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Uvod

Prudky rozvoj gentechnoldgii, poziadavka po vyvoji metodd na rychlu analyzu
génovych muticii v medicine, potreba kontroly bakteriologickych kontaminacii
v potravinarstve, ako aj Stidium hybridizacie DNA na pevnom povrchu samotné, to
st len niektoré z dovodov stale rastliceho zdujmu a sndh o vyvoj biosenzora na
detekciu Specifickych sekvencii DNA. V sti¢asnosti pouzivané biochemické metddy
sekvenovania na analyzu postupnosti nukleotidov v molekulach DNA, su ¢asovo,
technicky a financne vysoko naro¢né. Preto je jednym zo sucasnych trendov
vyskumu v biofyzike a biochémii vyvoj metddy a zariadenia, pomocou ktorého by
bola moznd analyza DNA "na pocCkanie" a bez velkych technickych a finan¢nych

narokov.

Perspektivne sa v tejto oblasti ukazuji byt’ biosenzory na detekciu Specifickych
sekvencii DNA, zaloZzené na hybridizacii jednonitovych vldkien DNA, vyuZzivajlice
na detekciu elektrochemické, optické, alebo akustické ( nanogravimetrické ) metody.
Tymito metédami sa uz v sGCasnosti dari detekovat pM koncentracie umelo
nasyntetizovanych  kratkych (s dizkou niekol’ko  desiatok  nukleotidov )
jednonit'ovych vlakien DNA v stvislosti s ich zloZenim — postupnost’ou nukleotidov.
Zatial' vSak 1ide len o vysledky =ziskané v umelych aidedlnych laboratornych
podmienkach a testovanie roéznych moZznosti. Hudbou budicnosti by malo byt
biosenzorické, tzv. "lab on the chip" zariadenie, v ktorom by v redlnom case
prebiehala po dodani fyziologickej vzorky jej uprava a néaslednd analyza, schopné

pracovat’ v beznych laboratornych a klinickych podmienkach.

Senzory zalozené na akustickych kmitoch ( piezoelektrické senzory ) st vd’aka
svojej extrémnej citlivosti na povrchové interakcie idealnym kandidatom na
konStrukciu DNA biosenzorov. Zvlast’ najjednoduchsi z nich — TSM rezonétor sa
v sucasnosti stale CastejSie pouZziva pri Studovani hybridizdcie DNA na pevnom

povrchu v mnohych biofyzikalnych a biochemickych laboratoriach na celom svete.

Cielom tejto prace je podat struény prehlad o piezoelektrickych senzoroch

aich moznostiach pre konstrukciu biosenzorov. Druhd cast’ je zamerana na TSM



rezonator, jeho pouzitie ako biosenzora a stru¢ny prehl'ad moznosti jeho vyuzitia na

Stadium hybridizacie DNA na pevnom povrchu.



1. Biosenzory

Biosenzory su citlivé snimace, navrhované na detekciu fyzikalno — chemickych
veli¢in alatok v biologickych prostrediach. SU to zariadenia vyuzivajuce
biochemické a biologické deje prebiehajiice na molekularnej tirovni, ako zéklad na
detekciu a kvantitativne stanovenie chemickych a biologickych latok. Biosenzor sa
sklada z biologického rozpozndvacieho elementu ( receptora ), ktory je napojeny na
chemicko — fyzikalny prevodnik — signdlovy meni¢ (obr.1.1) Po Specifickej
interakcii medzi rozpoznavacim elementom a analyzovanou latkou ( analyt), sa
v chemicko — fyzikalnom prevodniku generuje fyzikalny signal, d’alej spracovavany
elektronickymi obvodmi. Cely systém je spracovany tak, aby bol pouZitelny bez

d’alSich elementov a Specificky k ciel'ovej latke.

VSTUP hiologicky chenmiclko- : VYSTUP
amalyzovani > senzitimy — frzikilny 5 :‘i';‘:ﬂ“:lm Ivantita
vzorka > element prevodnik elekir, signil

Obr. 1.1 Princip a zloZenie biosenzora.

Proces merania — sledovanie pozadovanej reakcie biosenzora na pritomnost
analyzovanej latky, moZno na molekularnej Grovni porovnat’ s principom zamok —
kl'a¢ (obr. 1.2)). Zabudovand molekula receptora — “zdmok™ vytvara s molekulou
detekovanej latky — “klI'acom” komplex, na vznik ktorého reaguje chemicko —
fyzikdlny prevodnik generovanim fyzikdlne meratelného signalu ( elektricky,
mechanicky, tepelny, opticky alebo magneticky ), ktory je dalej zosilneny
a prevedeny do formy ktora mézZe byt zobrazend a uloZena. S inymi molekulami
receptor neinteraguje, alebo vystupny signdl ma iny charakter

Biologické rozpoznédvacie elementy mozno rozdelit do dvoch skupin:
katalitycké, ktoré zahfiiaji enzymy, mikroorganizmy a rastlinné alebo ZivociSne

tkanivd, a nekatalytické (afinitné ), medzi ktoré patria protilatky, receptory



a nukleové kyseliny. Rozpoznavacim elementom moze byt aj syntetickd molekula,
avSak, vo vela pripadoch chemickd zlozitost analytu, osobitne ak ide o protein, to

nedovoluje a velka seletivita je dosiahnuta iba biologickymi molekulami.

®
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Obr. 1.2 Zékladna schéma prace biosenzora, princip zdmku a kluca.

Vyber molekuly receptora a jeho napojenie na vhodny fyzikalno —chemicky
prevodnik suvisi s dosiahnutim pozadovanych analytickych charakteristik
biosenzora, ako Specifickost’, citlivost’, dete¢ny limit, meraci rozsah, line4rnost, ¢as
odozvy, teplotna stabilita, reverzibilita a pod. Medzi tymito parametrami existuju
Casto obmedzujuce vzt'ahy. Napr. potreba vysokej reverzibility obmedzuje citlivost’
azvySenie citlivosti zas modze znizit Specifickost apresnost’ pristroja.
NajpretrvavajucejSim problémom biosenzorov je ich ¢asova a mechanicka stabilita,
ktora je tiez podmienena biomolekulou receptora aspdsobom jej spojenia

s biosenzorom. Zakladné rozdelenie biosenzorov je v tabul’ke 1.1.

Vyhodou biosenzorov je schopnost’ Specificky a vel'mi citlivo urcit’ spektrum
latok v procesoch analyzy v klinickych laboratérnych podmienkach, ale aj pri
kvasnych procesoch, kontrole znecistenia zivotného prostredia apod.. In vivo

a in line meracie moznosti biosenzorov su stredobodom zaujmu sucasného vyskumu



v tejto oblasti. DalSou vyhodou biosenzorov je, Ze malo ovplyviiuju biologické
prostredie, v ktorom pracuji. V porovnani s konvencnymi metédami na detekciu
niektorych veli¢in, m6ze byt ich pouzitie aj menej ¢asovo a finan¢ne naro¢né. Ich

nevyhodou je ale menSia ¢asova a mechanicka stabilita a naro¢na priprava.

princip merana vystupna veli¢ina | priklad

ELEKTROCHEMICKE

ZMENY

potenciometricke zmena napitia enzymové elektrody,

ampérometrické zmena pridu protilatkové a bunkové
elektrody

OPTICKE ZMENY

absorpcia arozptyl svetla, |zmeny intenzity, farby, elipsometria,

refrakény index, emisie svetla, rozptyl svetla,

fluorescencia, polarizacia, vnutorna refraktometria,

interferencia fluorescenc¢na polarizacia

TEPLONE ZMENY

enzymove termistory zmeny teploty enzymove,
imunoenzymové reaktory

MECHANICKE A

AKUSTICKE ZMENY

hmotnost’, hustota, zmeny hmotnosti, piezoelektrické zariadenia

viskozita amplitidy, fzy, alebo (SAW, APM, FPM, TSM)

frekvencie akustickej viny

Tabul’ka 1.1 Zékladné rozdelenie biosenzorov podla meranej vystupnej fyzikalnej

veliCiny.




2. Biosenzory zaloZené na akustickych kmitoch

Pri senzoroch zalozenych na akustickych kmitoch (acoustic wave sensors,
d’alej skratka a.w. senzory ) je meranou vystupnou veli¢inou mechanickd, akusticka
vlna. Pri Sireni sa akustickej viny cez objem, alebo po povrchu materialu, vyvolava
kazd4d zmena v ceste Sirenia sa viny, zmenu v jej rychlosti, amplitade, alebo faze.
Zmeny na aktivnom povrchu senzora pri kontakte s analyzovanou latkou, su v tomto
pripade sledované meranim zmien vlastnosti akustickej viny, Siriacej sa cez objem
alebo po povrchu senzora. Pomocou a.w. senzorov je tak mozné merat v plynnom
alebo kvapalnom prostredi zmenu povrchovej hmotnosti, spésobenti adsorpciou
molekul na povrch senzora a viskoelastickych vlastnosti tenkych filmov a tekutin.
Vysoka citlivost’” a.w. senzorov, schopnost’ prace v roztokoch a moznost’ sledovat
tieto zmeny priebezne, znich robi vhodny nastroj na konStrukciu biosenzorov

a Stadium afinitnych interakcii.

2.1 Technologia a vlastnosti akustickych senzorov

Na vyrobu aw. senzorov sa pouzivaju piezoelektrické materialy.
Piezoelektricky jav bol objaveny v roku 1880 bratmi Pierrom a Paulom-Jacques
Curie. Dochddza pri nom ktvorbe elektrického naboja pri aplikovanom
mechanickom strese a naopak, privedenie vhodného elektrického pol'a na material

v iom sposobuje mechanicky stres.

V piezoelektrickych a.w. senzoroch sa na povrch senzora privddza vhodné
striedavé napitie, ktoré v piezoelektrickom materidle generuje mechanick
(akusticka ) vlnu, ktord po prechode materidlom zas spdtne vytvara merané

elektrické napétie.

Medzi najviac pouzivané materidly na vyrobu piezoelektrickych senzorov
a zariadeni patri: kremenny kristal ( quartz crystal, SiO, ), litium tantalat ( LiTaOs )
a littum niobat ( LiNbO; ). Kazdy ma vyhody a nevyhody, napr. teplotnu zavislost,



utlm, rychlost’ Sirenia sa viny a cenu. Vyhodnou vlastnostou kremenného kristalu je
moznost’ zniZenia teplotnej zavislosti pri vhodnom uhle vyrezu vzhladom na

kristalick( mriezku.

Elektrické napitie sa na piezoelktricky substrat privadza a je spédtne snimané
pomocou elektréod vhodného tvaru, ktoré sa na povrchu substratu vytvaraju viacsinou
naprasenim kovu cez masku, alebo fotolitografickymi technikami. Tvar a material

elektréd zéavisi od pouzitia senzora.

2.2 Typy a.w. senzorov

A.w. zariadenia sa rozdelujd podla sposobu (moddu) Sirenia sa viny
v piezoelektrickom substrate. Mechanickd vlna sa moéze Sirit' cez objem piezoel.
substratu ( bulk wave ), alebo po jeho povrchu ( surface wave ) a v oboch pripadoch
moze byt smer kmitania Castic prostredia kolmy ( shear mode ) alebo rovnobezny so
smerom jej Sirenia. Spdsob Sirenia sa viny obmedzuje moznosti pouZitia senzora. Pri
senzoroch s kmitanim v kolmom smere na povrch senzora ( pri SAW senzoroch )
dochadza vo vodnom prostredi k silnému utlmu vilnenia, preto sa tieto pouzivaju iba
na merania vo vakuu alebo v plynnom prostredi, zatial ¢o senzory vyuzivajice kmity
v robnobeznom smere s povrchom ( TSM, SH-APM a SH-SAW senzory) tento

problém nemaju a efektivne pracuji v tekutinach aj v plynnom prostredi.

Ako jedna z charakteristik a.w. senzorov sa dalej uvadza gravimetricka

citlivost’ S, ktora je definovana:

I (Afj (2.1)

B Ams f

Kde Af je zmena frekvencie v Hz, ktori vyvold deponécia tenkého filmu
s povrchovou hustotou 72, (g/cm”) na povrch senzora s pracovnou frekvenciou f. Cim

je hodnota S,, vysSia, tym je senzor citlivejsi.
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2.2.1 TSM rezonator

TSM rezonator, tiez oznaCovany ako QCM ( quartz crystal microbalance )
alebo kremenné mikrovahy, je najstarSie, najznamejSie a najjednoduchsie a. w.
zariadenie. Je tvorené z tenkého disku AT-rezu kremenného krystalu, ktory méa na
oboch stranéach tenké paralelné kruhové elektrody ( obr. 2.1 ). AT-rez ( uhol vyrezu

z kryStalu vzhl'adom na kryStalicka
. . e — virchind a spodi
mriezku ¢ =-35°05" az -35°25”) je o ">(ulahlr#dn

voleny pre jeho  minimalny
frekvencny  teplotny  koeficient

( zé&vislost’ frekvencie kmitania od

teploty ). Pri vzniku elektrického

napétia medzi elektrédami

|
'] kmettwenny kredtdl

AT-rez kremenného Kiystalu
dochadza  k Smykove;  ( shear)

deformécii kryStalu. Aktivny Obr. 2.1 Shéma TSM rezonatora a znazornenie

deformacie pri kmtani.
povrch senzora je povrch jednej

z elektrod.

TSM rezonator sa v elektrickom obvode chovéd ako RLC oscilator. Pri pouziti
striedavého napitia s frekvenciou zodpovedajucou rezonancnej frekvencii krystalu,
v iom dochadza k vytvoreniu stojatej mechanickej objemovej viny, s maximalnou
vychylkou kmitania na povrchu kryStalu, ¢o z neho robi citlivy senzor na povrchové
interakcie —zmenu hmotnosti na povrchu, alebo viskoelastickych vlastnosti
rozhrania povrch / tekutina. Pri aktivnom zapojeni TSM rezonatora, sleduje budiaci
obvod rezonan¢nl frekvenciu kriStalu, ¢o je vhodné pri kontinudlnom sledovani
rychlych procesov. Pri pasivnom zapojeni sa pomocou skenovania meria impedancna
charakteristika kri§talu. ZvySenie hmotnosti na povrchu kristalu spdsobuje zniZenie
rezonancnej frekvencie, posun pikov a zmenu tvaru impedanénej krivky. Vyhodnou
vlastnostou TSM senzora je moznost pouzivat popri gravimetrickej detekcii
v tekutom prostredi zaroven detekciu elektrochcemicku. Ked'ze aktivnym povrchom
TSM senzora je kovova elektroda, moze sa pouzit' ako pracovnad elektroda pre
elektrochemické merania. TSM senzory vyuzivajuce tito moznost' sa oznacuju ako

EQCM ( ETSM ) Typické TSM rezonatory pracuju pri frekvenciach 5 az 30 MHz,

10
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pricom vysSia pracovna frekvencia umoziiuje vysSiu citlivost’ senzora. Pracovna
frekvencia TSM rezonatora je nepriamo umerna jeho hrubke, ktord je obmedzena
technickymi moznostami pri jeho vyrobe a manipuldcii snim. Priklad: TSM
rezonator s rezonanc¢nou frekvenciou 6MHz maé gravimetricku citlivost’ na zmenu

povrchovej hmotnosti Sy,= -14cm?/g.

Viac informacii o TSM rezonatoroch a ich vyuziti je v ¢astiach 3 a 4.

2.2.2 SH — APM senzory

SH-APM  (Shear  Horizonatal clektioda
Acoustic Plate Mode ) senzor tvori tenky :
platok  piezoelektrického  materialu,

ktory ma na jednej strane elektrody —

vstupny a vystupny menic¢ ( vytvorené

fotolitografickymi technikami ). Rl
) ) ) 9 piezoelektricky
V senzore sa generuje objemova vlna so substrat

smerom kmitania castic rovnobeznym  Qpr. 2.2 Schéma SH-APM senzora.

s povrichom (obr.2.2). Na meranie
mozno pouzit’ obe strany. Absencia normalovej zlozky kmitania umoziiuje pouzitie
senzora na meranie v tekutom prostredi, pricom vs$ak elektrédy musia byt’ od roztoku
1zolované.

Pracovnd frekvencia SH-APM senzora rastie so zmenSujucou sa hrubkou
piezoelektrického substratu. Oproti TSM senzorom maju SH-APM senzory vysSiu
citlivost’ a pracuju pri vysSich frekvenciach. Priklad: SH-APM senzor s pracovnou

fkvenciou 97MHz ma gravimetricku citlivost’ Sp=-19,4cm?/g.

2.2.3 SAW senzory

Anglickym nazvom Surface Acoustic Wave — SAW sensors, sa oznacuju
piezoelektrické senzory vyuzivajuce akustické vinenie Siriace sa po povrchu senzora.

Tento sposob $irenia sa mechanickej viny — po pevnom povrchu bol objaveny v roku

11
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1887 Lordom Raleighom, podla ktorého sa tieto viny nazyvaji Raleighove.

V piezoelektrickom substrate senzora je

pomocou elektrod generovana o i i
vstupna a wrestupna elekiroda

a detekovana stojata vlna, pri ktorej je | \_\

vychylka kmitania castic kolma na

povrch senzora ( obr. 2.3 ), ¢o z neho robi

extrémne citlivé zariadenie na detekciu i |

zmien povrchovej hmotnosti a meranie
viskoelastickych ~ vlastnosti  tenkych piezoelekiricky substrat
filmov. Nevyhodou tohto typu senzora je  (O)hr. 2.3 Schéma SAW senzora.
vSak obmedzenie na merania len vo
vakuu alebo plynnom prostredi, pretoze v tekutine dochadza pri kolmom kmitani
Castic vzhl'adom na povrch k silnému Gtlmu. Tento problém rieSia SH-SAW ( Shear
Horizontal SAW ) senzory. Vhodnym vyberom rezu z piezoelektrického kristalu sa
d4a zmenit' mdéd povrchovej viny. V SH-SAW senzorch vznikd povrchova vina so
smerom kmitania ¢astic rovnobeznym s povrchom senzora, ¢o vyrazne znizuje utlm
v tekutom prostredi a umoziluje tak pouzivat’ toto zariadenie ako biosenzor.

Typické SAW senzory maji amplitddu vychylky povrchovej viny priblizne
10A, vlnové dizky 1 az 100 um a pracovné frekvencie 25 az S00MHz. Priklad: SAW
senzor pracujici s frekvenciou 97MHz ma gravimetricku cilivost Sp=-130cm?*/g.

Spomedzi piezoelektrickych senzorov st SAW senzory najcitlivejSie.

2.2.4 Flexural — Plate Wave ( FPW ) senzor

V tomto type senzora sa generuje akusticka vlna s normdalovou vychylkou
kmitov v tenkej membrane. V tenkej membrane z vhodného materidlu ( napr.
dusi¢nan kremicity, SizN4) sa generuje vlnenie pomocou kontaktu s tenkou
piezoelektrickou vrstvou, na ktorej membrana lezi (obr 2.4) Vynimocnou
vlastnostou FPW senzora je, ze v pouzitej membrane je fazova rychlost’ vinenia
niz8ia ako vo vécSine tekutin a preto v tekutom prostredi nedochadza k vyzarovaniu

tlakovych vin a k vyraznému utlmu. Ked’7e hrabka membrany byva zvy&ajne vel'mi

12
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malé — niekol’ko um a vychylka jej kmitov relativne vel'ka — az do 100nm, mé toto

zariadenie vysoku citlivost na zmeny povrchovej hmotnosti a viskoelastickych

vlastnosti  prostredia. Bezné FPM
senzory pracuju pri frekvenciach 1 az
10 MHz. Priklad: FPM senzor
s hrabkou membrany 3um a pracovnou
frekvenciou SMHz, méa gravimetricku
citivost  na  povrchovi  zmenu
hmotnosti  Sp= -424cm?/ g.  Vdaka
pomerne velkej amplitide kmitov

membrany je mozné pouzt toto

-,
Sl btz oo i

Obr. 2.4 Schéma-rez FPW senzora.

zariadenie aj ako mikropumpu. Vyhodné vlastnosti FPM senzora m6zu byt vyuZzité

najma pre biosenzorické merania v roztokoch.

Pozn.: vacSina informacii v tejto Casti je z knihy Acoustic wawe sensors theory,

design, and physico — chemical applications.

13
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3. TSM rezonator

TSM rezonétor ( tiez zndmy ako QCM, alebo kremenné mikrovahy ) je vd’aka
svojim vyhodnym vlastnostiam — jednoduchosti, dostato¢nej citlivosti a relativne
nizkej cene rozSirenym ndstrojom na Studium afinitnych interakcii v mnohych

biochemickych a biofyzikalnych laboratoriach.

3.1 Princip prace TSM rezonatora

TSM rezonator vyuziva strizny ( shear ) mod kmitov, s maximélnou vychylkou
na povrchu kremenného kristdlu, ktoré sa vnom generuju v stlade
s piezoelektrickym efektom, privddzanim striedavého napitia na povrch kristalu
prostrednictvom elektrdd. Pri frekvencii striedavého napétia zhodnej s rezonan¢nou
frekvenciou kristalu fj, sa v kriStale tvori stojata vlna s frekvenciou f). Velkost f

zavisi od hrubky kristalu #,:

A% Hq
= v=_|— 3.1
fo N o G.1)

kde v je rychlost’ Sirenia zvuku v kremeni,u, =2.95 x 10" g cm™ s modul
pruznosti kremena ap,=2.65 g cm™ hustota kremefa. Ak je na povrchu kristalu
tuhy film s hmotnost'ou Am, sposobi pokles rezonanc¢nej frekvencie kristalu o Af; Pre

malé Am je zavislost’ Af; od Am linedrna ( Sauerbrey 1959 ):

A Am
f_ m

(3.2)

kde m je hmotnost’ samotného kristalu. Vyuzitim rovnic 3.1, 3.2 am = p,4 ¢,

dostaneme:

Ai=—f7 2

’ A/ 1apq

Am (3.3)

14
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kde 4 je plocha aktivnej elektrody (na ktorej je film Am ) kristalu. Tieto
vztahy vSak predpokladaji kmitanie kristalu vo vakuu alebo vo vzduchu pri

konstantnych podmienkach.

V pripade, ze je aktivny povrch f

kristalu v tekutom prostredi, ",:‘:' m ,nl
, . . C L, 2 /1 vina v tektine

dochadza k zviazaniu elastickych tenk Tm am M

7 v, 7 . , . L B
prienych vin v kristale s viskdznymi =i -

o . . 5 , Elekirida
priecnymi  vlnami v tekutine, o = - TGtz
vedie k tlmeniu kmitov a k poklesu | stojati vina
rezonancnej frekvencie kristalu o Af, :
Elekiriia

( Kanazawa 1985 ). Obr. 3.1 Rez TSM rezonatorom

s adsorbovanym tenkym filmom v tekutine.

anL (3)
TH4Pg

kde n; je dynamicka viskozita tekutiny a p; hustota tekutiny. Vysledny pokles
rezonancnej frekvencie Af' TSM rezonatora s povrchom pokrytym tenkym filmom

s hmotnostou Am a v tekutom prostredi je teda:

2 3
A =—f7 Am — 2 | MPL (3.4)
A [Hgpq TP,

a rezonancnd frekvencia f, pokrytého kristalu je:

Jr=Jo-Af 3.5)

3.2 Elektricky a mechanicky model TSM rezonatora

Elektrické vlastnosti piezoelektrického kriStalu mozno vyjadrit’ nahradnym
obvodom, zloZenym zodporu R, indukcnosti L akapacit C aCy (obr. 3.2a)
( Maramatsu 1988 ). Sériovd RLC vetva modelu popisuje dynamické spravanie TSM
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rezonatora v okoli zdkladnej frekvencie f, = vetva stlou paralelnd s kapacitou Cj
predstavuje kapacitu tvorentt elektrédami kriStalu a dielektrikom medzi nimi.
Sériovit RLC vetvu popisuje rovnica:

d’q . dg

1
L—+R—+—qg=U 3.6
de? a c? (3.6

kde ¢ je elektricky naboj a U napitie.

[ -« N

. L € R 3

Obr. 3.2 Elektricky a) a mechanicky b) model TSM rezonétora.

Mechanicky model TSM rezonatora je znazorneny na obrazku 2b ( Maramatsu
1988 ) a rovnica ktora ho popisuje ma tvar:
d®x  dx

1
m—+r—+—q=F 3.7
a2 Tatcod (3.7)

m

kde x je posunutie, m hmotnost’, » koeficient trenia a C,, koeficient pruznosti.

Porovnanim rovnic 3.6 a 3.7 azavedenim koeficientu elektromechanického

zviazania k vedie k vztahom medzi elektrickymi a mechanickymi veli¢inami:

m (3.8)
e
C =Cnk’ (3.9)
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(3.10)

Rovnice 3.8 az 3.10 ukazuju vztahy indukcnost’ —hmotnost, kapacitancia —
pruznost’ aelektricky odpor —trenie. Indukénost’” suvisi so  zotrvacnost'ou
kmitajuceho kriStalu, kapacita s elastickymi vlastnostami kristalu a odpor s roznymi
disipativnymi procesmi. Ako ukéazal Hayward (1992), pre TSM rezonator s jednou
stranou v kontakte s tekutinou je impedancia Z ( tzv. viskdézna impedancia ) priamo

timerna (n.pp)”:

Z=2nk.|fom,p, (1+i) (3.11)

kde ije druha odmocnina z —1. Zrovnice (3.11) je zrejmé, Ze meranim
impedancie TSM rezonatora je mozné urcit' viskozitu kvapaliny a jej prispevok

k celkovej zmene zakladnej frekvencie TSM rezonatora.

3.3 TSM rezonator ako biosenzor

TSM rezonator mdze pracovat vo vakuu, v plynnom aj v tekutom prostredi.
Povodne bol TSM rezondtor pouZivany na meranie hmotnosti povrchovych
sedimentov vo vakuu ( Sauerbrey 1959). V sucasnosti sa okrem vyuZitia
v elektrotechnike stale viac pouziva TSM rezonator ako biosenzor na Studovanie

afinitnych interakcii biomolekul.

Pri merani méze byt TSM rezonator bud’ v aktivnom alebo pasivnom zapojeni.
Aktivna metdda je vhodnd na sledovanie ¢asového priebehu afinitnych interakeii.
Piezokristal tvori v tomto pripade aktivny prvok oscilacného obvodu, ktory sleduje
jeho rezonan¢nu frekvenciu (obr. 3.3a). Vysledkom merania je zavislost
rezonancnej frekvencie kristalu od ¢asu (obr. 3.3b ). Zmena frekvencie pred a po
interakcii s analyzovanou vzorkou stivisi so zmenou hmotnosti na povrchu senzora
podla vztahu 3.3. BeZzna Casova rozliSitelnost’ merania je priblizne 1s. Vztah 3.3
vSak predpoklada vytvorenie tuhého a suvislého filmu na povrchu kristalu. Pri

merani v tekutine sa medzi naviazané molekuly na povrchu kriStdlu mozu dostavat
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TSM senzor
piezo. kristal Fl —
I
AT
oscila- titat | osobhny >
tor frekv. potitai

a b t

Obr. 3.3 Aktivna metdda: a) schéma zapojenia TSM rezonétora, b) vystupny
signal — zmena rezonanc¢nej frekvencie po dodani analytu ( zndzornené Sipkou )do
roztoku.

molekuly roztoku amodze sa menit viskozita prostredia na rozhrani povrch
senzora/tekutina. Vysledna zmena frekvencie po naviazani analytu merand v tekutine
preto nemusi presne zodpovedat’ hmotnosti samotnych molekul analytu naviazanych

na povrch senzora.

Pasivna metdoda merania poskytuje vacSiu informéciu o zmenach na rozhrani
povrch senzora/tekutina, ale za cenu védcSej komplikovanosti a bez moZnosti
priebezného sledovania zmien. Je zaloZzend na frekvencnej analyze ( network
analysis ) — po€as merania sa na piezokriStal privadza striedavé napdtie s plynule sa
meniacou frekvenciou v okoli rezonancnej
frekvencie  piezokriStalu  ameria  sa
impedancia Z a fazovy posun ¢ (obr. 3.4). piezo. kristal

Naslednym spracovanim ( fitovanim, |-I I-::l |_|

hl'adanim lokalnych extrémov a pod. ) sa urci

frelcvenény

) . . PC
(nLpL)” a Am. Potrebny &as na zosnimanie analyzator

frekvencného spektra sa podl'a pozadovanej

Obr.3.4: Schéma zapojenia TSM
rezonatora pri merani pasivnou
( frekvenény analyzator ) pohybuje od  metodou.

presnosti  akvality pouzitého  pristroja

niekol’kych sekun po niekol'’ko minut.

18



19

3.3.1 Sposoby modifikacie povrchu TSM rezonatora pre

biosenzorické aplikacie

Aktivny povrch TSM senzora je tvoreny tenkymi kovovymi elektrodami
z uslachtilych kovov, ako napr. zlato, platiana alebo paladdium. VicSina procesov
vyuzivanych v biosenzoroch je zalozend na reakciach prebiehajicich na rozhrani
pevny povrch senzora/tekutina a ich priebeh je teda vyrazne ovplyvneny chemickou
modifikéaciou tohto rozhrania. Pokrytie kovového povrchu senzora tenkym filmom,
tvorenym jednomolekulovou vrstvou vhodnej latky mé velky vplyv na zmaécacie,

trecie a adsorpcné vlastnosti povrchu senzora.

V biosenzoroch st vyuzivané detekéné mechanizmy zaloZzené na principe
zamku ( molekula receptora ) a kl'ica ( molekula analytu ). Tieto vyzaduji vhodné
troj—dimenziondlne usporiadanie molekil receptora na rozhrani povrch
senzora/tekutina, tak, aby ku komplementarnym skupindm umiestnenym v 3-D
Struktire molekuly receptora, mali molekuly analytu l'ahky pristup a mohli s nimi
vytvarat’ komplexy. Molekula receptora ( protein, enzym, protilatka... ) moze byt
imobilizovana priamo na povrch senzora, alebo modze byt ukotvena do, alebo
naviazana na vhodny film alebo membranu.

Najjednoduhsi sposob imobilizacie biomolekuly receptora je imobilizacia
priamo na kovovy povrch senzora. Molekulu receptora je mozné chemicky upravit’ —
napr. naviazanim SH skupiny, ktord vytvdra s kovmi kovalentnu vdzbu. Priame
naviazanie na kovovy povrch ma aj nevyhody. Nie je tak moZzné imobilizovat
proteiny, ktoré pri styku s kovom denaturuj, alebo nevytvaraji definované a stabilné
adsorp¢né vrstvy. Na odstranenie tejto nevyhody a tiez na zabranenie neSpecifickych
interakcii je mozné kovovy povrch modifikovat’ filmom napr. z dlhych retazcov
alkéantiolu, alebo merkapto—alkanolu. Takéto vrstvy zabranuji kontaktu proteinov
a inych ligandov s kovom a sluzia ako $truktira pre d’al$iu modifikaciu povrchu.

Pri imobilizovani biomolekal na upravny povrch senzora pomocou
polymérovych filmov, sa vyuZivaji prirodné polyméry ako agardza a celuldza,
syntetické polyméry ako polyakrylamid, acetat celulézy, polyvinylalkohol,

polyuretan a d’alSie. Biomolekula receptora moéze byt asociovand s tymito
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polymérmi pomocou adsorpcie, enkapsulacie alebo zosietovana bifunkénymi
¢inidlami ( napr. glutaraldehyd ).

Jednou z moznosti je aj imobilizovanie molekuly receptora pomocou lipidicke;j
vrstvy alebo membrany ( BLMs ). Zabudovanie réznych funkénych komplexov do
lipidickej vrstvy umoznuje amfifilnd povaha molekul lipidov. R6zne iné amfifilné
molekuly sa do BLM ukotvuji na zdklade hydrofilnych a hydrofébnych interakeii,
svojimi nepolarnymi ¢astami penikaju do vnutra a polarnymi do povrchu BLM.( obr.

3.5) Proces imobilizacie byva vidcSinou samovolny a prebieha pri normalnych

podmienkach.
Pri vytvérani jednomolekulovych
zabudnva.na amfifilnd moleka
vrstiev na pevnhom povrchu, sa casto mndJ.ﬁkuVana molekula lipidu

pouziva Langmuir-Blodgettova
metdda. Spociva v pondrani povrchu nﬁn n ﬁnn
senzora do kvapaliny, na hladine ktorej

je jednomolekulova vrstva amfifilnych alkantiol

SS S555S858S

molekal, ktoré sa pri ponarani | |

., , a kovovy h b
adsorbuji na povrch senzora. Tato OOy PoTICh Senzoma
metdoda umozituje vytvorit' uniformn, Obr.3.5 Modifikacia  kovovych
presne  definovanii  a usporiadanu gle'ld'rod' senzora  — pormocou a)
lipidicke;j dvojvrstvy, b)
monovrstvu (tzv. Langmuir—  alkantiolovdho  filmu  a lipidovej
VIStvy.

Blodgettov film ). Molekuly receptora
interaguju s molekulami LB filmu
a moZu sa doil ukotvit’ alebo adsorbovat’ na jeho povrch.

Dalsou metodou aktivacie povrchu je silanizacia. Anorganickd matrica je
potiahnutd organosilanom, ktory ma na jednom konci organicka funkéna skupinu
a na d’alSich alkoxy-silylovu skupinu.

Pre imobilizaciu jedného typu receptora je mozné niekedy puzit’ viac metod:
kone¢nym kritériom ich uspeSnosti je miera zachovania bioaktivity molekuly po

imobilizécii, detekéné vlastnosti a reverzibilita takto pripraveného biosenzora.
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4. Stidium hybridizicie DNA na pevnom povrchu
pomocou TSM rezonatora

Metédy sledovania hybridizacie DNA na pevnom povrchu

Prudky rozvoj gentechnologii, poziadavka po vyvoji metdd na rychlu génova
analyzu v medicine, potreba  kontroly  bakteriologickych  kontaminacii
v potravinarstve ako aj $tadium hybridizacie DNA na pevnhom povrchu samotné, to
st len niektoré z dovodov stale rastliceho zaujmu a sndh o vyvoj biosenzora na
detekciu Specifickych sekvencii DNA. Biosenzorické metédy na detekciu
konkrétnych sekvencii DNA su zaloZzené na schopnosti hybridizacie navzijom
komplementarnych jednonitovych vlakien DNA — ssDNA ( single stranded DNA ).
Vldkna ssDNA tvoria rozpoznavaci element biosenzora, pricom sa vyuZziva princip
zamok — kIai¢. Ak sa v skimanej vzorke nachadzaju k nim vladkna komplementarne,
dochadza k afinitnej interakcii — hybridizadcii DNA. Tento proces je mozné sledovat’
viacerymi metddami, ktoré sa daju rozdelit’ na dve skupiny:

e metddy vyuzivajiuce znacky — radioaktivne, fluorescencné ¢i enzymové
e metddy bez pouzitia znaciek.

Pri pouziti metéd vyuZivajucich znacky, sa znackou oznacia ssDNA vlakna
v skimanej vzorke a po interakcii senzora so vzorkou sa sleduje pritomnost’ znacky
na jeho povrchu. Tieto metdédy st pomerne presné a spolahlivé, ich nevyhodou je
vSak Casova a technickd naro€nost’ stivisiaca s upravou vzorky.

Pri vyvoji metdd bez pouZitia znaciek je cielom jednoduchost’, efektivnost
azaroven dostato¢na citlivost. Patria sem hlavne metédy zaloZzené na

elektrochemickych, optickych a nanogravimetrickych technikdch na sledovanie

hybridizacie ssDNA na pevnom povrchu.

Bez ohl'adu na pouziti metodu, je hlavnym cielom pri vyvoji biosenzora na
detekciu Specifickych sekvencii DNA hlavne spolahlivost, rychlost procesu

detekcie, a shopnost’ rozpoznavat’ ¢o najdlhsie sekvencie DNA.
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Stadium hybridizécie DNA pomocou TSM rezonétora

Stadium hybridizacie DNA na pevnom povrchu pomocou TSM rezonétora
patri v sti€asnosti medzi najviac pouzivané¢ metoédy na rieSenie problému detekcie
Specifickych sekvencii DNA. Bezné¢ TSM rezonatory maju dostatocnt citlivost’ na
zmenu povrchovej hmotnosti sposobenti naviazanim ssDNA s dizkou od niekolkych
nukleotidov, mozu pracovat’ v tekutom aj plynnom prostredi a si pomerne lacné,
s moznost'ou recyklacie. Tvorba DNA senzora pomocou TSM rezonatora spoc¢iva vo
vhodnom spdsobe imobilizacie ssDNA vlakien ( s dizkou od ~10 do niekol’ko tisic
nukleotidov ) na povrch elektrody piezoelektrického kristalu, tak, aby v roztoku
s komplementarnymy ssDNA vldknami dochadzalo ku Specifickej interakcii — ich
hybridizécii a zaroven sa obmedzila neSpecifickd interakcia s nekomplementadrnymi
vlaknami ssDNA, ¢i inymi molekulami. Pri hybridizacii DNA vldkien na povrchu
kristalu, dochddza k zmene povrchovej hmotnosti a viskoelastickych vlastnosti
povrchovej vrstvy, ¢o sa prejavuje zmenou ( poklesom ) rezonancnej frekvencie

a frekvencného spektra kristalu.

Sposob imobilizacie ssDNA a modifik4cia povrchu kristalu hra kI'ai¢ovt tlohu
pre uspeSnost hybridizacie. ViacSinou sa pouZzivaju piezoelektrické kristaly
s elektrédami zo zlata. Na zlaty povrch je mozné imobilizovat’ ssDNA viacerymi
sposobmi.

Medzi najjednoduchSie patri imobilizdcia ssDNA priamo na zlaty povrch,
pomocou modifikacie ssDNA tiolovou skupinou ( SH ), kde pri kontakte so zlatym
povrchom dochéadza k vytvoreniu pevnej kovalentnej vézby madzi sirou a zlatom.
Vldkna ssDNA modifikované na jednom konci SH skupinou vytvaraji samovolne na
zlatom povrchu kompaktni vrstvu. Schopnost’ takéhoto pomerne jednoduchého
systému Specificky reagovat’ na pritomnost komplementarnych ssDNA vldkien
v roztoku bola preukdzand vo viacerych pracach. V praci Ketterera 1999 bol 10MHz
TSM rezonator so zlatym povrchom pokryty ssDNA s dizkou 20 nukleotidov
pomocou ich modifikacie SH skupinou na jednom konci. Pri prietokovom merani

v roztoku reagoval tento systém po dodani komplementarneho retazca ssDNA
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s koncentraciou 10uM poklesom rezonancnej frekvencie o 85Hz (pri elektrode
s priemerom 5,5mm ). Merand bola tiez odozva na dodanie ciastoCne
komplementarneho retazca (sjednym zamenenym nukleotidom ), kde bola pri
rovnakej koncentracii odozva niz$ia: —51Hz aodozva na nekomplementarny
retazec: —33Hz. Tiez bola sledovand odozva v zévislosti od koncentracie
komplementarnej ssDNA. V porovnani sodozvou  pri koncentracii
komplementarneho retazca 10uM bola zmena frekvencie pri 5S0uM priblizne o 60%
vys$ia.Vo vSetkych pripadoch dochédzalo k ustdleniu odozvy behom 10-15 minut.
Pre zvySenie schopnosti hybridizacie takto imobilizovanych vldkien ssDNA ana
zamedzenie neZiadlcich interakcii s nepokrytym zlatym povrchom sa priestor medzi
ssDNA vlaknami vypiia vicS§inou molekulami merkapto—alkanolu s dlhymi
retazcami, ktoré tieZ tvoria na zlatom povrchu kompaktni vrstvu asvojim

pOsobenim vystieraji vlakna ssDNA kolmo na povrch( Stee/ 2000 ).

Dalsim, pomerne ¢asto pouzivanym spdsobom imobilizicie ssDNA vlakien na
povrch TSM rezondtora, je imobilizdcia pomocou afinitnej interakcie medzi
biomolekulami avidinom a biotinom. Na povrch kriStdlu sa naviazu molekuly
avidinu a vlakna ssDNA sa na konci modifikuju biotinom. Takto upravené¢ ssDNA
vlakna sa vroztoku pomocou afinitnej interakcie medzi avidinom a biotinom
imobilizuji na povrch senzora. Prikladom tohto postupu je praca Carusa 1997,
v ktorej bol pomocou 9MHz TSM rezonatora ( priemer elektrédy 4,5mm ) Studovany
systém s takto imobilizovanymi ssDNA vlaknami diZky 30 nukleotidov. Na dodanie
komplementarneho ssDNA vlékna do roztoku pri koncentracii 0,5ug/ml tento systém
reagoval poklesom frekvencie o 19Hz s ¢asom ustdlenia 5 minut, zatial ¢o pri
interakcii s nekomplementarnou ssDNA dochadzalo len k nepatrnym zmendam

rezonancnej frekvencie TSM rezonatora.

Pomocou TSM rezonatora boli Studované aj moznosti imobilizécie a naslednej
hybridizacie ssDNA vrstvy vytvorenej na pevnom povrchu pomocou Langmuir—
Blodgettovej techniky. Vd’aka faktu, Ze pri neutrdlnom pH je DNA nabit4 zaporne, ju
je mozné pomocou elektrostatickych interakcii imobilizovat’ na povrch kladne
nabitej vrstvy. Pouzitie tejto metdody na Studovanie hybridizacie dlhych ssDNA

vlakien pri réznych teplotach bolo opisané v praci Nicoliniho, 1997, v ktorej bola na
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povrchu TSM rezondtora pomocou LB techniky vytvorend najprv monovrstva
z kladne nabitého oktadecylaminu, na nej bola d’alej pomocou elektrostatickych
interakcii vytvorena vrstva z ssDNA vlakien dizky 3650 nukleotidov a ta zas opét
prekrytd oktadecylaminovou vrstvou. Takto pripraveny senzor bol ponoreny do
roztoku komplementarnej resp. nekomplementarnej ssDNA pri teplote 60°C resp.
22°C. Pobyt senzora v roztoku komplementarnej ssDNA pri 60°C bol nasledovany
vyraznou zmenou frekvencie kristalu ( ozn. ako 100% ), zatial o pri rovnake;j teplote
bola odozva na nekomplementarnu ssDNA 32%. Nizka uroven hybridizacie
s komplementarnou ssDNA bola pozorovana pri teplote 22°C, kedy odozva bola len

9% v porovnani s odozvou pri 60°C.

Pomocou TSM rezonatora je tieZz mozné suvisle sledovat’” viac za sebou
nasledujucich procesov, ako imobilizaciu ssDNA, naslednt hybridizaciu a dalej
enzymatické rozStiepenie vzniknute] DNA na povrchu senzora ( Wang, 1999 ). Pre
zosilnenie odozvy pri hybridizacii ssDNA na pevnom povrchu sa mozZe
komplementarne ssDNA vldkno oznacit znackou —tazkou molekulou, napr.

funkcionalizovanym lipozémom ( Patolsky, 2000 ).

Z uvedenych prac v oblasti problematiky §tidia hybridizacie DNA na pevnom
povrchu vyplyva, Ze TSM rezonator je vhodny nastroj na sledovanie hybridizéacie
DNA. Pomocou upravené¢ho TSM rezondtora — DNA biosenzora je mozné detekovat
pritomnost’ Specifickych sekvencii DNA v tekutom prostredi a pri kratSich ssDNA
vlaknach ( do ~20 nukleotidov ) s moZnostou detekcie uz od jednej zmeny v poradi

nukleotidov.

24



25

Literatura

Acoustic Wawe Sensors Theory, Design, and Physico — Chemical Applications.
Academic Press, Inc.,1997, San Diego.

Caruso F., Rodda E., Furlong N. D. ( 1997 ): Quartz Crystal Microbalance Study of
DNA Immobilization and Hybridization for Nucleic Acid Sensor
Development. Anal. Chem. 69, 2043-2049.

Hayward G. (1992): Viscous interaction with oscillating piezoelectric quartz crystal.
Anal. Chim. Acta. 264, 23-30.

Kanazawa K. K & Gordon J.G (1985): Fregency of Quartz Microbalance in Contact
with Liquid. Anal. Chem. 57, 1770-1771

Ketterer T., Stadler H., Rickert J., Bayer E., Gopel W. (1999 ): Detection of
oligonucleotide sequences with quartz crystal oscillators. Sensors and
Actuators B 65, 73-75.

Krivanek Roland: Stidium afinitnych interakcii pomocou QCM. FMFI UK
Bratislava, 2000.

Maramatsu H., Tamiya E., Karube I. (1988): Computation of Equivalent Circuit
Parameters of Quartz Crystal in Contact with Liquid. Anal. Chem. 60,
2142-214e.

Nicolini C., Erokhin V., Facci P., Guerzoni S., Ross A., Paschkevitsch P. ( 1997 ):
Quartz balance DNA sensor. Biosensors & Bioelectronics, Vol. 12,
No. 7, 613-618.

Patolsky F., Lichtenstein A., Willner L. ( 2000 ): Amplified Microgravimetric Quartz
Crystal Microbalance Assay of DNA Using Oligonucleotide—
Functionalized Liposomes or Biotinylated Liposomes. J. Am. Chem.
Soc. 2000, 122, 418-419.

Sauerbrey G. (1959): The use of oscillators for weighing thin layers and for
microweighing. Z. Phys. 155, 206-210

Steel A. B, Levicky R. L., Herne T. M., Tarlov M. J. (2000 ): Immobilization of
Nucleic Acids at Solid Surfaces: Effect of Oligonucleotide Length on
Layer Assembly. Biophysical Journal 79, 975-981.

Wang J., Jiang M., Palecek E. (1999 ) Ral-time monitoring of enzymatic cleavage
of nucleic acids using a quartz crystal microbalance. Bioelctrochemistry
and Bioenergetics 48, 477-480.

Praca autora

T. Hianik, V. Gajdos, R. Krivanek, T. Oretskaja, V. Metelev, E. Volkov, P.
Vadgama: Amperometric detection of DNA hybridization on a gold surface depends
on the orientation of ologonucleotide chains. Bioelectrochemistry 53 (2001), 199—
204.

25



