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Souhrn

Cilem této bakatdké prace bylo prostudovat dostupné informace zjljvse tématikou

vyuziti biosenzal, hlavre spojeni imunosenzbis magnetickyméasticemi.

V prvni ¢asti bakaléské prace jsou uvedeny zakladni informace o biasenh a jejich
¢lereni, ve druhétasti jsou zpracovany informace o spojeni imunose@nganagnetickymi

¢asticemi, pipraw takovychto imunosenzomr jejich vyuZiti.

Kli ¢éova slova: biosenzory
imunosenzory

biosenzory s magnetickyiasticemi



Summary

The aim of this work was to study available inofimas about the use of biosensors,

especially about possible combination of immunosenwith magnetic particles.

In the first section of this work there are basiormations about biosensors and their
classification, in the second part iformations dbagsociation of immunosensors with
magnetic particles, their preparation of such imos@émsors and their utilization are

mentioned.

Keywords: biosensors
immunosensors

biosensors with magnetic particles
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1 UvVOoD

Biosenzory se v s@asné dob téSi velkému zajmu jak ze strangdeckého, tak i
Z hlediska komeniho vyuziti. Velka pozornost seénwje pouZiti biosenzérna poli

klinické analyzy, potravindké analyzy, v oblasti vojenské a ochrany Zivaingtostedi.

Biosenzory nachazeji uplam tam, kde jejich pouZziti je vyhod8i oproti pouZziti
jiného nebiologického senzoru. V medicirse vyuZivaji v klinické diagnosticeftip
stanovovani nejizrejSich slozek krve, metabalit patogef apod. V potravinétvi se
vyuZivaji @ zjistovani kvality potravin, rozkladnych produka kontaminaci jako nap
plisiovymi toxiny ¢i patogenimi mikroorganismy. iPochrarg Zivotniho prosedi se

NN LN

biosenzory pouzivaji k detekci zti&eni.

Tato bakaléska prace je zafhena na imunosenzory ve spojeni s magnetickymi
casticemi a jejich wvyuziti. Imunosenzory jsou anaké systémy tviené
imunorozpoznavaci slozkou (protilatkoti antigenem), ktera je klu sowasti nebo
v tésném kontaktu s fyzikatachemickym pevodnikem poskytujicim elektronicky signal
jako odezvu na vznik imunokomplexu a zpredkovar tak na koncentraci analytu ve
vzorku. Uziti magnetickycastic zlepSuje pm@beéh imunologické reakce jak velkym
povrchem pro navazarady ligandi, snadnou separaci z kapalné faze a dobrou maacipula

za pomoci magnetického pole, tak i rychlejSi kiketi reakce.
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2 Biosenzory

2.1 Definice biosenzoru

Biosenzor je analytickyifstroj obsahuijici citlivy prvek biologickéhaipodu, ktery je

bud’ sowéasti nebo vésném kontaktu s fyzikdéachemickym pevodnikem [1]. Sklada se

ze ti hlavnich komponent: biorekogmii slozky, pevodniku a vystupniho #aeni [2].

Poskytuje pitbéZzny elektronicky signal, ktery jefimno umérny koncentraci jedné nebo

n¢kolika (skupiny) chemickych latek ve vzorku [1].
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Obr. ¢.1 Zakladni schéma biosenzoru

Eleciric signal

(prevzato avww.jaist.ac.jp/~yokoyamal/images/biosensorzgfdne 20.7.2009 [3] )

Biorekognini ¢ast biosenzoru jéast, ktera dava biosenzoru jeho unikatni vlastnosti

selektivity [4]. Je mozné ji daleslit do dvou zakladnich skupin — biokatalyticka (gmg

organela, biikka, tké&, organ, organismus), kdy analyt jéepenovan v piibéhu chemické

reakce a obvykle vystupuje jako substrat enzymosgkae — a bioafinitni (lektin,

protilatka, nukleova kyselina, receptor), kdy ahgly specificky vazan ve vznikajicim

afinitnim komplexu [1].
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Fyzikalns-chemické pevodniky, které poskytuji signal vhodny k dalSinprazovani,
Ize rozalit do nasledujicich skupin: elektrochemické (paiemetrické, amperometricke,
konduktometrické, voltametrické), optické (fotoneke, fluorimetrické, luminisceami),
piezoelektrické, akustické a kame kalorimetrické.[1]

PrestoZe existuje mnoho detekipkteré mohou byt pouzity v biosenzorech, &ryfe

limitovan typem chemické interakce ktera probihZina@alytem a rekogami slozkou [4].

2.2 Historie biosenzor U

Prvni chemicky senzor, a to ve fafreondy umisiné ve vzorku, byla skléna pH

meérna elektroda k gfeni koncentrace vodikovych idn4].

Za zakladatele bioseZbje ale povazovan Leland C. Clark Jr., ktery v ra&&6
popsal kyslikovou elektrodu, v roce 1962 spodes Lyonsem spojil enzym s kyslikovou

elektrodou a vytvil tak gluk6zovou elektrodu [4].

Prvni komegni biosenzor uvedla na trh &g firma Yellow Springs Instrument
Company (Ohio) v roce 1975. V témze roce je nawZeouziti bakterialni hiky misto
enzymi. O rok pozdji Clemens zdenil gluk6zovy senzor do systému élgho pankreatu
uvedeného na trh jako Biostator firmou Miles. Veot976 firma La Roche zavedla
biosenzor pro laktat LA 640 s whym mediatorem (ferrikyanidem). Koncem 70. letinza
vyzkum imunochemickych biosenZo(imunosenzat) [1]. Od roku 1975 zzlo testovani
hladiny glukézy ve vzorku krve, ale vyvoj vhodnékamegkniho rwniho formatu v roce
1987 zpisobil prevrat v jejich pouziti. #vodni gluk6zovy biosenzor &hformat pera,

pozcEjSi verze pipominaji kreditni karty [5].

Obr.¢.2 Glukometr zaloZeny na principu biosenzoru

(prevztato zcompex.zdravi-cz.eu/glukometry-glukomery.ppine 20.7.2009) [6]
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Dnes pokrauje explozivni narst vyzkumu biosenzérv celos¢tovém ngtitku.

Biosenzory vystupuji z&deckych laboratié do realného sita [5].

Obr.¢.3 Biosenzor vyvinuty pro detekci vy
bakterii a parazit

(prevzatoz medgadget.com/archives/space
medicine/ze dne 21. 7. 2009) [7]

2.3 Vlastnosti senzor U

Rychlost odezvy

Rychlost odezvy je @ovana zejména fyzikalnimi vlastnostmi biosenzoril [1
Limitujicim faktorem jsou neépseji difuzni procesy, které zahrnuji difuzi analytu
k povrchu senzoru, difuzi skrz membranu a difuzizsfednotlivé ¢asti senzoru [4].
Uplatiuji se faktory jako koncentrace analytu, velikagizhich koeficient, délka difuzni
drédhy. Z praktického hlediska je vSak vyhodné, pbkel odezva limitovana difuzi a

nikoliv rychlosti bioreakce [1].

Citlivost

e

Dynamické rozmezi je obvykle definovano jako gomejvyssi a nejnizsi koncentrace,

kterou je konkrétni metoda spoleldischopna réit [4].
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Selektivita

Odezva biosenzoru by da byt vyvolana pouzeifiomnosti stanovované latky,
ostatni latky by se ne#ty projevit. Prakticky je¢asto nutné ruSivé latky eliminovat
(zteck®ni, konverze na neruSici stmniny, edtazeni selektivni bariéry) nebo jejich
piispivek na ndteny signal paraleth urcit jinym senzorem. ® tomto diferencialnim
uspdadani se pouziji dva stejnéepodniky, avSak biorekogfmii vrstvou je pokryty pouze
jeden. Druhy slouzi jako referentni, Ize ho potalknghodnou indiferentni vrstvou pro
vyrovnani difuznich podminek [1].

Doba odezvy

Doba odezvy se obvykle duje jakocas potebny k dosazeni &ité velikosti signalu

v kong&ném ustaleném stavu [1].

Jestlize biorekogtini ¢asti je enzym, potom celkova rychlost reakce jeadan
koncentraci enzymu a substratu. Je-li biologick@sti protilatka nebo bioreceptor,

kinetika je podobna velikosti afinitni konstaKky [4].

Zivotnost biosenzoru

Zivotnost je obvykle limitovana nejslabdim prvkeosnZ je biorekogrini ¢ast.
Pritom je teba odliSit stabilitu { skladovani od opetai stability, ktera mze byt zavisla
na pa@tu a druhu analyzovanych vzark Optimalni podminky jeiéba vzdy hledat

individualns [1].

Biokompatibilita

Biokompatibilita ma zvlastni vyznam pro biomedi¢i@saplikace (réeniin vivo).
Pt umisgéni biosenzoru dmo v krevnim toku jefeba zamezit srazeni krve. To je zajit
nag. impregnaci heparinem. Ve tkanich hrozi neb&zparetlivych reakci, zajizveni a
zaristani pojivovou tkani. ifpadna sterilizace biosenzoru nesmi negatievlivnit jeho
aktivitu [1].
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2.4 |dealni biosenzor

Chceme-li ziskat co nejidel§8i biosenzor, musi vykazovatipejmensim tkolik

nasledujicich vlastnosti:

a) biokatalyzator musi byt vysoce specificky péely analyzy, byt stabilniip
normalnich skladovacich podminkach a vykazovat alolstabilitu profadu
analyz (mnohemdtSi nez sto)

b) reakce by a byt nezdvisla na takovych fyzikalnich parametrgako
michani, pH a teplét Splréni této podminky umailije analyzu vzornk
s minimalni pedkEZnou Gpravou.

C) odezva by ®a byt pesna, absolutni, reprodukovatelna a linearni
v uzitetném analytickém rozmezi beed’ovani nebo nutnosti zakoncentrovani

d) jestlize je biosenzor uzivan pro invazivni manmng v Klinickych situacich,
sonda musi byt mala a biokompatibilni, ridanby mit Zadné toxické nebo
antigenni efekty [8]. Jak bylo zm#mo v kapitole 1.3, je nutné zamezit srazeni
krve [1]. Jestlize je uzivan ve fermentoreck] by byt sterilizovatelny [8], ale
piipadna sterilizace biosenzoru nesmi negatoxdivnit jeho aktivitu [1].

e) kompletni biosenzor by &nhbyt levny, maly, pokud moZnérgnosny a co

nejjednoduseji ovladatelny [8].

2.5 Rozdéleni biosenzor a podle fyzikaln é-chemického p fevodniku

Klicova ¢ast biosenzoru je tpvodnik, ktery zuzZitkovava fyzikalni zmu

doprovazejici reakci. Timide byt:

1. tepelny vstup/vystupipreakci - kalorimetricky biosenzor

2. zmena elektrického potencidlu - potenciometricky biose

3. pohyb elektrofi produkovanych v redoxni reakci - amperometriclasénzory

4. swtlo produkované &em reakce a rozdil absorbancetlsy mezi vychozi
latkou a produktem - opticky biosenzor

5. zmény afinitnich interakci vychozich latek a produkt realnémcéase - piezo-
elektrické biosenzory [8]
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2.5.1 Elektrochemické biosenzory

Elektrochemické systémy jsou nejstarSimi acaslfji uzivanymi gevodniky [9]
pro konstrukci katalytickych biosenZorHlavnimi vyhodami jsou jednoducha konstrukce
meticiho systému, nizké paovaci ndklady, vysoka citlivost [1] a relativnézévislost na
interferenci [10]. Pro sestaveni elektrochemickéhericiho systému jsou zagebi
nejmeérk dvé elektrody, pracovni (8mna) a referentni, jejiz potencial jéepré definovany
a pokud mozna@&aso¢ staly. Dale mize byt pouZzita pomocna elektroda, ktera musi mit
dostaténou plochu vodie a byt elektrochemicky neaktivni. Konsténk uspdadani
elektrod niize byt velice iznorodé [1].

2.5.1.1 Potenciometrické bioelektrody

Potenciometrické biosenzory vyuzZivaji degeji iontové-selektivni elektrody
k prevadni biologické reakce na elektricky signal. Za rdfjjedusSich podminek [8] je
prevodnikem ionto¥ selektivni elektroda (ISE) v kombinaci s enzymowrstvou [1]
obklopujici sondu pH-metru, kde katalyzovana ceagfeneruje nebo absorbuje vodikove
ionty [8].

Potenciometricky fevodnik méti zménu potencidlu systému [11]. Z&kladem je
zmeéna potencialu vyvolana akumulaci naboje na rozhedeiitrody s roztokem. Rozsah

metitelnych koncentraci je dan vlastnostmi ISE. [1]

2.5.1.2 Amperometrické bioelektrody

Amperometrické senzory &fi proud generovany elektrochemickou reakci [11],
ktery je ungrny koncentraci analytu. Proud se obvykle&fimpii konstantnim nagii
(potencial E, nebo U) pracovni elektrody. Velikgatoudu proSlého za danyas «

v systému udava naboj, ktery odpovida molarnimu zsivd latky genmenéné na
elektrodach [1].

2.5.1.3 Vodivostni bioelektrody

Tyto systémy mohou byt vyuZity pro konstrukci imseazod, které pracuji na
principu detekce zemy elektrického pole diky va#bantigen-protilatka, které jsou

pripisovany znénam elektrické vodivosti nebo kapacitance na pgovedektrody [9].

16



Kapacitni imunosenzory jsou zalozeny naé¢ménv dielektrickych vlastnostech a

tenké dielektrické vrstvna rozhrani mezi analytem a elektrodou [12].

2.5.2 Optické biosenzory

Po elektrochemickych jsou optické druhécasgji pouzivané pevodniky. Hlavni
opticky senzor se sklada ze¢winého zdrojefady optickychéasti generujicich stelny
paprsek se specifickymi vlastnostmi, moduiho zdizeni, které sitelny paprsek

sneruje, a nakonec fotodetektoru [9].

Zakladem optickych biosenzZorje interakce sitelného z#eni s chemickymi
latkami. Pro konstrukci katalytickych biosenkose vyuzivaji optické techniky jako
absorbance, fluorescence a Iuminiscence [1]. ¢rdm v adsorpci, fluorescenci,
luminiscenci, rozptylwi refrakenim indexu (RI) se vyskytuji ve chvili, kdy je &ho
odrazeno od senzitivni vrstvy. Tato informace jezikglnim zakladem optickych

biosenzoii. Obvykle pouzivanymi detektory jsou fotodiodlyfotonasobie [11].

Absorgini spektroskopie vyuziva zm, které nastavaji v molekulaclii gbsorpci
z&eni v rozmezi vinovych délek asi 200 nm az 800 Rokles absorbance poutphodu
metici kyvetou je urdrny koncentraci stanovované latky [13]. ProtoZeodsnce zavisi
také na tlouce vrstvy, jsou rozgry méticiho prostoru limitujicim faktorem. Rozptyl

swtla se obvykle zanedbava [1].

Reflelkeni techniky jsou zaloZeny na odrazwtta od vhodného povrchu nebo od
opticky hustsiho média. P totdlnim odrazu sstla pronika ¢ast energie ve forén
exponencialni viny (zhasSivd vina) do spodnich wsteoZz se vyuZziva ip studiu

povrchovych dja [1].

Fluorescence je vyuZivana velniasto z dvodu vysoké citlivosti. Absorpce
ultrafialového zé&eni vede k excitaci z vib¥aiho stavu na zakladni elektronové hl&da
jednu z mnoha vibtmich hladin v elektronovém excitovaném stavu. Fdgoence se

projevi @i prechodu na zakladni elektronovou hladinu [13]. Pudibi zd&eni sec¢asto
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pouziva swtlo laseru, je také vyhodné pouzivat polarizovaéi&rd. Vystupni intenzita

fluorescence zavisi na kvantovémdaaku a na koncentraci fluoreskujici latky [1].

Luminiscence je sekundarni ieai, které latka vydava po absorbci
elektromagnetického #éni. Chemiluminiscence nastava, produkuje-li chkéiceakce
elektrono¢ excitované latky, které emituji fotony, aby dogalakladniho stavu.

V biologickych systémech potom hawme o bioluminiscenci [13].

2.5.3 Kalorimetrické biosenzory

Tyto biosenzory vyuZivaji zémy teploty v péibéhu enzymovych reakci. iP
konstrukci biosenzdrto je spiSe okrajova zalezitost, ale existagjitaré analyty, pro které
mohou byt kalorimetrické ipvodniky zvlast vyhodné. Meze detekce byvaji do i,
rozliSeni 0,001°C. Pokud vlastni reakce s analytenvohuje teplo, lze ziadit nasledny

krok uvohujici teplo [1].

Prevodnikem je obvykle termistor, jehoZ odpdravisi na absolutni teptof [1].

Teplotni zngny jsou obvykle dany moznostmi termistgs].

Vyhodou je, Ze nevaditipadné pevnéastice ve vzorku, interferujici latky nebo
zbarveni. K pouziti kalorimetrickych biosenézase fistupuje také v fipadech, kdy jiné
metody mohou byt dostiétkopadné - nap stanoveni triglyceridl lipasou se sleduje

kalorimetricky velmi vyhoda [1].

2.5.4 Piezo-elektrické biosenzory

Piezo-elektrické senzory jsoutigiroje zaloZzené na takovych materialech, jako jsou
krystaly [9], které vibruji pod vlivem elektrickéhgmle. Frekvence jejich oscilace zavisi na
jejich tlou&’ce a piifezu a kazdy krystal ma vlastni rezotinfrekvenci [8].

Pro kazdy piezo-elektricky krystal je #Zma ve frekvenci ugrna mnozstvi
adsorbovaného materialu, az doémy okolo 2%. Tato zina frekvence je jednoduse

detekovana relativnjednoduchymi elektrickymi obvody [8].
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Hlavni nevyhodouéchto zdizeni je interference atmosférické vihkosti a ot
jejich pouziti pro stanoveni analytu v roztokucieré jsou levné, malé a robustni, a

schopné podavat rychlou odgd[8].

2.6 Rozdéleni biosenzor G podle biologické slozky

Bioreceptory jsou kéiem ke specifit biosenzorovych technologii. Jsou zodguive

za vazbu analytu na senzor Kieni [2].

2.6.1 Enzymové biosenzory

Biokatalytické senzory maji jako rekogni element enzym — bilkovinu schopnou
biokatalyticky gremeénit urcity specificky substrat na produkt [1].

Enzymy jsoutasto vybirany jako biorekogtii sloZzka biosenzoru z mnohavbda,
hlavre diky jejich specifickym vazebnym schopnostem, nstgpko jejich katalytické
aktivite [8]. Také technologie vyroby enzynpro komeéni (ely je velmi dobe rozvinuta
a fada enzym je bZné uzivana v konvamich bioanalyzich jako je ELISA. Detailn
znamé metody jejich izolaceigdisténi a imobilizace z nicha velmi prakticky zdroj pro
aplikace v biosenzorech [4].

Enzymy selektivé reaguji s chemickou substanci a modifikuji ji. Riedlchym

piikladem niize byt selektivni reakce glukosaoxidazy s gluk6zauprodukce kyseliny

glukonové a peroxidu vodiku [14].

glukosaoxidasa

glukbéza +O——  k.glukonova +J8, + 80 kJ

Analyt u €chto senzar je substratem pro imobilizovany enzym. Fyzikalnich
pievodniki, pouzitelnych pro enzymy, existuje cédla fiznych variant. Tégt vzdy lze

pouzit elektrody nebo opticky systém [1].
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2.6.2 Mikrobialni a tka noveé elektrody

V téchto biosenzorech je biochemicka slozka v aktiviigém stavu. Jedna se o
mikrobialni, rostlinné nebo zZiwsné buiky, jejich burgéné elementy (organely) nebo celé
tk&re ¢i organy. Hlavni vyhodou je, Ze biokomponenta jesvém girozeném biologickém

prostedi, coz nmize @iznivé ovlivnit jeji aktivitu a stabilitu. Navic Ize mistjediného

enzymu pouZzit celé metabolické réaksekvence, optimalizovanéin@zenou cestou.

Odpadéa také nutnost izélsich a purifikénich kroki. Biosenzory obsahujici séasré

vedle mikrobialnii tkanove slozky navic izolovany enzym se nazyvaji hytind [1].

Mikrobialni systému mohou obsahovat nky bakterii, sinic ¢i kvasinek,
imobilizované bd’ na povrchu fevodniku (membranovy typ) nebo ve f@rpredazeného
reaktoru [1]. Jsou zaloZeny n&iani nap. zmeny pH, ke které rize dojit isobenim

Skodlivin na metabolismus mikroorganisma].

Mezi takové systémy patsystémy pro rychlé stanoveni biochemicke isgimt
kysliku (BSK, angl. BOD, biochemical oxygen demargiyhodnych mikroorganisinize
zminit Trichosporon cutaneum, Bacillus subtiéisicheniformis.Mé&ii se rychlost respirace
po pidavku vzorku, pagebna doba jeifiom pouze gkolik minut. Déle je mozno je pouzit
k detekci toxickych latek ve vodnich tocich (azikyanidy, pesticidy, fenolyggké kovy),
kde se vyuZiva inhibice respirdho rettzce nebo fotosyntézy vhodného indikéo
mikroorganismu (nap Synecoccusaktivovany kal). Tyto systémy jsou vhodné pro
negretrzité sledovani, avsak nejsotilid specifické a nevyhodou je také p&ame nizka
citlivost [1].

Jako biorekogrini slozky mohou byt vyuZity i rostliny nebo houbyejcasgji se
vyuziva Zampion jako zdroj tyrosinasy (polyfenaldasy) pro stanoveni fenolObvykle

se pouzivaji bdi rostoucicasti (mladé listy) nebo zasohtiésti (plody ovoce, zeleniny), ale

vzdy je feba otestovat, ve kte#dsti se nachazi zadana enzymova aktivita [1].
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Rostlinna tké& se pouziva jako tenkifez ichyceny pomoctidké stky na povrch
pracovni elektrody. Stabilita takovych bioserizge fadow tydny az ndsice. Jistym
problémem je selektivita odezvy, protoZe jsou samjog pritomné nejiznéjSi enzymové
systemy [1].

Stabilita tk&ovych fezi je nizSi ve srovnani s rostlinnymi systémy. V pdslich
letech se znaa pozornost obraci k nervovym itam, které se kultivuji na podlozce
tvofené souborem miniaturnich elektrod (microelectrateay), ze zaznamenanych

potencial se usuzuje na fyziologicky stav [1].

Drazdivé buky, jako neurony a myokardiocyty, poskytuji takénviecitlivy zdroj
pro monitoring witych analyfi, zvlast toxickych ¢initela jako jsou zneuzivané drogy

(Iéciva) a bojové latky s ochromujicingibkem na nervovou soustavu [4].

Problémem aleistava specifita na#eného signalu [1]. Protoze drazdivéiky
jsou typicky dosti nestabilni, je obtigai pouzit tuto techniku v rutinnim provozu [4].
Oblast pouziti bugnych kultur nabyva naddezitosti v souvislosti s nahradou tiestow

vyvijenych latek provashych na zviatech [1].

Tento typ biosenzoru je zvl&uzitetny, pokud je nutné stanovit, zda vzorek
obsahuje substance, které by mohly byt Skodlivé Ipmky, spiSe nez k identifikaci

specifickych materi&l nebo jejich koncentraci [4].

Jiny systém, vyuZivajici mikroorganismy, byl zkonsvan za pouZiti geneticky
modifikovaného proteinu, ktery w¥ijpomnosti Skodlivé latky vykazoval bioluminiscenci

[4].

2.6.3 Biosenzory s nukleovymi kyselinami (DNA biose  nzory)

V souvislosti se sekvenovanim gese ngfeni DNA fragment stalo zakladnim
klinickym nastrojem pro sledovani nemoci [4]. Stiem rozvoje této oblasti biosenzor
bylo hledani rychlejSich sekvefrach metod, pdeba detekovat mutai poSkozeni
dulezitych geri, které se projevuje metabolickymi poruchami. iBlohou citlivost
ziskavaji biosenzory pro detekci DNA diky spojsrpolymerazovoudetzovou reakci
(PCR) [1].
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Pro analyzu se vyuziva hybridizace vzorku s kompglaidrni sekvenci, tzv. prébou,
kterd je navazana na citlivém povrchu biosenzoko jeiorekognini prvek. Zakladem
rozpoznavaci afinitni reakce je znamé parovani [ddzKomplementarita adenin:thymin a
cytosin:guanin pdirv DNA tvori zaklad pro specifitu rozpoznani v DNA biosenzborgd.
Pribéh hybridizace fipadreé také jeji kvantitativni rozsah je pak vyhodnocesmpci

fyzikalné-chemického pevodniku [1].

Tyto biosenzory pro detekci DNA se vyuZivaji Kawvani gibuzenskych vztah
(HLA komplex, oblast D-smsky mitochondridlni DNA), detekci onkogén a
supresorovych geénzhoubného bujeni (c-myb, c-myc, c-abl, c-cis, gxrakdi¢cnych
chorob (cysticka fibroza, hypercholesterolemie, tihgionova choroba, hemofilie A), vir
(cytomegalovirus, lidsky papilomovy virus, rotavirylV), bakterii (Mycobacterium
tuberculosis, Gonorrhea, Mycoplasma pneumoniaea@fitiia, Escherichia coli, Bacillus

subtilis, Bacillus burgdorferi)1].

2.6.4 Imunosenzory

Imunoanalyzy, jako slibnéifstupy pro selektivni a senzitivni stanovetrych
latek, ziskaly zvySenou pozornost izmych oblastech [15] zahrnujicich Kklinické,
biochemické analyzy, kontroly Zivotniho priesti ¢i kontroly kvality potravin [16].
Znxné usili je celosstové vénovano vytvéeni a zdokonalovaniignosnych a cenév

dostupnych zidzeni pro imunoanalyzy [15].

Konvertni imunoanalytické metody jako imunoradiometrie,uimaturbidimetrie,
radialni imunodifuze a enzymové imunoanalyzy (EL)$waji fadu limitujicich vlastnosti,
jako je kratkodoba skladovatelnost zeaych protilatek, nebez@ieradiace, komplikované

promyvani, velk&asova narénost analyz a v neposlediaik vysoka cena [16].

Imunosenzory jsou analytické systémy i®meé imunorozpoznavaci slozkou [17]
(zakotvenou protilatkou nebo antigenem), kterauyd kowdasti nebo vésném kontaktu
s fyzikalrne-chemickym pevodnikem poskytujicim pbézny elektronicky signal jako
odezvu na vznik imunokomplexu a zptestkovar tak na koncentraci analytu ve vzorku
[18].
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Imunosenzory se také dale reélgi podle typu pouzitéhoipvodniku. Ty mohou

byt piezoelektrické, opticke, elektrochemické, nebacre termicke [18].

DalSi moznostileréni imunosenzdr je na pimé a nefimé. Rimé imunosenzory

jsou schopné detekovat fyzikélni &my behem tvorby imunokomplexu, zatimco riapé

imunosenzory vyuzivaji signal generujici &ka ktera poskytuje &Si senzitivitu a

vSestran®ySi detekni rezimy, je-li zahrnuta do komplexu. Naggji pouzivanymi

znakami jsou enzymy, jako n&pperoxidasa, glukosaoxidasa, alkalicka fosfateatalasa

nebo luciferasa, dale elektroaktivni slozky jakorrdeen nebo I\ sil, a fada

fluoresceknich zng&ek (nap. rhodamin, fluorescein, ruthenium diimin kompleagp.)

[11].

Existuji ¢tyri typy deteknich za&izeni pro imunosenzory: elektrochemicky

(potenciometricky, amperometricky, konduktometrigkgpticky, mikrogravimetricky a

termometricky. Posledni zminy detektor je opomijen zidodu nedostatku v pouziti [11].

Surface-attached antibodies

@
o 0=
o :I;.

Transducer

Electrochemical active
substance - Electrode

Heat — Thermistor

Light — Photon count

Mass change—; Piezo-
electric device

\ Electrical
| signal

Obr.¢.4 Schéma imunosenzoru i¢pzato z LUPPA P.B., SOKOLL L.J., CHAN

D.W., Immunosensors—principles and applications to cihahemistry [11]

Imunochemické afinitni biosenzory pouzivaji jakorekognéni element protilatky

— bilkoviny schopné specificky rozpoznavat jiné ekally. Pro bioanalytickéagly slouZzi

neiastji protilatky typu imunoglobulinu G (IgG) [1]. ifedstavuji idedlni biorekogmii

element diky vlastnostem, jako specifita a vysdkdta k rozpoznavanému antigenu [10].

23



Klasicky ELISA format imunochemickych stanoveni mejména v klinickych
laboratdich b3Zznou analytickou technikou. Vyvoj négnéjSich typi imunosenzar ma
piedevsim za cil zjednoduSit prace spojené s imumoickeu analyzou (nap ELISA
vyZzaduje pesné davkovani vzoika reagens, inkubace sepgmiaa promyvaci kroky),
dospt k prenosnym systéim a zrychlit péibéh stanoveni. U vlastnich imunosenzpak
citlivy povrch funguje nejen jako nd@simobilizovaného vazebného partnera, atemp

slouzi pro generovani adeni signalu [1].

2.7 Déleni imunosenzor U podle detek €niho zafFizeni

Elektrochemické imunosenzory

Tento typ spojuje jednoduché, levné a velmi citleléktrochemické igvodniky
s vysokou specifitou protilatek. Jako pracovni pbvslouzi pimo pracovni elektroda, ale
je mozné pouzit také v@nné membrany s imobilizovanou protilatkou, nebocpvat
s p'edrazenym imunoreaktorem. Jako Zka slouzi pedevSim enzymy [19], jejichz
aktivitu 1ze n#fit elektrochemicky, méncastou alternativou jsouizné redoxaktivni latky

nebo chelaty kay, které se po uvolmi z komplexu stanovi voltametricky [1].

Potenciometricky imunosenzor $ieli Nernstovou rovnici, kde zimy potencialu
jsou logaritmicky undrné specifické aktivét ionti. Potenciometrickéipvodniky, schopné
mefit potencidlové zmrny prii témeét nulovém proudu, jsou konstruovany pro dalSi
techniky: transmembranovy potencial, elektrodoviepoial, FET (field-effect transistor) a

ISFET (ion-selective field effect transistor) [11

Amperometricky imunosenzor &i proud generovany elektrochemickou reakci za
konstantniho nagpi [20]. Casto je v3ak nutné pouzit jako Zka enzymy (HRP,
glukosaoxidasa, atp.). Zajimavym vyuzitim je stamiv lidského choriového
gonadotropinu  (hCG) amperometrickym imunosenzoreauZitim polyanionickéo
perfluorosulfonovaného ionometru k imobilizovantidrCG monoklonélnich protilatek na
uhlikovou elektrodu [11].
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Elektrochemické imunosenzory jsou obvykle vyir@pimobilizaci imunoreagencie
na povrchu elektrodovéhagvodniku. Konveéni imobilizaini metody zahrnuji fyzikalni

adsorpci, kovalentni vazbu a polymerové zachycEii [

Piezoelektrické imunosenzory

V n¢kterych anizotropnich krystalech (rfapkiemen, turmalin, apod.) sefip
mechanickém namahani generuji orientované dipolgraka elektrické nafii. Naopak
pokud se na krystalifvede stidavé elektrické napi o vhodné rezona&ni frekvenci,
zatne krystal se stejnou frekvenci vibrovatii Pom ténef vSechna energieugtdva

uchovéana v oscilujicim systému a nerozptyluje sekdi [21].

Senzor se ziska imobilizaci ligandu na povrch tebek krystalu a umighim
krystalu v pfitocné cele. Krystal ma titou rezonatini frekvenci uéenou fyzikalnimi
vlastnostmi kemene a také tlotkou desttky. F¥i navazani latky na aktivni povrch
elektrod dojde ke zmmé rezonamini frekvence — z#ni se hmotnost celého systému,
vibrace se zpomali a frekvence klesne. OvSem pékystal osciluje v kapali) dochazi

také ke zminam frekvence tlumenim oscilaci viskozitou pregt [21].

Optické imunosenzory

NejcasgjSi principy konstrukce éthto zdizeni jsou nasledujici:Odrazové
techniky jako reflektometriegi elipsometrie. Kvantitativni informaci o vazbantigenu na
povrcho¥ vazanou protilatku obdrzimetipreflektometrii pomoci reflektometru [21].
Elipsometrie vyhodnocuje u odraZzeného polarizovargkitla zmeny v amplitug¢ a fazi
swtla [11].

U povrchové plazmové rezonance (SPRydrazeny paprsek od vrstvy kovu
generuje nestalou exponencialni vinu (tlume&ia zhasiva vina), ktera interaguje
s elektronovou plazmou kovové vrsty. Vysledkem jsoscilace elektroin a vznik
povrchové plazmové viny. Uhel, pod kterym SPR vanjk zavisly na tlowge povrchové

kovoveé vrstvy a refrainim indexu média, které se dotyka kovu zéoga strany, nez
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piichazi paprsek. Navazeme-li z této strany na kowovostvu protilatky, je mozné
meienim zngny uhlu, ve kterém dochazi k SPR, #igat interakci protilatek s antigenem
[21]. SPR je popséna jako Znma hustoty oscilace na rozhrani mezi dvoumi médpasne
nabitymi dielektrickymi konstantami [20].

Ve srovnani s jinymi technikami, ma SPR biosenz@ékohk vyhod, jako

monitoring v realnéndase, detekce bez peby znaek ¢i minimalni spoteba reagens [17].

Light Optical
source detection
Polarized
Light Prism

Sensor chip N

..'/lo)\J\. .

Flow channel wpp

intensity
resonance

angle time
Obr. €.8 SPR — schéma

U dalSi techniky se stlo dopadajici na hranokipur¢itém uhlu vaze fes spojovaci
vrstvu skla do sétlovodu — dielektrické rezonani vrstvy (TiQ, Sicka 100 nm) — $i se
podél jeho povrchu a odrazi seézpTato konstruéni struktura se nazyvéezonareni
zrcatko. V tomto optickém systému nedochazi ke ztratamgeme\tla, avsak rezonance
vnasi fazovy posun stelného paprsku. PouZiva se polarizovanétiey a protoze
rezonance existuje pro elektrickou i magnetickoaZlall sodasrg, slouzi jejich ngieni
jako reference pro teni fazového posunuiiFméreni se pak sleduje zma rezonatiho
Uhlu vcase. Oproti SPR se dosahuje lepsi citlivosti. Reasa v michaném usfadani

v komirce objemu 25@l [21].
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Totalni vnitini reflexni spektroskopie (IRS)je shodna s vySe popsanou SPR.
AvSak protoze druhym materialem zde neni kov, nedpic k excitaci elektran ale
energie se sousdi do viny, kterd postupuje parakels povrchem opticky hustSiho
prostedi [21].

Nejcastji se uplatuji optickd vlakna nebo planarni &hvody. FCFD
(fluorescence capillary fill device) vyuziva k dete fluorescentni zngku (fluorofor),
kterd emituje sétlo do planarniho sitlovodu, nesouciho imobilizovany bioligand [1].

Vyuziva nestalé pole na povrchuevodu. Protilatky jsou imobilizovany na &8i seén¢

vlakna. Optické parametry &la jsou zavislé na tom, zda je fluoroforem &y antigen
volny v roztoku,¢i zda je vazan na protilatku [21]. Po vystupuétkv z konce sitlovou
pak Ize podle vystupniho uhlu odlisit fluoresceneiolného roztoku a z povrchové oblasti,
tim Ize kvantitative urtit podil vazaného fluoroforu bez peby separni kroku —

homogenni stanoveni [1].

Jako zdroj s#tla slouzi vybojka fotoblesku, omezeni vystupni¢tilse provede
pomoci &rbiny, dalSi sodasti jsou filtry,éoc¢ky a detektor. Zézeni je jednoduché, levné,

snadna masova vyroba, na jedno pouZziti [1].

2.8 Clenéni imunosenzor G na p¥imé a nep fimé

Primé imunosenzory

Tento typ z&zeni umo#uje bezprosedre monitorovat zminu koncentrace analytu
v médiu. Fje se tak mirenim zmén optickych ¢i elektrickych vlastnosti ve vrsivze
specialnihno materialu, na niZ jsou imobilizovanyotipatky, po interakci protilatky
s antigenem. Tyto zény jsou zfsobeny odliSnou konformaci, hmotnosti nebo odliSnym
elektrickym nabojem molekul imunoglobulinpo navazani analytu. Vyhody takovych
senzofi zahrnuji rychly detalni c¢as, Zzadné sepama kroky a minimalni mnozstvi
spotebovanych reageint Ackoliv jsou principidlé jednoduché, je obtizné dobry a
spolehlivy gimy imunosenzor ziskat. Vyskytuji se zde problénmyabilizaci protilatky,
s dostatenym  pristupem analytu  k zakotvené  protilatce, s miningai@nim

nespecifickych interakci, s opakovanou reaktivitozpoznavaci imunovrstvy.
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Zvlastni naroky jsou kladeny na podloZzku, a to wigasti na pouzitém principu
monitorovani imunochemické interakce. Tak ihamri aplikaci diferegni pulzni

volumetrie se pouzivéa vicevrstvy potah elektrodiymerem [21].

Nepimé imunosenzory

Jsou pestavovany  fedevSim zdzenimi S potenciometrickymi ¢i
amperometrickymi elektrodami, které v kvantitké koncovce enzymové imunoanalyzy
umoziuji na zaklad elektrochemického stanoveni produktu enzymové oeak
kvantifikovat antigen. Mien je tedy aZz vysledek sekundarni interakce, nikptimarni
imunoreakce. Tomuto &eni gedchazirada inkubaénich a promyvacich krakjak jsou
béZzné nap. pii ELISA metodach v mikrotitrénich destikach. Amperometricky f¥ze byt
meéten nap. peroxid vodiku, kyslik, fenol, jako produkty emagvé reakce katalyzované
peroxidasou, glukosaoxidasou, katalasou, alkalickasiatasou. Potenciometricky rfap

amoniak vznikajici p reakcich katalyzovanych ureasou [21].
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3 Imunosenzory s magnetickymi  €asticemi

Imunosenzory si ziskaly z&aou pozornost diky rychlé senzitivni imunologické
odez¢ na poli klinické diagnostiky a pouzitim v enviromélnich analyzach. &em
piipravy takového imunosenzoru je zakladem ¢é&sp imobilizace biomolekuly.
V poslednich letech roste zajem o rozvoj imunosanzaloZzeného na futki membraa
sloZzené z nari@stic. Diky atraktivnim vlastnostem, jako dobrakimpatibilita, nizka
toxicita, silny paramagnetismus a jednoduch@prpva, jsou nan@stice pouzivany

k sestrojeni vysoce citlivych imunoanalytickychdsozod [17,22].

Uziti magnetickychcastic pro separaci DNA, protéinapod., bylo v poslednich
letech podrobgji popsano a vedlo k mnohaiaznym aplikacim [23]. Zngeni analyl
magnetickymi casticemi a jejich pouziti v kombinaci s @tehymi metitelnymi
molekulami bylo popsano Wangem (2005). Zde byla metigka ¢astice vyuzita jako

vazebny zéklad a spojovagének mezi analytem a zti@u [24].

Magnetické nangéstice hraji hlavni roli vimunomagnetickych analgta.
Superparamagnetickéastice jsou Siroce uzivané pro zachyceni biomolekuburik
v diagnostice a jinych vyzkumnych aplikacich (Btmé& separace, purifikace nukleovych
kyselin nebo vychytavani bakterii) [25]. Jsou maléyvazrié kulovitého tvaru a obsahujici
oxidy Zeleza (magnetit), které zaji§i paramagnetickou nebo superparamagnetickou
pritazlivost nanoastic k magnetu [15]. V oblasti biosenzanohou slouzit jako noSipro

fadu protilatkovych znzek ¢i jako linker na elektro#l[16].

UZiti neporéznich magnetickyatastic zlepSuje ib¢h imunologické reakce [17]
jak velkym povrchem, kam je mozno imobilizovéadu ligand, snadnou separaci
z kapalné faze a dobrou manipulaci za pomoci magwdto pole (pouZzitim
pernamentniho magnetu nebo elektromagnetu) [1K],itaychlejSi kinetikou reakce.
Analyzy provedené s vyuZzitim magneticky&stic mohou byt provedeny betedchozich
obohacuijicich krok ¢i jinych Gprav, které jsou jinak nezbytné pro stambhi metody.
Analyzy, které vyuZivaji magnetick&stice, jsou rychlé, senzitivni, jednoduché a nejso
prilis drahé [26].
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Magneticky fizend molekularni elektronika a bioelektronika sdyxa efektem
externiho magnetického pole na elektrochemickyaigragnetickyclttastic asociovanych
s elektrodou. Rtazlivost magnetickych naxéstic k elektrodovému povrchu externim
magnetem aktivuje elektricky kontakt mezi imobillamymi proteiny a vychozi
elektrodou. Umishi magnetu mimo tjodni misto stahuje magnetické naastice

z povrchu elektrody a elektrochemicka aktivita femikh magnetickych klesa [27].

Zdokonaleni pedstavuje imunosenzor temy magnetickymi nardsticemi ve
spojeni se zlatymi. Magnetick@stice zajiéuji jednoduchou separaci a lokalizaci cilového
proteinu za pouziti externiho magnetu, rychlou ioreakci mezi antigenem a protilatkou,
a nizkou nespecifickou vazbui povrchové modifikaci. Zlat€astice usnatlji citlivou
detekci diky unikatnim optickym a katalytickym wuiagsstem a snadnou konjugaci
biomolekul. Navic oba druhyastic mohou byt fpraveny v Sirokém rozmezi velikosti
(nag. od 1 nm do 100 nm pro zlatéstice) [28]. Konkrétni aplikace jsou uvedeny nize

v kapitole 3.2 .

3.1 P¥iprava senzor i s magnetickymi €asticemi

Vubec prvnim krokem ip konstrukci €chto imunosenzdrje priprava nandastic,

imobilizace protilatek a teprve nakonec vyroba s biosenzoru [16].

Napr. uzitim amino-skupiny na povrchu 483 magnetickych¢astic, je protilatka
kovalentr imobilizovana na magnetickéstice [18] a poté jsou modifikované magnetické
¢astice zachyceny magnetickym polem na magnetoseDate nasleduje elektrochemicka
detekce [26].

Pri stanoveni IgG pomoci protilatek anti-IgG 2eaych kenovou peroxidasou na
povrchu magnetické natéstice bylo obnoveni IgG imunosenzoru jednoduSeazos
odebranim magnetu a odstaim veSkerych magnetickyctastic z povrchu elektrody
[18].
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DalSi moznosti je fipad spojeni magnetickych a zlatych n&stic. Modifikace
povrchu magnetickyckiastic (MB) je zaji&na pouzitim tosylovych skupin. KralilgG
proti mySim protilatkAm jsou kovalertrvazany na tosylované magnetickéstice. Po
promyti a odstrami pomoci magnetického separatoru, jsou t¥éstice inkubovany
s cilovymi mysSimi protilatkami. Ty jsou vychytavamyG-MB konjugatem a magneticky
separovany. Dale je vytyen konjugat anti-mysSi-IgG-AuNipnou adsorpci IgG na zlatou
¢astici (AuN). Nakonec jsou élreagencie inkubovany a vysledny imunokomplex j& op
separovan pomoci magnetu. Konjugat IgG-MB zde pogiysnizeni nespecifické vazby
konjugatu IgG-AuN a jednoduché vychytani mysich ,IgGzlaté konjugaty IgG-AuN
poskytnou zesileni signalu diky katalytické redukstrofenolu. Produkt je #fen

cyklickou voltametrii a diferami pulzni voltametrii [28].

(a) T
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Obr.¢.10 Spojeni magnetickych a zlatych néastic ke stanoveni IgG ve vzorku [28]

Varianta pouziti fivrstevnych magnetickych natastic se také ukazala jako
vhodna pro fipravu elektrochemického imunosenzoru. Tyto ®@astice jsou sloZzeny
z Fe0Os jadra, mezivrstvy tvieené pruskou mad zlatého povrchu a enzymaticky zeaé
kienovou peroxidasou a glukosaoxidasou. Vyuzitiredgoklada pro ultrasenzitivni a
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reprodukovatelnou elektrochemickou imunoanalyzu cikmembryonalniho antigenu
(CEA), pouzitim protilatky anti-CEA, a-fetoproteinu (AFP), za pouziti protilatky anti-
AFP [29].

Meyer a kol. (2007) popsali magneticky biosenzor pauZziti komplexu
streptavidin-biotin. Protiladtka konjugovana s hietn byla snadno navazana na
magnetickouwastici konjugovanou se streptavidinem. U biosengwoudetekci CRP bylo
pouzito dvou protilatek. Protilatka anti-CRP C2aylejprve imobilizovana adsorpci na
polyetylenovou fritu. Protilatka anti-CRP C6 zé&é@Sala vazbu magnetickyckiastic
S antigenem [24].

streptavidin
coaling

biotin

antiCRP C2

Obr.¢.11 Schéma komplexu streptavidin-biotin na magnetickydsticich pro
stanoveni CRP za pouziti dvou protilatgd].

Casto se jako elektroda vyskytuje také uhlikova gpadttera se ifipravuje
vmakanim homogenni pastyfipravené z grafitového prasku a kapalného pojivé].[1
Takto zhotovena pasta se naplni do elektrodovéceulkam je mezitim umigt magnet
[30].
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3.2 Vyuziti imunosenzor G s magnetickymi €asticemi

Stale se zvySujici zajem o vyuziti magnetickyélstic ve spojeni s vysoce citlivou
elektrochemickou detekci potvrzufj@da publikovanych &deckych praci. Magnetické
castice oplyvajitadou vyhod, jako je snadna manipulace a separastasthiho vzorku,
vysoka aktivita navazanych enzgndi protilatek, moznost miniaturizace a v neposledni
fadk moznost opakovaného pouziti. Navic citliva elettiemicka detekce ummidje
stanoveni nizkych koncentraci sledovaného anadpitije dilezité v analyze biologickych
vzorka (krev, m@&, mozkomisni mok), stejnjako farmaceutickycli potravindskych

vzorcich.

Je mozné také stanoveni rezidui takovych antibietikléce, kter& maji nizkou
molekularni hmotnost, obsahuji pouze jednu antigel@erminantu (napsulfonamidy),
pouzitim elektrochemické magneto-imunoanalyzy. Bge/ pouzity anti-sulfonamidove
protilatky na tosyl-modifikované magnetickéstice. Tytocastice poskytuji jednoduchou
cestu pro odstrani nespecifické adsorpce. Navic maji dobré vlasintykajici se
senzitivity a selektivity analyzy [26].

CoFeQ, je dolie znamy tvrdy magneticky material s velmi vysokoagmeticko-
krystalovou anizotropii a byl pouzit k analyze kaoembryonalniho antigenu (CEA). Na
piipravenécastice z tohoto materialu, po jejich pigiéni, byla navazana protilatka anti-
CEA znaen& Kenovou peroxidasou (HRP-anti-CEA). Produkt byiem diferenciélni

pulzni voltametrii [27].

Protoze senzory ve spojeni s magnetickyiasticemi poskytuji nizSi detéki
limity, bylo stanovenia-fetoproteinu (AFP) Yangem a kol (2009) srovnav&ieLISA
metodou. B pouziti 4-(4"-iodo)fenylfenolu, dvojit kodifikovanych zlatych nar@stic a
detekce chemiluminiscenci bylo dosazeno velmi riakdetekniho limitu (5 pg/mL),
mnohem nizSiho nez klasick&d ELISA metoda [31].
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Imunosenzory spojené s magnetickytasticemi mohou byt vyuzityipstanoveni
polychlorovanych bifenyl ve vzorcich mléka. Po imunochemické reakci, kdgujs
modifikované magnetick&astice, spojené s proteinem G, na ktery se peani protilatky
jako owi polyklonalni slgG-antiPCB28 a kraiipolyklonalni rigG-anti PCB77,zachyceny
magnetem na povrch pracovni uhlikové elektrodyktidehemicka detekce je dosaZzena

pridanim substratu pro alkalickou fosfatasu (naftsiébu) [32].

Varshney a Li (2007) fiedstavili biosenzor spojeny s magnetickyfasticemi pro
detekciEscherichia coliO157:H7 ve vzorcich potravin. V tomtdipact byla pouZita kozi
purifikovana polyklonalni protilatka protiE.coli (specifickh pro O a K antigen),
konjugovana s biotinem, imobilizovana na magneti¢istice potazené streptavidinem.
Pfi méfeni impedance v roztoku manitolu bylo dosazeno in&jmo dete&niho limitu
tohoto senzoru ¥isté kultie a sekaném hezim mase 7,4 .f@ 8,0.16 CFU.mI*[33].

Stanoveni C-reaktivniho proteinu (CRP) pomoci neseu, navrzeného Meyerem
M.H.F. et al. (2007), je zaloZzeno na principu dvodliSnych anti-CRP protilatek
(monoklonélnich 1gG) pro CRP vychytani a &ew@i. Tato metoda byla popsana a

testovana pro lidské krevni sérum, sliny arf#].
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V poslednich letech se pozornost také ubiraladrem ke stanoveni 2,4,6-
trinitrotoluenu (TNT) a jinych vybuSnin. Pittmart al. (2009) sestavili Z&eni, kde
biotinylované anti-TNT protilatky byly spojeny se streptavidinem potazenymi
magnetickymi ¢asticemi a polystyrenovymiidsticemi s ECL zr&kou (RU). Takto
vytvoieny agregat byl magneticky separovan z vodnéhoc¢néfadk média a rozpulia

v roztoku acetonitrilu. Nasledrbyl vzorek prongien elektrochemiluminiscenci [34].

Piezoelektrick&4 detekce aflatoxinu Ba pouZiti krystalu #iemene byla, ve studii
Wanga a Gana (2009), zalozena nacrminfrekvence ped a po imunoreakci mezi
aflatoxinem B a jeho protilatkou. Tato analyza sifmkovym zdizenim byla jednoducha,
senzitivni, snadno regenerovatelna, nizkonakladowvgchla pro stanoveni aflatoxinu B
[35].

Kiemenného krystalu bylo pouzito také pletekci CEA imobilizaci anti-CEA
protilatek na magnetickodastici CoFeO,4/SiO,. Za optimalnich podminek, je 2Zma

frekvence unrna CEA koncentraci [36].

V oblasti biosenzdr jsou vyuZivany zlaté nanéstice. Na toto téma byla
publikovanatrada praci. Jsou idealni v biotechnologickych systémdiky jednoduché
piipraw, dobré biokompatibilé atp. Toho bylo zna¢ vyuzivano ke zngeni fiznych
biologickych receptdr jako protein A, imunoglobulin G a glukosaoxidagab]. Ve
spojeni s povrchovou plazmovou rezonanci byly pggu¥i ¢asné diagnostice oralniho
nadoru [37]. Zlaté&astice byly také pouzity v kombinaci s laserovowergii k zabijeni
nadorovych buék u zviecich modd. Podobného principu bylo vyuZito v préaci
V.P.Zharova et al. (2006), ktery popsal fyzikalndSkozeni bakterialni tiky (G
Staphylococcus aureussy kombinaci pulsni laserové energie seétlsv absorbujicimi
zlatymi nand@ésticemi, konjugované se specifickou protilatkonti¢protein A). Po ozé&ni
castice absorbuji energii, ktera je rychleyedena na teplo, a tak mohouiggbovat

nenapravitelné poskozeni bakterialnfiky[38].
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4 Zaver
Biosenzory jsou analyticka #aeni zahrnujici citlivé biologické prvky, kteréojs

soutasti nebo vésném kontaktu s fyzikatachemickym pevodnikem.

Nejvice se biosenzory uplaiumi v klinické, kde pevaznowast gedstavujiin vitro
stanoveni provasha v klinickych laboratiich (nag. stanoveni glukézy u diabetik Tato
zarizeni jsou oblibena diky rychlosti, spedcifin poteb: malého mnoZzstvi vzorku.
Problémem jsou vSak vysoké naklady na jejichizemi. Vyjimku tvdi pouze osobni

glukometry pro diabetikyghotenské testyi alkoholtestery.

DalSi oblasti vyuZziti je potravibgky piimysl, ktery se zabyva stanovovanim
bakterii, vifi, patogef ¢i latek v potravinach obsazenych a také kontroewstvosti

potravin.

V neposlednitacé jsou senzory vyuZivany v ochkarzivotniho prosedi, nap.
prisledovani zn&sténi zdroji pitné vody, ¢i ve vojenské oblasti. Zde se stanovuji
chemické bojovné otravné latky (sarin,soman), lyleé zbras i vybusniny.

V poslednich letech se pozornost Zame na bioafinitni senzory spojené
s protilatkami (pipadré antigeny) a magnetickymgasticemi. Jsou rychlé, snadno
dostupné, senzitivni, vysoce specifické, snadnaresptelné a stanovitelné. Diky jejich
vlastnostem mohou byt senzory zaloZzené na pouZagnetickych castic ve spojeni
s protilatkami pouZity pro detekci analyte velmi nizkych koncentracich.

Budouci rozvoj biosenzor predpoklada rozvoj takovych #aeni, ktera budou
ceno¥ dostupna Siroké wejnosti, jednoduse ovladateln&eposna a rutithpouzitelna.
Vyhodou by nélo byt stanoveniiimo u kizka pacienta, stanoveni in vivo, které by mohlo

zkratit dobu do ziskani vysledlk
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6 Pouzité zkratky:

ATP adenosintrifosfat

CEA karcinoembryonalni antigen

DNA deoxyribonukleova kyselina

ELISA enzyme linked immunoassay — enzymova imuniyaaa

FCFD fluorescence capillary fill device - fluoreseni kapilarni plnici zézeni

FET field-effect transistor - tranzisttizeny polem

HRP horse radish peroxidaseiekova peroxidasa

ISE ion selective electrode - iontogelektivni elektroda

ISFET ion-selective field effect transistor - iomécselektivni tranzistofizeny polem
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