2 :
\ = >
~ Ko
Imobilizace pomoci diazotace




Povrch modifikovany karboxyskupinou

je druha nejcastéji pouzivana skupina po NH,.
REAKCE S KARBODIIMIDY (CDI)

Zpusobi vazani vody pri vzniku amidové, esterové Ci
thioesterové vazby.

R
v -
COOH+C 3 |—C » - C *
|i N |- HD—# |i *NH—(B) ¢=D
g{ NH H

H_\,_ Reakce karbodiimidu IJQ’



Q—N:C:NO DCC

CMC

<:>_N=C=N—GHEC H-No O tosyl
i Nt

EDC

CH3CHy—N=C=N—(CHy)3~N(CHs),




CDI + N-hydroxysukcinimid (NHS)
imobilizace citlivéjSich bilkovin

.—NHJ

. :?O
|—CDOH + HO—N —p “ X »l_¢
N Y
0 NHS NH @

Aktivace pomoci T\ HS

Pripravi se reaktivni a stabilni N-hydroxysukcinimidovy
derivat karboxylu, ktery pak reaguje s aminoskupinaui
bilkoviny.

Oproti samotnému CDI je reakce mnohem mirgjsi a
nevznikaji nezadouci meziprodukty.



O Je dostupny @Fimo aktivovany
/ N(CH,), | dervatTSTU:
N_O_C’ O-(N-hydroxysukcinimidyl)-
ﬁl@%Cngg N,N,N",N’-tetramethyluronium
tetrafluoroboritan.

Inkubace v dimethylformamidu s ekvimolarnim mnozstvim
latky nesouci karboxyl vede ke vzniku NHS derivatu.

Na trhu je k dispozici rada biomolekul aktivovanych NHS
pro vazbu na aminoskupiny,

napr. NHS-biotin, NHS-fluorescein



e NH,

|_CODH - GI—E —O—iBu—p l— ”//_LT’F NH—.

CO,
O—iBu isoBUOH

R




Povrch modifikovany hydroxyskupinou

Vhodna zejména pro imobilizaci na povrchy modifikované
sacharidovou vrstvou (negastji dextran), ktera dodava
hydrofobnimu povrchu hydrofilni vlastnosti zvysSujici
biokompatibilitu.

Jako aktivaéni ¢inidlo je pouzitelny epichlorhydrin.

Na oxiranovy cyklus se aduji biomolekuly prostednictvim
amino ¢i hydroxyskupiny.

Cl—CH,-CH,-CH,
~

I—GH " l—D_CHE—CHE-CHE

he]

Aktivace epichlorhydrinem



Bromkyan

klasicke ¢inidlo pro aktivace polysacharidovychmaterialu
je jedovate

reakce s hydroxyly proldha v alkalickém prostiredi,
meziprodukt imidokarbonat reaguje s aminoskupinou
biomolekuly za vzniku riaiznych derivati.

oH BCN (Mp_cN)) —0_ M- '
— —_— C=NH >
DH _ _OH = I:}.r"'
L o O
0 %' o B NH_
O NH—. “c=N—(B) r .
Lo [ |5
derivat MN-substiluovany MN-subst. karbamat
ISOMOEayiny imidokarbonat

Aktivace bromkyvanem






Oxidacejodistanem

sacharidove materialy obsahujici diolové uskupeni je
mozné za mirnych podminek oxidovat jodistanem, vznig
aldehydove skupiny reaguji s aminoskupinami biomolekul
za vzniku Schiffovych bazi. Reakce je pouzitelna

pro aktivaci bilkovin nesoucich postranni sacharidove
zbytky, ale také proRNA

7 |_.+::.H ~ ( |_'DH N

— -6 o NEi; 0 —0L
I R | S

oI N 0L NeH  HC ‘

L OH J _ 6 & J



Povrch modifikovany amidoskupinou

amidoskupina se vyskytuje fedevsim v polyakrylamidu.
Da sealkalickou hydrolyzou (zahrivani 60°C, pH 10,5,
NaHCO, a Na,CO,) prevest na karboxylovou skupinu.

DalSi moznosti jehydrazinolyza vedouci k hydrazinu
kyseliny, ktery se kyselinou dusitou pevede na reaktivni
azid kyseliny.

pii zahirivani polyakrylamidu v bezvodem ethylendiaminu
dojde k substituci a ziska se koncova aminoskupina.



ferrikyanid

I._SH + SH L I>Sh8

cy_fstein




