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ANOTACE

Tato bakalarska prace se vénuje biosenzorim pro detekci nukleovych kyselin. V prvni
Casti prace jsou popsany zakladni informace o deoxyribonukleové a ribonukleové
kyseling, vcetné jejich struktury, vyznamu a jejich funkénich a strukturnich rozdild.
Dale se poskytuje prehled soucCasnych technik pouzivanych k izolaci nukleovych
kyselin z riznych biologickych vzorkl. Prace se dale zaméfuje na historii a rizné typy
biosenzorl a jejich potencialni aplikace v klinické, potravinairské a environmentalni

oblasti.
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TITLE
Biosensors for the detection of nucleic acids

ANNOTATION

This bachelor thesis focuses on biosensors designed for the detection of nucleic acids.
The first part of the thesis describes basic information about deoxyribonucleic acid and
ribonucleic acid, including their structure, significance, and functional and structural
differences. It further provides an overview of current techniques used for the isolation
of nucleic acids from various biological samples. The thesis also examines the history
and various types of biosensors, along with their potential applications in clinical, food-

related, and environmental fields.
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uvoD

Biosenzorem oznacuje zafizeni, které je schopné detekovat analyt pomoci
biomolekuly. Proces zahrnuje interakci analytu s detekCni biomolekulou, prevod
vzniklého signalu na méfitelny signal, jeho nasledné zaznamenani a zesileni pro
analytické ucely. Mezi prvni biosenzory Ize zahrnout Clarkovu kyslikovou elektrodu,
ktera byla sestavena v poloviné 20. stoleti. V této dobé se biosenzory staly zasadnim
nastrojem v oblasti ranné diagnostiky rliznych onemocnéni, zivotniho prostredi
a v potravinarském pramyslu. A to hlavé diky své schopnosti detekovat rychle,
specificky a citlivé biomolekuly. Mezi typy biosenzoru patfi ibiosenzory uréené
k detekci nukleovych kyselin, tedy hlavné deoxyribonukleové a ribonukleové kyseliny,
ale i peptidové kyseliny Ci aptamery. V posledni dobé biosenzory na bazi DNA
prokazaly znacny potencial jako nova generace biomedicinskych detekCnich zafizeni,

diky jejich robustnim chemickym vlastnostem a flexibilnim biosnimacim funkcim.

Nukleové kyseliny jsou zakladni molekuly nesouci genetickou informaci a hraji
klicovou roli v mnoha biologickych procesech. Jejich pfesna a spolehliva detekce je
proto nesmirné dulezita. Biosenzory, které vyuzivaji principy molekularni biologie

a biochemie, umoznuji detekovat tyto molekuly s vysokou specificitou a citlivosti.

Cilem této bakalarské prace je prozkoumat a popsat metody a technologie
pouzivané v biosenzorech pro detekci nukleovych kyselin. V prvni ¢asti prace se
zamérfuje na zakladni informace o DNA a RNA, jejich struktufe, vyznamu a funkénich
rozdilech. Nasledné je prace vénovana technice izolace nukleovych kyselin
z biologickych vzorkd. Hlavni ¢ast této prace se zabyva biosenzory — jejich historii,
riznymi typy biosenzord a moznostmi jejich aplikace v klinické diagnostice,

potravinarském primyslu a enviromentalni analyze.
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1 Nukleové kyseliny

Nukleové kyseliny, deoxyribonukleova kyselina (DNA) a ribonukleova kyselina
(RNA), jsou makromolekularni latky tvofené polynukleotidovymi fetézci. [1] Obé
zminéné kyseliny uchovavaji genetickou informaci a jsou pfitomny ve vSech Zzivych
burikach a virech. Informace je uloZena v jadfe, ale i mimo jadro bunky. DNA se
prevadi na mRNA (informacni ribonukleova kyselina) a vstupuje do ribozomu, kde
predava informaci syntetizovanym bilkovinam. V pfirodé existuje podobny pfenos
informaci pomoci replikace, kdy dcefina burika ziskava veskeré informace, které méla

bufika materska. [2]

1.1 Struktura nukleovych kyselin

Zakladni stavebni jednotkou je nukleotid, ktery je tvofen ze tfech zakladnich
Casti: dusikaté (nukleové) baze — purinu €i pyrimidinu, sacharidu — pentosy
(deoxyribosa v DNA, ribosa v RNA) a zbytku kyseliny fosfore¢né. Spojenim nukleové
baze s molekulou sacharidu pomoci N-glykosidové vazby vznika nukleosid. Rozdil
mezi nukleosidem a nukleotidem je, Ze nukleotid vznika spojenim nukleosidu

a kyseliny fosfore¢né pomoci fosfoesterové vazby (viz Obrazek 1) [1-4].

NH,
N baze

OH \
Zbytek kyseliny

fosfore¢né

Cukerna slozka

Obrazek 1: Struktura nukleotidu (pfevzato: [5])

Nukleova kyselina (NA) muzZe obsahovat bud sacharid 3-D-ribofuranosu pro
RNA, anebo sacharid 2-deoxy-p-D-ribofuranosu pokud se jedna o DNA. Ribosa
a deoxyribosa se navzajem liSi pritomnosti €i nepfitomnosti hydroxylové skupiny na
2' uhlikovém atomu. [2] Na 1° uhlikovém atomu cukru je vZzdy navazana pfislusna

dusikata baze a jedna az tfi fosfatové skupiny jsou pfipojeny k 5° uhliku. [4]
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Dusikaté baze mohou byt dvojiho typu — pyrimidinové a purinové. Puriny
i pyrimidiny jsou heterocyklické aromatické slouCeniny, které ve svém kruhu obsahuiji
atomy dusiku. Atomy dusiku jsou nezbytné pro vodikovou vazbu. Purinové dusikaté
baze se skladaji z pétiClenného kruhu spojeném dohromady s cyklem SestiClennym
ajsou déleny na dvé majoritni baze — adenin a guanin. Pyrimidinové baze jsou
SestiClenné a rozdéluji se na tfi baze — cytosin, thymin nebo uracil (viz Obrazek 2). [6]
V jednotlivych typech NA jsou zastoupeny vzdy 4 baze. Pro DNA jsou to baze: adenin
(A), guanin (G), cytosin (C) a thymin (T). RNA se liSi v jednom typu baze, kdy se thymin

vyménuje za uracil (U). [2, 3]

pyrimidinové baze

o (o} NH,
H5C - >N C.
~¢ “NH HC”  TNH HCT XN
HC. L HC. _Cx HC._ _Cx_
“NH o "NH O “NH O
thymin uracil cytosin

purinové baze

NH, o
c
C. e _N
N SN HN “C-
[ “CH CH
HC C / i . S~
%N/ ~NH Ho N~ N NH
adenin guanin

Obrazek 2: Strukturni vzorce jednotlivych dusikatych bazi (pfevzato a upraveno: [7])

1.1.1 Parovani bazi dle Watson-Cricka

Ve Watson-Crickové parovani bazi jsou puriny pouze komplementarni
s pyrimidiny. Dusikaté baze se mezi sebou paruji pomoci mezimolekularnich
vodikovych vazeb. Majoritni baze nukleovych kyselin (A, G, C, T/U) se vyznaduji svoji
silné preferovanou tautomerni formou [8]. To znamena, Ze adenin se paruje bud
v DNA s thyminem, nebo v RNA s uracilem. S obéma komplementarnimi bazemi se
paruje za pomoci dvou vodikovych vazeb. Cytosin se vzdy paruje tfemi vazbami

s guaninem (viz Obrazek 3) [1-3, 8, 9].
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Diky specifi¢nosti vodikovych vazeb je mozné predpovidat, jaké u€inky mohou
mit mozné mutace nebo sekvencni variace. Parovani jednotlivych bazi umoziuje:
nahradit, opravit nebo replikovat pary bazi, kdy nesmi dochazet ke zniCeni patefe DNA

a nasledné informace. [8]

Vedle majoritnich bazi existuji i baze minoritni, které se odliSuji od majoritnich
svoji tautomerii (napf. vyména poloh amino a ketoskupin v G nebo C vznika iso-G
a iso-C, vznik 5-methylcytosinu nebo 1-N-methylguanin). Tyto modifikace chrani DNA

pred restrikEnimi enzymy, které ji $tépi na specifickych mistech. [1, 2]

LI 1Y 314‘
5-konec N Beseesson -Q " anec
% S A
j \N . H_H__.- -_Zj:?} N 0
0=P_-0 o 1 —N
é!H L ‘_I . JE— H—MN o
H OH
|
cytosin guanin Ht—-0—-F=0

OH
] ] II:"_O
v o
F-konec 5 5-konec

Obrazek 3: Komplementarita bazi v DNA (pfevzato a upraveno: [7])

1.2 Deoxyribonukleova kyselina

DNA je schopna uchovavat a prenaset genetickou informaci, ktera je pfitomna
ve v8ech prokaryotickych burikach a eukaryotickych jadrech. Watson a Crick odhalili
vroce 1953 dva zakladni rysy molekuly DNA: parovani nukleotidovych bazi
komplementarnim zpusobem, jak jiz bylo zminéno vySe se vazou prednostné baze AT
a CG a dvousSroubovicovou povahu DNA. V kazdé DNA je obsaZen kéd pro syntézu
proteind, kdy je DNA pfepsana do RNA pomoci procesu transkripce, zatimco
v procesu translace se z RNA syntetizuji proteiny, toto je znamé jako centralni dogma
(viz Obrazek 4). [6]
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i ] e
replikace é‘.‘.& g\'bo
O O
W W@
DNA RNA protein
A J
reverzni

transkripce

Obrazek 4: Centralni dogma (pfevzato a upraveno: [10])

1.2.1 Struktura DNA

Lidsky geneticky material se primarné sklada z dvouvlaknové, spiralové DNA.
Tato molekula DNA se sklada z tzv. cukr-fosfatové patefe, ktera je slozena
ze stfidajicich se cukernych a fosfatovych skupin s vodikovymi vazbami spojujici
dusikaté pary bazi. Cukry jsou u kazdého vlakna na vnéjsi strané, zatimco baze

a vodikové vazby se nalézaji uvnitf struktury. [6]

DNA se definuje do tfi urovni podle jejiho uspofadani na primarni, sekundarni
a terciarni strukturu (viz Chyba! Nenalezen zdroj odkaztl.). Primarni struktura udava
poradi jednotlivych nukleotidu v Fetézci. Probiha od 5'-konce k 3‘-konce a pfimo urcuje
genetickou informaci. Sekundarni struktura nastava tehdy, kdyz mezi sebou probihaji
dva fetézce antiparalelnim zplsobem, kdy na 5’-konci jednoho z fetézcul je 3‘-konec
druhého fetézce. Tyto zminéné fetézce spolu interaguji pomoci vodikovych vazeb
principem komplementarity bazi za vzniku dihelixu. [1, 4, 6] Struktura terciarni je
pravotoCiva dvousroubovice tzv. superhelix, kde je dvojita Sroubovice staéena do

nadSroubovicové struktury. [1]

5'-konec NH, a) 3 4 b) C)

é [

5
T adenin ’
0=pP—0—t N
o _H/,()\ N )
HO . Y [} X
(; : .N"-"‘JKNN .
¢ . i jauantn L T Velky labek

:
o [ N cytosin
o=p—0-"e N O ( Maly Zlabek
(S 3
4 nm Y A
| .~
o " : 5
'f—‘\. - =

3-konec 20 nm

Obrazek 5: Struktury DNA — a) primarni; b) sekundarni, c) terciarni struktura (pfevzato a
upraveno z: [7, 11,12])




Aby se DNA vesla do bunék, musi byt vysoce kondenzovana a obalena kolem
histonovych proteint, které tvofi zakladni jednotku — nukleozom. Jeden nukleozom
obsahuje osm histonovych proteinli (dva z kazdého typu: H2A, H2B, H3 a H4) a asi
147 part bazi DNA omotanou tésné kolem néj. Nukleozomy jsou oddéleny kratkymi
useky linkerové DNA a spojené s histonem H1, jenz je klicovy pro stabilitu
nukleozomu, plisobi jako spojovaci protein. Nukleozomoveé vlakno se dale zhustuje do
silngjSi struktury znamé jako 30nm vilakno, které vznika diky interakcim mezi
nukleozomy s jadry. Nasledné se spojity fetézec DNA sviji do chromatinu, ktery
v prubéhu déleni bunky kondenzuje a vytvaFi chromozomy (viz Obrazek 6). Histonové
proteiny maji kliCovy vyznam pro strukturu a funkci chromatinu béhem pfechodu mezi
jeho aktivnim a neaktivnim stavem. [13-15] Chromatin existuje v jednom ze dvou
stavll. Kondenzovany heterochromatin umoznuje omezeny pfistup transkripénich
enzymu a volny euchromatin umozruje interakci s transkripénimi enzymy. Pfechod je
uren posttranslacéni modifikaci histonovych proteint jako jsou methylace a acetylace.
Po bunécném déleni se DNA musi znovu oddélit od histonovych proteinu, aby prosla

transkripci. [9]

Chromozom

-’1_ ﬁ’ nukleozom
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Obrazek 6: Struktura a spiralizace chromozomu (pfevzato a upraveno: [16])
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DNA ma schopnost podstupovat strukturalni zmény v zavislosti na svém
prostfedi (napf. zmény relativni vlhkosti), kroucenim, otacenim a natahovanim, coz
vede k Siroké Skale DNA struktur. NejznaméjSimi strukturami jsou A-DNA, B-DNA a Z-
DNA. Existuje ale i mnoho dalSich struktur, které se mezi sebou liSi ve sméru otaceni,
parovani bazi nebo poctem viaken. A i B forma DNA jsou obé pravotociveé, vznikaji
pouze za jiné relativni vihkosti a liSi se poltem zbytk( na otoCku. A-DNA vznika za
nizké relativni vihkosti a je tvofena 11 pary bazi na otoCku. Na druhé strané B-DNA je
hlavni sekundarni strukturou DNA, vznika za vysoké relativni vlhkosti a je
charakterizovana 10 pary bazi na jednu oto¢ku. Z-forma je na rozdil od
predchazejicich levoto€ivou Sroubovici, v niz na jeden zavit pfipada 12 paru bazi. [1,
9]

1.3 RNA

Molekula RNA zajistuje prfepis a preklad genetické informace
z deoxyribonukleové kyseliny. RNA je oproti DNA méné stabilnéjSi z divodu cukru
ribosy, kvuli jeji hydroxylové skupiné (mUze umoznovat napf. alkalickou hydrolyzu
fetézce) a také pro jeji neustalé prepisovani a degradaci. [2] RNA vétSinou existuje ve
formé jednovlaknové, ale tvofi se vyjime¢né inestabilni dvouviaknova forma
u specialnich RNA virll. RNA virus pouziva RNA jako svlj geneticky material misto
molekuly DNA. [17]

1.3.1 Typy RNA
RNA Ize rozdélit do dvou skupin: kodujici a nekddujici RNA. Nekddujicich RNA

reguluji genovou expresi na transkripéni a posttranskripCni urovni a zahrnuje snRNA,
mMiRNA, siRNA a dalSi. snRNA (mala jaderna RNA) je zodpovédna za sestfih intron(
z pre-mRNA transkriptu. miRNA (mikroRNA) hraje klicovou roli v regulaci genové
exprese blokovanim translace proteini tim, Ze se paruje s nedokonalou
komplementaritou k cilovym sekvencim v molekulach mRNA. siRNA (malé interferujici
RNA) jsou dvouvlaknové RNA, které inhibuji genovou expresi, degraduji mRNA a brani
translaci proteint. Oproti miRNA maji schopnost specificky zaméfit vybrany gen,
pficemz jeden vodici fetézec siRNA mlze byt vyuzit opakované. tRNA (transferova
RNA) pfenasi aminokyseliny do ribozomu béhem syntézy proteind. rRNA (ribozomalni
RNA) se podili na tvorbé strukturalni a katalytické €asti ribozomu. [17, 18] Kodujici
RNA umoznuji pfenos genetické informace z DNA do ribozomu, kdy hlavnim typem je

20



MRNA (messenger RNA), ktera je dulezita pro pfenos genetické informace potfebné

pro syntézu proteina. [18]

Na syntéze proteint se podileji tfi hlavni typy RNA: mRNA, tRNA a rRNA.
MmRNA je pFepisovana z DNA a prenasi genetickou informaci z chromozomi
k ribozomUm v cytoplazmé, kde se vyuziva k syntéze bilkovin. Zatimco u prokaryotické
MRNA se muUze ihned zapojit do syntézy proteini bez nutnosti dalSiho zpracovani.
U eukaryotické RNA dochazi nejdrive ke vzniku prekurzoru, tj. primarniho transkriptu,
oznacovaného jako pre-mRNA. Pfed vznikem mRNA musi nejdfive dojit ke zrani, nez
se zacne pre-mRNA vyuzivat dale. V pre-mRNA jsou obsazeny stfidajici se nekddujici
a koédujici oblasti znamé jako introny a exony. Pfi zrani jsou introny sestfizeny
z primarniho transkriptu a exony se spoji, ¢imz vznikne nepferusena kodujici
sekvence. Na 5° konec RNA transkriptu je pfidana 5°‘ Cepicka (tzv. "cap") a na 3‘ konec
poly-A ocas. Béhem zahajeni transkripce je 5° konec RNA opatfen
guanosintrifosfatovym (GTP) zbytkem. Timto pfidanim vznika "cap0," coz je znamé

jako 7-methylguanosin. [17, 18]

tRNA maji Ctyflistkovou strukturu a jejich primarni funkci je transport
aminokyselin na 3' akceptorovém misté do ribozomu, coz je umoznéno enzymem
zvanym aminoacyl-tRNA syntetaza. Aminoacyl-tRNA syntetazy jsou enzymy, které
pfipojuji spravnou aminokyselinu k volné tRNA, coz je nezbytné pro syntézu proteinu.
Typ aminokyseliny zavisi na kodonu mRNA, coz je trojice nukleotidl kodujici konkrétni
aminokyselinu. tRNA obsahuje i antikodon, ktery je komplementarni ke kodonu na
MRNA a tim urcuje, kterou aminokyselinu ma tRNA prenaset (viz Obrazek 7). Start
kodon je sekvence AUG, zatimco kodony UAG, UGA a UAA slouzi jako terminaéni
kodony, které ukoncuiji translaci proteinu. Pfidavani aminokyselin do polypeptidového

fetézce pokracuje, dokud ribozom nedosahne jednoho ze stop kodona. [17]
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Obrazek 7: Struktura tRNA (pfevzato a upraveno z: [19])

rRNA je kliCovou slozkou ribozomd, které jsou nezbytné pro syntézu proteinu.
Ribozomy se skladaji z velké a malé podjednotky. U prokaryotickych bunék tvofi mala
30S a velka 50S podjednotka kompletni 70S ribozom. U eukaryotickych bunék tvofi
mala 40S a velka 60S podjednotka kompletni 80S ribozom. Ribozomy obsahuji tfi
specificka mista pro vazbu tRNA molekul: vystupni, peptidylové a akceptorové misto,

které spojuji aminokyseliny dohromady pro syntézu polypeptidu. [17]

1.4 Metody detekce nukleovych kyselin

Prvnim ukolem pfi manipulaci s nukleovymi kyselinami je jejich izolace
z pfirozeného materialu ve vhodném mnozstvi a Cistoté. NA je nutné zbavit vSech
latek, které se po lyzi bunék nebo virl stavaji soucasti hrubych lyzatu, jelikoz by

naruSovaly pusobeni enzym pouzivanych k analyze a upravam. [20]

1.4.1 Bunécna lyze

Bunécna lyze je laboratorni technika k rozru$eni bunék a naslednému rozbiti
bunéné membrany, coz umozfiuje uvolnéni vnitfniho obsahu do mezibunécného
prostoru. Je nezbytna pro analyzu bunécnych slozZek, jako jsou proteiny, DNA, RNA
a organely. Metody pro lyzu bunék lze rozdélit na mechanické a nemechanické
techniky. [21]
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Pfi mechanické lyze je bunétna membrana fyzicky rozbita pomoci mechanické
sily, napfiklad vysokotlakym homogenizatorem (HPH) nebo mletim pomoci kuliCek.
HPH vyuZziva vysoky tlak k protlaceni bunék skrz maly otvor. Druha metoda pouziva
mikroskopickeé kuliCky, které pfi srazce s bunkou rozbiji membranu a uvolni bunécny
obsah. [21]

Nemechanicka lyze je technika k rozruSeni buné&cnych struktur, ktera zahrnuje
je tepelna lyze, kavitace nebo osmoticky Sok. Chemické lyzy vyzivaji k rozruseni
bunétné membrany lyzacni pufry, které méni pH. Do téchto pufri se pfidavaji
detergenty k solubilizaci membranovych proteinli a k protrzeni membrany. Chemické
rozruseni bunék se obvykle déli na alkalickou lyzu a lyzu detergentem. U biologické
lyzy se vyuziva specificnosti St€peni bunék pomoci enzymu jako je lysozym, chitinasa,

proteinasa a dalSi. [21]

Kromé vySe zminénych technik jsou vyuzivany také techniky jako opticka,
akusticka a elektricka lyza. Opticka lyza vyuziva laseru a technik opticky indukované
dielektroforézy k otevieni bunéfné membrany. Pfi akustické lyze se generuje
vysokoenergeticka zvukova vina, zatimco u elektrické lyzy jsou buriky vystaveny

silnému elektrickému poli. [21]

1.4.2 Fenol-chloroformova extrakce

Fenol-chloroformova extrakce je laboratorni metoda pro izolaci DNA a RNA
z biologickych vzorktu. Smés se homogenizuje s fenolem a centrifuguje, ¢imz vznikaji
tfi faze: vodni, organicka a mezifaze. V organické fazi se nachazeji necistoty jako
degradované proteiny, polysacharidy, lipidy a zbytky membran. Nukleové kyseliny jsou
obsazeny ve vodné fazi, ktera se oddéluje ze smési a dale Cisti smési chloroformu
s isoamylalkoholem k odstranéni pfipadnych zbytkt fenolu. Okyselenim a pfidanim
96% ethanolu (popf. pfidani isopropanolu €i acetonu) se nukleové kyseliny precipituji
pfi teplotach —20 az -80 °C. Sediment (tzv. pelet) se promyje 70% ethanolem a susi
na vzduchu, nasledné se rozpusti v TRIS/EDTA pufru nebo demineralizované vodé.
[22]

23



1.4.3 SPE kolonky

Extrakce na pevné fazi (SPE) je extrakCni metoda, pomoci niz dochazi k izolaci
analytu z roztoku mezi kapalnou (matrice Ci rozpoustédlo s analytickymi latky)
a pevnou (sorpéni) fazi. SPE funguje tak, ze analyty se vazou na povrch sorbentu
v kolonce nebo disku. Nepolarni interakce vyuzivaji van der Waalsovy sily, zatimco
pro polarni slougeniny slouzi vodikové vazby a iontové interakce. Uginnost extrakce
zavisi na vlastnostech sorbentu, jako je jeho hydrofobnost, polarita a specifické funkéni
skupiny. Obecny postup této techniky zahrnuje aplikaci roztoku na pevnou fazi
kolonek, odstranéni nezadoucich sloZzek a nasledné eluovani pozadovanych analytl

do sbérné nadoby pomoci jiného rozpoustédla. [23]

1.4.4 Magnetické ¢astice

Magneticka separace vyuziva magnetické pole k separaci paramagnetickych
a feromagnetickych Castic. Pro izolaci se pouzivaji magnetické ¢astice, které maji na
svém povrchu navazané ligandy nebo biopolymery, které jsou schopné specificky
vazat cilové nukleové kyseliny. Tyto nosi€e maji nepravidelny, porézni povrch
a ziskavaji magneticky moment, kdyz jsou umistény do magnetického pole. NejCastéji
se pouzivaji magnetické mikrokuli¢ky, vyrobené ze silnych permanentnich magnetl ze
vzacnych zemin potazenych syntetickymi Ci biologickymi polymery jako je agarosa Ci
chitosan. Princip pouziti spoCiva v pfilozeni magnetu na sténu nadoby se vzorkem,

kdy se Castice shluknou u stény nadoby a zbytek vzorku Ize odlit. [24]
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2 Biosenzory pro detekci nukleovych kyselin

Samotny pojem biosenzor oznacuje zafizeni, které je schopné detekovat analyt
pomoci biomolekuly. Princip biosenzoru Ize vysvétlit v nékolika jednoduchych krocich.
Jako prvni je interakce analytu s detekéni biomolekulou (nejCastéji enzym, protilatka
nebo nukleova kyselina). Nasledné dochazi k pfevodu signalu vzniklého interakci na
signal vhodny pro analytické méreni (svétlo, elektricky proud, zabarveni a jiné).
Nasledny signal je zaznamenan a zesilen, ¢imz muze byt vyuzit pro analytické ucely
(viz Obrazek 8). [25]
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Obrazek 8: Komponenty biosenzoru (pfevzato a upraveno z: [25])

2.1 Historie biosenzoru

Prvni biosenzor vynalezl profesor Leland C. Clark Jr., podle kterého byla
pojmenovana elektroda znama jako Clarkova kyslikova elektroda. V roce 1956 byla
publikovana prace o této elektrodé, kde byl pfedstaven jeji princip zachytavani
glukosooxidasy (GOx) na kyslikové elektrodé pomoci dialyzacni membrany. Na
elektrodé byla méfena koncentrace kysliku ve vzorku. Glukosooxidasa katalyzuje
reakci glukosy s kyslikem za vzniku kyseliny glukonové a peroxidu vodiku. Po této
reakci elektroda detekuje pokles koncentrace kysliku, ktery se dale stanovuje
elektrochemicky, coZz umoznuje stanoveni glukosy ve vzorku na zakladé mnozstvi
ubytku kysliku. [26]

Po Clarkovi predstavili Rechnitz spolu s S. Katzem roku 1963 prvni pfimé
potenciometrické stanoveni mocoviny po hydrolyze ureasou. Poté byly vyvinuty dalSi
biosenzory, mezi které patfi napfiklad laktatova elektroda, biosenzor zaloZeny na

mikrobech, vlaknovy opticky senzor s imobilizovanym indikatorem pro méfeni oxidu
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uhli¢itého nebo kysliku. Dale doSlo k rozvoji optickych a piezoelektrickych biosenzor(
a také amperometrického glukosového biosenzoru pro domaci monitorovani glukosy.
V souc€asnosti jsou zkoumany a vyvijeny nanobiosenzory, implantované biosenzory

a integrované biosenzory. [26]

2.2 Druhy detekénich biomolekul u biosenzoru

Pro detekci analytl Ize vyuzit Siroké spektrum biomolekul. Casto pouZivanou
detekéni biomolekulou jsou enzymy, kovalentné navazané na povrch detektoru.
Enzymy jsou schopné velice specificky vazat pouze urcCity analyt, ktery je nasledné
enzymaticky pfeménén. Hlavni vyhodou enzym( je, Ze reakce neni pro enzym
destruktivni a je tedy schopen opakované interagovat s analytem. Casto pfi
enzymatické reakci dochazi ke vzniku chemicky reaktivnich molekul (H202, ATP), které
jsou pfimo méfeny nebo nasledné preménény na analyticky signalni molekuly. DalSi
skupinou detekénich biomolekul jsou protilatky. Protilatky jsou bilkoviny, schopné
vysoce specificky vazat antigeny. Nevyhodou je, Ze nemohou interagovat s vice
molekulami analytu souCasné a jejich cena je vysoka. Treti a posledni skupinou je
detekce pomoci nukleovych kyselin. Ta spociva v komplementarni interakci

nukleonové kyseliny s analytem. [25]

2.2.1 Imunochemické bioreceptory (imunosenzory)
Imunochemicka detekce analytu je zaloZena na vysoce specifické interakci

antigen—protilatka, ktera vede ke vzniku imunokomplexu. [27, 28]

Imunosenzory se pak déli na 2 hlavni skupiny: znatené a neznacené.
Neznacené imunosenzory zméni svoje fyzikalni vlastnosti po vzniku vazby antigen—
protilatka. Tyto vlastnosti se pak daji pfimo méfit (napfiklad barva). Znacené
imunosenzory, jak jiz nazev vyjadfuje, na sobé nesou néjakou znacku, ktera je
schopna vydat signal. Znackou v tomto pfipadé mulze byt napfiklad enzym,
fluorescencni molekula, elektroaktivni molekula nebo tfeba substrat pro enzymatickou

pfemeénu. [29]

Principem neznacenych imunosenzoru je navazani antigenu nebo protilatky na
pevnou matrici, za vzniku zafizeni, které poté mize slouzit k detekci. Zatimco znacené
imunosenzory jsou zalozeny na principu, kdy komplex antigen-protilatka probiha na
povrchu senzoroveé matrice, ktery je dale detekovan potenciometricky, amperometricky

¢i pomoci optického méfeni. [29]
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2.2.2 Enzymaticka detekce

U enzymatické detekce se pouzivaji enzymy, jako jsou oxidasy nebo
dehydrogenasy, které jsou fixovany na povrchu senzoru. Vyuziva se pfi tom
schopnosti katalyzovat reakci, ktera pfemeénuje substrat na elektroaktivni produkt,
ktery poté umoznuje detekci cilového analytu. Béhem jejich katalyzy potrebuji tyto
enzymy koenzymy, napriklad flavinadenindinukleotid (FAD),
nikotinamidadenindinukleotid (NAD*) nebo jejich redukované formy, které musi byt

regenerovany pro katalyzu dalSich reakci. [30]

U oxidasovych enzym je nejCastéjSim kofaktorem FAD, ktery neni kovalentné
vazan na enzym. Jak jiz jejich nazev napovida, jsou oxidasové enzymy zavislé na
kysliku, tudiz biosenzory, které vyuzivaji kyslik jako akceptor protond, jsou nachylné
k chybovosti, zplsobenymi zmé&nami &i nizkymi koncentracemi rozpusténého kysliku.
Proto je jejich pouzitelnost omezena, hlavné pfi pouziti ischemickych podminek, kdy
dochazi k nedostateCnému pfisunu Kkysliku. DalSimi vyuzivanymi enzymy jsou
dehydrogenazy. Pfi pouziti dehydrogenasovych enzymu je koncentrace redukované
formy nikotinamidadenindinukleotidu (NADH), pfitomného v matrici, pfimo umérna

koncentraci sledovaného analytu. [30]

DalSimi biosenzory jsou mediatorové amperometrické biosenzory, ktere
pouzivaji mediatory jako oxidacni Cinidla, aby fungovaly jako pfenaseci elektronu.
VyuZziva se to pfi praci s nizkymi potencialy, pfiéemz nevznika tolik zavislost na kysliku.
Mezi nejCastéji pouzivané mediatory patfi ferrikyanid a ferrocen, avSak Siroké vyuziti
maji také mediatory methylenova modf, fenaziny, pruska modf a anorganické redoxni
ionty. Existuji i biosenzory, které se spoléhaji na bioelektrokatalyzu, kde probiha
pfenos elektront mezi elektrodou a enzymem. Jejich vyvoj ale jeSté stale probiha,

tudiz se pro analyzu bézné nepouzivaji. [30]

2.2.3 Detekce nukleonovou kyselinou

Nukleové kyseliny (DNA, RNA, peptidové kyseliny &i aptamery), funguji na
biosenzoru jako biorekogni¢ni prvky a transducery, které pfeménuji biologickou
interakci na detekovatelny signal. Biosenzory zalozené na NA funguji na principu
hybridizace, kdy je detekéni vrstva biosenzoru tvofena jednoviaknovou DNA (ssDNA),
ktera slouzi jako sonda. Tato ssDNA je schopna se efektivné a specificky spojovat do

duplexu, aby se komplementovala s cilovym fragmentem NK a vykazovala selektivitu
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vuci nekomplementarnim sekvencim. Mezi hlavni vyhody hybridizacnich biosenzor(
patfi jejich nizké naklady, vysoka citlivost a selektivita pfi detekci cilovych fragmentu

DNA, coz Ize vyuzit i pro rutinni testovani. [31]

V elektrochemickém snimani DNA se pro imobilizaci DNA sond pouzivaji
techniky jako adsorpce, kovalentni vazby a interakce avidin-biotin. Nejjednodussi
metodou, ktera nevyzaduje chemicka cCinidla ani modifikaci DNA sond je adsorpce.
DNA sondy se pfichyti na povrch pracovni elektrody elektrostatickou adsorpci mezi
zaporné nabitou fosfatovou skupinou DNA a kladné nabitymi elektrodami. Imobilizace
pomoci kovalentni vazby je syntetizovana DNA sonda spojena s thiolovou (—SH) nebo
aminovou (—NHz2) skupinou na 3‘ nebo 5‘ konci, pro navazani na kovovy povrch nebo
specifickou funkéni skupinu na elektrodé. To zajistuje vysokou specifitu a minimalizuje
nespecifickou vazbu. U interakce mezi avidinem a biotinem, ktera je v pfirodé jednou
z nejsilnéjSich nekovalentnich vazeb, se vyuziva strategie nekovalentni imobilizace
DNA sond na elektrodé. Avidin nebo streptavidin, je velky tetramerni protein,
poskytujici Ctyfi vazebna mista pro biotin. DNA sondy se mohou navazat na povrch
elektrody 3' nebo 5° koncem pomoci modifikace biotinu na elektrodu s avidinem d&i

streptavidinem navazanym na jejich povrchu. [31]

U aptameru je detekéni mechanismus podobny interakcim antigen-protilatka
nebo receptor-ligand, kdy Casto dochazi ke konforma&nim zménam v sekundarni
a tercialni struktufe. Aptamery jsou jednofetézcové oligonukleotidy DNA nebo RNA,
které se mohou vazat na bunky, proteiny, peptidy a néktera 1éCiva. RNA aptamery
obvykle vykazuji vysSi afinitu k vazani nez DNA aptamery na stejnou cilovou sekvenci,
coz je zpusobeno pfitomnosti hydroxylové skupiny na 2" pozici v RNA aptamerech.
Aptamer ma mnoho vyhod oproti tradi€nim biosenzorim jako je pFizpUsobivost
extrémné vysokym teplotam, pH a iontovym koncentracim. Jejich hlavni vyhodou ale
zustava identifikace konkrétnich sekvenci jednoretézcové DNA/RNA, které jsou
schopné vazat se na cilovy ligand. [32] NejCastéji se pro detekci cilového analytu
pouziva funkcionalizace aptameru DNA s reportni molekulou, ferrocenem i
methylenovou modFfi, nebo imobilizacni molekulou, napfiklad alkanthiolem,

streptavidinem a hydrazoatem na 5° a 3" konci fetézce DNA. [33]

Peptidové nukleové kyseliny jsou synteticka analoga DNA, kdy neutralni

peptidova struktura, sloZzena z opakujicich se jednotek N-(2-aminoethyl)glycinu,
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nahrazuje cukr-fosfatovy zaklad NA. Tato Uprava zvysSuje stabilitu vici enzymatickému
Stépeni, zlepSuje selektivitu a umozriuje jejich syntézu na pevné fazi. Tyto biosenzory
byly vyvinuty pro v€asnou diagnostiku rakoviny, detekci mikroorganismi nebo pro

aplikaci v oblasti bezpec€nosti potravin a sledovani zivotniho prostredi. [32]

2.3 Metody prevodu detekce na méritelny signal

2.3.1 Elektrochemické biosenzory

V pfipadé vyuziti elektrochemickych metod se jedna o ziskani elektrického
signalu, ktery je indukovany konverzi elektroaktivnich slozek vzniklych po biochemické
detekci analytu (Casto latky vzniklé po enzymatické reakci analytu). Mame tfi hlavni
metody pro elektroanalytickou detekci. Metoda amperometricka, pfi které se méfi
proud, indukovany elektrochemickou reakci, kde velikost proudu zavisi na koncentraci
elektroaktivni latky ve vzorku. Dale se jedna o metodu potenciometrickou, kde se méfi
potencial proti referentni elektrodé, nedochazi zde k pfenosu naboje a toku
elektrického proudu. Posledni metoda je konduktometricka, u které méfime vodivost
analyzovaného vzorku. Vodivost se muze ménit, pokud dochazi ke zméné iontového
slozeni analytu. Obecnou vyhodou elektrochemickych stanoveni je jejich
jednoduchost, nizka pofizovaci i provozni cena a dobré analytické parametry (citlivost,
opakovatelnost). Jistou nedokonalosti téchto metod je jejich citlivost na teplotu

a prostfedi (napfiklad pH). [25]

2.3.1.1 Amperometrické senzory

Jak jiz bylo feCeno, u amperometrickych metod méfime protékajici proud,
prochazejici systémem pfi oxidaci nebo redukci elektroaktivnich latek. Protékajici
proud se mUze méfit pfi konstantnim potencialu (amperometrie) nebo pfi ménicim se
potencialu (voltametrie). Principem kvantitativniho vyhodnoceni je potom Faradayav
zakon, ktery Ize vylozit tak, ze velikost proslého proudu je pfimo umérna koncentraci
elektro aktivniho analytu. Jako mediator redukce nebo oxidace slouzi povrch pracovni
elektrody. Ta je vétSinou doplnéna jesté referentni a pomocnou elektrodou. Jako
referentni elektroda se nejCastéji vyuziva chloridostfibrna a slouzi pro zajisténi
stabilniho stalého potencialu, od kterého se nastavuje potencial pracovni elektrody.
Pomocna elektroda je vétSinou néjaky chemicky stabilni a dobfe vodivy kov, napfiklad

platina nebo zlato. [34, 35] Pfikladem vyuziti metod je napfiklad stanoveni
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komplementarni  DNA (cDNA) hmyzu liSaje tabakového, kde bylo vyuzito

elektrokatalytické oxidace ribosy nha médéném povrchu. [36]

VétSina metod se zaméruje na elektroaktivitu nukleovych bazi a Ize tak dobfe
stanovit vzorky obsahujici ssDNA. Problémem je vSak stanoveni dsDNA, kde jsou
baze vyrazné stéricky blokované a dochazi k utlumu jejich elektoaktivity. Resenim
tohoto problému bylo vyuziti elektrokatalytické oxidace ribosy, ktera je soucasti DNA,
na meédéném povrchu [36]. DalSim pfikladem je detekce DNA enzymatickym
genosenzorem. Takova detekce spoCiva v navazani enzymu (napfiklad HRP)
a jednovlaknového useku DNA na pevny povrch. Kdyz poté dojde k navazani
komplementarniho useku DNA, dojde ke stérickému ruseni aktivity enzymu, které pak
muzeme sledovat jako ubytek elektroaktivnich molekul produkovanych enzymatickou

katalyzou. [37]

2.3.1.2 Potenciometrické senzory
V pfipadé potenciometrickych metod, méfime zménu potencialu mezi referentni
a mérnou elektrodou (Casto se jedna o iontové selektivni elektrodu), ktera nastava
ménici se koncentraci iontd v roztoku. Tento jev je popsan Nernstovou rovnici
(Rovnice 1). V tomto pfipadé neprochazi soustavou proud a nedochazi k pfenosu
naboje. [34]
RT  a,y

E=Egq——I
std TlF nared

Rovnice 1: Nernstova rovnice

Kde E — potencial, Esta — standartni potencial, R — univerzalni plynova konstanta
[8,31447 J K- mol™"], T — teplota [Kelvin], n — pocet elektront prechazejicich v reakci,
F — Faradayova konstanta [96 485,34 C mol '], aox — aktivita oxidované formy analytu,

ared — aktivita redukované formy analytu. [34]

Potenciometrické detekce bylo vyuzito napfiklad u prukazu DNA bakterie rodu
Salmonella, kde bylo vyuzito uvolnéni H* iontl pfi polymerazové reakci (Obrazek 9).

Zména koncentrace H* iontll pak byla méfena na pracovni elektrodé. [38]
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Obrazek 9: Uvolnéni H* iont( disledkem polymerazoveé fetézoveé reakce (pfevzato z: [38])

DalSi vyuziti bylo pfi detekci DNA za pomoci CdS-znacenych DNA sond, které
jsou po navazani na komplementarni usek DNA, vystaveny prostfedi s H202, ktery ma
za nasledek uvolnéni Cd?* do roztoku. Uvolnéné kationty jsou pak méfeny iontové
selektivni elektrodou. [39]

Potenciometrickd metoda byla vyuzita i napfiklad u stanoveni pfitomnosti
bakterialni DNA Escherichia coli. Princip spocCival v navazani biotinem znacené sondy
na usek imobilizované DNA na pevném povrchu. Na sondu poté byl navazan enzym
(vazba streptavidin-biotin), ktery katalyzoval vznik p-aminofenolu. p-Aminofenol
nasledné redukoval Ag* kationty pfitomné ve vzorku a tento pokles byl méfren iontové
selektivni elektrodou. (Obrazek 10) [40]

p-APP
DNA sonda s p-AP
biotinovou o )
Vzorek DNA Cilova DNA znatkou Alkalicka fo.st:ataza
e z’ se streptavidinem
%"i &'E %ﬂ 2 z
Ag* Substrat
E [mV] Signal

Cas [s]

Obrazek 10: Princip potenciometrické detekce DNA (pfevzato a upraveno z: [40])
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2.3.1.3 Konduktometrické senzory

U konduktometrickych metod se méfi schopnost roztoku vést elektricky proud
mezi dvéma elektrodami. Tato metoda se da vyuzit v pfipadé, kde dochazi ke zméné
koncentraci elektricky nabitych cCastic v roztoku. Této metody se vyuziva hlavné
u enzymatickych reakci, jelikoz pfi nich Casto vznikaji nebo se naopak spotfebovavaji
ionty. Bohuzel tyto metody nebyly jeSté dostateCné studované a nejsou prilis

vyznamneé pro detekci nukleovych kyselin. [41]

2.3.2 Optické biosenzory

PFi pouziti optickych biosenzorl je analyt detekovan pomoci svétla s vyuzitim
znaCenych ¢&i neznacenych metod. PFfi méfeni se vyuziva optickych pfevodniku, které
jsou integrovany s biosnimacim prvkem. Pro detekci analytu se pouziva fluorescenéni,
chemiluminiscenéni nebo kolorimetrické znaceni, kdy se sleduje intenzita fluorescence
Ci zména barvy. [42] NeznaCené metody detekce jsou schopny generovat signal pfimo
po navazani na rozpoznavaci prvek, bez potfeby dalSich interakci s jinymi znaCenymi
sondami, které poskytuji signal. Pro jejich detekci se vyuZivaji povrchové plazmoveé
rezonance (SPR), fluorescencéni biosenzory s evanescentni vinou, fotonické krystaly
Ci optické vinovody. [43] Oproti tradi€nim metodam maji optické biosenzory mnoho
vyhod jako je specificnost, citlivost, kompakitni velikost, nizka cena a rychly Cas
analyzy. [42] Optické biosenzory maiji uplatnéni v oblasti farmacie pro vyvoj I€Civ,
biomedicinskych nastrojl, v oblasti diagnostiky patogen(, protilatek a biomarkert
nebo pfi monitorovani a diagnostice infekénich onemocnéni, rakoviny
a neurologickych poruch. [45] Oznacené biosenzory maji ale urcitd omezeni, kvdli
Casové narocnosti, mozné nehomogenité v systému a moznosti ovlivnéni biologické

aktivity cilové biomolekuly. [44]

2.3.2.1 Biosenzory povrchové plazmové rezonance

SPR vznikaji oscilaci volnych elektronl na rozhrani mezi kovem a dielektrikem.
Tato rezonance je vyvolana paprskem dopadajiciho svétla, které generuje
evanescentni viny. Evanescentni vina je elektromagnetické pole, které muze existovat
jen ve velmi kratké vzdalenosti od povrchu materialu. SPR v konfiguraci s hranolem se
vyuziva sklenéného hranolu s vysokym indexem lomu, ktery umoZznuje spojeni
optického signalu s povrchem kovu a dielektrika. Intenzitu odrazeného svétla od

povrchu Ize poté pouzit k méfeni citlivosti zafizeni. Zména indexu lomu v detekcni
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oblasti na povrchu senzoru, je vyhodnocena jako zména rezonancniho uhlu, ktera
slouzi pro ucely biosnimani. SPR byla vyuzita pro detekci viru dengue v lidském séru,
diky diagnostickému testu zalozeném na imunoglobulinu M nebo pro detekci glukosy
v moci. Také byl zaznamenan jejich pokrok ve sbéru biologickych tekutin od pacient

s riznymi chorobami, jako je diabetes, hepatitida nebo rdznych druhl rakoviny. [45]

Schéma SPR zahrnuje dva polarizatory, které spole¢né umoZzniuji detekci
biomolekularnich interakci prostfednictvim analyzy fazovych posund a svételného

spektra (viz Obrazek 11).
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Obrazek 11: Schéma SPR (pfevzato a upraveno z: [49])
(kde: P — polarizator, W — klinova retardacni deska, S — povrch hranolu se zlatym tenkym
filtrem, BP — pasmovy filtr)

Jevu SPR bylo vyuzito i napfiklad u stanoveni DNA agregaci nanocastic zlata.
Principem stanoveni byl jev, pfi kterém ssDNA zhlukovala nanoCastice zlata, které
nasledné zabarvily roztok modre. Zatimco dsDNA méla opacny ucinek a stabilizovala
rozptyl ¢astic. Vyhodnoceni pak spocivalo v pfidavku DNA sond, které pokud nasedaly
na komplementarni usek DNA, tak ménily pomér dsDNA a ssDNA, coz mélo za

nasledek zménu. [48]

2.3.2.2 Biosenzory zalozené na fluorescenci a luminiscenci

U fluorescenc¢nich a luminiscen&nich optickych biosenzord generované svétlo
vznika po excitaci zafeni urcité vinové délky, které je detekovano pomoci fotodiod nebo
fotonasobicl. Fluorescenéni sondy, jako jsou napfiklad fluorofory, kvantové tecky,
nanoklastry a uhlikové teCky mohou mit bud zvySenou, nebo snizenou intenzitu
fluorescence v zavislosti na jejich interakci s cilovym analytem. Pro spravnou analyzu
stopovych biomolekul byly vyvinuty techniky zesileni signalu jako je cyklické zesilovani

signalu, kdy pomoci této technologie muize byt fluorescenéni signal az nékolikrat
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zesilen. Biosenzory zalozené na luminiscenci vyuZivaji schopnosti materialu emitovat

svétlo po jeho excitaci. [50]

Prikladem vyuZiti je napfiklad stanoveni useku DNA za pomoci fluorescencénich
DNA sond. Fluorescencni sonda je vlastné kratky usek ssDNA, ktery na sobé& nese
fluorescencni znaCku. Principem pak je specifické nasednuti sondy na

komplementarni ¢ast testované DNA a nasledné méreni intenzity fluorescence. [46]

Dalsim pfikladem je napfiklad stanoveni miry methylace DNA, kde bylo vyuzito
specifické interakce -CHs skupin s nanoc€asticemi CeO2. Pfidavek methylované nebo
nemethylované komplementarni DNA ma za nasledek zvySeni nebo snizeni intenzity
fluorescence (Obrazek 12). [47]
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Obrazek 12: Interakce nanocastic CeO, s methylovanou a nemethylovanou dsDNA (pfevzato
a upraveno z: [47])

2.3.2.3 Biosenzory fotonickych krystalti

V optickych biosenzorech s fotonickym krystalem je vyuzZivana jako snimaci
mechanismus zména v indexu lomu a periodicité, které ovliviiuji optické chovani.
Typicka struktura tohoto biosenzoru se sklada z krystalu s tavenym oxidem kfemicitym
a vrstvou stfibra i zlata. Biosenzory s fotonickym krystalem maji Sirokou Skalu funkci,
ale jejich vyuZiti je stale omezené, protoZze mohou detekovat jen specifické latky a Celi
problémum s citlivosti, coz muze ovlivnit jejich pfesnost a spolehlivost pfi detekci.
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Nejvice se metoda fotonického krystalu pouziva pro detekci C-reaktivniho proteinu.
[45]

2.3.2.4 Kolorimetrické biosenzory

Kolorimetrické biosenzory mohou detekovat pfitomnost urcité latky pomoci
optického detektoru nebo vizualné pozorovatelné zmény barevného posunu. Pro
vyrobu téchto biosenzorl se nejCastéji pouzivaji nanocCastice zlata (AuNP), které
zméni barvu roztoku pfi agregaci nebo deagregaci v reakci s cilovou latkou. Zesitujici
kolorimetrie DNA-AUNP a kolorimetrie nemodifikovanych AuNP indukovana soli
(SICUA) jsou dva hlavni pfistupy kolorimetrické detekce nukleovych kyselin
vyuZzivajicich zlaté nanocCastice. Sondy DNA-AuNP mohou byt spojeny do systému
DNA-nanocastic pomoci komplementarniho duplexu DNA s ,lepkavymi konci®, které
slouzi jako spojovaci fetézec. Tento proces umoznuje kontrolu sestavovani
DNA-AuUNP s barevnym reverzem tepelnou denaturaci. Na rozdil od toho metoda
SICUA vyuziva nemodifikované AuNP béhem detekce, aby zabranila jejich kovalentni
funkcionalizaci a zjednodusila experimentalni fazi, kdy kliCovym mechanismem je

elektrostaticka interakce mezi nemodifikovanymi AuNP a NA. [51]

2.3.3 Piezoelektrické biosenzory

Piezoelektrické senzory umoziuji okamzité sledovani biointerakci na povrchu
senzoru, coz zjednoduSuje testovaci postupy tim, Ze prubézné vyhodnocovani
nékteré anizotropni krystaly (krystaly bez stfedu symetrie), jako je berlinit, kiemen
nebo organické polymery, kdy se pfi jejich mechanickém namahani produkuje
elektrické napéti. Jev funguje i opacné, kdy pfi stfidavém napéti, které je aplikované
na povrch téchto krystalli, dochazi k vyvolani oscilaci nebo mechanickému namahani
(Obrazek 13). Nevyhodou je omezeni pouziti pro analytické aplikace, kdy ma posun
frekvence vliv na fyzikalni nebo chemicka interakce a dalSi vlastnosti jako viskozita
okolniho roztoku. [52]
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Obrazek 13: Piezoelektricky jev pfi mechanické deformaci a aplikovaného napéti (pfevzato
a upraveno z: [53])

Principem piezoelektrickych biosenzorl je excitace pomoci stfidavého napéti,
které je aplikovano na povrch dvéma elektrodami. Kdyz je piezoelektricky krystal
napojen do oscilacniho obvodu, tak stfidavé napéti zptisobi mechanickou oscilaci, jejiz
frekvence je méfena. Analyzovana latka, navazana na povrch elektrod, zpisobi zménu

frekvence oscilaci. Tato zména je potom umérna hmoté navazané na krystal. [52, 53]

Frekvence oscilaci se méfi v standardnich analytickych aplikacich a interakce
s krystalem nebo elektrodou, ktera aplikuje elektricky impuls na povrchu krystalu,
muze slouzit k identifikaci analytu. Navazana hmota na povrchu krystalu zplasobuje
zpomaleni oscilaci. U béznych kfemennych krystalt plati, Ze posun frekvence Af je
pfimo umeérny hmotnosti Am, ktera je vazana na krystal, coZ je princip popsany

Sauerbreovou rovnici. [53]

Am
= = —2,3x 10°f¢ —
Ay Pqliq A

Af
V rovnici znamena: fo — zakladni frekvence oscilace krystalu (hertz), A — plocha
piezoelektricky aktivni (centimetr), pq — hustota (2,648 g/cm?), uq — smykovy modul
kiemene (2,947 x 10" g/cm-s?). [53]

Piezoelektrické biosenzory mohou byt navrzeny s rdznymi typy bioreceptoru,
jako jsou protilatky, antigenni fragmenty, enzymy nebo i specifické DNA sondy. Tyto
bioreceptory jsou obvykle imobilizovany na povrchu piezoelektrického krystalu

a reaguji s analytem. [53]
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2.3.4 Nanostrukturové biosenzory

Nanomaterialy, jako jsou nanocastice, uhlikové nanotrubice Ci grafeny, vzbuzuji
velky zajem pfi tvorbé novych biosenzorld diky jejich vynikajici vodivosti,
elektrokatalytické aktivité, vysokému specifickému povrchu, vysoké adsorpéni
kapacité a schopnosti funkcionalizace. Funkcionalizace je schopnost upravit povrch
materialu tak, aby se na néj mohly navazat specifické chemické skupiny, molekuly
nebo biomolekuly. Tyto nanomaterialy jsou zasadni pro vyvoj elektrochemickych
enzymovych biosenzorld vyuzivanych v environmentalnich aplikacich, kdy
nejvyznamnéjsi pfi vyvoji novych enzymovych biosenzort jsou nanomaterialy na bazi
uhliku — grafen, mezoporézni uhliky a uhlikové nanotrubice. Uhlikové materialy Ize
rovnéz zakomponovat do nanokompozitli, coz umoznuje kombinovat jejich jedine¢né

vlastnosti s vlastnostmi jinych materiala. [54]

Nanocastice kovu a kovovych oxidl vykazuji v elektrochemickych biosenzorech
katalytickou aktivitu. Kvuli lep§imu pfenosu elektronl a poskytnuti synergického efektu
se spojuji s jinymi vodivymi nosici. Vyuziti kovu jako jsou nanocastice stfibra Ci zlata
dosahuji zlepSeni vykonu lakasové elektrody pro fenolické slou€eniny. Z oxidu kovu

se vyuziva oxid hlinity, ktery umoznuje zlepSeni katalytické aktivity HRP. [54]

2.3.5 DNA origami

Technologie DNA origami je metoda v oblasti nanotechnologii, ktera vyuziva
schopnost DNA skladat se do pfesnych a komplexnich struktur. Dlouhé jednovlaknove
struktury DNA se pomoci “samoskladani® sestavi do ur€eného tvaru po smichani
a nasednuti s kratkymi  syntetickymi DNA vlakny. Funkcionalizaci ssDNA
v nanostrukturach DNA je mozné pfesné umistit cilové molekuly na pfedem stanovena
mista. [55]

Vyhody technologie DNA origami zahrnuji mozZnost vytvafeni presnych
a slozitych tvard s nanometrickym rozliSenim, schopnost pfenaset a organizovat jiné
materialy na mikroskopické urovni a dramaticky zvysSit aktivitu navazaného enzymu.
Vyznamnou nevyhodou DNA origami je Casové narocCny proces zihani, vysoké naklady
a omezeni pfi rozsSifovani aplikaci do vétSich rozméri a komplexnéjsSich usporadani

vzhledem k omezené délce pfirozeného fetézce DNA. [56]
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3 Vyuziti biosenzori nukleovych kyselin

3.1 Analyza potravin

Biosenzory na bazi nukleovych kyselin jsou €asto vyuzivany k monitorovani
bezpecnosti potravin, identifikaci patogenl nebo toxinu, chemickych sloucenin,
alergent ¢&i znehodnoceni a identifikaci geneticky modifikovanych organismu
v potravinarskych produktech. NejpouzivanéjSi analytické metody jsou zalozeny na
polymerazové fetézové reakci (PCR), enzymoveé vazany imunosorbentni test (ELISA),
dale se vyuziva infraCervena spektroskopie s Fourierovou transformaci (FTIR)
a hmotnostni spektrometrie (MS). [31, 57]

Detekce kontaminace potravin patogennimi bakteriemi, jako jsou Escherichia
coli, Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus a dalsi, muze
pomoci jako prevence vzniku onemocnéni prenosnymi potravinami. Tradi¢né se
bakterie identifikuji pomoci kultivace, mikroskopie a sérologie, coz je vétSinou Casové
narocné. Proto se vyuZzivaji ielektrochemické a optické biosenzory obsahujici
nanomaterialy pro rychly a spolehlivy screening patogent pro detekce Staphylococcus
aureus v praseCi kuzi pomoci uhlikovych nanotrubic &i detekce Bacillus cereus

obsazeného v mléce a kojenecke vyzivé. [31]

Biosenzory jsou hojné& vyuzivany i pro stanoveni mykotoxinl a neurotoxinu.
Mykotoxiny jsou produkovany mikroskopickymi vlaknitymi houbami a plisnémi,
zatimco neurotoxiny pochazeji od nékolika druht moiskych fas, mékkysu &i ryb jako
jsou napfiklad velice znami Ctverzubci. Kdy za pomoci biosenzoru na bazi aptamert
se daly stanovit mofské toxiny. DalSim pfikladem aplikace je detekce botulismu

a ricinovych toxini pomoci elektrochemického biosenzoru. [31]

Pfi identifikaci druhu v potravinach se vyuziva tzv. markert DNA, které umozniuji
rozpoznani genetické variability v genomu a efektivné odhaluji rozmanitost mezi druhy
i vramci jednoho druhu. DNA markery Ize detekovat v jaderném, mitochondrialnim
a chloroplastovém genomu. U zivoCichu se vétSina markerd nachazi
v mitochondrialnim genomu a u rostlin je to vétSinou genom chloroplastovy, protoze

jejich mitochondrialni genom je pfili§ stabilni na poskytnuti dostatecné variace. [57]
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3.2 Enviromentalni analyza

Pro monitorovani Zivotniho prostfedi se daji aplikovat tyto biosenzory pro
detekci téZzkych kovl, kdy dochazi k oxidacnimu poskozeni a zmén ve struktufe DNA
a k detekci polycyklickych aromatickych uhlovodikt ve vzorcich rybi Zluci. Pro zvySeni
selektivity cilovych chemikalii se mize vyuzit funkce aptameru, kdy se muze jesté
vyuzit spojeni s nanomaterialy pro detekci t€zkych kovl a organickych polutantd jako

jsou pesticidy. [58]

Pro detekci patogennich mikrobu nalézajicich se ve vodé, pudé &i atmosféfe se
vyuzivaji metody, mezi nimiz jsou optické biosenzory, zejména na principu
kolorimetrického rozpoznavani, kdy mikroby slouzi jako indikatory biologického
znecisténi. Tato zafizeni se osvédcila jako rychla, jednoducha a nakladové efektivni
pro rychlou prognézu daného problému. Vyuzivaji se i mikrofluidni optické senzory,
které jsou komercné rozvijeny diky svym vyhodam, jako je regulace pratokovych
podminek, lepSi miseni €inidel a snizeni objemu vzorkU i €inidel, coz zvySuje citlivost
detekce. NejCastéjSimi patogennimi mikroby v Zivotnim prostiedi jsou Escherichia coli,
ktera se nachazi v padé a pldnich sedimentech, a Staphylococcus aureus, hlavni
indikator znecisténi vody a ovzdusi. Oba tyto mikroby Ize detekovat pomoci FTIR, SPR
nebo kolorimetrické detekce. DalSimi vyznamnymi patogeny jsou Pseudomonas

aeruginosa a Candida glabrata. [44]

3.3 Klinicka diagnostika

V klinické diagnostice se biosenzory na bazi NA pouzivaji pro diagnozu
onemocnéni a lékafsky vyzkum. Metody zahrnujici elektrochemické biosenzory,
aptamery, nanocastice Antigen-Au/Ag a optické biosenzory, poskytuji rychlou,
spolehlivou, pfenosnou a pokroCilou diagnostiku. Pfikladem muaze byt detekce
specifického antigenu SARS-CoV pomoci biosenzoru s optickym viaknem pro
identifikaci nukleokapsidového proteinu, nebo imunosenzorli, enzymatickych

a celobunéénych biosenzor(. [31]

V lékafské praxi se pro detekci patogenl vyuziva zafizeni na bazi
mikrofluidniho papiru, diky jejich jednoduchému pouZiti a moznosti vizualniho cteni
vysledkl, pomoci prouzku s bo€nim pratokem, kdy vysledek dostaneme béhem dvou
minut. Nevyhodou je omezeni na detekci pouze jednoho cile na test a obtiznost
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kvantifikace vysledkl, na opacnou stranu nevyzaduji odesilani vzorkl do laboratore,

coz je dulezité pro v€asnou IéCbu pacienta. [59]

Rovnéz je dulezité zminit, Ze rychla a pfesna diagnostika ma vyznamnou roli
v boji proti rakoviné. Biosenzory DNA poskytuji informace, podle kterych Iékafi uréuji
prognoézu pacientd s timto onemocnénim jako je detekce mutace genu, ktery je
spojovan s rakovinou prsu, pomoci diferenéné pulsni voltametrie nebo detekce
prostatického specifického antigenu, biomarkerem rakoviny prostaty, pomoci DNA
aptameru. [31, 60] Pro detekci jednonukleotidového polymorfismu se vyuZiva
fluorescenc&nich biosenzorl s oxidem grafenu, ktery se vyznacuje vysokou citlivosti na
detekci jednotlivych neshod bazi. Principem byla alelova specificka hybridizace, kde
se vyuzilo zhasejici u€innosti a rozdilné vazebné afinity grafenu, aby se prekonal rozdil
teplotnich zavislosti mutaci na jedné bazi. Dale se k detekci vyuzivaji uhlikove
kvantové tecCky, které jsou také zaloZené na principu zhaseni fluorescence, kombinace
streptavidin kfenové peroxidazy modifikované nanocasticemi SiO2 a DNA polymerazy

nebo detekce zalozenou na ligasoveé fetézové reakci. [61]

Prikladem vyuZiti je detekce miRNA (mikro RNA), které slouZilo jako biomarker
rakoviny krku. Principem bylo vyuziti tzv. kfiZovych sond (obrazek 14). Jedna se o 2
druhy sond, které obsahuji vzajemné komplementarni usek DNA a usek
komplementarni pro detekovanou DNA. Sondy jsou navrzeny tak aby byla teplota, pfi
které navzajem hybridizuji velmi nizka (15 °C a méné) a nedochazelo tak k jejich
nasednuti pfi teploté experimentu (30 °C). Pokud se vSak ve vzorku nachazi DNA
komplementarni s jejich useky, dochazi ke kfizové interakci, ktera zplsobi nasednuti
sond. Pro detekci nasednuti sond muze byt vyuzita napfiklad fluorescencni znacka se
zhaSeCem a restrikéni endonukleaza, ta $tépi pouze dvouviaknovou DNA, ¢imz je

zajisténo, Ze bude usek obsahujici zhasec vystépen az po nasednuti sond. [62]
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Obrazek 14: Princip kfizovych sond (pfevzato a upraveno z: [63])
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ZAVER

Biosenzory jsou v dnesni dobé rychle se rozvijejici technologii, a to diky velkym
prilomdm v jejich miniatuarizaci a vyuZiti novych material, které byly zavedeny
v minulé dekadé. Vyuziti biosenzorl ke stanoveni nukleonovych kyselin je a do
budoucna bude stale vice vyznamné, jelikoz potfeba stanoveni DNA a prikazi genu
je nutna pro efektivnéjsi a Setrnéjsi IéCbu nemoci, kontroly $kidcu nebo monitorovani
invazivnich druhd. Tyto problémy budou obzvlast alarmujici v nadchazejicich letech,

jelikoz rapidné ménici se klima tyto jevy umocriuje.

V oblasti zivotniho prostfedi biosenzory umoznuji monitorovani kvality vody,
pudy a ovzdusi. Jsou schopny detekovat pfitomnost nebezpe&nych mikroorganismu,
toxind a znecistujicich latek na molekularni urovni, coz napomaha rychlé reakci na

dané problémy a minimalizaci dopadl na zdravi ¢lovéka.

V potravinaiském pramyslu biosenzory zajistuji bezpecnost a kvalitu potravin
diky své schopnosti rychle a pfesné identifikovat patogeny, jako jsou bakterie
Salmonella nebo Escherichia coli, a monitorovat geneticky modifikované organismy.
Dale umoznuji detekovat pfitomnost alergenu &i rezidui pesticidl, kdy pomahaiji chranit

spotiebitele pfed potencialné Skodlivymi latkami.
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