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Streszczenie

W pracy opisano podstawy dzialania biosensorow ze szczegdlnym
uwzglednieniem sensoréw fluorescencyjnych. Scharakteryzowano metody
fluorescencyjne stosowane w badaniach biosensorow oraz sensorow
optycznych. Wyjasniono réznice pomigdzy biosensorami a sensorami
optycznymi wykorzystujacymi zjawisko fluorescencji.. Dokonano zesta-
wienia porfiryn oraz wykrywanych przez nie substancji, a takze opisano
wykorzystanie sensorow fluorescencyjnych w obrazowaniu nowotworow
oraz badaniach nad rozwojem lekow.

Stowa kluczowe: Biosensor, sensor optyczny, fluorescencja, porfiryna.

Biosensors and fluorescent sensors
Abstract

The paper describes the basics of biosensors with particular emphasis on
fluorescent sensors (Figs. 1 and 2). There are characterized fluorescent
methods used in the studies of biosensors and optical sensors: a change in
fluorescence intensity, FRET (Férster resonance energy transfer) FLIM
(Fluorescence life time imaging), FCS (Fluorescence correlation
spectroscopy). There is explained the difference between biosensors and
optical sensors employing the phenomenon of fluorescence. There are
presented optical sensors using porphyrins, paying particular attention
to porphyrins as substances characterized by the presence of intense
absorption bands in the visible light range, high absorption coefficient and
intense emission in the visible and infrared range. Due to these properties
they are increasingly used in medical diagnostics for imaging the cancer
(photodynamic method), and the stage of cancer (diagnosis based on the
emission spectra of protoporphyrin IX). In Table 1 there is given the list
of porphyrins and detected by them, on the basis of changes in the
fluorescence emission spectra , substances: Fe*, '0,, O,, Hg, Ca™, HCI
(gas), phospholipids, Pb™%. There is described the use of fluorescent
sensors based on porhyrins for cancer imaging and in cancer drug
development studies [15, 16, 17].
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1. Wstep

Wraz z rozwojem nowych technologii, zwigkszonym zaintere-
sowaniem technikami wizualizacji, naciskiem na programy od-
krywania nowych lekow oraz proba wyjasnienia mechanizmow
funkcjonowania komorek oraz $ledzenia ich szlakdw metabolicz-
nych obserwuje si¢ wzrost zainteresowania tematyka zwigzana
z biosensorami. Biosensory powszechnie znajduja zastosowanie
w diagnostyce medycznej [15-17], monitorowaniu zmian S$rodo-
wiska [2] , identyfikacji zywnoSci genetycznie zmodyfikowanej
oraz $ledzeniu aktywnosci komorek [6, 8].

Biosensor jak sama nazwa wskazuje sklada si¢ z bioreceptora
czyli czgsci biologicznej peliagca funkcje wykrywajaca ktora
moga by¢ enzymy, biatka, antyciala, kwasy nukleinowe (DNA,
RNA), oraz czgsci przetwornikowej, ktora moze stanowié fizyko-
chemiczny przekaznik (optyczny, elektrochemiczny, tensome-

tryczny, piezoelektryczny, magnetyczny lub mikromechaniczny),
konwertujacy rozpoznany analit na mierzalny sygnat .

Biosensory oferuja wygodne, szybkie, konkretne , czute w zna-
czeniu monitorowania analitu raportowanie obecnosci konkret-
nych tarcz substratu lub enzymu przez sygnal, ktory jest propor-
cjonalny do st¢zenia i aktywnosci tarczy. Zasade dziatania biosen-
sora przedstawia ponizszy schemat (rys. 1).
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Rys. 1. Schemat dziatania biosensora
Fig. 1.  Diagram of biosensor activities

2. Biosensory fluorescencyjne

Biosensory bazujace na zjawisku fluorescencji sa uzytecznym
i powszechnie wykorzystywanym narzedziem do detekcji biomo-
lekut [1, 6]. Funkcj¢ uktadu sygnatlowego pemi fluorofor czyli
grupa funkcyjna posiadajgca zdolnoé¢ do zaabsorbowania energii
o okreslonej dtugosci fali (dtugosé fali ekscytacji), a pdzniej do jej
emisji w innej dtugosci fali (dlugos¢ fali emisji). Fluorofory znaj-
duja sie na matrycy biosensora, moga by¢ naturalne w przypadku
niektorych biatek (np. albumina) czy porfiryn lub tez moga by¢
naniesione (znakowanie fluorescencyjne), dlatego tez w literaturze
[3, 4] czesto mowi si¢ o fluorescencyjnych sensorach biatkowych
czy biosensorach optycznych wykorzystujacych porfiryny.

Fluorescencyjna sonda dolaczona do bioreceptora (np. proteiny)
jest przekaznikiem sygnatowym, raportujagcym interakcje proteiny
z analitem. W wigkszosci przypadkow fluorofor powinien nie
tylko odzwierciedla¢ obecnos$¢ analitu ,ale rowniez jego stezenie.
Rysunek 2, przedstawia schematycznie powstanie fluorescencji
podczas wigzania analitu z bioreceptorem.
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Rys. 2. Powstanie zjawiska fluorescencji w biosensorze
Fig.2.  Formation of fluorescence phenomenon in a biosensor

W wyniku wigzania analitu przez bioreceptor pojawia si¢ sy-
gnat fluorescencyjny, ktory obrazuje zaistnialy proces [3].

Dochodzi do zaktécenia standw energetycznych, co pociaga za
sobg powstanie nowych szczegdlnych wlasnosci czasteczki, co
moze przejawiaé si¢ w zmianie intensywnosci fluorescencji badz
przesunigciem pasm emisyjnych.

Zmiany widmowe zalezne sg od wzajemnego dopasowania bio-
receptora i stgzen analitu . Miarg powinowactwa biosensora do
wybranego analitu jest stata dysocjacji.

Istniejg liczne podzialy biosensorow fluorescencyjnych: ze
wzgledu na ich chemiczna nature, uzyta matryce biosensora oraz
wykorzystane zjawiska fizyczne stuzace do obrazowania za po-
mocg spektrofluorymetrii.



Fluorescencyjne sensory mogg by¢ wykorzystywane do badan
aktywno$ci enzymow [3, 4], do rozpoznawania specyficznych
tarcz (analitu) lub rozpoznawania konformacji [3, 5], sluzg row-
niez do monitorowania wewnatrzkomorkowej aktywnosci [3, 8].

3. Metody fluorescencyjne stosowane
w badaniach biosensoréw

Dobor odpowiedniej techniki fluorescencyjnych do badan bio-
sensoréw zalezny jest od natury biosensora oraz od jego wid-
mowych wlasciwosci. Do scharakteryzowania informacji sygnali-
zowanych przez biosensor lub sensor optyczny bazujacy na zjawi-
sku fluorescencji ,dostgpnych jest kilka technik: zmiana intensyw-
nosci fluorescencji, FRET (Forster resonance energy transfer)
czyli technika wykorzystujaca zjawisko fluorescencyjnego prze-
niesienia energii, FLIM (Fluorescence life time imaging)- mikro-
skopia obrazowania czaséw zycia za pomoca fluorescencji , FCS
(Fluorescence correlation spectroscopy)- spektroskopia korelacji
fluorescencji.

Zmiana intensywnosci fluorescencji

Metoda polega na bezposrednim pomiarze intensywnosci flu-
orescencji (emisji fluorescencji) czyli odpowiedzi uktadu na po-
budzenie (ekscytacje). Spadek lub wzrost intensywnosci fluore-
scencji moze byé powigzana ze zmianami zwigzanymi z konfor-
macja bioreceptoréw, stgzeniem bioreceptorowej tarczy czy zmia-
nami potranslacyjnymi .

Technika ta posiada pewnego rodzaju ograniczenia , mianowi-
cie nie jest skuteczna, gdy fluorescencja powstata w wyniku wig-
zania analitu z tarczg jest slaba tzn. zmiany sa ledwo dostrzegalne
badz probka wrazliwa jest na czynnik $rodowiskowy inny niz
aktywnos$¢ tarczy bioreceptora . W tej technice wazny jest dobor
poczatkowego stgzenia biosensora w celu otrzymania mierzalnego
sygnatu.

FRET (Forster resonance energy transfer)

Technika wykorzystujaca zjawisko przeniesienia energii po-
miedzy donorem i akceptorem.

Transfer energii zachodzi gdy odleglos¢ donor akceptor nie jest
wigksza niz 10 nm oraz orientacja dipoli obu molekut jest odpo-
wiednia. W widmach spektralnych obserwuje si¢ natozenie widma
emisyjnego donora z widmem absorpcyjnym akceptora.

Metoda ta jest doskonatym narzedziem umozliwiajacym okre-
$lenie interakcji : biatko-biatko biatko-DNA lub zmiany konfor-
macyjne [1, 6]

Technika FRET umozliwia wyznaczenie aktywnosci tarczy bio-
sensora zmieniajacej si¢ pod wplywem dziatania bodzcow ze-
wnetrznych. Czynniki te moga wplywaé na zmiang odleglosci
pomigdzy donorem a akceptorem [1, 8].

FLIM (Fluorescence life time imaging)

FLIM (Fluorescence life time imaging) czyli mikroskopia ob-
razowania czasow zycia za pomocg fluorescencji.

Metoda powszechnie wykorzystywana w obrazowaniu biolo-
gicznych tkanek oraz reakcji zachodzacych w zywych komoérkach.
Zmiany w czasie zycia fluorescencji sa mierzone a nastgpnie
odwzorowywane za pomocg mikroskopu wyposazonego w detek-
tor. Za pomoca FLIM mozliwe jest okreslenie $redniego czasu
zycia jaki molekuta spedza w czasie ekscytacji po zaabsorbowaniu
fotonu. Pomiary czasu zycia mozliwe sa w domenie czasu lub
w domenie czgstotliwosci [6].

Dzigki zastosowaniu metody FLIM mozemy sledzi¢ zmiany
w lokalnym s$rodowisku takie jak wzajemne oddzialywanie
z partnerami [1].
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FCS (Fluorescence correlation spectroscopy)

W metodzie tej dokonuje si¢ pomiaru fluktuacji intensywnosci
fluorescencji, ktore zwigzane sa ze zmiang dynamiki protein
w roztworach.

Technika ta stosowana jest zazwyczaj z mikroskopia konfokal-
ng lub mikroskopia fotonowa. Analizowane sa mate, spontaniczne
odchylenia od $redniej fluorescencji probki w celu uzyskania
informacji na temat kinetycznych, termodynamicznych proceséw
zwigzanych z odwracalnymi zmianami fluorescencyjnymi takimi
jak: wspotezynnik dyfuzji, przeptyw, stezenie czasteczkowe [1].

4. Sensory optyczne wykorzystujace
porfiryny

Systemy analityczne oparte na biosensorach i sensorach
optycznych wykorzystujacych zjawisko fluorescencji, wykorzy-
stujg reakcje chemiczng pomiedzy czasteczka oznaczong (anali-
tem) a substancjg aktywna znajdujaca si¢ w matrycy sensora [9].
Roéznica pomigdzy biosensorami a sensorami optycznymi wyko-
rzystujacymi zjawisko fluorescencji polega na zastosowaniu sub-
stancji wykrywajacej w matrycy sensora. W przypadku biosensora
jest to substancja biologiczna w przypadku sensoréw optycznych
wykorzystujacych zjawisko fluorescencji moze to by¢ substancja
chemiczna posiadajaca wlasnosci fluorescencyjne np: porfiryna.

Porfiryny charakteryzuja si¢ obecnoscig intensywnych pasm
absorpcji w zakresie §wiatta widzialnego, wysokim wspotczynni-
kiem absorpcji i intensywng emisjg w zakresie §wiatta widzialne-
go 1 podczerwieni [10]. Z tego powodu nadaja si¢ bardzo dobrze
do badan spektrofluorymetrycznych oraz UV-Vis ( absorpcyj-
nych), gdzie obserwuje si¢ zmiany intensywnosci w widmach
podczas obecnosci wykrywanej substancji. Warto rowniez wspo-
mnie¢ ,ze porfiryny wykorzystywane sa powszechnie w walce
z rakiem w terapii fotodynamicznej , gdzie pelnia rolg fotouczula-
cza - substancji, ktora selektywnie absorbowana przez komorki
nowotworu, pozwala na dokladne okreslenie rozmiaréw guza,
a takze wykrycie tkanek chorobowo zmienionych w jego obsza-
rze. Dzigki wprowadzeniu porfiryny do organizmu, komorki
nowotworowe wrazliwe staja si¢ na $wiatto i dzigki naswietlaniu
ich dlugoscia fali 632 nm mozliwa jest ich destrukcja ( pod wpty-
wem promieniowania zgromadzony w komorkach nowotworo-
wych barwnik produkuje w tkance czynniki toksyczne, ktore ja
niszcza; chodzi tu o tzw. tlen singletowy i wolne rodniki, ktore
rozpoczynaja procesy chemiczne prowadzace do niszczenia orga-
nelli komorki i w efekcie do jej planowanej $mierci).

W konstrukceji biosensora bardzo waznym elementem jest no-
$nik czyli matryca, w ktorej umieszczona jest porfiryna. Materiat,
z ktorego wykonana jest matryca musi tatwo tworzy¢ monolitycz-
ne ksztaltki oraz cienkie warstwy naktadane na réznego rodzaju
podtoza. Aby spelnial swoja funkcje musi mie¢ nie catkowite
zamknigte pory , aby substancja aktywna (analit) mogla mieé
kontakt z substancja aktywna ( np. porfiryng). Warunki te spetnio-
ne sg przez polimery, naturalne i syntetyczne zeolity oraz cienkie
warstwy 1 monolity otrzymane metoda zol-zel [9].

Obecnie jednak badania w duzej mierze [11-21] koncentruje
si¢ jednak na doborze odpowiedniej porfiryny w celu detekcji
okreslonej substancji.

I tak przyktadowe zestawienie porfiryn oraz analizowanych za
ich pomoca substancji na bazie widm emisji fluorescencyjnej
przedstawia tabela 1.

Zmiana intensywnosci ( spadek intensywno$ci) w widmach
fluorescencyjnych porfiryn postuzyta miedzy innymi do ozna-
czania zawartoéci tlenu [12, 13], do oznaczania aktywnosci
metali Hg™,Pb™ [18, 21], czy detekcji Ca™[19]. Zauwazono
rowniez wzrost intensywnosci emisji fluorescencyjnej komplek-
su [;orﬁryny i tlenku grafenu TAPP/GO podczas reakcji z jonami
Fe” [11].
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Natomiast z przesuni¢¢ pasm wzbudzenia porfiryny TMPyP
wnioskowaniu na temat detekcji gazow: HCl [20]. Porfiryna
mTHPP postuzyta rowniez do detekcji fosfolipidow [14]. Po-
wszechnie zauwazalny jest réwniez trend wykorzystania widm
emisji fluorescencji w diagnostyce nowotworu [15, 16].

Tab. 1. Zestawienie porfiryn oraz analizowanych za ich pomoca substancji
na bazie widm emisji fluorescencyjnej

Tab. 1.  List of porphyrins and analyzed by them substances based on
fluorescence emission spectra

Lp. Substancja analizowana Porfiryna Literatura
1 Fe' TAPP, TMPyP, TPPS, 11
2 '0, TPP 12
3 0O, PtF, TPP 13
4 fosfolipidy m-THPP 14
5 nowotwor prostaty PpIX 15,16
6 pH (m@arq reakcji na leki HpIX, TPPS,, mTHPP, 17
przeciwnowotworowe) mTHPC
7 Hg" TDMAPP 18
8 Ca® 0-OCH; TPP 19
9 HCI TMPyP 20
10 Pb* TBHPP 21

5. Sensory fluorescencyjne w obrazowaniu
nowotworéw: pomiar, diagnoza
i rozwoj lekow

Wozrost zainteresowania i rosnaca liczba badan nad sensorami
fluorescencyjnymi przyczynita si¢ do postgpow: w obrazowaniu
nowotwordw [15, 16], §ledzeniu procesow biologicznych zwigza-
nych z rakiem [15, 16, 17].

Sensory fluorescencyjne sg bardzo uzytecznym narzedziem
w pracach zwigzanych z odkrywaniem i rozwojem nowych lekow
[17]. Dzigki ich zastosowaniu mozliwy jest wlasciwy wybodr prob-
ki (analitu), oddzialujacej z matryca sensora. Na bazie widm
fluorescencyjnych, mozliwe jest rowniez okre$lenie aktywnoSci
tarczy receptora lub analitu. Za pomoca fluorescencji mozliwa jest
wizualizacja farmakodynamiki i farmakokinetyki w czasie rze-
czywistym oraz S§ledzenie reakcji tkanek nowotworowych na
leczenie [17].

6. Podsumowanie

Na podstawie przeanalizowanych materiatow, §ledzac biezace
trendy w tematyce sensoréw optycznych i biosensorow mozna
powiedzieé, ze tego rodzaju czujniki beda coraz czesciej wykorzy-
stywane w diagnostyce medycznej, a inzynieria medyczna jest
kierunkiem rozwojowym, dzigki ktoremu be¢dzie mozliwe zasto-
sowanie konkretnych rozwazan technicznych w celu poprawy
komfortu leczenia pacjentow.
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