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Zpisob. imobilizece biomolekul

Oblest techniky

Vynélez se tyk& zplisobu imobilizace biomolekul na wodivém
substrétu. Predev8im se vyndlez tyké zplsobu elektrodepozice
biomolekul, jeko jsou enzymy a protilatky na vodivém substra-
tu s ndslednym chemickym sesiténim biomolekul za vytvoreni ve
vodé& nerozpustné hmoty.

Dosavadni stav techniky

Imobilizece biomolekul ne substrétu Je dGleZitd pro Cetné
b&Zné snalytické nebo primyslové uUéely vyuZivsejici biomolekul.
Imobilizeci se prevddéji typicky ve vodé rozpustné biomolekuly,
jako Jjsou enzymy nebo protildtky, na komplexy ve vede neroz-
pustné vézénim clesnon néjekich meolekul ne fysikdlni nosidovy
meteridl, nerozrustny ve vodé, Tekto imibilizovenych biomole-
kul se &esto mife pouZivat pro cetné uUlely beze zm&ny Jejich
koncentrace nebo U&innosti v zdvislosti ne ¢ese. Imobilizace
m& tu pridevnou vyhodu, Ze se biomolekuly mohou uchovavat to-
liko ve specifickych Zé&denych oblestech za¥izeni nebo ¢idla
/=sensoru/ zs minimelizece meteridlovych nékledd a za mexima-
‘lizece zjistitelné biologické uUéinnosti.

DileZité anelytické pouziti imibilizovenych biomolekul,
napiiklad enzymd, protildtek nebo glykoproteind jeko leciti-
nd, je v biosenzorech, kterych se pouZiva pro zjistovént pri-
tomnosti nebo koncentrace vybranych fysiologickych molekul je-
ko¥to vysledek vzdjemného plsobeni fysiclogického ligendu &
imobilizovengych biomolekul. Dosud bylo v3ek obtiZné prizplso-
bit znémé imobilizedni techniky se zFetelem ne pouZiti ve spo-
jeni s ministurnimi elektrochemickymi biosenzory, vyrébénymi
bi¥nymi zpisoby vyroby polovodidd. Soudasné techniky z obles-
ti polovodi&d umo¥nuji vyrobu &idle s povrchem tek melym, je-
ko je 1,0 /umz. Tento mely rozmér pfedstavuje pri konstrukei
¢idla obti¥e, jelikoZ vyroba biosenzord obecn& vyZaduje



uklédéni biomolekuly jedin& na povrchu pracovni elektrody, kte-
ré se pouziva k monitorovani produktu enzymatické reskce. Bio-
molekuly, uloZené na jiném povrchu biosenzoru, by reagovaly

za vzniku produktu, ktery by nemchl byt stanoven, ¢imZ pri-
chézeji nazmar asto drahé biomolekuly.

Zpisobem predchézeni problémim pri uklédeni biomolekul
je elektroforeza k podpoTre migrece nebitych biomolekul, na-
priklad proteini, emfipatickych 1ipidd nebo nukleinové kyse=~
liny. Ve vhodném prostiedi meji{ taekové biomolekuly positivné
nebo negetivné& nebity podil, ktery je priteshovén na pole s O-
padnym ndbojem ve vytvoreném elektrickém poli. Migrace bio-
molekul v prostfedi smérem Kk elektrod® s opaénym nébojem, nez

, - o e podpdrovéna
mé biomolekula a jeji ukladéni na tzkové elektroé%yvytvofenim
potencidlu v prostiedd mezi dvima elektrodemi.

Zpdsoby elektroforetického uklddéni popisuje naprikled
Ikeriyeme & kol., J. Electrochem. Soc., 136/6/, str. 702 aZ
706, 1989/. Pri tomto popisovaném zpusobu se soudasng uklédé-
ji pletinové céstice a glukosoxidasa jekozito enzym. P¥i hod-
notd pH, pri které dochézi normdélng& k platinizaci, mé glu-
kosoxidesa &ist& pozitivni néboj, jelikoZ hodnota pH Je niz-
5{ ne¥ jeji isoelektricky bod 4,3. Glukosoxidesa je proto pri-
tahovéna k elektrod& s opelnym ndbojem spolu s ionty platiny.
K podpofe stebility ulozeného enzymu se &idlo ponofi do roz-
tokd elbuminu a glutaraldehydu k sesiténi molekul. Tento
zplsob v3ak miZe vést k desektivaci enzymu, jelikoZ se pro
podporu soudasného uklédani enzymu pouZivé pom&rn& nizké hod-

noty pH.

Aizewa & kol., J. CEem. Soc. Jepan /Nippon Kegeku Kais-
hi, 11, str. 2210 a% 2213, 1987/ popisuji vyvoJ zplsobu elek-
trolytického uklédani glukosoxidasy. Glukosoxidesa se absor-
buje na povrchu platinové elektrody za ¥{zeného potencidlu
z vodného roztoku. JakoZto optimdlni podminky pro uklédani
glukosoxidasy se uvédi 0,1 V, Ag/AgCl a pH 3. Meximdlni
tlousike, dosahovena timto zplsobem, jsou vrstvy tlusté 4
molekuly glukosoxidesy, coZ je ekvivelentni tloudice filmu
glukosoxidasy piiblizneé meximélng 56 x 10 _% m. ZpGsob se



zkouSel pri hodnotéch pH 3 a% 9, prilem? se optimdlniho uklids-
ni doséhlo pri hodnot& pH 3. Mimo?4dn& tenksd vrstva, nanesené
timto zplsobem, je neprim&fend pro mnohé udely, kdy se vyZa-
duje vzéjemné pisobeni ligendu a biomolekuly nijek omezenou
reakecl. Del83im nedostatkem je omezend Zivotnost & nova pouzi-
telnost tenkych vrstvev imibilizovanych molekul.,

Ukolem vynédlezu je proto vyvinout zplsob uklédéni a imo-
bilizace pomérné tlusté vrstvy molekul na vodivém substrétu
pro dosaZeni neomezeného pisobeni ligendu a biomolekuly.

Ukolem vyndlezu je také vyvinout zplsob reprodukovatei-
ného a presného uklédéni = imobilizace biomolekul na miniatur-
nich elektronickych ¢idlech. Rovn&Z je udkolem vyndlezu vyvi-
nout zplsob soufesného uklddédni s imobilizace Cetnych rdznych
biomolekul na vodivém substritu.

Pridavné Jje ukolem vyndlezu vyvinout zplsob uklddéni a imo-
bilizece biomolekul zptsobem, ktery by vedl k vrstvém o tloudt-
ce 10 8 g3 107 m.

Podstata vynalezu

Podstata zplisobu imobilizece biomolekul a 2zvlasté pri-
pravy biosenzorové elektrody s biomolekulédrni sloZkou pcdle
vyndlezu spodivéd v tom, Ze se pFfiprevuje roztok alespon jed-
noho druhu biomolekuly uréené k nendfeni, dostestednd pufrove-
ny k predchdzeni denaturace biomolekul a ne hodnotu, kdy v3ech-
ny biomolekuly, urdené k nandSeni, meji stejné znaménko Cis-
tého elektrického ndboje v disledku svych isoelektrickych bo-
dd, do roztoku se ponofi biosenzorovéd elektroda & elektroda
s opa&nym nébojem, mezi biosenzorovou elektrodou a dektrodou
s opadnym ndbojem se vytvori potenciélni rozdil mensi nei 1 V,
pridem? se potencidl m&ni k vytveFeni v podstat& konstantniho
proudu mezi elektrodemi, dostetedného k vytvoreni migrace
biomolekul urdenych pro uklédddni na biosenzorové elektrodé
e na hromedéni ne ni.

Mezi obéme elektrodemi se vytvéri potenciondlovy rozdil
100 minivoltd &% 1 volt. “dyZ se ne biosensorové elektrodé



doséhne Z&4dené tloustky ndnosu, miZe se stebilite naneseného
filmu biomolekul podporit jeho sesiténim vhodnym sesffujicim
¢inidlem.

Pri vyhodnych provedenich zplsobu podle vynélezu Jje roz-
tok, obsehujici bicmolekuly vodny a proud mezi biosensorovou
elektrodou & elektrodou s cpaénim ndbojem se volf pribliZné
5 mA/cmz. Nepé€ti se upresvuje smérem . nahoru v prib&hu procesu
uklédéni k udrZeni konstantniho proudu presto, #e vzristd e-
lektricky odpor biosensorové elektrody v dasledku uklddsni
tiomolekuldrniho filmu. Ukld&ddni biomolekul pokreduje tek dlou-
ho, &% je stredni tlousfka filmu ns biosensorové elektrodd
vét31 neZ 5 mikrometrd,

Vyhodou zplsctu podle vyndlezu je jeho $iroké& pouZitelnost
pro vodivé substrdty s nejrlzndjsi geometrii. Jeliko? Jje ukla-
déni biomolekul ne elektroforetickém zékledu, mohou se bio-
molekuly ukléddat skutec¢né& na jakémkoliv vodiéi nebo pclovodi-
¢i, nezdvisle nas Jjeho tveru nebo topografii. Napriklad se mo-
hou rovnomérné biomolekulérnim filmem povlékat povrchy velmi
drsného vodide nebo se mohou velmi snadno biomolekuly uklédet
uvnit® vedivého meteriélu nepfikled v pletinové trubce & mo-
hou se vklédet dc systému pro analytické ulely. Ne rozdil od
mnohych Jjinych zplGsobl ukléddani filmu je u takovych elek-
troforetickych zpisobl ukléddéni biomolekul lokalizovéno,
pricdemZ se Zédasnd biomolekula ukladd jen v blizkosti vedivého

substratu.

Jinou vyhodou zpusobu podle vyndlezu Jjsou pomé&rné tlus-
té vrstvy biomolekul, které se mohou ukléddat na biosensorovou
elektrodu. Mnohé fysiologické pouZiti zehrnuji vzadjemné pl-
sobeni mezi relativné& velkym mnoZstvim zviéstniho fysiologické-
ho ligendu, ktery se méd zJjistit, a biomolekulou, uloZenou na
biosensorové elektrodé. Velmi tenké monomolekuldrni filmy ne-
bo filmy mejici tloudfku mnohem men¥f ne% 1 mikrometr, mo-
hou zplsobit reakci mezi fysiologickym ligendem a biomoleku-
lou cmezenou v ddsledku malého mnoZstvi biomolekul dostupnych



pro reakci, v dlsledku klesejici citlivosti senzoru a pro ne-
lineérni vztsh vzdjemného plsobeni /mezi biomolekulou = 1li-

gandem/, co? vSe miZe znesnadnovat stenoveni mnoZstvi ligen-
du, obseZeného v roztoku. '

Jina vyhoda 2zplsobu podle vynalezu Vyrlyvé z pouZitdi
konstantniho proudu v pribéhu uklddéni na biosensorovou elek-
trodu. To vede ke stdélému ukléddédni biomolekul ne biosensorové
elektrodé 1 kdyZ biomolekulérni nénos blokuje povrch elektro-
dy & nejzédZ%e vzroste elektricky odpor., dJelikdZ  odpor bio=-
sensorové elektrody vzristd v pribéhu procesu ukléddéni Jek
promd tak rychlost ukl&déni biomolekuly by zpravidla klesely
pokud by se postupné nezvySovelo napéti. Tento pokles rychlos-
ti uklédéni by pokraloval tek dlouho, aZz by JjiZ k Zé&dnému uk-
14déni nedochézelo, i kdyby byl uklédeny film méné& tlusty, neZ
je pozadovéno. Yz rozdil od toho zlistéva proud kunstentni a
zpisob podle vyndlezu umoZnuje zvySovéni napéti se vzristaji-
cim odporem tek dlouho 2% se napdti pribliZi hodnot&, pri kte-
ré se vode bud oxiduje nebo redukuje za vzniku plynovyéh bub-
linek, &im# se podporuje vytvéreni filmd o tloudtce v&t3{ neZ
10 mikrometru. '

Jinou pPednosti zplsobu podle vynalezu je pouZitelnost
pti hodnetéch pH srovnatelnych s fysiologickymi hodnotami pH,
pti kterych se biomolekule vytvéari. Velmi tlusté filmy bilko-
vinovych biomolekul, napfikled enzymi, se mohou uklddat pri
fysiologickych hodnotéch pH /7,4/ ve vodnych roztocich, ¢éimZ
se sni’uje ne minimum nebezpedi ztrdty uéinncsti nebo denatu-
rece enzymu, k demu? md%e dochézet pri jinych zpisobech uklé-
déni enzymovych filmd.

Vyhody & prednosti zplsobu podle vyndlezu vyplynou pracov-
nikdm v oboru teké z nésledujiciho popisu prikladnych prove-
deni, které viek vyndlez nijek neomezuji.

Pro nézornost je na obr. 1 schéma za¥fzeni pro elektro-
depozici biomolekul na biosengorovou elektrodu, ponorenou do
kepeliny, bosshujici nanaSenou biomolekulu.




Na obr. 1 Jje zerizeni 10 pro elektrodepozici, vhodné pro pro-
védéni zpisobu podle vynédlezu. Zerizeni 10 zehrnuje nadobu 12,
urdenou pro kapelinu 30. Kepelinou 30 mi¥e byt bud roztok ne-
bo suspenze obsahujici biomolekulu, urlenou Xk nandSeni. ZdoJ
14 elektrickeé energie m4 +vodi& 16, spojeny s biosensorovou
elektrodou 22 a -vodié¢ 18, spojeny s elektrodou 20 s opeénym
nébojem, ktery doddvé v podstaté konstentn{ proud mezi elek-
trodou 20 & elektrodou 22. Biosensorové elektroda 22 vytvari
t4st biosensorové jednotky 25, ktera zahrnuje biosensorovou e-
lektrodu 22 a elektricky nevodivy substrat z4. +Vodié¢ 16 a
-vodid& 18 jsou elektricky stinény nevodivym meteridlem, schop-
nym vydrZet ponofeni do kepeliny 30.

Smér toku proudu se miZe obratit popripad& prepnutim
spoJd +vodife 16 a -vodice 18 na zdroji 14 elektrické energile,
¢im¥ ziskd +vodié¢ 16 negativni néboj & -vodié¢ 18 positivni né-
boj. Jelikoz Jje Jak +vodid 16 tek =-vodic¢ 18 stinén a substrat
24, obklopujici biosensorovou elektrodu je konstruovén z ne-
vodivého materislu, uklédddni biomolekulérnich létek, obse-
enych v kepaliné 30, probihé jen na elektrod& 20 nebo na e-
lektrod& 22 s opacnym ndbojem neZ je ndboj biomolekuly v ka-
peliné 30.

Jakostc biomolekuly, vhodné pro uklédéani na elektrodé 20
nebo na elektrod& 22 se uvadéji, nikoliv vdsk Jjeko né&jake ome-
zeni, nybrz pfikladnéinésledujici tr{dy prircdné se vyskytugi-
cich nebo uméle syntetizovanjch molekul nebo molekulovych se-
skupeni, které mohou Dbyt slorkami biologickych systémi:
peptidy, oligopeptidy, bilkoviny, apoproteiny,ggykoproteiny,
antigeny a Jjejich protilétky, fragmenty protilétek, hapteny
2 jejich protiléatky, receptory & jiné membrénové proteiny, a-
nelogy proteinl, ve kterych plespon jedne nepeptiiovéd vazby na-
hrazuje peptidovou vazbu, enzymy & enzymové prekursory, koen-
Zymy, €enzymové inhibitory, aminokyseliny a jejich derivéty,
hormony, lipidy, fosfolipidy, glykolipidy, liposomy, nukleo-
tidy, oligonukleotidy, polynukleotidy a jejich v oboru zname
e biologicky udinné snealogy & derivéaty vdetn& nepPiklad:
methylovanych polynukleotidd a nukleotidovych analogl maji-



cich fosforthiodtové vazby; plasmidd, kosmidd, um&lych chro-
mosomd, Jinych vektord nukleinovych kyselin; antisenspoly-
nukleotidd véetnd v podstetd komplementdrnich k glespon jed-
né endogenni nukleinové kyselin& nebo mejicich sekvence opaéd-
né se zietelem k alespon déstem vybrenych virdlnich nebo ret-
rovirédinich genomi a jekychkoliv Jinych biologicky aktivnich
molekul, V8echny shora uvedené biomolekuly mejici slabou ne-
Y0 neexistujici polaritu nebo indukovatelnou poleritu za pod-
ninek v zafizeni 10 se mohou kovalentn& vézat na nosié se
vhodnym nédbojem za vzniku komplexu s nébojem, ktery se miZe
uklédat na elektrod® 20 nebo na elektrods 22,

Jednotlivé ze shores uvedenych t¥id biomolekul e Jjejich
Jakékoliv kombinace se mohou vnasSet do roztoku nebo do susper-
ze JjekoZto koloidni d&dstice do kapaliny 3¢ zpuisobem zdvislym
na sloZeni kepaliny 30, Obecn& je kapalinou 30 vodny roztok,
Jeko je fysiologicky roztok, schopny vést elektricky proud.
Fopripadé se do kapaliny 30 mohou priddvat prisady, Jeko Jsou
povrchove ektivni létky e protip&nici prisedy.

Smér, rychlost migrace a rychlost ukladéni biomolekul
pivodné v roztoku nebo suspendovanych v kapalin& 30 na elek-
trodu 20 a na elektrodu 22 se mbZe #idit velmi citliv& vhodnym
nestavenim hodnoty pH kapeliny 30. Toto ¥izeni je zaloZeno na
pouZiti bé&Znych elektroforetickych technik pouZitelnych na
permanentné nabité pod{ly, coZ poskytuje biomolekule &isty né-
boj v: kapaliné 30 v zdvislosti na hodnot& pH kepaliny 30C. Héd-
nota pH, pri které mé molekula nulovy Cisty negativni néboj'a
proto nemigruje pisobenim elektirického pole, je definovéna
JekoZto jeji isoelektricky bod. P¥i vét8i hodnoté& pH, neZ je
isoelektricky bod, mé molekula ¢isty negetivni ndboj; nao-
pek pfi hodnoté pH menSi, neZ je isoelekiricky bod, mé& mole-
kula &isty pozitivni néboj. Proto se v zafizeni podle obr. 1
hodnota pH kepaliny 30 nastavuje na hodnotu vy33f neZ iso-
elektiricky bod nebo na hodnotu niZ8{ neZ isoelektricky bod
prislusné biomolekuly, které se m& ukléddat na elektrodu 20
nebo 22. Toto nastaveni hodnoty pH je moZné pouZitim o so-

b& zndmych kyselin nebo alkadlii,




Sesifujic{ &inidla se do roztoku zevéd&ji bud soudasn&
s biomolekulou nebo po jejim uloZeni na elektrod& 20 nebo 22
e jsou vhodné pro podporu vytvoreni v podstat& ve vod& neroz-
pustnych nanesenych hmot ne elektrodéch. Sesifujici &inidla za-
hrnuji obecn& polyfunkéni mistkovaci skupiny, schopné kovalent-
ni vezby s Zé&denou biomolekulou, mohou v3ak teké zehrnovat o-

zéPeni nebo jiné ¢inidla, kterd podporuji vytvoreni kovalent-
ni vezby mezi biomolekulemi bez skupin vytvérejicich mistky.
Druh pouZivaného sesifujfciho &inidla zdvisi na pripedné nana-
ené biomolekule; jekoZto priklady sesitujicich ¢inidel se u-
v4déji: sileanové &inidla, alkyleminové kopuleéni ginidla, iso-
thiokyandtovéd kopuladni &¢inidle, triezinova kopulaéni ¢inidla,
szokopuledni ¢inidla, fenylhydrazinové kopuleéni ¢inidla,
karbodiimidovd kopuledni &inidle a kopuleséni &inidle na bézi
chloridu kyseliny. P¥i zplsobu podle vyndlezu je obzvl&sté
vhodné pouZivani glutereldehydu, jakkoliv se miZe pouZivat Ji-
nych kopule&nich &inidel ze souboru zehrnu31c1ho nepriklad
4-azidofenacylbromid, benzofenon-3,3 ‘=4-4’-tetrakarboxylovou
kyselinu ve formé& dianhydridu, blotln-ﬂ-hjdroxysukc1n1m1des-
ter, biotin-4-nitrofenylester, 2, 2°-bichinolon-4,4 ‘~dikerbo-
xylovou kyselinu, bls/4—fluor—3-nltrofenyl/sulfon, 1,5-bis-
/sukcinimidoxykarbonyloxy/penten, 4 4-/BOC-aminomethyl/fenyl-
isothiokyandt, N-BOC-1, 6—d1am1nohexanhydrochlor1d brom=-
pxrohroznovou kyselinu, kyanurchlorld 4,4 ‘~diazidostilben-
2,2 ‘—disulfonovou kyselinu ve form& dvojsodné soli, dianhyd-
rid dlethylenirlamlnpentaoctove kysellny, diethylenpyrokarbo-
nat, 1,5-difluor-2, 4—d1n1trobenzen, ,6-diisokyenohexan,

4,4 —dllsothlokyanatstllben-Z 2 -dlsulfonovou kyselinu ve for-
m& dvojsodné soli, dlmethyladlp1m1datd1hydrochlor1d N-/di-
methyleminopropyl/=N -ethylkarbodllmldhydrochlorld dimethyl-
3,3 -d1th1odlproplonlmldétdlhydrochlorld dimethylpumelin-
diimidétdihydrochlorid, dlmethylsuberlmldatdlhydrochlorld

3,3 ‘~dithiodipropionové kyselina ve formé bis/N-hydroxysuk-
cinimidester/u, 4-fluor-3-nitrofenylezid, formeldehyd, fu-
meronitril, gluterseldehyd, glutarcnitril, glykolaldehyd,
hexemetnylendiisokyenét, 6-hydroxy-2-neftyldisulfid, 3=/4-
hydroxyfenyl/proplonovd kyselina ve formé N-hydroxysukcin-



imidesteru, 2-iminothiolanhydrochlorid, 4-meleimidobutyramino-
methylpolystyren, N,N'—/l,4—fenylen/dimaleimid, polyethylengly-
kol-600-dikyselina, N-sukcinimidyl-3-/2-pyridylthio/propionét,
N-sukcinimicyl-3-mgleimidobenzodt, N-sukcinimidyl -4-maleimido-
butyrat, N-sukcinimidyl-6-maleimidokaproét,vN-sukcinimidyl-3—
maleimidopropicnédt, thiodiethylenglykol, toluylen-2,4-diiso-
kyendt a m-xylylendiisokyan&t. Uvedenych bivalentnich sesitc-
vacich &inidel lze tedy pouZivat. '

h]

Biosensorovych .elektrod, vyrobenych zpisobtem podle vyné-
lezu, lze pouZivaet pro nejriznéjsi molekuldrni detekéni sys-
témy véetné amperometrickych elektrochemickych bbsensord, ka-
lorimetrickych, ekustickych, potenciometrickych a optickych
biosenscrd a biosenzord ne bézi ISFET,

Vynédlez blize ctjasnuif, nijek vdak neomezuji nésleduji-
ci priklady prektického provedeni.

Friklzdy provedeni vynalezu

Prikled 1

PPipravi se hmotncstnd 5% roztok ‘glukosoxidasy ze pou-
?itl fosfdtem pufrovaného solenkového roztoku /hodncte pH |
7,4/ jakoZto rozpoudt&dla. Glukosoxidasa se peClivé rozpusti
v solenkovém roztoku za mirného michéni, pridem? se michéni
pe&livé provédi, aby se predeflc péné&ni roztoku, které by
mohlo vést k densturaci glukosoxidasy. Elektrodepoziéni zali-
zeni se neplni priprevenym roztokem a do roztoku se ponofd
biosensorovd elektrode, na kterou se mé enzym uklédat, spolu
s elektrodou s opadnym nébojem. Provede se elektrické propo-
jeni s gelvanostatem a proud se udrZuje na konstentni husto-
t& 5 mA/cm2 ne povrchu .elektrody. Tok proudu se ?1d1 ve smé-
ru, ktery vede k pozitivnimu €istému naboji na povrchu elek-
trody k vézéni negativné& nebitych molekul glukosoxidesy. Froud
je zepojen na dvé minuty. V pribéhu uklddani nemd nepéti pre-
stoupit 0,5 V. Zlektrocda se pak vyjme z enzymového roztoku
a ponof{ se do deicnizovené, destilovené vody bez michéni




na dobu 5 sekund k odstranéni zbytkové glukosoxidasy.

Elektroda se pak ponofi do roztoku obsshujiciho objemové
2,5 % glutereldehydu v solance pufrovené fosfdtem /hodnota pH
7,4/ na dobu 30 minut ke kovalentnimu sesiténi glukosovych
molekul & k vytvoreni hmoty nerozpustné ve vodé., Elektrodes se
pak poncri do deionizovené, destiloveané vody na dobu 5 sekund
a neché se schnout na vzduchu po dobu 30 minut.

Zjisténo po zeschnuti, Ze vrstva glukosoxidasy, uloZené
na elektrod&, mé tloustku pribliZng 1,5 Jume Nésledujici zkou3-
kou zjisténo, Ze sesiténi gluteraldehydem Jje udéinné k predché-
zeni prevodu glukosoxidesy zpét do roztoku, zjistugje se, Ze
v tomto bodu Jje enzymatickd sloZka biosensoru funk&ni.

Prikled 2

Je teké moZné soulesné uklédéni dvou nebo nékolika bio-
molekul nes povrchu elektrody za podminky, Ze jejich iscelek-
trické body Jsou vZdy vy331 nebo niZ81 neZ hodnote pH depo-
ziéniho roztoku. V tomto pifipad& se pPipravi solenkovy roz-
tok pufrovany fosfétem /hodnota pH 7,4/, obsshujici hmot-
nostnd 5 % glukosoxidasy a 5 % albuminu. Glukosoxidsse a sl-
bumin meji hodnoty isoelektrického bodu 4,3 a 4,7, takie obé&
molekuly meji negativni néboj pfi hodnot& pH roztoku 7,4. Ne
elektrod& se pou¥ije hustoty proudu 5 mA/cm? po dobu dvou mi-
nut p¥i jejim ponofeni do roztoku glukoscxidasy a albuminu.
Molekuly se sesiti{ v glutearaldehydovém roztoku, jak Jje popsé-
no v prikledu 1, nade? se elektroda opléchne a vysuSi. Vznik-
14 vrstva glukosoxidesy a elbuminu md tloudtku pribliZn& 5
Pty P¥i dlouhodobé zkousce glukosoxidasové uéinnosti se
pozoruje, Ze vrstva glukosoxidasy & albuminu Jje vyrazné sté-
lejs1i ne% vrstva toliko glukosoxidasy, vytvofend zplsobem

podle prikladu 1.
Priklsd 3

Priprevi se roztok 2,4 mg/ml krdliéi antifluoresceinové



- 11 -

protilétky /afinita gigténo/ za pouziti bordtového pufrové-
ho roztoku /hodnote pH 9,0/. Hodnote pH se voli se zletelem
na udrieni meximdlni pojici ulinosti protilatky. Elektrodepo-
zi&ni né&doba se neplni pPiprevemym roztokem & vloZi se bio=-
sensorové elektroda, ne které se mé uklédet protilétka a

do roztoku se rovnéZ panori elektroda s opadnym nébojem. Fro-
vede se elektrické propojeni s galvenostatem & proud se udr-
yuje na konstentni hustoté 5 mA/cm2Ana povrchu elektrody. Tok
proudu se sméfuje ve sméru, ktery vede k negativnimu &istému
néboji na povrchu biosensorové elektrody k piritehovéni pozi-
tivnd nebitych molekul protilatky. Proud se aplikuje po dobu
50 minut. Elektroda se psk vyjme 2 roztoku protilétky & po-
no¥i se do deionizované, destilovené vody bez Jjakéhokoliv mi-
chéni ne dobu 5 sekund k odstranéni zbytkové protiléatky.

Elektrods se pak ponori do roztoku obsehujiciho o§emo-
v& 2,5 % gluteraldehydu v colance pufrovené fosfétem /hodnota
pH 7,4/ ne dobu 30 minut ke kovalentnimu sesiténi molekul pro-
tildtky @ k vytvoreni hmoty nerozrustné ve volé.olekiroda se
cpét gonori do deionizovené, destilcvené vedy ne dobu 5 se-
xund = nechd se schnout ne vzduchu po dobu 30 minut. VySetle-
nim elektirody zjidténo,Ze elektrodepozici vzniklé vrstva pro-

tilétky m& po zaschnuti tlousku priblizn& 5,5 ,um.
Jakkoliv Je tedy vynalez bli%e objasnén shore uvedenymi
pPikledy prektického provedeni, Jjsou precovnikim v oboru jas=-

né mornosti jeho variaci e modifiksci v rémci vyndlezu.

Primyslova vyuZitelnost

ZlepS8eny zplsob vyroby biosensorovych elektrod, kterych
lze pouzivat pro nejrizné&jddi molekuldrni detekéni systémy.

JUDr. % SVORGIK
a kat

/
/




PLTEZNTOV B N£LRoKY -

1. Zplsob imobilizece biomolekul e zv1&8t& piipravy bio-
sensorové elektrody s biomolekuldrni sloZkou, vy zna ¢ u -
jJici s e t i m, Ze se pripravuje roztok zlespon jed-
noho druhy biomolekuly, urfené k nesnéSeni, dostateéné pufrova-
ny k predchézeni denaturace biomolekul a na hodnotu, kdy vSech-
ny biomolekuly, urdené k nenddeni, maji stejné zneménko &is-
tého elektrického nébeje v disledku svych isoelektrickych bo-
dd, do roztoku se ponofi biosensorové elektroda e elektroda

s opeénym néhojem, mezi biosenzorovou elektrodou a elektrodou
s opednym ndbojem se vytvoii potencidlovy rozdil mensSi nez 1 V,
pridemZ se potencidl méni k vytvoreni v podsteté konstaniniho
proudu mezi elektrodemi, dostateného k vytvoreni migrece
biomolekul, urdenych pro uklédéni na biosensorové elektrodé,

2 na hromadéni nea ni.

2. Zpisob podle néroku 1, vy z n & gujicid s e

t £ m, %e se mezi elektrodemi udrzuje v podstet& konstentni
elektricky proud po dostatednou dobu k akumuleci na biosenso-
rové elektrod® filmu molekul o tloustce v&tsf neZ 1,0 mikro-

metrid.

’

3. Zpisob podle naroku 2, vy 2z n a gugjicdi se

t 1 m, Ze se biosensorové elektroda s pcvlakem biomolekul po-
noruje do roztoku sesiiovaciho ¢inidla v dostatedném mnoZstvi
a po dostateénou dobu ke vzdjemnému sesité&ni biomolekul za vy-
tvoreni ve vod& nerozpustiné hmoty na biosensorové elektrodé.

4. Zplsob podle ndroku 1, vy 2z n a ujicid s e

t {f m , e se pro nanéSeni pripravuje roztok obsahujict bil-
kovinu.

S Zplsob podle mnaroku 4; vyznadéujici se

t £ m , %e bilkovinou je enzym.

6. Zpisob podle néroku 4, vy z n a gujici se
t i m , Ze bilkovinou je protilétka.

ik
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Te Zpusob priprevy biosensorové elektrody s bilkovinovou
sloZkou, vy zneae éu jici s e t 1im, Ze se priprevu-
Jje roztok alespoﬁ jednoho druhu bilkoviny, urdené k nanédSeni,
dostatedné pufrovgny k predchézeni denatursce bilkoviny, do
tohoto roztoku se ponoruje biosensorové elektroda a elektroda
s opelnym nébojem, mezi biosensorovou elektrodou a elektrodou
s opeénym ndbojem se vytvofi potencidlovy rozdil menSi neZ 1 V,
pridemZ se potencidl méni k vytvoreni v podsteté konstantniho
proudu mezi elektrodemi, dostatedného k vytvoreni migrece bio-
molekul, urdéenych pro ukladéni ne biosensorové elektrodé a
ndnos, vytvoreny na biosenscrové elektrodg se sesifuje sesitu-
jicim &inidlem k vytvoreni ve vod& nerozpustné hmoty ne bio-
sensorové elektrodé.

-

-

8. Zpisob pripravy enzymetického biosensoru, vy zna ¢ u -

Jici s e t { m , %e se pPtipravuje roztok glukosoxidasy
uréené ne uklidéni na biosensorové elektrodé, do tohoto roztoku
se ponofuje biosensorova elektroda a elektrode s opaénym nébo-
jem, mezi biosensorovou elektrodou a elektrodou s opadnym né-
bojem se vytvari potencidlovy rozdil men3i nez 1 V, pfidemZ se
potencidl m&ni k vytvé¥eni v podstaté konstantniho proudu pe-
zi elektrcdemi, dostatedného k vytvéareni migrace glukosoxidasy
urdené pro ukléddéni na biosensorové elektrodé e hromedéni na ni
za vytvoreni filmu o tlousfce v&t3i neZ 10 mikrometrd.

Jugr. SvorGiK
advekat




	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS

