IMUNOANALYZA
V KLINICKE BIOCHEMII

BIOSENSORY
V KLINICKE BIOCHEMIE



Vazba antigen - protilatka

o%

» cizorodé latky (toxicke, léky)
¢ latky télu vlastni

* infekéni latky

» specifické protilatky

o

o
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Antigeny

* prirozeny

 umely

< kompletni - imunogen
» nekompletni - haptén

Imunogen

* imunogennost

< specificnost

Slozeni imunogenu:

< makromolekularni nosic
< nizkomolekularni determinatni skupiny epitofy




Protilatky

Proteiny Zivocisného plvodu
protilatkova aktivita
antigenova specifita
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Struktura protilatek

Heavy chain  Light chain
LL,Y,0,0, or € K or A

Antigen
binding

Biological
activity
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2 druhy polypeptidovych retézcu:
lehké L (k a A)
tézké H (y, 1, 9, a, €) Ig6, IgM, IgD, IgA, IgE




IgA

SEROVY SEKRECNY
IgA1 + g ”H\H

IgA2 Azm (2)
IgA2 [Azm )] IgAT +

192 [a,m (2)]

IgA2 [Azm (1)]

J - spojovaci retézec
SC - sekrecni komponenta






Vazebné misto protilatek
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Afinita
Sila vazby (vazebné misto Ig - antigenovy deter)

Avidita
Sila vazby mezi antigenem a protilatkou

Pocet vazebnych mist

< dvojvazné (Ig6, IgD, IgE, sérovy IgA)
<+ Ctyrvazné (sekrecni IgA)

<+ desetivazné (IgM)



Ziskavani protilatek

Polyklondlni protilatky

vstiiknuti antigenu A pozdéjsi odebrani krve




Isolate

Isolate serum

spleen cells
Shammanre oy
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Epitopes MOnOklonalnl pr'O'riIa'rky

Hybridize
_

Plasma cells Myeloma cells Hybridomas

Monoclonal antibodies




Metoda zaloZend na enzymovych defektech:

(chybéni duleZitych enzymu)

v" V bunkach kultivovanych in vitro lze navodit
urcité enzymove defekty.

v" Bunky se enzymovymi defekty nejsou schopné
rust v médiich, které obsahuji selekéni
komponenty

v" Hybridni bunky mohou nepritomnost potrebného
enzymu v jedné bunce kompenzovat jeho
pritomnosti v partnerské bunce.

v" Na selekci hybridomu se vyuZiva vynechani
nékterych enzymu syntetizujicich nukleotidy.



Bunky syntetizuji nukleotidy dvojim zplsobem:
v" hlavni cesta (de novo)
v vedlejSi cesta (hotové purinové baze a nukleosidy)

sacharidy ° aminokyseliny

HLAVNI CESTA l AMINOPTERINOVY BLOK

NUKLEOTIDY

VEDLEJSI CESTA T

Dusikate zasady o Nukleosidy



PRIPRAVA MONOKLONALNICH PROTILATEK
PRAKTICKY

Mys imunizovana,
Pripravena k odbéru
sleziny pro ziskani
B-lymfocytu






Ziskdni slezinnych bunék - B-LYMFOCYTU




Odpipetovani vyplavenych
B-lymfocytu ze sleziny

do centrifugacni zkumavky.
Nasleduje centrifugace.

Odsati supernatantu.
Bunky jsou pripraveny
pro fuzi s myelomovymi
burkami.



Myelomové bunky.
Centrifugace a odsati
supernatantu.
Spojeni myelomovych
bunék s B-lymfocyty



Faze v prostredi polyethylenglykolu 1000
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Rust bunék v AH-médiu.
Rostou jen hybridy B-lymfocyt-myelomova bunka.




Rozpipetovani po fuzi
do 10 mikrotitracnich desticek



Hybridomy

unky
myolemové bunky



Antigen + protilatka = biospecificka vazba

 polyklonalni Ig:

“+ monoklonalni:

vznik zakalu

vznik precipitatu
vznik aglutinatu
dbytek reaktantu
prirustek produktu
zdkal ani precipitat
nevznikaji

dbytek reaktantu
vznik produktu



Imunoprecipitace

Ags & Abs combine

large aggregates form
at approximately equimolar concentrations

f Ag & Ab
e @ @ or g Y

kvalitativné

zakal

precipitat
aglutinat
kvantitativne
merit

dbytek reaktantu
vznik produktu



Aglutinace
castice (bunky, erythrocyty, bakterie, latexove)
aglutinuji

hodnoceni aglutinace

v' primo okem, lupa

v pod mikroskopem
provedeni

v sklicko

v’ zkumavka

v" mikrotitracni desticka



Typy aglutinace

<» prima - antigen -soucast povrchové struktury
<* neprima - antigen nebo Ig se navaze
na korpuskularni castice

v latexova aglutinace
v pasivni hemaglutinace



Sérologické metody

pritomnost protilatek i antigent v krevnim séru
» kapalné prostredi
<+ precipitace (antigen rozpustny)

\/

» aglutinace (antigen - castice)

3 semikvantitativneé (titr séra)
A kvalitativné (vznik zakalu, precipitatu)
3 kvantitativné (turbidimetrie, nefelometrie)



Turbidimetrie a nefelometrie

Turbidimetrie

<+ snizeni zariveho toku, k némuz dochazi jeho rozptylem
na casticich suspendovanych v kapaliné.
< spektrofotometr

Nefelometrie

< tok zdreni vzniklého rozptylem paprsku zdroje
na Casticich v roztoku.

* specielni pristroje nefelometry.
nakladnéjsi zarizeni.



Imunodifizni metody

v 1% agarosa
v  Ag i Ab v gelu
v' precipitacni linie

Detekce imunoprecipitatu:
v okem

v’ po zabarveni

v radiograficky

v' oznaceni enzymem



Oudinova metoda

'

SMER DIFUZIE

—PARAFINOVY OLEU

5| ~ROZTOK ANTIGENOV

~PRECIPITACNE PRUHY

~AGAROZOVY GEL
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Jednoduchd radidlni imunodifize (RID)

ZVYSUJUCA SA KONCENTRACIA ANTIGENU

SKLENA PLATNA S AGAROZOVYM
GELOM OBSAHUJUCIM PROTILATKU
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Dvojita imunodifize

| AGAROZOVY GEL
-1 OBSAHUJUCI ANTIGEN

: QISTY AGAROZOVY GEL
S PRECIPITACNYMI PRUHMI
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SMER DIFUZIE

| AGAROZOVY GEL
OBSAHUJUCI PROTILATKU




Ouchterlonova metoda
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wells with identical Abs
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wells with different Abs

LINES OF LINES OF
IDENTITY NON-IDENTITY
Ag with 2 epitopes
LINES OF :
PARTIAL
IDENTITY Y@ Y@Y

wells with identical Abs
+ L well with Ab specific
for 2nd epitope
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Imunoelektroforetické metody

Imunoelektiroforéza podle 6rabara a Williamsa
v' zonova elektroforéza 5-6 frakci

v imunoelektroforéza 35 precipitacnich linii
v' zjiSt'ovani gamapatii, poruchy v biosyntéze Ig
v' zkoumani sérovych proteint a jejich zmén

pri ruznych chorobdach



. Add serum to well \ — .

\

. Electrophorese serum\asnive —— = Negative

proteins

slot

. allow time for dlffusur‘ﬁ - .

* serum protfeins “f ‘ \‘ A A A;ix‘ ‘ _-‘LA.

« Ab's in antiserum

. stain gel & read . L AR, -' -

precipitin lines S ~ HAPTOGLOBIN IgG

ALBUMIN ,-GLYKOPROTEIN
¢4 ~ANTITRYPSIN IgM
Imunoelektroforegram
V4 V4 ° p/ o4 - LIPOPROTEIN A -LUPOPROTEIN
nOf'malr"hO lldSkehO PREALBUMIN C3
V4 TRANSFERIN

Se r.a HEMOPEXIN

«,~MAKROGLOBULIN

Ve zlabku je krdlici antisérum D
proti lidskym sérovym
proteinim




Imunoelektroforegram normalniho lidskeho séra:

abek a polyspecifické antisérum proti lidskym sérovym proteinim
abek b monospecifické antisérum proti Ig6

abek ¢ antisérum proti IgM

abek d  antisérum proti IgA

N<¢ N¢ N¢ N¢




Imunoelektroforegramy normalnich lidskych sér (a) a sér
obsahujicich myelomovy Ig6 (b), myelomovy IgA © a
Waldenstrémiv makroglobulin IgM (d)

Ve Zlabcich je polyspecifické antisérum proti lidskym
sérovym proteinim. Monoklonové (patologické)
imunoglobuliny jsou vyznaceny Sipkou.



Raketovd imunoelektroforéza
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Spojita raketova imunoelektroforéza

Umozhuje rozdéleni proteinu do jednotlivych frakci

ziskanych ruznymi chromatografickymi technikami.

2 razné gely:

Cistd agarosa, kde dve rady jamek - vzorky
jednotlivych frakci

2. Horni Siroky gel s polyspecifickymi Ab proti proteinum

B

GEL S
| PROTI-
LATKAMI

 SessE BB En s asransane




Rozpoznani uréitého konkrétniho proteinu

mezi gel Cisté agarozy a agarosy s polyspecifickymi Ab,
zaradime gel se specifickou protilatkou proti zkoumanému
proteinu.
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Dvourozmeérnd kriZov

ELEKTROFOREZA V PRVOM ROZMERE
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Obr. 121. Kfiiové imunoelektroforéza normalneho Tudsk
(dolna polovica)




Western blotting a dot blotting

dot blotting
aplikace proteinu primo na membrdnu
a imunodetekce

Western blotting

v rozdéleni SDS PAGE

v preneseni na PVDF membradnu

v' detekce specifického proteinu pomoci protilatek



fai ELECTROTRANSFER by ANTIBODY DETECTION

Incubate with
Aby (Y1 and thon wash oxcoss Ab,
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i Incubate with enzyme-linked
AR S :.;.:l;mm Ab, [T} and then wash excess Ab,,
sheat and then activate color reactian
DEVELOPMENT
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Detekce konjugatu protein-Ab

v'viditelna detekce konjugdt Ab s enzymy
HRP nebo ALP

vopak ELISA substraty musi poskytovat
precipitujici barevné produkty
v'substraty HPR-diaminobenzidin

4-chlor-1-naftol
ALP-5-brom-4-chlorin doxyl
fosfat/nitrotetrazoliova modr

v'detekéni limit 1 ng/mm? membrany
v'luminiscence fluorescencni substraty
pro enzymy

2-3 rady citlivéjsi



Imunohistochemie

Histochemie

identifikace a lokalizace latky v misté vyskytu
v tkani

Imunohistochemie

vazba molekul imunoglobulinu s molekulami
antigend v tkani

protilatky
monoklonalni
polyklonalni



Vyznam imunohistochemie v KB

+» diagnostika chorob
% lokalizace antigenu v tkani



Priprava preparatu

* rez tkané (mikrotom, zaliti tkdné-paraplast)
napindni rezt na sklicku (potazeni sklicka)
odstranéni paraplast (xylol)

zavodnéni tkané (sestupna rada alkoholi)
obnoveni pristupnosti antigent - proteolyza
blokace endogennich enzymu a vysyceni tkané
reakce s primarni a sekundarni protildtkou
vizualizace chromogent (substrat)

* fluorescencni znacky v fluorescencni mikroskop
+ kovové znacky (Ag, Au)
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PEimy test

REAGENTS:!
unknown sample fixed to slide
(may contain Ag of interest)

POSITIVE SAMPLE

Ag is present on slide

NEGATIVE SAMPLE

Ag is not present on slide

&
Ag
¢ ¢ @ @
REAGENTS:
fluorescein-labeled Ab F

to Ag of interest

Allow time to react
Wash away unbound Abs

FFF

—

PROCEDURE: observe under a
fluorescence microscope

POSLITIVE: green fluorescence
NEGATIVE: no fluorescence




Nepiimy test

REAGENTS: POSITIVE SAMPLE | NEGATIVE SAMPLE
Ag of interest is fixed to slide @ | specific Ab's are present specific Ab absent;
Unknown serum sample added & bind to Ag other Ab's washed away

Ag

Allow time to react
Wash away unbound Abs M\
' ¢ @ @ @

REAGENTS:
fluorescein-labeled Ab F F /
specific for Ab’s * F F F F /l\

(antiglobulin)

Allow time to react
Wash away unbound F-Abs

PROCEDURE: observe under a
fluorescence microscope

POSITIVE: areen fluorescence
NEGATIVE: no fluorescence




Vizualizace lokalizace antigenu

< fluorochromy - imunofluorescence
FITC (fluorescein-izothiokyanat)
TRITC (tetramethyl-rhodamin-izothiokyanat)
DANSYL(1 -dimethyl-aminonaftalen-5-sulfonylchlorid)
derivaty rhodaminu B
texaska cerven
<+ enzymy - imunoenzymove lokalizace
krenovd peroxidasa
alkalicka fosfatasa
acetylcholinesterasa

» kovy Castice zlata nebo stribra 5-20 nm



Anti-inzulin-pankreas




Radioamunoanalyza (RIA)

citlivost pg/ml
kompetice radioaktivné znaceného a
neznaceného antigenu o vazbu na protilatku

zpusoby provedeni:

<> Smisi se znamé Ag™* neznamé Ag a smeés se inkubuje
se specifickou protilatkou (v roztoku).
Prida se sekundarni protilatka a komplex Ab-Ag/Ag*
se separuje a v precipitatu se meri radioaktivita
Primarni Ab muZe byt imobilizovana na sténé zkumavky

“+» Ab reaguje nejdrive se znacenym antigenem, pak se
prida nezndmy antigen o ruzné koncentraci. Dochazi
k vytésnovani z vazby znaceného Ag*



Znaceni
»» 125T nebo 13T proteinové
antigeny
<+ tritium nebo 4C nizkomolekularni latky

Radioaktivita se meri scintilaci



REAGENTS:

Ab specific for hormone Y
(coating the filter)

Unknown sample with hormone @

Allow time to react
Wash away unbound substances

POSITIVE SAMPLE

high level of hormone

NEGATIVE SAMPLE

low level of hormonre

REAGENTS:

1257 _|labeled hormene %

Allow time to react
Wash away unbound
radiolabeled hormone

i\

PROCEDURE: measure radioactivity
In a gamma counter

RESULT: amount of radioactivity
is inversely proportional to the
concentration of hormone in the
sample,




Enzymova imunoanalyza

< homogenni - enzymova aktivita znacky se meéni
po vazbé Ab nebo Ag
neni treba separace
<+ heterogenni -enzymova aktivita je stejna
i po vzniku vazby
nutnd separace



Hormogenni imunoanalyza

princip

Dochdzi ke zméné aktivity enzymu, ktery byl
konjugovan haptenem nebo antigenem,

po vazbé na protilatku.

Aktivita volného konjugatu je jina nez aktivita
komplexu konjugat-protilatka.

provedeni

Nechd se reagovat znamé mnozstvi oznaceného
hapténu (antigenu) s limitovanym mnozstvim Ab.
Aktivita enzymu je primo imérna mnozstvi
konjugdtu navazaného na protilatku

vyhoda

nemusi se oddélovat volny konjugdt od vazaného



Enzymy pro znaceni hapténu:

lysozym (EC 3.2.1.17)

malatdehydrogenasa (EC 1.1.1.37)
glukosa-6-fosfatdehydrogenasa (EC 1.1.1.49)



Vyznam v klinické biochemii

< kvantitativni stanoveni nizkomolekularnich latek
-hapténu

< koncentrace léku (antibiotika, omamné latky,
hypnotika, sedativa, cytostatika, kardiotonika)

< koncentrace hormonu (tyroxin, trijodtyroxin, kortizol,
estriol)

< kontrola hladin Iékii a hormont - monitorovani



Heterogenni enzymova imunoanalyza
ELISA

“+*Ab nebo Ag jsou znaceny enzymem:
alkalicka fosfatasa ALP
krenova peroxidasa HRP

“+*enzym v komplexu preménuje chromogenni substrat
intenzita zbarveni se méri specidlnim fotometrem
ELISA-reader

“*komplex je imobilizovdn na povrchu plastové
mikrotitracni desticky



Prima ELISA

Pro detekci antigenu (virus, bakterie
rekombinantni peptid, protein)

Ab znacena HRP, ALP, FITC

Po vymyti nadbytku Ab-konjugatu

se prida substrat a méri se zbarveni
nebo fluorescence

Ab-konjugat muze byt komercéni
nebo v laboratori pripraveny




Neprimé ELISA

Ag je imobilizovdn, inkubuje se
s primarni Ab a jeji nadbytek se
vymyje,

prida se sekundarni Ab-konjugat,
ktery se vaze na primarni Ab,
nadbytek se vymyje

Detekce jako v predchozim
zpusobu provedeni.




Sendvicova ELISA

<

Zachyt antigenu
Ab vazici antigen je imobilizovana.
Prida se Ag, promyti.

Prida se znacena Ab*,

ktera vaze zachyceny Ag

Ab* musi byt z jiného obratlovce
(kralik-koza)




Sendvicova ELISA

Se zachytem protilatky
Imobilizovana Ab vaze Ab ze
vzorku (lidské IgG, IgA nebo IgM
zkoumaného séra pacienta)

Po vymyti se prida specificky Ag
a nakonec Ab-konjugdt
poskytujici signdl.




Pouzivané substrdty pro peroxidasu v Ab
konjugatech:

3, 3", 5, 5" -tetramethylbenzidin

2,2° -azinobis(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonadt)
(ABTS)

o-fenylendiamin

o-dianisidin

o-toluidin

Pouzivané substrdty pro alkalickou fosfatasu v Ab-
konjugatech:

4-nitrofenylfosfat



BIOSENSORY V KLINICKE BIOCHEMIE

A &,
® 2 ‘) prevodnik elektronicka vystupni signal
.A QA ) (transducer) || jednotka -
]
" .+ 9
O L biorekogni €ni vrstva

analyt = |atka, ktera se stanovuje



BIOREKOGNIKACNL VRSTVA

Biokatalyticka
katalyzuji preménu analytu v prubéhu
chemické reakce

Bioafinitni
analyt je specificky vazan ve vznikajicim
afinitnim komplexu




FYZIKALNE CHEMICKE PREVODNIKY

poskytuji signal k dalsimu zpracovani

Elektrochemickeé: potenciometrie
amperometrie
voltametrie
konduktometrie

Optickeé: fotometrie
fluorometrie
luminometrie
nelinedrni optika

Piezoelektrické a akustické

Kalorimetrické




Nejcastéji pouzivané biosensory v KB

< biokatalytické (amperometrické,
potenciometrické)
< afinitni (nelinearni optika, piezoelektrické)

4



Amperometrické biosensory v KB

 kyslikova elektroda (méreni spotreby O,)
enzymy oxidasy
« peroxidova elektroda (meéreni vzniku H,O0,)



Méreni kysliku

P Au (Pt) elektroda

zatavena ve skle .. clarkova kyslikovéd elektroda

__— Ag/AgCl elektroda®® potencial pro redukci kysliku:
i -650 mV vzhledem Ag/AgCl

/ elektrolyt < Elektroda ma predrazenu
s membrana membranu propustnou pouze

propustna pro O, =~ Pro O,

g
llllllllllllll

Elektrodova redukce kysliku je ctyrelektronovy proces:

02'|'2H20'|'26_> H202+20H-

H202 + 2 e — 2 OH-



Méreni peroxidu vodiku
Anodickd oxidace peroxidu vodiku
potencidl: +600 mV

H,0, »0, + 2 e- + 2H"

4

*

* |ze pouzit kyslikovou elektrodu bez membrany
s Pt, Ir

» interference oxidabilnich latek

(napr.v séru: kyselina askorbova, mocovad,
paracetamol) - predrazeni membrany

¢ o

®

¢ &

®

®



Enzymové elektrody s oxidasami

vznikaji spojenim kyslikové nebo peroxidové
elektrody s oxidasami jako biorekognikacni
vrstvou

Oxidasy:katalyzuji oxidaci substratu za vzniku
H,O, nebo vody

Substrat + O, » Produkt + H,O,

Substrat + O, > Produkt + H,O



Substrat oxidasy

Zkratka

EC ¢islo

koenzym

Alkohol

AOD

1.1.3.13

FAD

L-Aminokyseliny

1.4.3.2

FAD

D-Aminokyseliny

1.4.3.3

FAD

Askorbat

1.10.3.3

Cu

Bilirubin

1.3.3.5

Diaminy

1.4.3.6

Cu

Fenol (Tyrosinasa)

1.14.18.1

Cu

Galaktosa

1.1.3.9

Cu

Glukosa

1.1.3.4

L-Glutamat

1.4.3.11

Choiln

1.1.3.17

Cholesterol

1.1.3.6

p-difenoly (Lakasa)

1.10.3.2

L-Laktat

1.1.3.2

L-Laktat (dekarb.)

1.13.12.4

L-Lyzin

1.4.3.14

Monoaminy

1.4.3.4

NADH

Oxaléat

1.2.3.4

Pyruvat

1.2.3.3

Sulfit

1.8.3.1

Urat(Urikasa)

1.7.3.3

Xanthin

1.1.3.22




Biosensor pro glukosu

Enzymova elektroda
na jedno pouziti
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Dnes na ceském trhu pristroj SeNOVA fa Abbott
dovozce A. Import.cz spol. s r.o.
pro domaci léecbu cukrovky



Slouceniny, které mohou byt stanoveny
amperometrickymi biosensory:

glukosa, laktosa, galaktosa,maltosa
cholesterol,alkohol, fenol, aminokyseliny,
dusikaté latky (mocovina, kyselina mocova)
purinové baze, estery a amidy, triglyceridy,
fosfolipidy, penicilin, vitamin C

aktivita enzymu

laktatdehydrogenasa, a-amylasa, transaminasy,
arginasa

stanoveni inhibitord

theophylin



Aplikace stanoveni inhibitoru biosensory
Alkalicka fosfatasa (EC 3.1.3.1, ALP)

O H THEOPHYLIN ucinkuje jako
stimulator centrdlni nervové soustavy,
HS\N pouziva se jako bronchodilatator
(latka rozsirujici prudusky)
,\?/ k respiracni stimulaci.
Terapeuticka hladina v krvi:
éHB (10 az 20 mg/kg), je treba sledovat,
aby nedoslo k predavkovani.



Stanoveni theophylinu

ALP
2HNOO-Pi \\ = ZHNOOH

+ H,O-Pi
i Theophylin \ -2€ -2H"
100mV

Biosensor s ALP (hovézi jaterni isoenzym),

substrat: p-aminofenylfosfatu (PAPP)

Je akompetitivni. Pufr: Tris nebo diethanolamin.
Stanoveni ve vzorcich krve (primo), mez detekce je 5 uM




Potenciometrické biosensory

Zakladem potenciometrie je
zmeéna potencidlu na rozhrani
elektrody s roztokem.

]

K K

Prevodnikem je iontové selektivni elektroda (ISE) v
kombinaci s enzymovou vrstvou.



Potenciometrické biosensory
spojeni potencimetrického sensoru s biorekognikacni
vrstvou
vétsinou jsou vyhodnéjsi amperometricke
priklady:
pH: penicilin (penicilinasa),
acetylcholin (cholinesterasa)
glukosa (glukosaoxidasa)
esterasy, nukleové kyseliny (nukleasy)
NH3;/NH, mocovina (ureasa)
aminokyseliny (glutamatdehydrogenasa nebo
oxidasa L-/D-aminokyselin)
nitrat, nitrit (bakterie)




CO, mocovina (ureasa),
aminokyseliny (lysindekarboxylasa, tyrosindk)
laktat (laktat monooxygenasa-dekarboxylujici)
I- detekce H,0, (peroxidasa)
F- peroxid vodiku (peroxidasa-
oxidace fluorofenolu)
CN- amygdalin (B-glukosidasa)



Afinitni sensory

princip

interakce antigenu a protilatky lze mérit
kontinualne

<+ nelinedrni optika (optické vlakno)
< piezoelektrické biosensory



Opticka vlakna Sireni paprsku ve svétlovodu

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

kritickd mez

dhel dopadu vétsi
nez kriticka mez
- paprsek se SiFi

1 |
numericka! aperiurda - dhel dopadu mensi neZ keitickd mez
I



Neprimé ozarovani intrinsic sensing

opticky vodi¢ neslouzi jen k pasivnimu vedeni svétla
chemické zmény v okoli svétlovodu se sleduji

na zdkladé zmeéneénych podminek pro vedeni svétla
uvnitr svetlovodu

(R R
>/ \
S/
1.Velmi tenky svétlovod (tloust’ka asi vinova délka svétla),
svétlo se Siri v urCitych diskrétnich modech

(vice odrazi na jednotku délky)
2. Silny svetlovod




Exponencialni vina : E

Pri vedeni svétla uvnitr svetlovodu
dochazi k interferenci mezi
dopadajicim a odrazenym
svételnym paprskem a tim vznika
elektromagnetické stojatée vineéni.
tlumena (zhasiva) vina
(evanescent wave).



Schéma m ereni

2. asociace
se vzorkem

1. imobilizace ligandu

4. regenerace

disociace



Cip systemu
SPR BIOSENSOR BT ACORE

Rozmery:
9x25x0,1cm

citliva vrstva:
naparené zlato

Modifikace povrchu:
CM5 karboxymethyl-dextran, HPA hydrofobni,
SA streptavidinovy, NTA komplexace kovu
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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 rovnovaznych vazebnych konstant).



Piezoelektrické sensory

Piezoeletricky efekt

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

Tento efekt se uplatiuje i v obrdceném 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.



Piezosensory - chemické mikrovazky

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

. ] N —1—desti Cka
objemov a akustic ka vina -

) ! ) = Z kremene
sch éma tlou $tkov é kontakty—
strihov € vibrace AT -Fez
zékladn T stay / amplituda | drzak I 5 a7 20 MHz

Piezoelektricky krystal

Flrnotnostn 1 cltlivost : _

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

PqHq



Mérici _usporadani

X pumpa

vzorek

odpad

pocitac

it

¢ita€ (meric
frekvence)

[

prutoéna cela s krystalem

oscila ¢ni
obvod




UKAZKA MERICIHO ZARIZENI

Biochemicka laborator MU Brno, PrF, katedra biochemie



Vyhody piezoelektrickych biosensori
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+ sledovani afinitni interakce v realném case
* pokud ignorujeme viskozitu, rychlé méreni
» levné méreni, lehce dostupné v radu
desetitisicu korun (zarizenti)
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