PRUTOCNE TECHNIKY

KOMERCNE DOSTUPNE
BIOSENSORY



Prutoéné techniky

‘0

* nosna kapalina pro transport
-vzorkd
-pomocnych reagenti
< zrychleni a automatizace postupu
< techniky: - prutokova injekéni analyza
- mikrodialyza



Prutokova injekéni analyza (FIA)
flow injection analysis
Ruzicka, Hansen

Princip:  nadstrik vzorku do toku nosného média
a jeho definované naredeéni - disperze

Disperzni faktor:

Je ddn pomérem puvodni koncentrace vzorku

a maxima koncentrace v zoné vzorku prochazejici
detektorem.

C, Velikost D se muze lisit,
ale musi byt zajiSténa
Coe reprodukovatelnost.
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Systém FIA

v’ pumpa P
v' vedeni pro nosné medium C
v’ pomocny reagent R



SYSTEM FIA

Po nastriku vzorku S pomoci
injekéniho ventilu V se

obé vétve spoji a smichaji

se v michaci smycce MC

(mixing cofl) a nakonec

prochdzi detektorem D

do pripadného odpadu W(waste).

S
] 2) pumpa P
V MC ’ L4 L4 °
R > \ - vedeni pro nosne medium C
. VYV pomocny reagent R



Vedeni kapalin:
hadicky o vnitfnim pruméru 0,5 aZ 1 mm
materidl:  polypropylen
teflon
PVC
silikonova guma
Pumpa: peristalticka
Zakladem je krokovy motor, ktery otaci diskem, ktery
ma na obvodu nékolik otoénych valecku - rolerd.
Ty pri svéem pohybu tla¢i na pruznou hadicku, a tak
vytlacuji kapalinu.
Vysledny tok je mirné pulzujici (zptisobeno odvalovanim
rolert).
Hladky tok se dosdhne:
v’ zvySenim otdacek pumpy (30 rpm)
v’ vétsi polet rolert 2 min (4 az 10)
v odbocka tvaru T s kapalinou




Hadicka pumpy: silikonu
tygonu (prihledné PVC)

Pratok je urdovdn: prumérem hadicky
rychlosti otacek

Zvyseni zivotnosti hadicky: promazanim silokonovym olejem
(zaroven se zmensi pulzy
a ohrev)

Pumpa: linearni pistova

bezpulzni

ale podstatné drazsi

Prutoky (flow rate) : 0,1 az 5 ml/min
rychlost je zavisla na priméru
hadicky



Prace s organickym rozpoustédlem:

mlZe narusovat hadicky v pumpé, lze pouZit uzavrenou
lahev naplnénou organickou fazi, ktera se vytlacuje
do systému vodou pritékajici z pumpy.

Spojovaci komponenty:

pro spojovani trubicek navzajem

nebo spojeni s ventily nebo detektory
Spojky pro miseni dvou toku:

tvaru Y, T nebo W

Ventily:

k nastriku vzorku

pouzivd se Sesticestny dvoupolohovy ventil se smyckou
pro naneseni vzorku. Zménou polohy se smycka zaradi
do hlavniho toku média

Materidl: nerez v kombinaci s teflonem




Provedeni nastriku:
v rucne
v’ elektricky ovlddané ventily solenoidni s krokovym motorem
v pneumatické - umoznuji automatizaci pritoéného
systemu

Detektor

prutoény

1) klasicky: chemicky- fotometricky, fluorometricky
nebo elektrochemicky

2) primo biosensor



Poloha detektoru vuéi proudicimu médiu:

A: detektor paralelné s tokem média (wall embeded)

B: detektor umistény v asti trubicky (end-on sensor)
je vyuzivan pri elektrochemické detekci, jedno nebo
vice vodivych uhlikovych vlaken

C: kaskadove

D: wall-jet cela - )




Poloha detektoru vuci proudicimu médiu:
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jednolinkové usporadani (single line)
dvoulinkova konfigurace (two-/ine)
Merging zones

reverse FIA

naredéni v komirce

zone sampling

sampling splitting

hydrodynamicky nastrik

titrace pomoci FIA

reverse f
splitted f
stopped f

ow
ow - rozdéleni vzorku na dvé linie

ow - zastaveni toku



Jednolinkové uspordddni (single line)
nastrik ventilem V miZe byt automatizovan pridanim
druhé pomocné pumpy
nosnym médiem muZe byt vhodny pufr
specifickym detektorem - vlastni biosensor

Pracovni mody FI1A

R i

FJ




Misto michaci smycky - enzymovy reaktor
spojeny s nespecifickym detektorem

v' vhodné pro enzymy s malou specifickou aktivitou

v' Zivotnost reaktoru je vysSi nez enzymové vrstvy

v |ze pouzit odliSné podminky pro biochemickou reakci
a pro vlastni detekci, které se pripravi primisenim
vhodného pufru za vystup z reaktoru
(napr. pH blizké optimu enzymu a pro detekci
zvysit pH pro detekci amoniaku)



Dvoulinkova konfigurace (two-/ine)
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Merging zones

Jednou pumpou se dvéma ventily se nastrikuji zona
vzorku a zona reagentu do dvou nosnych médii, které
se poté smichaji.

Vyznam:

pouziva se v pripadé drahého reagentu (NADH)
vyZaduje synchronizaci obou ventild.

Reverse FIA

vzorek dostupny v dostatecném mnozstvi se nasava
do jedné linie kontinualné,do druhé se muze
nastrikovat reagent.




Naredéni v komtrce

Bézné Ize D ovliviiovat v ramci jednoho radu (D=3-20)
(rychlost prutoku, prumér trubicek, objem vzorku,atd.)
Vétsi naredéni lze dosdhnout v michaci komirce
(mixing chamber)

Nosné médium se vzorkem se nechd protékat
rozSirenym mistem, pripadné vybavenym
elektromagnetickym michanim.

Nevyhodou je zdznam ve tvaru nizkého a Sirokého piku,
ktery zpomaluje méreni.



pasivni aktivni
(s michadlem)
bez

s komurkou
r3 plochy piku stejné
ale ,ocasek"” (tail)
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Zone sampling

Metoda vyuziva opakovany nastrik nejprve vzorku
a pak jeho naredéné zony.

Rozhodujicim faktorem je Easovani obou ventill.
Lze dosdhnout az 1000x naredéni.
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Sampling splitting

Zona nastriknutého vzorku se castecné odvadi pryc.
Kritické misto (hvézdicka) existuje mezi body odvétveni
zony se vzorkem a mista napojeni druhé linie (merging),
je zde nizka rychlost prutoku, ktera ma podstatny vliv
na dosazené zredéni.
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Hydrodynamicky ndstrik

Naneseni vzorku pomoci dvou pump:

Pri kombinaci P1 on, P2 off pracuje systém v obvyklém
usporddani. Pri prepnuti pump (P1 off P2 on) se nasaje
zona vzorku do smycky mezi body a,b, pritom

je zablokovan zpétny tok zavedenim vystupu z detektoru
do odpadu pres pumpu P1, ta pri zastaveni tuto i dalsi
linie uzavre, P2 pak nasava vzorek.

Po navratu do vychoziho stavu (P1 on, P2 off) se
zachycena zona vzorku pohybuje dale v systému.
Presnost davkovani je dana ¢asovanim obou pump.
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Titrace pomoci FIA

Vzorek se nastiikne do linie s michaci komiirkou, poté
se méri plocha piku odpovidajici jedné barvé indikatoru.
Doba do odbarveni pak urcuje spotrebu cinidla potrebnou
k dosazeni bodu ekvivalence
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Reverse flow

Zahrnuje zpétny tok zony vzorku zpét z detektoru.

Do detektoru nevstupuje zavérecnd roztazena cdst piku,
a mereny pik je symetricky (stejnd cast se zaznamendva
dvakrat)



Splitted flow - rozdéleni vzorku na dvé linie

z nichz jedna projde reaktorem.

Pred vstupem do detektoru se obé vétve spoji, pricemz
na zdznamu se objevi dvé maxima.

Priklad: stanoveni dvou reagentu vedle sebe:

Stanoveni sacharosy a glukosy:

detektor je biosensor s glukosoxidasou

V bioreaktoru je imobilizovana invertasa a mutarotasa
Prvni pik odpovida volné glukose, druhy pak navic glukose
vzniklé v reaktoru ze sacharosy.

Podobné pri reakcich vznika amoniak a volny amoniak
ve vzorku.

S bioreaktor
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Stopped flow - zastaveni toku

v dobé, kdy zéna vzorku je v detektoru, miize poskytnou
cenné informace o déjich v detektoru (biosensoru).

Podle tvaru zdznamu lze usuzovat na reakéni prabéh.

¥~ nelplna reakce

—kompletni reakce

14\ | rozklad produktu
_\\\éi spotieba analytu
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Prutoéné techniky v imunochemickych stanovenich

Prinaseji zrychleni analyz a zlepseni reprodukovatelnosti
vysledku diky opakované regeneraci téhoz
imunospecifického nosice.

Je pouzivan komplikovany systém.

Nejjednodussi varianta:

DW

on

off

oIt

on

nasavani vzorku, eluce imunokomplexu,

naneseni na kolonppiitodny imunoreaktor detekce



Komercné dostupné biosensory

v' prvni komercni biosensor-1972
enzymova elektroda pro stanoveni krevni glukosy
fa Yellow Spring Instruments

v' osobni glukometr - 1987
glucoPen
fa MediSense

v dnes: desitky firem, biosensory pro radu analytu



Firmy produkujici biosensory

Yellow Springs Instruments (Ohio, USA)
Fuji Electric (Tokyo)
Seres (Francie)

Do programu biosensoru jsou zapojeny dal$i mezinarodni
firmy:

Ciba-Geigy

Hoffman-La Roche

Bayer

Boehringer

Abbott Laboratories

Pharmacia

Eppendorf



Nejvétsi komercni dspéch:

osobni glukometry Pen 2 a Companion 2

fa MediSense

rocni prodej 200 miliond USD, 10% celosvétovych
nakladu na stanoveni glukosy

uplatnéni biosensord v radé oblasti...



Oblasti vyuZiti biosensori

o

» Klinicka oblast (stanoveni glukosy u diabetiku)
» Potravinarstvi a fermentacni primysl

* Ochrana zivotniho prostredi

* Vojenska a bezpecnostni oblast

* Bioafinitni systémy pro vyzkum

o

o

o

o



Klinicka oblast

v stanoveni provadéna v centralizovanych nemocnicnich
laboratorich /n vitro
lukrativni trh roéni objem 9 mid dolard
(Cast analyz zastoupend biosensorovymi systémy)

v’ decetralizované uplatnéni biosensort v ordinacich Iékaru,
operacni saly, nemocnicni pokoje, sportovni medicina

v' uzivatelské aplikace urcené siroké verejnosti jsou
limitovany, vyjimku tvori pouze:
- osobni glukometry
- téhotenské testy
- stanoveni alkoholu



/n vivo aplikace jsou smérovany na vyzkum umélého
endokrinniho pankreatu

-problémy s biokompatibilitou
-stabilita signalu
-spolehlivost

navic nejsou doreseny legislativni a etické aspekty
praktické aplikace téchto zarizeni



Stanoveni glukosy u diabetiku

Stredem zajmu klinické biochemie je méreni hladiny glukosy
u diabetikad.

Diabetes mellitus (cukrovka)
hyperglykemie

metabolicka acidoza
glykosurie

Diabetes mellitus je chronické endokrinni a metabolické
onemochéni, vznikajici v disledku nedostateéného
pusobeni insulinu.



Dva typy onemocnéni cukrovkou:

v insulin-dependentni diabetes mellitus (IDDM)
Cetnost 3 az 7 pripadl na tisic osob)
Je charakterizovdna snizenou nebo prakticky chybéjici
produkci insulinu, takze pacienti musi prijimat denné
insulin v injekénich davkach

v’ insulin-independentni diabetes mellitus (NIDDM)
Pacienti na vlastni nebo injekéné podany insulin
nereaguji (rezistence).

Vznik a vyvoj komplikaci tohoto onemocnéni je spjat
s porusenou regulaci hladiny krevni glukosy



Hladina glukosy u zdravého clovéka:

Je udrzovana mezi 4,4 az 6,6 mM pomoci zpétné vazby
-ndrust koncentrace glukosy po jidle, stimuluje rychlé
uvolnéni inzulinu, ktery umozni vstup glukosy dovnitr
bunék a soucasné zabrani jeji tvorbé v jatrech.

Hladina glukosy u diabetika:

Regulace je porusena a musi se docilit vnéjSim poddvanim
inzulinu. Davkovani vSak vyzaduje znalost aktudlni hladiny
glukosy, takZe pacienti jsou nuceni si nékolikrat denné
merit glykemii.



Denni prubéh hladin krevni glukosy

1 5A hype_rgiykemie
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snidané obéd veCere spdnek snidané



Osobni_elektrochemické biosensory pro méreni glukosy

Prvni osobni glukometr fa MediSense na bazi vyménného
elektrochemického biosensoru.

Exac Tech velikost psaciho pera a zasunovaly se do néj
meérici pasky na jedno pouziti.
Companion format karty

Dnes MediSense patri do skupiny Abbott Laboratories
a soucasny glukometr ma nazev Precision QID.

Oproti predchazejicim typum potrebuje pro analyzu
5ul krve, takze pacient je méné zatézovan.



Osobni glukometr fy MediSense
Exac Tech - velikost pera
dalSi verze - velikost karty
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Glukometry dalSich firem:

Elite (3 pl krve) od fy a
(distribuce firmou Bayer)

Accu-Chek Advantage fy

nevyuziva na rozdil od ostatnich k vyrobé paskovych
biosensoru sitotisk, ale originalni vicevrstvou laminatovou
technologii.

Encore fy - reflektometricky systém

Hlavni cil: implantovatelny glukosovy biosensor pro méreni
in vivo, ktery by primo ridil pumpu davkujici kontinudlné
inzulin podle okamzité potreby pacienta.

Vysledky jsou nadéjné, po implantaci funguji biosensory
az 100 dni, komercni systém zatim neni k dispozici.
Problémy: spolehlivost, nedostatecna operacni stabilita.




OSOBNI GLUKOMETR V PRAXTI
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Jak postupovat




Vysledek a jak jej resit.........




Britska spolecnost
Cambridge Sensors
Limited (CSL)

1991 odstépeni

Od institutu biotechnologii
v Cambridge

James Mc Cann -

nejvétsi podil nna vyrobé
biosensoru MediSense
(1980).

fa MediSense byla v 1996
proddna fé Abbott
Laboratiries

za 870 mil USD.

Dovozce

A.Import.cz spol. s r.o.
Praha
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Laboratorni analyzdtory s biosensory

Prvni méril pouze glukosu, dnes méri celou radu klinicky
vyznamnych analytu.

| Nizev Vyrobce ‘ Analyty (glukodza + )
AUTOSTAT  Daiichi (Japonsko) _
EBIO Plus Eppendorf/ BST (Némecko)™ laktat, citrat, askorbat, ...
Enzymat Seres (Francie) sacharéza, alkohol, ...
ESAT PGW Medingen (Némecko) laktat
EXSAN (Litva) laktat
GLUCO Fuji Electric (Japonsko)
i-Stat [-Stat Corp. (USA)” mocovina
| Model 860 Ciba Corning (USA)
'NOVA 16 Nova Biomedical (USA) mocovina, kreatinin

Satellite G MediSense (USA)
YSISELECT  Yellow Springs Instruments {USA)M laktat, etanol, cholin, ...




i-STAT - rucni pristroj,

analyza v misté odbéru vzorku

multikanalovy elektrochemicky biosensor, poskytuje
informace o klicovych latkach, analyzovanych obvykle

v krizovych situacich pacientd.

Zakladni modul na jedno pouziti obsahuje mérici sensory,
zasobni roztok standardu a prostor pro nakapnuti vzorku
krve.




i-STAT meri sodik, draslik, chloridy, oxid uhlicity, pH,
mocovinu, glukosu a hemokrit.

Program pak dopocita dalSi parametry napr. koncentrace
nemoglobinu, prebytek bdzi apod.

Hlavnim kritériem pri vyvoji bylo minimalizovat moznost
chyb zplsobenych uZivatelem.

(ten naplni pouze otvor pro vzorek krvi a zasune modul
do pristroje)

Pristroj poskytuje vysledky srovnatelné kvality jako
centralni laborator.

v puvodné nemocnice
v ordinace praktickych Iékart a veterinaru
v na palubé raketopland.



Potravindrstvi a fermentaéni primysl

Potencialné mnohem vétsi trh by mohl existovat

v potravinarstvi.

Ale mensi zisky v této oblasti, jak v klinice, snizuji
ochotu investovat do ndkladnych analytickych systéma.
Nova legislativa v oblasti kontroly kvality potravin by
mohla vést k rozvoji biosensort v této oblasti.

Systéemy:
von line systém -analyzujici kontinudlné odebirané vzorky
voff line systémy - kontrola cerstvosti potravin



Nejcastéji stanovované analyty:

v Stanoveni vitaminu

v Detekce bakterialni kontaminace
detekce bakterii Midas Pro od fy Biosensori (Itadlie)

v Hodnoceni kvality produkti - umélad ndhrada
smyslovych organu, tzv. ,elektronicky nos" a
~elektronicky jazyk"

(specialni biosensory (biorekognikacni slozkou -lipid)
jako parametr slouzi komplexni odezva vice parametru)



Ochrana Zivotniho prostredi

vyhoda: prenosné systémy

< vodohospodarstvi- znecisténi vodnich toku a pitné vody.
Monitorovaci systemy vyuzivaji celé bunky, které
reaguji na Sirokou skalu toxickych latek (on line)
Off line systémy se vyuZivaji pri detekci jednotlivych
skodlivin.
Vyvijeji se automatické imunochemické systémy, které
jsou schopné stanovit paralelné nékolik analytl zdaroveri.

<+ BOD -biologicka spotreba kysliku, Ize zkratit na nékolik
minut. (fa Nisshin Electric - Japonsko 1983)

< Imunosensory pro stanoveni pesticidd.



Vojenskd a bezpecnostni oblast

+ Biosensorové monitory pro osobni pouziti
» Mobilni polni detekcni systémy

Vojensky vyznamné analyty:

v chemické a biologické zbrané

v' stanoveni vybusnin ve vojenskych cvicnych
prostorech

v' detekce drog pri celnich kontrolach




Chemické zbrané

Bojové otravné latky ze skupiny nervové paralytickych
sloucenin (sarin, soman).

Inhibuji cholinesterasu, coz se vyuziva v detekcnich
systémech na bdzi biosensoru.

Detektor NATIAD od fy Thorn EMI, vyuZiva prubéznou
elektrochemickou kontrolu aktivity imobilizované
cholinesterasy.

Miniaturizovany biosensor tohoto typu pro osobni pouziti
se vyviji také u nas.

Persky zaliv (1991)

Utok na toki jské metro (1995) -sarin



Biologické zbrané

v souvislost s vdlkou v Iraku (Saddamiv reZim)
obava z biologickych zbrani
v' zneuziti biologickych zbrani teroristy

BioDetektor vyvinuty spolecné americkou armddou a
firmou ETG (Environmental Technologies Group)
Pracuje na bazi vicekandlového LAPS systému.

Je mobilni a dovoluje stanovit az 8 vybranych
biologickych bojovych prostredku.

MiniFlo detekce bakterii a virt na bazi kombinace
cytometrie a specifického fluorescencniho znaceni.
Armadni laboratore dokoncuji miniaturizovany prenosny
systém pro detekci specifickych sekvenci DNA
nebezpecnych mikroorganismu.
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BioDetektor - vyvinuty americkou armadou a firmou
ETG.

Pracuje na bazi vicekandlového LAPS systému.



Bioafinitni systémy pro vyzkum

BIAcore systém SPR - rezonance povrchovych plazmond.
fy Pharmacia.
Univerzalni biosensor pro studium afinitnich interakci
biomolekul pro praktické stanovovani latek.
(konkrétni pozadavky musi realizovat kazdy sam,
imobilizaci konkrétni biorekognikacni vrstvy)
IAsys rezonancni zrcadlo fy Affinity Sensors (VB)
BIOS-1 - mrizkovy opticky sensor fy Asi (Svycarsko)
Bio Tul -fy BioTul, Némecko na bazi SPR
IBIS - fy XanTec, Némecko/HongKong
Ceny: 50 tisic USD (BioTul)

300 tisic USD (BIAcore) podle stupné automatizace.
PZ 108 - piezoelektricky systém fy Universal Sensors (USA)
QCM-D - Q-Sense (Svédsko) Ceny:10 tisic USD.



Biosensory poslednich 20 let

Soustredénost do dvou hlavnich oblasti:

v stanoveni nizkomolekularnich latek v klinické praxi
zejména stanoveni hladiny glukosy u diabetiki

v bioafinitni systémy (novéjsi oblast)
optické systémy na bazi svétlovodu

< prosazuje se miniaturizace a komercni vyroba biosensord

(4

L)

* v posledni dobé se biosensory prosazuji také
v Zivotnim prostredi a potravinarském prumysiu.



Biosensory - vyhled do budoucnosti

-miniaturizace sensoru

-vyrobni techniky

-pFiprava a chemické modifikace povrchu sensoru
-vyvoj novych materialu

-pFiprava a znaceni konjugatu

-proteinové inzenyrstvi

-hledani novych enzymu

-stabilizacni postupy

-biokompatibilita

-kinetika a modelovani



Nové technologické postupy v oblasti mikroelektroniky
(sitotisk a litografie)

konstrukce mikrokanalku (prutoéné biosensory

na kremikovém Cipu)

mikromotory

mikropumpy

integrované planarni svétlovody (optické afinitni sensory)

Vyhody miniaturizace:

minimalni objem vzorku a potrebnych chemikalii (i drahé)
vétsi rychlost analyz

presnéjsi zarizeni

dalsi zmenseni pod 10 nm - nanotechnologie



Vyznamné zmény v oblasti afinitnich biosensord.

v’ jeden z reakénich partnertu se oznaéi enzymem nebo
fluoreskujici molekulou

v' primeé sledovani bioafinitnich interakci v redlném case,
ale tato opticka zarizeni znacné nakladnd, vhodna pouze
pro laboratorni pouziti,
cenové dostupné pouze piezoelektrické sensory

Prima komunikace mezi bilkovinou a prevodnikem

prenos elektronu mezi aktivnim centrem enzymu a
elektrodou. V budoucnu se bude vice vychdzet

z krystalografické struktury enzymu. Lze naplanovat kudy
muZe elektron v biomolekule nejsndze projit a podle

toho enzym orientované navazat na elektrodovy povrch.



VyuzZiti nukleovych kyselin na poli biosensoru

V posledni dobé narusta potreba stanovovat
oligonukleotidové sekvence bakterialniho, virového nebo
lidského puvodu v klinické praxi.

S postupem sekvence lidského genomu se objevuji nové
sekvence odpovédné za vrozené poruchy.

Technika molekuldrnich otisku

<molecular _imprinting”

Spociva v polymeraci vhodnych monomeru v pritomnosti
ligandu (analytu), ktery ma byt rozpoznan.

ve strukture polymeru se specifickym uskupenim
postrannich funkénich skupin monomerd vytvori kolem
ligandu vazebné misto drzené pohromadé strukturou
polymeru i po uvolnéni ligandu (,zapamatovani™).

Tzv. ,umélé protilatky"







