Biointerakce v realném case?

= klasické metody studia vzniku afinitnich komplex
vyuzivaji znaceni jednoho z partneru
- radioaktivita, fluorescence, enzymy, ...

= po smiseni interagujicich biomolekul se necha ustavit
rovnovaha a stanovi se mnozstvi volné a vazané znacky
- cely pokus tedy poskytne na konci pouze jeden udaj

= |ze tak urcit kinetické rovnovazné konstanty

= pouziti biosensoru vychazi z toho, ze jeden z partneru je
imobilizovan v citlivé oblasti a méreny signal odpovida
mnozstvi vzniklého afinitniho komplexu - neni treba
znaceni

= meéreni probiha pribézné v realném case

= |ze urcit kinetické rychlostni konstanty

= prevodnikem jsou nejcastéji nelinearni optické systémy




Historie SPR biosensoru

= konec 60. let: Kretchman a Otto ukazali optickou excitaci
povrchovych plazmonu prostiednictvim zeslabeného
totalniho odrazu svetla ATR, attenuated total reflection
- druhou moznosti excitace plazmonti je pouziti difrakéni mrizky

* 1983: Nylander a Liedberg ukazali vyuziti SPR pro
konstrukci biosensoru

= 1984: zalozena spolecnost Pharmacia Biosensor AB -
cilem vyvoj a komercionalizace funkéniho SPR systéemu

= 1990: prodan prvni Biacore systém*
* 1994: uvedena na trh zjednodusena verze BlAlite
= nasledovaly Biacore X, 2000, 3000, a Q

= 2005: Biacore A100 s dynamickou adresaci toku
reagencii

= www.sprpages.nl

* Liedberg, B. et al. Biosensing with surface plasmon resonance - how it all started. Biosens.Bioelectron. 10: i-ix (195%5)




sireni paprsku ve svétlovodu

Svetiovody

L)

-------- jadro (core) - index lomu n,
L &7 e plast (cladding) - ny, n,<n,
k"t'?ka mez mechanicky obal .,

i Uhel dopadu vétsi
nez kriticka mez

uhel dopadu mensi “ rur
- paprsek se Siri

nez kriticka mez

- paprsek se tlumi |

numericka apertura - thel dopadu mensi nez kriticka mez Q-
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Odrazy ve svetiovodu

! ' pri vedeni svéetla uvnitr svétiovodu

dochazi k interferenci mezi dopadajicim
a odrazenym svetelnym paprskem a tim
vznika elektromagnetickeé stojaté vinéni

esssrrhsraaaasaN | kolmé k odrazejicimu povrchu - tlumena

vina, evanescent wave

= v tenkém svétlovodu je na jednotku délky mnohem vice odrazii

= sveétlo se zacina sifit pouze v urcitych diskrétnich modech,
danych pouze urc€itymi uhly dopadu

= mody lze uréit na zakladé pruméru svétlovodu, indext lomu a
vinové délky svétla

= zachovava se fazova koherence laserového paprsku.




Tlumena vina Nz

= elektromagneticka vina se Siri do okoli mimo svetlovod, pritom jeji
intenzita klesa exponencialné se vzdalenosti od rozhrani
(,,exponencialni vina®)

= navnéjSim povrchu svétlovodu muiize dochazet k interakcim s
pritomnymi latkami

= energeticke profily exponencialni viny jsou pro tri zakladni mody
ukazany na obrazku

= pro vy$sSi mody narista podil ,,vnéjSi energie“ a zvétSuje se
penetracni hloubka




Nelinearni opticke prevodniky

= zakladem interakce exponencialni viny (tlumena, zhasiva) s okolim sensoru

é B dopad svételného paprsku siriciho se

n2 opticky Fidsi v opticky hustSim prostredi na rozhrani
s fidsim pod vetsim uhlem nez kriticky
(sina > n,/n,) - totalni vnitrni odraz
svétla (TIR, total internal reflection)

] L, B v opticky ridsim prostredi vznika superpozici
Vznik exponencialni viny  4,554ajiho a odrazeného svétla

elektromagneticka vina
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n1 opticky hustsi

B pro biosensory se uplatiuji dva systémy - planarni svétiovod a
rozhrani kov / dielektrikum

B interakce exponencialni viny s blizkym okolim sensoru meéeni
podminky pro Sireni svetla v optickém systému

- kvantifikuje se dle zmén intenzity nebo fazového posunu svétla
B I0S planarni vodice svétla (integrated optical sensor)

B SPRrezonance elmg. viny sirené povrchovou vrstvou kovu (surface
plasmon resonance, interakce s volnymi elektrony v kovu)




Exponencialni vina

= zakladem biosensoru je interakce exponencialni viny s okolim
= energie viny se vprostredi velmi rychle utlumi (zhasiva vina)

Ng

|E]|

prism

sample

d , = penetration depth

d : }I'-
P 2an, [(sin26 - (n, /n,)3"”
n']




|Os exponencialni vina

>
na=sl O

10S SPR

efektivni index lomu N pro Sifeni vedené viny uvnitf opt. systému

- Siri se jeden definovany mod, ktery ma u I0S magnetickou TM, a
elektrickou TE, slozku, u SPR existuje pouze TM,

zmeény v poli exp. viny jsou vyvolané navazanim biomolekul na citlivy
povrch (zmény indexu lomu n. v oblasti vzorku C)
penetracni hloubka exp. viny v prostoru vzorku je d,

- dalsi soucasti systému jsou S podkladovy substrat (obvykle sklo, ng =1.46),
F je planarni svetlovod (n, tloustka d; n. = 2.0, d = 80 - 120 nm, materialy
SiO,/TiO, nebo Si;N,)

u SPR je M tenka vrstvicka kovu (Au, Ag, tl. 20 - 60 nm)

- pro vznik SPR je nutné, aby u komplexni dielektrické permitivity kovu &
(ey = &y * i€y ) byla redlna slozka g, zaporna a —¢,, > n.?2




10S / SPR

= pro efektivni indexy lomu N vedenych vin a penetracni hloubky plati:
= |OS: N =k A/(27) d, = A(27)/N2 - n 2]-12
= SPR: N = [n.2 + 1/g,]7172 d, = [A(2mN)[(-&,)"?
= v dusledku absorpce svétla v kovu je navic SPR jev velmi Gzce
vymezen ve smeru osy X na oblast efektivni délky L (propagacni):
L, = A(g,)?/ (27N 3¢g,)

= ]OS a SPR jsou do znacné miry analogické systémy, oba vyuzivaji
vedeni definovaného modu vinéni (bud’ totalnim vnitrnim odrazem
ve svétlovodu nebo podél rozhrani kov / dielektrikum) a generovani
exponencialni viny v oblasti vzorku.

= ulOS jsou vedeny jak TE, (s-polarizace), tak TM, (p-polarizace)
= u SPR existuje pouze TM slozka (mensi mnozstvi informace !)

= vedeni svétla u IOS je mozné az na vzdalenost nékolika cm, u SPR
jen na L, pritom citlivost je umerna prave délce drahy interakce se
vzorkem.




Fyzikalni charakteristiky 10S / SPR

Systém N dp L, ON/dnc ON/dd
(nm) (Lm) (10" nm™)
10S TE, 1.68 98 — 0.12 3.1
TMy 1.55 126 — 0.26 4.8
SPR (TMy) Au 1.44 180 4 1.27 15.3
Ag 1.40 230 24 1.16 10.9




Meéereny signal

A zmena indexu lomu

Bo- -
F (M)

A A okolniho roztoku

AAAAAAA A

>
X

A
A A adsorbovana =

vrstva F’

AA AAAS

homogenni zména indexu lomu
celého prostredi C An. (pro pufry
je n. = 1.33) - jako refraktometr

- z hlediska sensoru nezadouci

tvorba adsorbované vrstvy F/, je
homogenni, index lomu n,
tloust’ka d.. (pro bilkoviny je

n. 1.45-1.55 a d; byva 4 — 10 nm)
pokud se oba jevy uplatni
soucashneé, Ize celkovou zmeénu
vyjadrit jako:

AN = (3NI3n.)An.+@BNISd,. )Ad,.

pritom citlivost na zmenu tloust’ky adsorbované vrstvy je neprfimo

umeérna penetracni hloubce:

(BNI3d,. ) = (1/dy) (3NI3ny)




10S

OW 2400 optical grating
coupler waveguide sensor

periodicita: 2400 linii/mm

hloubka: 10-20 nm svétlovodna vrstva
\ =2 mm / tloustka 200 nm
— index lomu 1.8

'1<

% material: Si,Ti, O,

x=0.25+ 0.05

sklenény substrat

tloust’ka 0.55 mm
index lomu 1.53

L=48 mm

= v soucasnosti vyrabi MicroVacuum v Mad’arsku (OWLS) BN




otocny stolek pro nalezeni
optimalniho pracovniho uhlu




SPR

M kov
N

hranol

DAD
LED, laser

= pro zavedeni svétla se pouziva vstupni hranol, povrchova vina se excituje
na rozhrani mezi kovem M a dielektrickou vrstvou C (vzorek)

= misto hranolu Ize principialné pouzit i vstupni mrizku, vzhledem k rychlému
utlumeni SPR jevu nelze uzit vystupni usporadani

" zZmeéna rezonance se zaznamena jako posun minima intensity pomoci
detektoru diodové pole (,,diode array*)




SPR signal

YYyYy > YYY

vazebna reakce => zmeéna rezonancnich podminek
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paprsku \
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uhel odrazu a

resonancni uhel odpovidajici minimu intensity
odrazeného paprsku je kontinualné vyhodnocovan,

jeho poloha je umérna zmeénam povrchové hmotnosti
vyvolanym adsorpci biomolekul
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SPR biosensor

vymenny biosensor - ,,Cip“ systemu BIACORE
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Rozmery
modifikace povrchu: 9x2.5x0.1cm

CMS5 karboxymethyl-dextran, HPA hydrofobni,
SA streptavidinovy, NTA komplexace kovu, ...




BlAcore

2000

pocatkem 90. let minulého stoleti uvedla na trh svédska firma
Pharmacia (pozdéji Biacore, ..., nyni souc¢ast GE Healthcare)
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Spreeta

= koncem 90. let min. stoleti Texas Instruments

= integrace optické merici a elektronické vyhodnocovaci
casti do jediné soucastky

it ulnp slmq!l|mqms‘uupm‘m

" 0 1 2 3 4 5cm B




Spreeta

svetloprostupny

zlaty povrch plast

sensoru

polarizer

LED a sterbing

= schéma usporadani (puvodni verse)




Spreeta

b

box s elektronikou

|

vstup/vystup

= merici usporadani

(

opticka izolace
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Spreeta




SensiQ: Discovery

* manualni 2-kan. system, rel. vysoky sum <1 RU
= www.discoversensig.com (dodava Nomadics)




2-kan. mikrofluidni cela
sum 0.25 RU

sensor
&ggreﬁeta 2000







SensiQ Pioneer

= automatizovana verze
= 3-kan. cela

* moznost gradientovéeho
a dualniho nastriku

= Sum 0.1 RU




Reichert: SR7000 a SR700DC
.
-} —

= rucni jednokanalovy a automatizovany 2-kanalovy SPR

= modularni design, pritoc¢na a staticka cela

- moznost recirkulace vzorku - nastrikne se do cely a pak se rel.
velkou rychlosti (500 ul/min) pohybuje

- Cipy - smisené PEG/PEG-COOH SAM s nizkou nespec. vazbou

= www.reichertspr.com e Y
| \
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Reichert: SR700DC




Sierra Sensors: SPR2

= sensorem je primo zlatem potazeny hranol
= prostor cely Ize sledova minikamerou (bubliny...)
" www.sierrasensors.com




Sensia: betaSPR




BioRad: ProteOn XPR 36

36 interakcnich zén
- 6 ligandu x 6 vzorku, 42 referenc¢nich zén
- preklopitelna prutocna cela, CCD kamera

marketingova strategie - proteomika
www.bio-rad.com




Horiba: SPRi (imaging)

SPRi-Lab+ a SPRi-Plex

64 (500 um) az 400 (200um) mér. bodu (spots) na 1 cm?
plochy Cipu - hranol s pozlacenym povrchem, aktivovany

nizsi citlivost doporuéené koncentrace vzorku 150 ng/ml
(100-1000 kDa) az 5 pg/ml (4-20 kDa)

vyhoda: vysoce paralelni méreni
nutnost zvladnout cilenou imobilizaci bioligandu




FujiFilm: AP-3000

= unikatni sensor ve forme tycinky (SPR stick)
= ,nejrychlejsi“, screening az 3840 vzork( za den
n mé‘r'.eni p‘r'.i Zastaveném toku Each channel is composed ol

two flow Pﬁ”'lﬂ_ i.e, one 1or
- lokalizované SPR 7 s T?ﬂ
= mikroporézni struktura f ? .
E
|
ceD \/
ﬁqﬂ;ﬂ& il Measurameant
' 1 T \F‘:e:lrarr;n-:a
f 1
|

~TET o« TET o« TS

reference ... nastrik vzorku ... interakce




Resonancni zrcatko - IAsys

exponencialni vina
TIR hranice povrch pro imobilizaci

—
AV VA

-4 14 (-4 L4
@ 4 4 @
< < v <

~p NS SNV, .
V I DI > = resonanéni struktura

2SS

g
&
v

dopadajici odrazené svétlo




Resonanc¢ni zrcatko - signal

_Y_Y_Y_—P_Y_Y_Y_

Vazebna reakce => zmena resonancnich podminek
/\ _>_-:
Intensita Mod:
odraz. ™ :: TE
paprsku EE i
llllllllllllllllllll-.: :.lllllllllllllll..::'lllllllll
>

uhel odrazu a
rezonancni uhel odpovidajici maximu intensity odrazeného paprsku (el. a
magn. slozky) je prubézné sledovan, jeho poloha je umérna zménam
povrchové hmotnosti




Resonancni zrcatko - sensor

vymeénna merici kyveta systému IAsys

vibracéni michadlo

/— merici prostor

spojovaci vrstva

\ rezon. zrcadlo
nizky n

R v hranol rezonovany
ozméry o

5x2x3cm laser
olarizaéni hranol ‘detektor
Citlivé povrchy:

aminosilanizovany, karboxylovany, karboxymethyl-dextranovy,
hydrofobni, biotinylovany




RI FS " reflektometricka interferenéni spektroskopie

reflek€ni spektrum meéni tvar po
navazani biomolekul

interferencni rozliSeni zmény tloustky 1 pm
vrstvy

dopadajici A

svetlo

odrazené paprsky interferuiji 400 A 700




Biacore varianty

nyni (2010) dostupné:

= 4000 (A100) - nejvyssi produktivita, az 4800 interakci/den
= T100 - nejvyssi citlivost

= X100 - osobni systém

= C - méreni koncentraci, certifikovany provoz

= 3000 - univerzalni, citlivy, lze eluovat pro MALDI/MS

= Q - kvalita / kvantita v analyze potravin

= J - nejjednodussi jednokanalovy systém




Porovnani systému

Application/performance
and technical specifications

Biocore T100 -
Unmatched performance

Biacore A100 -
Unmatched preductivity

Biccore Flexchip -

Array-based parallel kinetic

profiling

Biocore X100 -
Ready-to-run research
systam

Biocore 3000 - Interaction
analysis with SPR-MALDI
interface

Biacore C - Rapid and reliable

protein quantification

Application

Kinatic/afinity charocterization

Kineticfaffinlty screaning and profillng

Sngle cycle kinetics

Cancentraotion maasuramant

(ollbratlan-free concentratlan analysls

LMW Interactian analysis

Thermadynamle characterlzatian

Sample recovery for M5

Yas

Yag

Performance and technical specifications

Detection spots/sensar surface

Throughput

Unattendsd run capocity

Autemated data evaluatian

User guldance

Cooled sample storage

Analysls temperature °Cl

GxP compllanca support

445 [In=lIne degasser|

GxP Pockoge

o L ] *ed L 1] -
[ 1 X ] [ X J L] L 1 ] -
- Yeas Plus Package - -
o0 - b & eee
Plus Package
o0 - L ] & -
& - L] & -
Plus Package
- - - L X 1] -
20 400 2 Ll L
o0 [ X X ) L L X 1] [
o080 [ ] L] L 1 ] L 1]
o809 L 1 ] L 1 ] ® o890
*0 L k] L 2 2] a9 L X
o809 - - L 1 ] L 1}
&40 lin-line degasser] 20-37 |In-llne degassar) 25 &40 25
4-&0 with Plus Package,
lincluding In-line degosser]
GxP Package = = GxF Packaga Yes
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BlAcore

2000

pocatkem 90. let minulého stoleti uvedla na trh svédska firma
Pharmacia (pozdéji Biacore, ..., nyni souc¢ast GE Healthcare)




BlAcore - automatizace
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= davkovaé€ vzorku s pozicemi pro zasobniky




SPR biosensor

vymenny biosensor - ,,Cip“ systemu BIACORE
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BIACORE BIACORE 7
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Rozmery
modifikace povrchu: 9x2.5x0.1cm

CMS5 karboxymethyl-dextran, HPA hydrofobni,
SA streptavidinovy, NTA komplexace kovu, ...







Thermally insulated box

Optical unit

Opto-interface e = coglgif(tor

Sensor chip = 1 !







BlAcore - prutoc¢ny systém

= Glass slide

9 < i ’

iy b kil
- ~
I - I Gotd tuyer

1cm

= microfluidics system IFC - miniaturni vyménny modul s pneumaticky

ovladanymi mikroventily, davkovacimi smy¢kami a drahami
= pfFivod pracovniho pufru, reagencii a vzorku k jednotlivym kanaliim

= variabilni nastaveni mérici konfigurace prutoéné cely -1 az 4

, . e I
kanalové meéreni




Prutoc¢né cely

u kI aS I C ky Flow cells, formed by contact of the IFC

(2000, 3000) m PR e N

Sensor surface
- ]
i 4 = =3

* hydrodynamicka adresace (A100)

Optimized for sample throughput Optimized for information per sample
4x5 —— SUOEY BuUNL BOOES J N . 20 —— BUUEd UEE_D JuJ8a Jaaam
iImmobilized immobilized
interactants f interactants
- I O
4 samples 1 sample - ‘ =
N\

= 20 interactions/cycle = 20 interactions/cycle




sample air sample air buffer

Preparing
the injection

dutosampler
! ' inlet

Pruto¢ény systém

flow Inlet
IFC Connector Autagamplar
block 1
Tow |

. waste

0 <

sample loop

the sample H |

Sensor Chip <
Y Eluent pump Autosampler pump
= primy nastrik do cely
Injecting
the sample
Injecting

= nastrik pres smycku




Detail toku v cele

= zpusoby prutoku:

- individualnim kanalem (FCi)

- dvéma (FC1,2 nebo FC3,4)

- tremi (FC1,2,3) nebo vsemi
= vliv prutocéné rychlosti na

vymeénu obsahu cely

10000 —
Response Rise time Fall time
(RU) & '
' _.'- 2
9000 — 1
—— 50 pl/min
: —— 15 pl/min
| w5 pil/min
8000 1
— S\h.”wn
7000 T I T I
0 10 20 30 40 50

time (s)

FC 1

FC 2

ouT

FC 3

J

s

)

FC 4
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Piezoelektrické biosensory

= piezoelektricky efekt - v nékterych anisotropnich
krystalech (kfemen, turmalin, Rochellova sul) se pri
mechanickém namahani generuji orientované dipoly a
vznika elektrické napeti

= naopak, pokud se na krystal privede stridave elektricke
napéti o vhodné (rezonancni) frekvenci, zacne krystal se
stejnou frekvenci vibrovat, pritom se prevazna cast
energie (105:1) uchova v oscilujicim systemu a
nerozptyluje se do okoli




Piezoelektrickée materialy

osa (index)

el. pole

Ay(3)

orientace piezoelektrické desticky anisotropnich materiala
jsou elektrické, mechanické a magnetické viastnosti
rizné vzhledem k ridznym osam

mechanické deformace:

desticka disk

d;, délkova radialni
d,, Sirkova
d,; tloustkova tlousStkova

prirodni: monokrystaly kfemene, z nich se pfipravi vlastni sensory jako
destiCky vyfezané pod presnym uhlem (fezy AT, BT, ST, ...)

umelé: (dnes i kiemen) keramika: polykrystalicka, ale uniaxialni
(orientované), priprava sintrovanim (ZnO, LiNbO,, LiTaO,, Bi,,GeO,,),

snadné tvarovani a nanaseni

plasty: polyvinylidenfluorid PVDF (-CH,CF, -)_-smeés (asi 1:1) amorfni
a polykrystalické formy, z nepolarni nahodné orientované a polarni
orientovane slozky)




Vibrace
piezosensoru

= QCM quartz crystal microbalance; SAW surface acoustic wave; SH-APM shear
horizontal acoustic plate mode FPW flexural plate (Lamb) wave.

= oscilace muze probihat v celém objemu materialu, nebo pouze v povrchové vrstvé.
Konkrétni systémy jsou uvedeny na obrazku; €asto se uplatnuje nékolik druhu
oscilaci soucasne.




Piezosensory - chemickeé mikrovazky

kovové elektrody

P
-
-, RS
7 N\
7 -
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1 }____
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objemova akusticka vina desticka
] _ | z kfemene
schéma tloustkové kontakty
strihoveé vibrace AT-fez
ey
| amplituda | drzak | 52220 MHz
Piezoelektricky krystal
Hmotnostni citlivost: 2
-2f ,Am
QCM - quartz crystal AFf =

microbalance A
v PgM




Merici usporadani

X pumpa
0 I

vzorek

odpad

prutoc¢na cela s krystalem

citaC (meéric
frekvence)

1T

oscilacni
obvod
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Oscilacni obvod

OUTPUT
NC

“|r F
.8_ GND2 F
U1 74L.S320

schéma hradlového oscilatoru




Piezosensory v kapalinach

Af - 2fOZA,n Af — f03 ”LpL
A PaH, P gH,
hmotnost viskozita

= pfFi navazani latky na aktivni povrch elektrod dojde ke zméneée
resonancni frekvence f,

= zmeéni se hmotnost celého systému a vibrace se zpomali - frekvence
poklesne

= pokud krystal osciluje navic vpritomnosti kapaliny, dochazi k dalsim
zménam f, v dusledku tlumeni oscilaci (viskozita prostredi).




Tlumeni v kapalinach
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Komercni systéemy

Firma / kontakt

Produkt / popis

Akubio, Cambridge, GB
(http://www.akubio.com)

Resonant Acoustic Profiling — technologie zalozena na
piezokrystalech, planovan métici systém vhodny pro studium
biointerakci a aplikace ve farmaceutickém pramyslu, ve vyvoji

Elchema, Potsdam, NY, USA
(http://www.elchema.com)

fada modelt, 10 MHz krystaly, pievodnik frekvence-napéti a
analogovy vystup, elektrochemickd méteni zakladni EQCN 420
—rozliSeni 0.1 ng (cca 0.1 Hz) 5000 USD, nejvyssi EQCN 900 —
vcetn¢ impedancniho méteni, 24000 USD

Elbatech, Marciana, Italie
(http://www.elbatech.com)

QCMagic, krystaly 10 MHz, ¢itacem je PCI karta, rozliSeni 1
Hz, az 4-kanalovy

CH Instruments, Austin, TX, USA
(http://chinstruments.com)

Model 400, Time-Resolved Electrochemical Quartz Crystal
Microbalance, specializované pro elektrochemické experimenty,
8 MHz krystaly, rozliSeni lepsi nez 0.1 Hz

Initium, Tokio, Japonsko
(http://www.initium2000.com)

Affinix Q, 27 MHz krystaly, michana komurka, spec. na
biointerakce, také 4-kanalova varianta

Maxtek, Santa Fe Springs, CA
(http://www.maxtekinc.com)

Research Quartz Crystal Microbalance, zamétfeno na
elektrochemické pokovovani, velké krystaly 4 az 10 MHz,
rozliSeni 0.03 Hz, aZ tfikanélovy

Princeton Applied Research / AMETEK ,
Oak Ridge, TN, USA
(www.princetonappliedresearch.com)

QCM 922 — 9 MHz krystaly, rozliSeni 0.1 Hz, soucasn¢ méfi i
resistanci krystalu, vyvinuto spolu s firmou Seiko

QCM lab, Jirfilla, Svédsko
(http://www.qcmlab.com)

QCM 3 —rozliSeni 1 Hz (klasicky ¢itac), sou¢asné méfi 1 proud
tekouci krystalem (resistance), dualni oscilator, Siroky rozsah
teplot (-200 az 500 °C)

Q-Sense, Vistra Frolunda, Svédsko
(http://www.q-sense.com)

D-300 - krystaly 5 MHz, rozliSeni 0.01 Hz, soucasn¢ méfi i
disipa¢ni faktor — tlumeni oscilaci krystalu, stacionarni
uspotadani, temperace, vhodné i pro mikroskopicka pozorovani;
E4 — ctyfkanalova prato¢na varianta, obdobné parametry

Stanford Research Systems, Sunnyvale,
CA, USA (http://www.thinksrs.com)

QCM100 - krystaly 5 MHz, vystup resistance, vyzaduje externi
Cita¢

Universal Sensors, Kinsale, Ireland
(http://intel.ucc.ie/sensors/universal)

PZ-105, krystaly 10 MHz, rozliSeni 1 Hz, zastaraly model




Affinix Q




Affinix Q4

= vicekanalové meéreni
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PZ detector

computer
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Detektor MultiLab

= portable piezoelectric detector, computer-controlled

“ highly sensitive and rapid measurements

= principle: output frequency from the oscillator(1) is subtracted(5)
from a similar stable reference frequency generated by DDS(2)

= thus obtained low frequency is filtrated(6), converted to
voltage(9), filtrated(10) and finaly converted to digital signal

using A/D(11)
* the resolutionis 0.05 Hz/ 20 ms
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Flow-cell design

Bad cell (not shown)
— large internal volume
- slow mixing

Sample I |
1 min

l Good cell, crystal

fixation not constant
h ‘ 25 Hz

Optimized cell,
constant pressure on the crystal
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Viscoelastic substance - High dissipation

The quartz crystal with its coating substance is
oscillating at constant frequency. The power source IS
then disconnected and the amplitude of the oscillation
rapidly decreases, due to the high energy loss in the
viscoelastic film,

Adhesion

Mmeri soucasné zmeénu resonancni
frekvence a tzv. disipacni faktor D -
zavisi na tlumeni oscilaci




Rigidni a viscoelastickeé vrstvy

&

tenky rigidni film: horni i dolni povrch vibruji synchronne

viskoelasticky film: horni i dolni povrch vibruji s
fazovym posunem - vétsi tlumeni, ,,vetsi“ odezvy




Vice informaci z piezosensoru?

= meérené zmeéeny frekvence neodrazi pouze zmeny hmotnosti,
ale i struktury adherujici vrstvy

= potreba merit dalsi parametry, umeérné viskoelastickym
zmeénam (tlumeni)

= disipacni faktor D (Q-Sens)
= resistance R (Seiko / PAR)

= energie dodavana krystalu z oscilachiho obvodu (AGC,
auto gain control)

= impedancni mereni




Impedancni charakteristika

S [fmax, |Z|max] IZI
| (kQ) s wer
L, 1. pasivni merici metoda
45 - .
o T TY: 5 | na krystal se pfivadi
' ‘ 20 proménna frekvence a

sleduje se zmena
velikosti impedance |Z]
a fazovy posun ©

= vysledkem je vétsi mnozstvi informaci o déjich na povrchu krystalu a
vyssSi spolehlivost méreni - odliSeni hmotnostnich a viskozitnich
Zmeén




Impedancni meéreni

pomoci DDS syntetizatoru AD 7008
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Impedancni meéreni

Effect of mass loading

Amplitude:
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Soucasné trendy afinitnich biosensoru

= SPR systémy jsou smeérovany do farmaceutické oblasti

= screening novych latek s potencialné vyuzitelnymi
fyziologickymi viastnostmi

= cilové biomolekuly se imobilizuji na povrch sensoru a
sleduje se jejich interakce s vazebnymi kandidaty

* bud’ hotové molekuly (naro€né - mnoho moznosti)

= nebo ,,knihovny*“ stavebnich fragmentu (par set), z téch
reagujicich se pak nasledne vytvari kompletni molekuly




