AFINITNI BIOSENSORY



Afinitni biosensory

biorekognikacni vrstva = biomolekuly,
které vytvareji bioafinitni komplex s analytem



Typy afinitnich interakci

Molekularni reakce mezi:

ANTIGEN PROTILATKA

HORMON RECEPTOR

LECIVO RECEPTOR

ENZYM KOFAKTOR
(SUBSTRAT,
INHIBITOR)

RECEPTOR MIKROORGANISMUS

NUKLEOVA KYSELINA VAZEBNA BILKOVINA

NUKLEOVA KYSELINA KOMPLEMENT ARNI

RETEZEC



Afinitni interakce

afinitni
komplex

- komplementarni
oblasti

Kinetické konstanty:

k, ... asociacni rychlostni konstanta

k, ... disociacni rychlostni konstanta

K, = k,/k, asociacni rovhovazna konstanta



Rozdéleni afinitnich biosensort

jeden afinitni partner imobilizovan na povrchu
prevodniku

% primé afinitni biosensory

4

L)

- vznik biokomplexu je mozné sledovatp Fimo v
prubéhu afinitni interakce (v realném ¢ase)

- prevodniky = specialni optické sv étlovodne systémy
piezosensory nebo impedimetricka za fizeni

nepFrime afinitni biosensory

- jeden z afinitnich partner 1 je oznacen, na konci
iInterakce se pak stanovi mnozstvi zna ¢ky navazané na
povrchu sensoru

- podle typu zna ¢ky (enzym nebo fluorofor) se pouzije
prevodnik pro m éreni enzymove aktivity nebo
fluorescence



Schéma m ereni

2. asociace
se vzorkem

1. imobilizace ligandu °

4. regenerace

disociace



Priméa metoda

v Sledovani vzniku biokomplexu prubézné.

v' Studium afinitnich interakci bez pomoci znacek
zacind az koncem 80.let.

v' Souvisi s rozvojem telekomunikacnich technologii
na bazi svétlovodu (nelinearni optika).

v' probihd v redlném case
v' bez znadeni a separacénich kroki

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

Méreny signdl odrdazi pouze zmény na povrchu sensoru
a v jeho tésné blizkosti.



Optické prevodniky

% Zakladem interakce je
ooo__==>___Iw opticky RdSt interakce exponenciadlni viny
: n: opticky hustsi s okolim sensoru.
a; PFi dopadu paprsku $ireného
v opticky hust$im prostredi
Vznik exponencialniviny nq rozhrani s ridSim prostredi

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

k totalnimu vnitrnimu odrazu svétla.

pritom vznika v opticky ridSim prostredi elektromagneticka
vina vyvolana interakci dopadajiciho a odrazeného svétla,
jejiz intenzita klesa exponencidlné se vzdalenosti

od povrchu.



Dva typy optickych systému

v Planarni svetlovod
v' Rozhrani kov/dielektrikum

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 svétla.

Podle konfigurace optického systému rozliSujeme

dva systéemy:

IOS - planarni vodi¢ svétla (integrated optical sensor)

SPR - rezonance elektromagnetické viny sirené povrchovou
vrstvou kovu (surface plasmon resonance), vznika

interakci exponencialni viny s volnymi elektrony v kowvu.



IOS A SPR

A7 exponencialni vina

L /I .....

Zp

Oba typy vychazi ze zmén efektivniho indexu lomu N
pro Sireni vedené viny uvnitr opflckeho systému. Siri se
jeden definovany mod, ktery ma u:

v TOS slozku magnetickou TM, a elektrickou TE,

v SPR pouze slozku magnetickou TM,.



A7 exponencialni vina

L ’/I .....

Zp

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

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

F je planarni svétlovod (ne, 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)



Pro SPR:

komplexni dielektrické permitivita kovu

em (Em = Em * JEm)
redlnd slozka €, zdpornd a -€,- > N2

Napr. g,, = -18 + 1,2, g,,= -12+ 0,52}

plati pro vinovou délku A = 632,8
helium-neonového laseru

Pro efektivni indexy lomu N vedenych vin a jejich

penetracni hloubky plati vztahy:
I0S N = kA/2n Z, = M(2n) [N? - n 2]-1/2

SPR N = [nc2 + 1/g,]712 Z, = [N (2mN)](—ey- )12



V disledku absorpce svétla v kovu je SPR navic jen
Uzce vymezen ve sméru osy x na oblast o efektivni délce
L, propagacni délka:
a = Mew )2/ (2TING gy--)
IOS a SPR jsou do jisté miry analogické systémy,

které vyuzivaji vedeni definovaného modu vinéni

v" totalnim vnitrnim odrazem ve svétlovodu
v' podél rozhrani kov/dielektrikum

a generovani exponencialni viny v oblasti vzorku.



I10S

TE, (s-polarizace)

TMy(p-polarizace)

SPR

jen TM slozka (méné informaci)

Vedeni svétla

u IOS je mozné az na vzdalenost nékolika cm
u SPR jen na L, , pricemz citlivost je imérna délce

drdhy interakce se vzorkem.



FYZIKALNT CHARAKTERISTIKY IOS A SPR SYSTEMU

Systém

N

6N/6nc

ON/dd g

(10~ nm™)

I0S

1.68

0.12

3.1

1.55

126

0.26

4.8

SPR (TMo)

1.44

180

1.27

15.3

1.40

230

1.16

10.9

V tabulce udava dN/dn. citlivost na zménu indexu lomu

okolniho prostredi (vzorek)
a ON/dd: citlivost na zménu tloust’ky absorbované vrstvy.




Zmena efektivniho indexu lomu

n Jména indexu lomu * homogenni zména indexu
A A OT'””‘O roztoku lomu An. celého okolniho
S A A AA A prostiredi C (roztoky pufri
A n. = 1,33), systém tedy
BN x> funguje jako refraktometr
z A to je z hlediska sensoru
c A A adsorboYané neiédOUCi.
VShaE < tvorba homogenni adsorbované
, o vrstvy F’ je vlastni déj, ma
"w A A A AA S o J

index lomu nF”a tloust’ku dF’
napr. pro vrstvu bilkovin je

index lomu nF* 1,45 - 1,565 a
tloust’ka vrstvy dF 4 - 10 nm



pokud se oba jevy soucasne:
celkova zména indexu lomu:

AN = (3N/3n)An+(3N/3d-- )AdE

citlivost na zménu tloust’ky adsorbované vrstvy

je neprimo umeérna penetracni hloubce:
(5N/5d|=' ) = (I/ZP) (6N/6nc)



C vzorek SPR

M kov DTS
S podklad \ : /
hranol ‘Q::/
o DAD
LED, laser

e ——

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

O Misto hranolu Ize pouzit i vstupni mrizku

0 Jako detektor slouzi rada fotodiod (DAD, diode array
detector), coz umoznuje urcit zavislost intenzity
a Uhlu odrazu



SPR sign al

YYyy YYvyY

Vazebna reakce => zm éna resonan €nich podminek

T __-\ ]
\ -~

Intensita odraz. \
paprsku \
\

\/

Uhel odrazu «o

resonancni Uhel odpovidajici minimu intensity odrazeného
paprsku je kontinudlné vyhodnocovan,

jeho poloha je imérna zménam povrchové hmotnosti
vyvolanym adsorpci biomolekul



Cip systéemu
SPR BIOSENSOR BT ACORE

Rozmery:
9x256x0,1 cm

citliva vrstva:
naparené zlato

Modifikace povrchu:
CM5 karboxymethyl-dextran, HPA hydrofobni,
SA streptavidinovy, NTA komplexace kovu



Vyménny integrovany Cip: 140 x 30 mm
ctyrkandlové méreni

kazdy kandl: miniaturni prutocny systém
s pneumatickymi ventily

prutoky: 10 ul/min

Ceny
cena sensoru: 100 USD

cely systém BIACore: 250 tisic USD
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Rezonancéni zrcadlo IASys

exponenci alni vina fa Affinity Sensors

TIR hranice povrch pro imobilizaci

/ \f \Af \Af \Af \4 resonan €ni vrstva (n vysoky )

spojovac 1 vrstver (n nizky)

hranol

dopadaj ici odra Zzené svétlo



PRINCIP: Svétlo dopadayjici hranolem se pri urcitém
dhlu vaze pres spojovaci vrstvu (sklo,
tloust'’ka asi 1 ym) do svetlovodu-

- dielektrické rezonancni vrstvy
(material TiO,, tloust’ka kolem 100 nm).
Poté se svétlo Siri podél jeho povrchu a
odrazi se zpét do spojovaci vrstvy.

v' Rezonance vnasi fazovy posun svételného paprsku,
ktery je presné T pri existenci rezonance.

v Rezonance pro slozku elektrickou TE a magnetickou (TM)
(slouzi jako reference).

v Mimo oblast rezonance je signal témér nulovy.
v Lepsi citlivost nez SPR



DEZONANENT ZRe o) —SreNAL

XYY XYY

Vazebna reakce => zmeéna resonan ¢nich podm inek
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' 2 7 ' :
Dozonaninl Zecdrio —3203080

e o

Vyménna mérici kyveta systému IASys

Rozmery:
bx2x3

Citlive povrchy:
aminosilanizovany, karboxylovany, karboxymethyl-dextranovy

hydrofobni, biotinylovany



DalSi parametry

v rozliSeni tloust'’ky navazané biovrstvy
je 10 pm

v 10-4 zména indexu lomu v okoli

v' pracuje se v michaném usporddani,

v objem reakéni komtrky je 200 pl

v’ cena zarizeni je 85 az 200 tisic USD
(podle miry automatizace)



Biacore 2000 (Biacore) KI 1 (BioTul)
www.bioacore.com www.biotul.com

IAsys (Affinity Sensors) IBIS II (XanTec)
www.affinity-sensors.com wwntec.com




RIFS - reflektometricka interferencni
spektroskopie

NejcitlivéjSi metodika primého optického sledovani
bioafinitnich interakci.

v' Zdkladem je interference na tenkych prihlednych
filmech.

v' Svételny paprsek prochazejici slabé odrazivym tenkym
filmem bude cdstecné odrazen na kazdém rozhrani.

v' Ruzné odrazené paprsky prochazi ruaznymi
optickymi drahami, vznika u nich fazovy posuv.

v' Pro tenké filmy je interference pozorovana i pro
bilé svétlo.

v To vede k modulaci intenzity odrazeného
svétla v dusledku destruktivni interference.



Vysledkem je charakteristické

spektrum reflektance, jehoz

tvar se méni po navazani

biomolekul na citlivou plochu

rozhrani. Detektor je DAD
interferen cni
VIStYY

Index lomu n |

dopadajici A
svétlo

RozliSeni tloust’ky
biovrstvy je asi 1 pm.

Ag =2nd/A+ o 400 A 7oo{>




Pouziti bioafinitnich sensoru

Pomoci imobilizovaného ligandu

|ze stanovit odpovidajici analyt.

V séru je mozné stanovit 1 az 100 pg/l pro proteiny
pri délce analyzy 10 minut.

Studium bioafinitnich interakci (charakterizace
protilatek, mapovani vazebnych mist).

Kinetické studie (urcovani asociacnich, disociacnich
a rovnovdznych vazebnych konstant).



VYHODY

v prdace bez nutnosti znaceni, primé sledovani
interakci ,v realnem case"

v rychlost méreni

v znacny stupen automatizace

NEVYHODY

v nizsi citlivost oproti technikam vyuzivajicim
citlivé znacky

v opakované pouziti biosensoru je podminéno
regeneraci citliveho povrchu (zredény NaOH,
HCl, HCOOH, glycin o nizkém pH,
organickymi rozpoustédly s vodou,
rozsStépit proteiny pomoci proteinas

v vysoka cena zarizeni



Piezoelektrické sensory

Objev piezoeletrického efektu
bratri Curieové (1890)

V nékterych anizotropnich krystalech (kremen, turmalin,
Rochellova sul) se pri mechanickém namahani generuji
orientované dipoly a vznik elektrické napéti.

Tento efekt se uplatiuje i v obraceném smyslu:

Pokud se na krystal privede stridavé napéti o vhodné
rezonancni frekvenci, zacne krystal se stejnou frekvenci
vibrovat,pritom se prevdzna cast energie (10° : 1)
uchova v oscilujicim systému a nerozptyluje se do okoli.



ORIENTACE PIEZOELEKTRICKE DESTICKY

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

Mechanické deformace

desticka disk
d;; délkova radidlni
d;, Sirkova
d;;  tloust’kova tloust’kova

Predpokldda se, ze elektrické pole ve sméru osy y (d;)



Materialy pro piezoelektrické krystaly

PRIRODNI monokrystaly kiemene, sensor se pripravi

UMELE

PLASTY

vyrezdnim desticky pod presnymi Ghly

(rezy AT, BT, ST..)

materidly (dnes i kifemen), ruzné druhy
keramiky: polykrystalické, ale uniaxidlni
(orientované), priprava se provadi sintrovanim
(ZnO, LiNbO;, LiTaO;, Bi;,6e0,.)

Vyhoda: snadné tvarovani a nanaseni tenkych
vrstev.

polyvinylidenfluorid PVDF (-CH,CF,-),

smés amorfni a polykrystalicka forma (1:1)
sestdva se z nepolarni ndhodné orientované

a polarni orientované slozky



VIBRACE PIEZOSENSORU

V piezoelektrickych systémech muze oscilace probihat

v celém objemu materidlu nebo pouze v povrchové vrstve.
Nékdy se uplatiiuje nékolik oscilaci soucasné.

QCM quartz crystal microbalance, SAW surface acoustic
wave, SH-APM shear horizontal acoustic plate mode,
FPW flexural plate wave (Lambova vina)



Piezosensory - chemické mikrovazky

. _~kovov € elektrody
/ Y--4AU nebo Pt
, 1__¥ na protilehkych stran &c

. , L - ——desti ¢ka
objemov a akustic ka vina -

) 8 ) . Z kremene
sch éma tlou $tkov é kontakty—
stfihov é vibrace | AT-Fez
zékladn 1 stav / amplituda | drzak I 5 a% 20 MHz

Piezoelektricky krystal

Ll v ~tp T A0l i e 2
Hmotnostn 1 citlivost _

2f o Am
QCM - quartz crystal Af =
rmicrooalance A

PqHq



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

U typu QCM byvad 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 zméné rezonancni frekvence f,.

Zmeéni se hmotnost celého systému a vibrace se
zpomali - frekvence poklesne.

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



Dva zpusoby méreni z piezoelektrickymi krystaly
Aktivni metoda

PZ krystal je soucasti Sirokopdsmového oscilacniho obvodu,
jehoz frekvence se ridi vlastnostmi krystalu aktuadlni
frekvence se stanovi pomoci CitaCe, rozliseni je

0,1 az 1 Hz pri zdkladni frekvenci 10 az 20 MHz
citlivost kolem 3 ng/Hz a mez detekce 10 ng/cm?

Pasivni metoda

Na PZ krystal se zvenci privadi

stridavé napéti o znamé proménné frekvenci a

v okoli rezonance se proméri impedancni
charakteristika, zavislost velikosti /Z/ a fazového
dhlu @ na frekvenci. Nakladné aparatura,
impedanéni analyzator nékolik miliond korun,

ale odlisi hmotnostni a viskézni zmény.




Oscila ¢ni obvod

C1

L1

TANK1
TANK2

GND1
FFQ
OUTPUT b

NC

.
= F

8
@ GND2 F

Ul 74L.S320

sch éma hradlov ého oscil atoru



Nejjednodusi oscilacni obvody vyuzivaji logicka
hradla, jiné operacni zesilovace.

Hmotnostni sensory jsou jednoduché levné, ale
principialné nelze odlisit hmotnostni

zmeény od viskoznich.



Mérici usporadani

X pumpa

vzorek

odpad

pocitac

it

¢ita€ (meric
frekvence)

[

prutoéna cela s krystalem

oscila ¢ni
obvod




Piezoelektricky biosensor se ziska imobilizaci
ligandu na povrch elektrod krystalu a
umisténim krystalu v pritoéné komirce.
Potom je systém vhodny pro primé sledovani
afinitnich interakci v redlném case

podobné jako optické systémy.



UKAZKA MERICIHO ZARIZENI

Biochemicka laborator MU Brno, PrF, katedra biochemie



PIEZOSENSORY V KAPALINACH

Af o 2f5Dm AF Jf‘f 7.P,
A p,H, o, M,
hmotnost viskozita

Po dosazeni prislusnych konstant dostavame pro
hmotnostni zmény (Am v g, fo v MHz, Af v Hz, A v cm?
upraveny vztah (Sauerbreyova rovnice):

Af = '2,26.106 foz —



Impedan ¢ni meéreni

pomoci DDS syntetizatoru AD 7008

C2

i

C3

R2

C1

R1

+5V

VCC

FOUT OSC 50 MHz
CLOCK

AD7008 Tco

TC1

TC2
TC3
LOAD
SDATA

digital
vystup

SCLK
GND RESET

analog
vstup




IMPEDANCNI CHARAKTERISTIKA
PASIVNI METODA

i [fmax,lzlmax] |Z|
s 3 | (k)
L, : 130 ha krystal se privadi
S | promenna frekvence a
\~0 T 1 - [ . v
© () : 1o sleduje se zména
of Rug =0 velikosti impedance |Z|
- ifs o 2 a fdzovy posun O
“l J :K I
410
90k i I-- | ‘Tfmirll,lzlmin] . ......
f (MHZ) 5.930 5.935 5.940

vysledkem je vétsi mnozstvi informaci o déjich
na povrchu krystalu a vyssi spolehlivost méreni -
odliseni hmotnostnich a viskozitnich zmén



Aplikace pizoelektrickych krystald

Pro plynou fazi: zdkladem je imobilizovany afinitni
ligand(napr. formaldehyddehydrogenasa

pro formaldehyd,

cholinesterasa pro sarin, soman) nebo méné
selektivni lipidické vrstvy pro charakterizaci vuni.
v reakce se vzorkem v roztoku, nasledovalo

v’ promyti, vysuseni

v' novd rezonancni frekvence opét v suchém stavu

Vyhoda: snadna interpretace, namérena data
reprezentuji zménu hmotnosti.
Nevyhoda: tézkopddné provedeni



Méreni primo v roztoku umoznuje sledovat afinitni
interakce v realném case. Treba rozlisit zmény
hmotnosti a viskozity, i kdyz u bézné pouzivanych
koncentraci biomolekul je viskozita jejich roztoku
malo odliSnad od zakladniho pufru.

Piezoelektricka metoda je rychlejSi a citlivéjSi nez
klasické postupy.



