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1. Uvod

Biosenzory se od 60. let minulého stoleti staly béznou
soucasti laboratorni praxe mnoha obori lidské Cinnosti.
K jejich kazdodennimu pouziti vSak vedla trnitd cesta.
Mnoho praktickych problémt muselo byt vyfeSeno dfive,
nez se zacaly vyrabét prvni komercni pfistroje. Jednim
z téchto problému byla a stéle jesté je imobilizace deteke-
niho systému na povrch senzoru. Jelikoz timto detekénim
systémem jsou biologicky aktivni latky (enzymy, protilat-
ky, receptory atp.), je nezbytné zachovat jejich biologic-
kou aktivitu i po imobilizaci. Pfimou imobilizaci takovéto
molekuly na povrch se s nejvétsi pravdépodobnosti zméni
jeji konformace, coz mlze vést ke snizeni nebo zméné
biologické aktivity. Abychom tomuto jevu zabranili, Ize na
povrch senzoru nejprve navazat jiné slouceniny (malé
organické molekuly, proteiny aj.), které vytvoii na po-
vrchu senzoru film, na néjZ se nasledn€ imobilizuji vlastni
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biologicky aktivni molekuly. Metod, jak imobilizovat en-
zymy, protilatky a jiné biologicky vyznamné slouceniny
na povrch senzoru, je v soucasné dobé mnoho a zde se
budeme zabyvat nekterymi z metod modifikaci povrchi
senzorl pro nekovalentni vazbu proteint.

2. Biosenzory

Biosenzor mize byt definovan jako kompaktni analy-
ticky nastroj spojujici biologicky aktivni detekéni prvek
(bud’ pfimo integrovany nebo blizce ptidruzeny) s fyzi-
kalng-chemickym snimaem'. Z této definice vyplyvaji
dvé zakladni soucasti biosenzoru: i) biologicky aktivni
latka, ktera interaguje s analytem a ii) snimac, jenz reaguje
na zménu vyvolanou interakci analytu s detekni moleku-
lou.

Detekéni molekulou miize byt ionofor, enzym, proti-
latka, receptor, ¢ast molekuly enzymu s aktivnim mistem,
buné&cna organela, buiika, tkan aj. Vybér biologicky aktiv-
ni latky zavisi jak na stanovovaném analytu, tak na kon-
strukci senzoru jako takového.

Otcem biosenzort je Leland C. Clark Jr., ktery v roce
1956 publikoval praci o kyslikovém &lanku®. Na tuto praci
navazal a v roce 1962 ptedstavil na symposiu Newyorské
akademie véd, jak propojit elektrochemické senzory
s detekénim snimacem. Tento koncept ilustroval pomoci
glukosaoxidasy, enzymu katalyzujiciho oxidaci B-D-glu-
kosy kyslikem a kyslikového c¢lanku. Ve stejném roce
spolecné s L. Lyonsem vydal ¢lanek, v némz se poprvé
objevil termin enzymové elektroda® (spravné enzymovy
¢lanek). Roku 1969 Guilbault a Montalvo sestrojili a pub-
likovali prvni potenciometricky biosenzor.

Prvni komer¢ni biosenzor, a to na principu kyslikové-
ho ¢lanku s glukosaoxidasou, byl vyroben vroce 1972
aznovu vroce 1975 americkou firmou Yellow Springs
Instrument Company. V roce 1975 vznikl také prvni bi-
osenzor s mikroorganismem jako detekénim prvkem’
a prvni imunosenzor®.

V soucasné dobé vyrabi biosenzory nespocet firem po
celém svété. Uplatnéni nalézaji v biomedicing, v klinické
diagnoze, ve veterinarni analyze, pfi analyze potravin, pfi
kontrole polutantli zivotniho prostiedi, v mikrobiologii,
v potravinaiském pramyslu, v zemédélstvi, v chemickém
prumyslu, ve vyzkumu, ve vojenstvi, atd.

A jaké jsou vyhody biosenzorid? Pii spravné kon-
strukci senzoru a pfi pouziti vhodného detekéniho systému
je to jejich specifita. Vétsina biologickych dvojic, jako
enzym — substrat nebo antigen — protilatka, spolu interagu-
ji velmi specificky (napf. pro ureasu je jedinym substratem
mocovina), coz dovoluje, aby byl méfeny analyt stanoven
i ve slozitych matricich. Z dalSich vyhod lze jmenovat
rychlost stanoveni, nizké detekcni limity, opakovatelnost,
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reprodukovatelnost ¢i Siroké pouziti biosenzora.

Biosenzory maji v§ak i své nevyhody. Pomérné vyso-
ka cena téchto zafizeni je Casto prekazkou pro jejich Sirsi
vyuziti. Pfi konstrukci biosenzorli byva také velkym pro-
blémem imobilizace biomolekul tak, aby nezptsobila kon-
formaéni zmény, které by mohly vyvolat ztratu jejich bio-
logické aktivity a schopnosti specifické interakce se sta-
novovanym analytem. Dal§i nevyhodou jsou mozné nespe-
cifické vazby latek zmatrici na povrch senzoru.
V neposledni fadé je to také desorpce detekénich molekul
z povrchu senzoru.

3. Adsorpce proteini na povrch senzoru

Adsorpce proteinu na tuhy povrch senzoru je kom-
plexni jev, k jehoZ popisu je nutné uvaZovat mnoho fakto-
ru. Proteiny ve fyziologickém prostiedi zaujimaji nativni
konformaci, ktera se 1isi od konformace, kterou protein
zaujme po adsorpci na povrch.

Vzijemné reakce proteinli s povrchem mohou zpro-
sttedkovat vSechny druhy interakci. Na hydrofobnich po-
vr§ich budou pifevladat hydrofobni interakce, které pove-
dou k rozbaleni proteinu a interakcim s hydrofobnimi po-
strannimi fetézci aminokyselinovych zbytkii. Na povrsich
hydrofilnich to budou pfedevsim polarni a iontové sily,
které zprostfedkuji interakci. Na vSech povrSich se vSak
mohou do uréité miry uplatnit vSechny druhy interakci.

Hnaci sila adsorpce mtze mit bud’ entalpickou pova-
hu (napf. protein a povrch maji opacny naboj) nebo pova-
hu entropickou (rozbaleni proteinu)’. Obecné lze Fici, e
adsorpce bude probihat pouze za predpokladu, Ze Gibbso-
va energie celého systému bude klesat.

Adsorpce proteinti na povrch je slozity proces, ktery
se skladd zné€kolika stupiti. Adsorpce proteinu zacina
priblizenim se k rozhrani vodné a tuhé faze, dale vznika
docasné vazba na rozhrani a méni se konformace proteinu.
Soucasné probiha desorpce proteinu, jez zahrnuje uvolnéni
proteinu z rozhrani a transport proteinu od rozhrani®. Kon-
formacni zména proteinu obvykle zacina redistribuci nabi-
tych skupin, jejimz vysledkem jsou elektrické a chemické
efekty, nasledovana zménou stavu hydratace molekul pro-
teinu’. Prib&h konformadni zmény je nejménd znamy
aspekt procesu adsorpce proteinu’. Je viak velice dileZi-
ty, nebot’ ma za nasledek dalsi efekty, predev§im pak ztra-
tu biologické aktivity.

Vyznamnym faktorem ovliviiujicim adsorpci proteini
je tzv. Vromaniv efekt. Poprvé jej pozoroval Vroman pfi
studiu adsorpce fibrinogenu a dalsich proteinti z plasmy na
tuhy povrchlo. Brash a ten Hove'' ukazali, Ze pri delsi
dobé¢ adsorpce jsou diive navazané molekuly fibrinogenu
na povrchu nahrazovény jinymi proteiny z plasmy, které
maji vys$i afinitu k povrchu, zatimco v kratkém case po
zah4ajeni adsorpce (do 5 minut) je pfevladajici adsorbova-
nou molekulou pravé fibrinogen. Vromantv efekt je zpt-
soben reverzibilitou vazby proteinu na povrch a rozdilnou
rychlosti adsorpce riznych proteini na povrch. Tento jev
byl studovén i s riznymi definovanymi roztoky proteint
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o ruznych vychozich koncentracich a na riznych povr-
$ich'"™". Slack a Horbett'> navrhli dokonce i matematicky
model popisujici Vromantv efekt. Tento efekt se uplatiiuje
i pti adsorpci jinych proteint'.

P1i studiu adsorpce proteind je dalezité sledovat nejen
termodynamiku, ale také kinetiku adsorpce. Pii termody-
namickych studiich 1ze vychéazet z Langmuirovy adsorpéni
isotermy (/), kde mnozstvi adsorbovaného proteinu I'
zavisi na koncentraci proteinu v roztoku ¢ a na teploté 7.

_ Dax¢ 1)
1+Bc
AGans (2)
B=c AT

Nameétené koncentrace proteinti vSak musi byt rovno-
vazné. To muze byt experimentalné dosti slozité a neptes-
né, a proto je 1épe sledovat kinetiku adsorpce. Pfi studiu
kinetiky je potfeba uvazovat jednotlivé stupné, které jsme
si vyjmenovali vySe, nebot’ kazdy miize proces adsorpce
ukongit®. P studiu kinetiky adsorpce bilkoviny na povrch
je nutné si zvolit vhodny model, ktery se porovna
s namé&fenymi daty'” 2. Je potieba provést mnoho zjedno-
duseni a nekteré vlivy Uplné zanedbat.

Jako piiklad je moZzné uvést model pouZivany van
Tesselem a spol.”. Jde o model, ve kterém je protein uva-
zovan jako disk o priméru o, ktery se adsorbuje na rovny
povrch nahodile, po &astech a bez piekryvani. Casti mo-
hou nabyvat pouze dvou konforma¢nich stavii — o, kdy se
Casti adsorbuji reverzibilné beze zmény praméru, a p, kdy
se adsorbuji ireverzibilné a primér se zvétsi na . Vztahy
(3) a (4) jsou kinetickymi rovnicemi pro ¢asovy vyvoj o a
B, kde ¢ je cas, p je hustota o a B na povrchu, k¢, kq a ks
predstavuji rychlost adsorpce, desorpce a rozprostieni, ¢ je
koncentrace o a 3 v roztoku, @, je pravdépodobnost, Ze
pfichazejici o dopadne na povrch bez piekryvu a Wog je
pravdépodobnost, ze o je na povrchu a ma dostateCny
prostor pro rozsifeni.

d

gla = k(lcq)a(t)_kdpu(t)_kspa(t)lyaﬁ(t) (3)
op 4
a—f‘= Pa(1)Wap(1) @

Pokud bychom chtéli mit ptesnéjsi model a vysledky,
bylo by potieba uvazovat faktory jako je heterogenita po-
vrchu, kooperativni efekt, rizné mozné konformace pro-
teinu, drsnost povrchu, pfekryv molekul, skute¢ny tvar
molekul, odpor prostiedi aj.

Prosta adsorpce biomolekul na tuhy povrch tedy pfi-
nasi mnoha uskali, ktera je mozno eliminovat modifikaci
povrchil pro adsorpci biomolekul.
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4. Metody modifikace povrchi

Jednotlivych metod, jak modifikovat povrch senzort
pro imobilizaci proteind, je nespocet. V tomto ¢lanku se
budeme zabyvat pouze nékterymi metodami pro nekova-
lentni imobilizaci polypeptida.

4.1. Hydrofobizace povrchu senzoru,
modifikace povrchu nandSenim
organického polymeru

Jednim z nejjednodussich zplisobi, jak upravit povrch
pro imobilizaci proteintl, je hydrofobizace. Nejcastéji se
vyuziva u sklenénych povrchtl, nebo pred nanasenim orga-
nického polymeru na povrch senzoru.

Hydrofobizaci sklenéné¢ho povrchu lze provadét po
diikladném omyti napf. roztokem dichlordimethylsilanu
v toluenu™**.

Na takto upraveny hydrofobni povrch lze nanést ten-
kou vrstvu organického polymeru. Nanesena vrstva poly-
meru je vysoce hladka® a hydrofobni. To je vyhodné pro
zarovnani nerovnosti, jez se mohou na povrchu vyskyto-
vat. NandSenym polymerem casto byva polystyren, poly
(tetrafluorethylen), polyethylen a dalsi.

4.2. Imobilizace proteind ve fosfati-
dylcholinovém filmu

Fosfatidylcholiny jsou pfirozené soucésti biologic-
kych membran. Jejich molekuly obsahuji polarni a nepo-
larni ¢asti. Nepolarni ¢ast tvofi mastné kyseliny, polarni
¢ast tvofi terciarni amin. Spontanné mohou tvofit ve vod-
ném prostiedi dvojvrstvé vagky®®, v nichZ jsou molekuly
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fosfatidylcholinii orientovany svou polarni ¢asti ven
a nepolarni ¢asti dovniti dvojvrstvy.

Principem imobilizace je pfiprava emulze fosfatidyl-
cholinu, kniz se pfidd protein. Po utvofeni dvojvrstvy
a vstupu proteinu do ni se dvojvrstva pfenese na povrch
senzoru.

Tato imobiliza¢ni technika je s dobrymi vysledky
pouzivana pro myoglobin®’ nebo hemoglobin®***,

4.3. Imobilizace proteinli s pouzitim
systému (strept)avidin — biotin

Avidin je glykoprotein vaje¢ného bilku o molekulové
hmotnosti 66 kDa (cit.**°). Podil sacharidové slozky je
10 %. Avidin je tvofen Ctyfmi identickymi fetézci
(128 aminokyselinovych zbytkl) a kazda podjednotka ma
vazebné misto s vysokou afinitou pro biotin®', miize tedy
vazat Ctyfi molekuly biotinu. Obsahuje velké mnozstvi
kladnych nabojii a ma vysokou hodnotu izoelektrického
bodu (pH 10,5)**°. Hodnota disociaéni konstanty komple-
xu avidin — biotin* je Ky = 10" mol dm™ a patii mezi
nejsilnéj$i nekovalentni biochemické vazby. Protoze jde
o glykoprotein s vysokym obsahem kladné nabitych ami-
nokyselinovych zbytkl, dochézi casto k nespecifickym
interakcim s povrchem™.

Ptipadnym nespecifickym interakcim sacharidové
¢asti molekuly 1ze zabranit nahrazenim avidinu streptavi-
dinem. Streptavidin je protein izolovany z bakterie Strep-
tomyces avidinii, ma molekulovou hmotnost 60 kDa, izoe-
lektricky bod v rozmezi pH 5 a 6 a je tvofen Ctyfmi iden-
tickymi fetézci (159 aminokyselinovych zbytki)****. M
niz3i afinitu k biotinu (Kg = 107" mol dm>)** a mén& ne-
specificky interaguje s povrchem. Streptavidin i avidin

) ;oo
povrch + 1 + = ﬁ“-2 + o= 4,-3
senzoru :3?}3:3
— ik
b
povrch 4 5
senzoru + = —= + o—a —=
biotin

=
-—=a biotinylovany protein

(strept)avidin

Obr. 1. Postup imobilizace proteinu p¥i pouZiti systému (strept)avidin - biotin: mozné jsou dva postupy. V prvnim (1a) se nejprve
vytvoii na povrchu senzoru biotinova vrstva (reakce 1), na kterou se nasledné imobilizuje (strept)avidin (reakce 2). Na takto upraveny
povrch se imobilizuje biotinylovany protein (reakce 3). Pfi druhé metodé (1b) se nejprve imobilizuje na povrch senzoru (strept)avidin
(reakce 4), na né€jz se imobilizuje biotinylovany protein (reakce 5)
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jsou stabilni vi¢i tepelné denaturaci®® a jejich vazba
k biotinu je prakticky ireverzibilni, coz zptisobuje problé-
my s obnovovanim povrchu biosenzoru.

Pouzitim rtiznych derivati avidinu lze snizit nespeci-
fické interakce a ptevést ireverzibilni vazbu k biotinu na
reverzibilni. NeutrAvidin je deglykosylovany derivat avi-
dinu, ktery ma podobné vlastnosti ve vazb¢ k biotinu jako
avidin. Poskytuje méné nespecifickych interakei
s povrchem. Izoelektricky bod je snizen na pH 6,3 a mole-
kulova hmotnost je 60 kDa (cit.’7*®). Dal§imi derivaty,
které se v soucasné dobé zacinaji hojné vyuzivat, jsou
nitroavidin (CaptAvidin) resp. nitrostreptavidin, u nichz
jsou selektivné nitrované tyrosinové zbytky v misté vazby
k biotinu. To ma za nasledek redukci afinity
k biotinylovanym molekulam nad pH 9. Vazba na tyto
derivaty je reverzibilni a imobilizovany nitro(strept)avidin
se d4 opakované pouzit®.

Pti imobilizaci jsou dva mozné pfistupy. Prvni, kdy
se nejprve imobilizuje biotin, na n&jz se nasledné vaze
(strept)avidin a posléze biotinylovany protein (obr. la).
Nebo druhy, kdy se nejprve imobilizuje (strept)avidin a na
n¢j se vaze biotinylovany protein (obr. 1b). Vazbu obou
latek k povrchu je mozné uskuteénit bud’ ptimo, nebo 1épe
kovalentné pomoci samoskladnych monovrstev (viz dale).
4.4. Imobilizace zaloZend na samo-
skladnych monovrstvach

Samoskladnd monovrstva (SAM z anglického self-
assembled monolayer) je vrstva vytvorena na tuhém po-
vrchu spontanni organizaci molekul®. Je nékolik typt
takovychto monovrstev, nejpouzivanéjsi jsou aminoalkan-
thioly, hydroxyalkanthioly, ferrocenylalkanthioly, dialkyl-
sulfidy, diethylsulfidy a sukcinimidylalkyldisulfidy nebo

jejich smési na vzacnych kovech (nejéastéji na zlaté nebo

Au

adsorpce
i _—

fj)rjjijjfjba 55 SESLIE 5

A/organizace
molekul

jroztok thiolu

55 LA 5 -

Obr. 2. Priprava samoskladné vrstvy na povrchu zlata; zlato
se ponofi do roztoku thiolu, ktery se adsorbuje na povrch (B).
Ptitom se molekuly samovolné organizuji orientované v jednom
sméru na povrchu zlata a vytvoii monovrstvy (C)
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platin€¢) nebo karboxylové kyseliny na oxidu hlinitém.
Pouzitim alkylovych fetézci delSich nez deset uhlikovych
atoml je mozné obdrzet velmi uspotadané vrstvy, které
maji malo defekti. Defekty byvaji zplsobeny ptedev§im
nepravidelnosti povrchu kovu*'.

Tvorba samoskladnych vrstev je v podstaté organi-
zace molekul na rozhrani tuhé a kapalné faze navozena
silnou chemisorpci mezi povrchem a organickou mole-
kulou®. Jejich hlavni vyhodou je jednoduchost jejich
pfipravy. Lze ji provadét pifimo v laboratofi za pouziti
dostupnych chemikalii. Z dalSich vyhod 1ze uvést stabili-
tu vrstvy, malou spotiebu proteintl, stabilitu v ¢ase, moz-
nost regenerace vrstvy a dalsi. Z nevyhod lze uvést toxi-
citu nékterych chemikalii a v nékterych ptipadech i dlou-
hou dobu potiebnou na imobilizaci (nezfidka byva kolem
24 h).

Postup imobilizace je pomérné jednoduchy. Povrch
se nejprve fadné omyje a poté se adsorbuje dostatecné
dlouhou dobu monovrstva organické latky (obr. 2). Na ni
se bud’ imobilizuje biomolekula, nebo se k ni pfipojuje
dalsi sloucenina, jez zprostfedkovava vazbu k proteinu.
Vazba monovrstvy k povrchu je kovalentni; vzniké nej-
Castéji reakci atomu siry monovrstvy s kovem.

Z nejbéznéji pouzivanych latek pro pfipravu mono-
vrstev 1ze uvést cysteamin s glutaraldehydem; thiookto-
vou kyselinu; 4-aminobenzen-1-thiol, protein A; dithio-
bis(sukcinimidylpropionat), 2,4,6-trichlor-1,3,5-triazin,
3,3’-dithiodipropanovou kyselinu a mnoho dalsich. Byly
popsany imetody, kdy samoskladnd monovrstva byla
tvofena kofaktory NAD" (cit.**) nebo FAD (cit.**).

Zajimavym pfipadem samoskladnych vrstev je
vyuziti kalix[n]arent. Kalix[n]areny jsou cyklické oli-
gomery vznikajici kondenzaci para- substituovanych
fenolii s formaldehydem v alkalickém prostiedi®’. Kalix
[n]areny byly jiz dfive pouzity pfisyntéze umélych
receptord pro kationty, anionty a neutralni organické
molekuly®®. Struktura typického zastupce této skupiny
latek, p-methylkalix[4]arenu, je patrna na obr. 3.

Lee a spol.*’ vyuzili modifikované kalix[4]areny
k imobilizaci hovéziho sérového albuminu (BSA). Pou-
zili kalix[4]arenkarboxylovou kyselinu a jeji ester a sle-
dovali mnozstvi imobilizovaného BSA.

Vyvoj imobiliza¢nich technik s vyuzitim kalix[n]
arent a jejich derivatl je velmi dobra cesta, jak adsorbo-
vat biomolekuly na povrchy senzora.
vach a jejich vyuZiti naleznou zajemci v pfehlednych ¢lan-
Cich42,48—50.

OH (\)H OH HO

Obr. 3. Struktura p-methylkalix[4]arenu
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4.5. Fotochemicka imobilizace

proteint

Jedna znovégjsich metod, jak rychle imobilizovat
proteiny, je fotochemické imobilizace. Imobilizace je zpu-
sobena UV svétlem. Tato technika je Setrna k biomole-
kulam a nezavisi na pH a teplot&™'.

Fotoimobilizacni technika mtze byt fizena vystave-
nim vzorku UV svétlu nebo laserovému paprsku®.

K imobilizaci je potfeba fotoreaktivni povrch, jimz
mize byt aminopolystyren, alkylaminosilikagel atp. Foto-
reaktivni polymer se pfipravi reakci s 4-azido-1-fluor-2-
-nitrobenzenem za pusobeni mikrovinného zafeni, kdy
vznikaji fotolabilni skupiny’'. P¥idavkem proteinu a ozéfe-
nim UV svétlem vznikne kovalentni vazba polymeru
s proteinem.

Nagvi a spol.’! tuto metodu Gsp&$né pouzili pro imo-
bilizaci kienové peroxidasy a glukosaoxidasy.

4.6. Imobilizace proteinl pfes hexa-
histidinovou néastavbu

Tato metoda je zalozena na afinitni chromatografii
s imobilizovanym kovem™. Tonty kovii (niklu, zinku, mé-
di) tvoti komplex s chelata¢nim ¢inidlem, které obsazuje
ti az Ctyfi koordinacni vazby kovového iontu (z Sesti moz-
nych) a zbylé mohou byt obsazeny donory elektront jako
jsou napf. histidinové skupiny®*. Histidinové kotvy jsou
vnaSeny do proteinu pomoci genového inzenyrstvi. Inzert
oligonukleotidového linkeru kddujiciho histidinovou kot-
vu je vnesen do genu koédujiciho protein (ktery jiz byva
umistén na plasmidu) a protein je sekretovan vhodnym
mikroorganismem™.

Kroger a spol. vyuzili tento systém k imobilizaci anti-
lysozym F,, fragmentu D1.3 (histidinovy hexamer byl
pripojen k C-konci téZkého fetézce) a ke sledovani jeho
interakce s lysozymem z vajeéného bilku®. Ovéfili, ze
sekundarni struktura fragmentu se po imobilizaci nezméni-
la a fragment si zachoval vysokou aktivitu ve vazbé
s lysozymem.

5. Zavér

Metodami imobilizace proteinii na povrchy senzort
a sledovanim kinetiky a termodynamiky adsorpce se zaby-
va mnoho vyzkumnych tymid po celém svété. Cilem je
vyvinout metody, které by byly levné, rychlé a které by
neovliviiovaly adsorbovany protein. Nékterymi metodami
jiz bylo dosazeno zna¢ného pokroku, napf. pii pouziti
systému (strept)avidin-biotin.

V soucasnosti je k dispozici Siroka paleta metod, kte-
ra se da uplatnit u riznych molekul bilkovinné povahy
rozdilng. Nékteré metody jsou vhodnéjsi pro enzymy, jiné
pro protilatky a jiné pouZijeme pro imobilizaci struktur-
nich protein. Tato prace neprinesla uplny vycet metod
pouzivanych pii modifikaci povrchti senzord pro imobili-
zaci biomolekul, ale pouze nékteré metody modifikace
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povrchil senzorl pro nekovalentni imobilizaci proteint.

Tato prace vznikla za financni podpory grantu 1GA
MZ CR ¢islo NA/7616-3.
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Protein immobilization plays a crucial role in biosen-
sor construction. Conformational changes take place dur-
ing protein adsorption onto a solid surface. The conforma-
tional changes may cause a loss of biological activity and
may lead to impairment of the sensor. This is why differ-
ent immobilization techniques have been designed; some
of them are commercially utilized. This article is an over-
view of methods of surface modification for noncovalent
protein immobilization.



