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1. Uvod

Vyzkum a vyvoj biosenzorli ma vyrazny interdiscipli-
narni charakter a kromé uzce zamétené bioanalytické che-
mie zasahuje i do takovych obort jako napt. biologie, che-
mie, fyzika a matematika. Vyuziti biosenzori v dnesni
dobé dopliiuje a v nékterych piipadech i nahrazuje klasic-
ké analytické metody, jako je napf. plynova nebo kapali-
nova chromatografie. Jejich aplikace umoziuje rychlé
analyzy vzorkll a minimalizuje naroky na jejich ptredupra-
vu. Jedna se pfitom o vysoce citlivé a rychlé metody, kte-
ré umoznuji méteni velkého mnozstvi vzorkil. PouZiti bio-
senzorli umoziuje miniaturizaci, pfiCemz méfeni mohou
probihat in  vivo 1 in vitro pii biologickych
a biomedicinskych méfenich. Jejich vyuziti je obrovské,
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najdeme je v medicing, v primyslu farmaceutickém, potra-
vinarském, biotechnologickém, ale i napf. v zemédélstvi
a ve vojenstvi.

Prvni zkoumané a vyvinuté biosenzory byly zalozené
na elektrochemické detekci. Vyvoj elektrochemie v této
oblasti odstartovala koncepce redoxniho potencialu spolu
s m&fenim pH na zacatku 20. stoleti. V roce 1922 nastal
prilom v oboru elektrochemie a to objevem polarografie.
Diky pokusim, jako bylo méfeni koncentrace kysliku
v kapalinach za pomoci rtutové kapajici elektrody z roku
1935 a spotieby kysliku zivymi organismy z roku 1938, se
ve 40. letech minulého stoleti objevily prace vyuzivajici
katodickou redukei kysliku na uslechtilych kovech. Ptida-
nim membrany propoustéjici plyny do elektrodového sys-
tému doSlo kzasadnim zménam u téchto -elektrod.
C. Clark Jr. byl prvni, kdo tento krok uskutecnil. V roce
1956, na zasedani Americké spolecnosti pro umélé organy,
byl jeho vynélez po ném pojmenovan jako tzv.,,Clarkova
elektroda® a tentyz rok Clark publikoval ¢lanek o své kys-
likové elektrodé'. Diky této inovaci ziskal spolehlivy méfi-
ci systém vedouct k sestrojeni prvniho biosenzoru, ¢imz se
zapsal do  historie. Jeho koncept byl piedstaveny
v experimentu, kde byla tenkd vrstva enzymu gluko-
saoxidasy (GOX) zachycena na Clarkové kyslikové elek-
trodé za pouziti dialyza¢ni membrany”. Tento systém byl
pozdé&ji nazvany enzymovou elektrodou?. Clarkovy teorie
a napady se staly redlné vyuzivané a komerc¢né dostupné
od roku 1975 a to diky jeho glukosovému analyzatoru
zalozenému na amperometrické detekei peroxidu vodiku’.
Do roku 1977 se termin biosenzor nepouzival, tento termin
zaved] az Karl Cammann, do té doby se mluvilo jen o en-
zymovych elektrodach nebo biokatalytickych membrano-
vych elektrodach®. Termin opticky biosenzor zavedli Lub-
bers a Opitz, ktefi v roce 1975 popsali ethanolovy senzor
z optického vldkna, na jehoZz povrchu byla imobilizovana
alkoholoxidasa spolu s kyslikovym indikatorem na konci
tohoto optického vlakna’. Dal§im milnikem v rozvoji bio-
senzori  byla  mySlenka  vytvofit  imunosenzor
(imunochemicky biosenzor vyuzivajici protilatky), ktera sa
zaCala rozvijet koncem 70. let. Na pocatku soucasnych
komercnich uspéchti afinitnich biosensort byla prace
Liedberga, ktery navrhl sledovani afinitnich interakci
v realném Case pomoci rezonance povrchovych plasmont
ve vrstvé kovu nanesené na optickém rozhrani®. V roce
1983 byl sestrojen prvni analyzator vyuzivajici povrcho-
vou plasmonovou rezonanci (SPR, z angl. surface plasmon
resonance) a jiz v roce 1990 byl komer¢né dostupny analy-
ticky SPR systém od firmy Pharmacia BIACore.
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2. Definice, charakteristika
2.1. Biosenzor

Biosenzor je podle doporuceni IUPAC popsany jako
»zatizeni, které vyuziva specifické biochemické reakce
zprostfedkované izolovanymi enzymy, imunosystémy,
tkanémi, organelami nebo celymi buikami pro detekci
chemickych sloucenin, obvykle méfenim elektrickych,
tepelnych nebo optickych signald*’. Jinymi slovy, biosen-
zor je analyticky systém reagujici na konkrétni analyt,
ktery obsahuje biorozpoznavaci slozku a prevodnik, coz
umoziuje sledovat analyty pomoci fyzikalnich detektori.
Biosenzory slouZi na kvantitativni stanoveni nebo kvalita-
tivni detekci a identifikaci analytu. Skladaji se z bioreakéni
vrstvy (bioreceptoru), pievodniku (angl. tranducer) véetné
dnes obvyklé elektronické jednotky a vystupniho signalu
(obr. 1). VétSina biosenzorl pracuje v ,,label-free modu,
to znamena ze analyt neni potfebné znacit znackou, umoz-
fujici jeho detekci, ale deteguje se signal vznikly pfimou
interakci analytu a biorozpoznavaci vrstvy.

2.2. Vyuziti biosenzoru v praxi

Vyuziti biosenzorti v bézné praxi je pomérné rozsiie-
né, setkdvame se s nimi ve farmakologii, medicin€, zemé-
délstvi,  potravinaistvi,  vojenstvi,  biotechnologii
i v ekologii a monitoringu zivotniho prostiedi. Jejich vyu-
ziti je vSak Caste€né omezené, neni obvyklé méfeni ve
sterilnich podminkach, také je limitovano rozsahem kon-
centrace analytu a napf. pii méfeni s enzymy se Casto lisi
optimalni provozni pH enzymu od pH prostedi®. Je-1i sig-
nal biosenzoru pfiliz nizky, existuje nékolik strategii pro
jeho zvyseni napf. pouzitim nanocastic. Chceme-li ziskat
kvalitngjsi resp. citlivéjsi opticky signal, pouzijeme nano-
materidly s jedineCnymi optickymi a elektrickymi vlast-
nostmi. Typickym ptikladem je pouziti uhlikovych nano-
materiald, které jsou pouzivany jako nosice signalizacnich
molekul, které zahrnuji aktivni molekuly, optické moleku-
ly s fluorescenci a s ultrafialovou nebo infracervenou ab-
sorpci.

BIOREAKENI | PREVODNIK

VRSTVA

ANALYT

D%
¥ -

Obr. 1. Princip biosenzoru
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Biosenzory také mizeme vyuzit k vysvétleni biofyzi-
kélnich aspektl interakce biomolekul pro lepsi pochopeni
biologickych procesd.

2.3. Biocip

Biocip je podle doporuceni IUPAC z roku 1992 defi-
novany jako ,,integrovany obvod, jehoZz elektrické a logic-
ké funkce se provadi pomoci vhodné uzptisobenych protei-
novych molekul*’. Doporugeni IUPAC vsak plné neodpo-
vida aktualnimu stavu, jelikoz v soucasnosti se termin
bioCip pouziva uz v jiné, Sirsi souvislosti, coz 1épe vystihu-
je definice biocipu jako ,,sbirky miniaturnich testovacich
mist (microarray), uspoiadanych na pevném substratu,
které umoznuji simultanni provedeni velkého mnozstvi
testii, s cilem dosahnout vy3si kapacity a rychlosti’. Bio-
Cip se tak da popsat jako soubor miniaturnich zkuSebnich
mist, jako ,,pole miniaturizovanych biosenzort, které jsou
uspofadany na pevném povrchu (obr. 2). Umoziuji tak
paralelni méfeni mnoha vzorkd, za stejnych laboratornich
podminek a za relativné kratky ¢as. Kromé genomickych
aplikaci se bioCipy Casto pouzivaji v toxikologii,
v biochemickém, biologickém a v biomedicinském vyzku-
mu. Pouzivané jsou napf. k rychlé detekei toxickych latek,
které mohou byt soucasti biologickych zbrani’. Prvni gene-
raci bioCipu sestrojil a pouzil ve své praci Fred Sanger
a Walter Gilbert, ktefi byli ocenéni Nobelovou cenou
v roce 1980 za pritkopnicky pristup v DNA sekvenovani'.
Na rozdil od biosenzorli, vétSina biocipovych zafizeni
vyuziva vzorky znaCené vhodnou znackou, napi. flu-
orescencni, kdy se deteguje signal (Casto opticky) produ-
kovany touto znackou.

3. Glykosylace a jeji vyznam

Glykosylace je nejcastéjsi posttranslacni modifikace
proteint. Jde o slozity proces, pfi némz dochazi
ke kovalentnimu navézani oligosacharidového fetézce na
jinou molekulu, nejéastéji protein, ale téz napf. na lipid.
Glykosylace mize pozménit vlastnost biomolekuly, napf.

VYSTUPNI SIGNAL
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Obr. 2. Princip bio¢ipu

antigenni. M4 velky vliv na strukturu a funkci nékterych
proteinti. Glykany vazané na proteiny se ucastni mnoha
fyziologickych procesti, napiiklad pii regulaci signalizacni
kaskady, adhezi bunék a diferenciaci. Glykosylace je ne-
zbytnd pro zivot a i malé zmény mohou narusit biologické
drahy. Zmény v glykosylaci jsou ¢asto dopravazené i pato-
logickymi projevy, mezi které patfi iinvazivita nadoru
a tvorba metastaz''. Geneticky vedené zmény glykosylace
jsou divodem zavaznych onemocnéni. Chorobné stavy
souvisejici se zménénou glykosylaci jsou rlznorodé
a u naddorovych onemocnénich zahrnuji napt. neurologické
poruchy, svalovou dystrofii, nddorovd onemocnéni, imu-
nitni nedostatky a kosterni abnormality.

Glykosylace proteini se rozd€luje na dva zakladni
typy, a to na N-glykosylaci a O-glykosylaci. Pfi N-glyko-
sylaci jsou sacharidy vazény pies N-acetyl-B-D-glukos-
amin na amidovy dusik v L-asparaginu. Pro tento typ gly-
kosylace musi byt na proteinu pfitomnd signalni sekvence
Asn-Xxx-Ser/Thr, kde Xxx mtze byt jakakoliv aminoky-
selina s vyjimkou prolinu a kyseliny asparagové. Pri
O-glykosylaci se glykany vazi na hydroxylovou skupinu
L-serinu nebo L-threoninu, a to pfes N-acetyl-a-D-galaktos-
amin. Na zéklad¢ souCasnych védomosti pro O-glyko-
sylaci neexistuje zadna signalni sekvence'”.

Glykosylace proteini ma Ctyfi typy specificnosti: (1)
specificnost druhovou, kde mizeme pozorovat odliSnosti
mezi analogickymi proteiny, jako jsou lidské ¢i jiné savéi;
(2) specificnost tkanovou, kde se napi. glykosylacni typ
ledvinovych glykoproteind 1i$i od typu charakteristického
pro pojivovou tkan; (3) specificnost bunéénou, jez je déna
vlastnostmi a funkci ur¢ité bunky; a (4) specifi¢nost pro-
teinovou, kdy jsou proteiny produkované napf. stejnou
bunéénou linii za stejnych kultivacnich podminek, ale maji
ruznou glykosylaci.

4. Lektiny

Lektiny jsou skupina proteindi vézajici cukry,
s vysokou specificitou k danym glykanovym strukturam.
O lektinech se nékdy tvrdi, Ze jsou neimunitniho ptivodu
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anemaji enzymatickou aktivitu, coz neni pfesné, protoze
byly objeveny i lektiny s enzymatickou odpovédi, tzv.
lekzymy"?, jakoZ i lektiny tvofené v makrofazich vykazuji-
ci imunitni odpovéd™*. Lektiny dokazi rozpoznat a navazat
cukry ve volném nebo vazaném stavu na glykoproteiny ¢i
glykolipidy. Ve své struktufe maji obvykle dvé a vice va-
zebnych mist pro sacharidy. Lektiny mizeme rozdélit do
n¢kolika skupin podle jejich monosacharidového rozpo-
znavani sacharidovych struktur, které jsou napiiklad sou-
casti viri, jsou na povrSich bunc¢k zivocichd,
v glykokonjugétech a na erytrocytech. Takto je rozdé€luje-
me do skupin dle jejich preference k mannose, fukose,
N-acetylglukosaminu,  galaktose/N-acetylgalaktosaminu
nebo N-acetylneuraminové kyseliné (kys. sialové). Dale
mizeme lektiny rozdé€lit do skupin podle jejich vyskytu
v prirod¢€. Jako prvni byly lektiny objevené v rostlinach a
byly pojmenovany aglutininy pro jejich vlastnost aglutino-
vat erytrocyty, patii sem napt. Ricinus communis aglutinin
(RCA) a ,,Wheat germ agglutinin“ (WGA). Kromé rostlin
je najdeme 1 v T1iSizivoCisné, vhoubach a ne-
bo v bakteriich. Lektiny nemtizeme povazovat za katalyza-
tory chemickych reakci, ale ucastni se d¢ji, ve kterych je
specifické rozpoznavani.

4.1. Rostlinné lektiny

Tato skupina lektind byla objevena jako prvni a také
patii k nejvétsi a nejlépe prostudované skuping lektint. Jde
o unikatni proteiny a glykoproteiny se silnou biologickou
aktivitou. Nejvice prostudovana skupina rostlinnych lekti-
nd byla izolovana z Legume neboli lusténin. Skladaji se ze
dvou nebo &tyi stejnych podjednotek a patii mezi Ca*
a Mn”" dependentni lektiny. Lektiny z rostlinné fise najde-
me v obilninach, fazolich, ¢occe, sdje, houbach, ryzi, raj-
Catech, bramborech, hlizach dalSich rostlin, dale v kvétech
i oddencich fady rostlin'’.

4.2. Zivo&isné lektiny

Zivogisné lektiny jsou komplexni oligosacharidové
struktury, které se nachézeji na povrchu bun¢k. Mohou se
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vazat na extracelularni nebo intracelularni glykoproteiny.
Tyto oligosacharidy mohou slouzit k zprostfedkovani
transportu glykokonjugatu na povrch bun¢k nebo slouzi
jako rozpoznavaci markery pii interakci bunika-bunika nebo
burika-matrice.

Zivo&isné lektiny miizeme rozdélit do dvou skupin,
a to na skupinu intracelularni a extracelularni, podle mista,
kde lektiny funguji. Mezi intracelularni lektiny patii cal-
nexin, M-typ (Clen glykosid hydrolas, ktery uzce souvisi
s a-mannosidasou na endoplasmatickém retikulu), L-typ
(proteiny vazici glykany z jinych eukaryotnich organismit)
a P-typ (nachazi se v luminalnich oddilech sekre¢ni drahy
z endoplazmatického retikula do Golgiho aparatu). K ex-
tracelularnim lektintiim patii naptiklad C-typ (ma pozada-
vek na pfitomnost vapniku pro svou vazbu), R-typ
(obsahuje sacharidy rozpoznavajici doménu, tzv. CRD —
Carbohydrate Recognition Domain, strukturdlné podobnou
ricinu), S-typ/galektiny a I-typ/siglekty (to jsou glykanové
vazebné proteiny patfici do imunoglobulinové skupiny
proteintl). Nedavné vyzkumy poukazali na existenci dal-
Sich skupin zivocisnych lektinti a to F-box, ficoliny, F-typ,

intelektiny a jiné'S.

4.3. Houbové lektiny

Tyto lektiny jsou ve vétSin€ piipadech tvofeny dvéma
nebo ¢tyfmi podjednotkami, které mouho byt i nemusi byt
identické. Nekolik lektind z této skupiny se odlisuje od
ostatnich, spojenim svych podjednotek za pomoci disulfi-
dické vazby, kdezto ostatni jsou spojeny nekovalentnimi
vazbami. Velikost podilu glykosylace se v houbovych
lektinech hodné odlisuje. U nékterych z lektinti nebylo
nalezeno zadné anebo jen malé mnozstvi sacharidi, za-
timeo u jinych je tomu pravé naopak'’.

4.4. Bakterialni lektiny

Funkce lektinli jest€ neni zcela objasnéna. U rostlin-
nych lektind vime, Ze se mohou vyskytovat ve vSech Cés-
tech rostliny. Mohou byt zapojeny do jeji ochrany pted
nezadouci infekei, pii inhibici rastu hub obsahujici polysa-
charid chitin v bunécné sténé. U zivocisnych lektinil vime,
7e jsou zapojeny v mnoha biologickych procesech, jako je
prenos a odstranéni glykoproteinu, adheze nebo imunitni
odpovéd’. U bakterialnich lektinti je dilezita jejich funkce
pfi patogennim rozpoznavani povrchu hostitelské bunky
a tim je umoznéna jeji adheze, coz je prvni krok k vyvoji
infekce v hostitelském organismu.

4.6. Vyuziti lektint

Vyuziti lektind je nezmérné, mizeme se s nimi setkat
v medicin€ pii diagnostice a nésledné terapii. VyuZiva se
zde skutecnosti, Ze na povrchu prakticky kazdé buiiky se
nachdzi sacharidy, které vyznamné reguluji a ovliviluji
proteinové interakce, u kterych lektiny hraji vyznamnou
roli. To je téZ dlivod, pro¢ se v posledni dobé na studium
lektinG obraci velka pozornost. Lektiny maji velkou skalu
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vyuziti a nejen v biologickych oblastech (bunécna identifi-
kace, separace, detekce, izolace, mapovani neuralnich drah
mitogenni stimulace lymfocyty). Prace s lektiny se vyuZzi-
va 1 pii cileném transportu 1é¢iv v organismu. Principem je
odlisna afinita lektind k urcitym tkanim. Tato metoda by
mohla v budoucnu zajistit nejen vyhleddni nadoru, ale
i naslednou terapii s vyuzitim toxického efektu lektint.
Dnes se jiz nékteré lektiny vyuzivaji jako nosic¢e pro po-
skytovani chemoterapie'’. Byly také navrzeny jako jedny
z nadéjnych latek proti hmyzim Skidelim a byly pouzity
u plodin jako je pSenice, ryze, tabak nebo brambory. Tento
postup by mohl byt ¢asem aplikovan jako soucast integro-
vané strategie ochrany proti Skidctim, ktera zajist'uje Cas-
te¢né nebo Uplné zastaveni vyvoje hmyzu a nebo Gmrti
hmyzu®.

V bioanalytické chemii se vyuziti lektinl rozviji dvé-
ma sméry. Jeden smér se zabyva charakterizaci lektinové
molekuly, sacharidovou vazebnou specifitou a biologickou
roli téchto lektinti. Druhy je vyzkum, jenZ je zaméfen na
vyuziti lektini jako ndstroji uréenych na charakterizaci,
identifikaci, izolaci a dokonce na detailni studium glykanii
¢i jejich konjugata s lipidy a proteiny, kde se lektiny jako
biorozpoznavajici elementy kombinuji s vicerymi analytic-
kymi metodami. Mezi pouzivané techniky tu patii napf.
lektinov4 afinitni chromatografie (LAC), lektinovy blot
a lektinové biosenzory a bioCipy.

5. Biosenzory a bio¢ipy vyuZivajici lektiny

Lektiny se uspé$né vyuzivaji pfi sestrojovani biosen-
zoru a bio€ipl urcenych pro sledovani interakci napt. typu
protein-protein a protein-sacharid. Rovnéz se vyuzivaji pro
sledovani glykosylacnich zmén proteint ¢i slouzi k studiu
biologickych pochodil v téle, kde jakakoliv zména vede ke
zménam fyziologického stavu a naslednému rozvoji one-
mocnéni. Pro tyto studie jsou nejcastéji vyuzivané nasle-
dujici platformy a prevodniky pro lektinové biosenzory
a bioCipy: microarray s fluorescencni detekci, povrchova
plasmonova rezonance (SPR), elektrochemicka impedanc-
ni spektroskopie (EIS) a kiemenné mikrovahy (QCM), ze
kterych posledni tfi méfi v tzv. ,label-free” modu.

Lektinové/glykanovd microarray je nova platforma
pro glykanovou analyzu. Na rozdil od jinych béznych me-
tod, napt. kapalinové chromatografie s hmotnostni spek-
trometrii, umoznuje rychlé a vysoce citlivé profilovani
komplexnich glykant detegujici nizké koncentrace glyko-
proteint, a proto je vhodna ke glykoproteinovému testova-
ni, tzv. skriningu, jelikoz se jedna o ,high-throughput*
metodu®'. Pfi mé&feni microarray technikou se pouZiva jako
nosny materidl vétSinou sklo. Sklenény povrch je obvykle
modifikovany riznymi reaktivnimi molekulami (napf.
aldehydové nebo epoxidové skupiny), na které jsou bio-
molekuly imobilizovany. Tyto biomolekuly jsou vytisténé
na povrch pomoci microarray jehly. Format microarray
sklicka odpovida velikosti standardniho mikroskopického
sklicka. DalSim krokem je oznaceni biomolekul flu-
orescen¢nimi barvami. Po tomto kroku nasleduje detekce,
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ktera je provedena laserovym skenovanim pro specifickou
vinovou délku podle pouzitého fluorescen¢niho barviva.
Intenzita fluorescence je méfena pro kazdy bod na mikro-
¢ipu a nasledné vyhodnocena. Intenzita generovaného
signalu je zavisla na mnozstvi navazanych molekul®. Jeji
velkou vyhodou je rychlé zobrazeni obrovského mnozstvi
vzorkl. Touto metodou mizeme sledovat nejen interakci
mezi lektiny a sacharidy, ale i charakterizovat nové vazby
mezi proteiny a sacharidy, také odhadovat enzymatické
aktivity sacharidd a stanovovat enzymatické specifity™=2*.
Touto technikou je mozné sledovat interakci sacharid-
protilatka, detegovat bakterialni a virové patogeny, studo-
vat adhezi mechanismu bakteridlni buiikky na povrchu sa-
charidt. Tato technika je také vyuzivana pro studium bio-
logickych procest a jejich nasledné pouziti pro 1ékaiskou
diagnostiku®. Lektinovéa microarray se vyuZiva i pro studi-
um samotné glykosylace, glykoprofilaci vzorkii a muze
poskytovat informace tykajici se struktury glykanu a jejich
funkci®®. Kazdy lektin ma svou vazebnou specifitu, to zna-
mena ze se k danému glykoproteinu vaze rozdilnou vaz-
bou. Glykanova microarray, pii které slouzi jako biorecep-
tory imobilizované glykany nebo glykokonjugaty, které
jsou vtistény na povrch Cipu, slouzi pro screening proteint
véazajicich glykany a umoZiuje tak sledovani glykanové
specifity lektint anebo i virg?’.

Elektrochemicka impedanéni spektroskopie (EIS) je velmi
perspektivni technikou pro vyzkum objemovych a mezifa-
zovych elektrickych vlastnosti riznych druhd primarné
nekapalnych materiald. Kromée materialove-
technologickych aplikaci jako napf. kontroly baterii, polo-
vodicu, technologie tenkych filmt, monitoringu koroze
atd. nasla tato metoda vyznamné uplatnéni pfi vyvoji bioa-
nalytickych senzorovych systémt. Velkou vyhodou této
metody je vysokd citlivost a moznost méfit az
v atomolarnich koncentracich®®. EIS je metoda zaloZena na
perturbaci elektrochemického systému napétovym signa-
lem sinusového tvaru o malé amplitudé a nasledném méfe-
ni komplexni impedance v zavislosti na frekvenci (10°~10°°
Hz), coz dovoluje postihnout charakter nejen rychlych
elektrodovych d&ji (pfenos naboje), ale i téch pomalych
(difuzni déje). Podminkou spravného méfeni je zvoleni
takové amplitudy, aby odezva systému zlstala linearni, tj.
aby nedochazelo k nevratnym zménam na povrchu sledo-
vané¢ho objektu. Volba amplitudy zavisi na charakteru
studovaného systému, spravny vybér piedstavuje kompro-
mis mezi snahou minimalizovat Sum v impedan¢ni ode-
zvé (pouzitim vysoké amplitudy) a snahou minimalizo-
vat nelinedrni odezvu (uzitim malé amplitudy). Tato tech-
nika byla vyuzita napf. pro sledovani koncentrace glyko-
proteint fetuinu, asialofetuinu a oxidovaného asialofetui-
nu, pficemz odezva byla linearni v rozsahu sedmi fada
a dosazena mez stanoveni byla v atomolarnich koncentra-
cich®.

Technika QCM (quartz crystal microbalance) neboli
technika kfemennych mikrovah je metoda, pifi které se
méfi hmotnost na jednotku plochy a to zménou frekvence
rezonance na kfemenném krystalu rezonatoru. Meéfeni
v kapalin¢ se vyuziva pro stanoveni afinity molekul

846

Referat

(hlavné proteinit) na povrchu s funkénimi rozpoznavacimi
misty. Pomoci QCM biosenzoru byl vyvinut novy pfistup
ke studiu molekularnich interakci na povrchu savcich bu-
nék. Pfi studiu bunéénych linii epidermalniho karcinomu
a adenokarcinomu prsu byly tyto bunécné linie imobilizo-
vany na polystyrenem potaZenych kiemennych krystalech.
Na téchto bunécnych liniich byla sledovéana jejich vazba
a disociace s lektiny Concanavalin A (ConA), Dolichos
biflorus aglutinin (DBA), Peanut aglutinin (PNA) a Ulex
europaeus aglutinin (UEA-I) v redlném case. Toto studium
umoznilo sledovani glykosylacnich zmén u probihajici
rakoviny, od pocatecni faze az k terminalni fazi rakovi-
ny’.

Povrchova plasmonova rezonance (SPR) je mimo jiné
metoda umoziujici optické sledovani biospecifickych in-
terakci, které probihaji na povrchu bio¢ipu mezi imobilizo-
vanym ligandem resp. ligandy a protékajicim volnym ana-
lytem resp. analyty. V obvyklém komer¢nim uspotadani je
zde sledovan jev, kdy polarizované svétlo v podminkach
uplného vnitfniho odrazu zasahuje do elektricky vodivé
zlaté nanovrstvy na Cipu na rozhrani mezi médii
s odliSnym indexem lomu. Deteguje se intenzita odrazené-
ho svétla, k jejimuz poklesu dochazi pfi splnéni rezonan¢ni
podminky zavislé kromé jiného na dielektrickych vlastnos-
tech kapalného mezifdzi priléhajiciho k plasmonické zlaté
nanovrstve. V této prehledové praci jsme se zaméfili prave
na lektinové SPR bioCipy a biosenzory, které umoZiiuji
»label-free” analyzu v realném Case a nevyzaduji zadnou
chemickou Gpravu vzork.

6. Lektinova SPR
6.1. Princip SPR

SPR je analytickd metoda, kde se béhem méfeni sle-
duje zafivy tok (intenzita) odrazeného monochromatického
zateni v zavislosti na thlu odrazu a nebo se sleduje inten-
zita odrazu pro zafeni rliznych vlnovych délek pii kon-
stantnim Ghlu v zavislosti na vlnové délce. Tato metoda
umoziuje méteni v tzv. ,label free formaté nebo-li méte-
ni bez nutnosti znaceni. Béhem méfeni se v realném case
sleduje interakce mezi vstfikovanym analytem a biomole-
kulou imobilizovanou na povrchu SPR ¢ipu. SPR je vyso-
ce citlivd na zménu hmotnosti na povrchu ¢ipu, ke které
dochazi pfi navazani analytu na imobilizovanou biomole-
kulu, ktera zptisobi posun v thlu rezonance, tj. thlu, pfi
kterém je zeslabeno odrazené zareni v dusledku excitace
povrchového plasmonu. Rezonan¢ni podminky jsou také
zavislé na komplexnim indexu lomu adherujiciho
»Kkapalného* prostiedi, coz je veliina, ktera se méni pfi
biospecifickém zachyceni analytu. Zafeni je polarizovano,
nebot pouze vilny kolmé na rovinu povrchu (tzv.
p-polarizace) mohou vyvolat SPR. Tento jev je disledkem
vzniku rezonance mezi frekvenci zafeni a frekvenci kolek-
tivnich oscilaci povrchovych elektrond v nanovrstvé kovu
(vznik tzv. povrchovych plazmond) na rozhrani hranol
(sklo) / kov (Au) / dielektrikum (voda, pufr) za podminek
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Obr. 3. Princip méfeni povrchové plasmonové rezonance v Kretschmannové uspoiadani

7 7 ~ 1-34 , .
tiplného odrazu svétla’'**. Povrchové plazmony jsou

v podstaté hromadné excitace oscilaci elektrond vazanych
na rozhrani mezi vodi¢em a izolantem. Pti dopadu linearné
p-polarizovaného paprsku na rozhrani dvou prostiedi
s rozdilnymi indexy lomu vznikd4 povrchova (evanes-
centni) vlna. Je nutné, aby tthel dopadu paprsku na rozhra-
ni mezi optickym hranolem a pfimo kovem nebo ultraten-
kou dielektrickou vrstvou byl vétsi nez tzv. mezni thel
dopadu, pak dochézi k totdlnimu odrazu a vzniku evane-
scentni viny (tj. nesmi dochazet k lomu zafeni). Jestlize je
na povrch senzoru navazana biomolekula, dojde ke zméné
indexu lomu tohoto prostfedi a obvykle méfenim zmény
uhlu, pfi némz dochézi ke vzniku SPR jevu, lze vazbu této
latky detegovat. Pfi bioanalytickém SPR experimentu je
vzdy jeden z vazebnych partnerl imobilizovan na povrchu
optického senzoru (ligand) a druhy protéka okolo rozpus-
tény v pufru (analyt) (viz obr. 3). Tvorba jejich komplexu,
stejné jako jeho disociace, je doprovazena zménou indexu
lomu, resp. zménou rezonanc¢niho whlu, kterd je pfimo
umérna mnozstvi vazaného analytu. Index lomu pfi této
metodé je ovSem téz velmi citlivy na teplotu a na hustotu
daného média®>~*.

Povrchovou plasmonovou rezonanci 1ze v ramci bioa-
nalytickych aplikaci vyuZit v mnoha oblastech od klinické
oblasti, pfes stanoveni biochemickych markerd, 1é¢iv ¢i
drog, az po monitoring Zivotnitho  prostiedi,
v potravinarstvi nebo i ve vojenstvi k detekei virt, bakterii
nebo toxind. Jde tedy o vysoce citlivou metodu, ktera se
vyznacuje rychlou detekci a kvantifikaci. Pro tuto metodu
neni nutné znaceni jednoho z reak¢nich ¢lent a stanoveni
1ze provadét v realném case. Pro piipravu bioanalytického
SPR ¢ipu je mozné vyuzit dva zplsoby. Bud’ 1ze SPR ¢ip
pripravit zpusobem, kdy se ligand vaze kovalentni vazbou
ke karboxylovym skupindm zakotvenym na povrchu ¢ipu,
a nebo je mozné nekovalentni zachyceni ligandu na mole-
kulu kovalentné imobilizovanou na povrchu éipu37. SPR
byla Gspésné pouzita naptiklad pro detekci leukemickych
marker’®®, proteinovych biomarkert rakoviny®’ a prosta-
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tického antigenu v séru®’, bakterii Neisseria meningitidis*',
také pro kontrolu 16¢iv*?, kvasinek Candida albicans zpt-
sobujici infekce dutin® a viru hepatitidy B*.

6.2. Aplikace SPR s vyuzitim lektint

SPR vyuzivajici lektiny byla vyvinuta pro snadnou
a rychlou detekci E. coli 0157. Pti charakterizaci interakce
lektind se sacharidovymi komponentami z bakterialni bun-
ky bylo pro detekci pouzito celkem pét typa lektini
(izolovanych z Triticum, Canavalia ensiformis, Ulex euro-
peus, Arachis hypogea a Maackia amurensis). Tyto typy
detekce se planuji vyuzivat pfi kontrole bezpecnosti potra-
vin®. Lektinova SPR byla aplikovana i pii nepiimém sta-
noveni Bacillus anthracis detegovanim ochranného antige-
nu (PA)*. Metoda byla vyuzita také pro charakterizaci viru
Herpes simplex s pomoci lektind*’. SPR technika byla
pouzita pro vyzkum HIV a viru Dengue pomoci lektini
typu C*. Dale se SPR s pomoci lektini vyuzila pro vy-
zkum nadorovych onemocnéni, jako jsou kolorektalni kar-
cinom s vyuzitim HPA (Helix pomatia)® a rakovina pro-
staty s pomoci lektini SNA, AAL (Aleuria aurentia lectin)
a PHA-L®. Leukemické buitky byly sledovany pomoci
lektint ALA (Artocarpus lakoocha agglutinin), AHL
(Artocarpus hirsuta lectin) a MPA (Maclura pomifera
agglutinin)®'. Penezic pouzil zlaty SPR &ip potazeny grafe-
nem, kde sledoval interakci mannosy s lektiny z Lens cu-
linaris (LCA) a Triticum vulgaris (TVA)* Tento pokus
poukazal na rozdilnou vazebnou specifitu mezi jednotlivy-
mi lektiny a zatimco LCA se specificky vazal na man-
nopyranosidové jednotky, tak TVA mél afinitu
k N-acetylglykosaminu a ke zbytkiim kyseliny sialové™.
Interakce lektin — glykoprotein byly sledovany pro soubor
rostlinnych lektinii vazajicich mannosu (ConA, LCA
a PSA) a riznych glykoproteinii obsahujicich mannosu,
pfiCemz zjiSténé hodnoty disociacnich konstant zkouma-
nych interakei byly korelované se zndmou strukturou gly-
koproteind a hustotou jejich imobilizace na &ipu®. SPR



Chem. Listy /10, 842-850 (2016)

technika byla vyuZita i pfi studiu DC-SIGN (C-typ) lekti-
nového receptoru na antigen reprezentujici dendritické
butiky, které hraji dileZitou roli u n€kterych virovych in-
fekei jako je napi. HIV nebo vir Dengue®. Tato metoda se
vyuzila také pro identifikaci galektinu-1 a galektinu-3 jako
potencionalnich vazebnych partnert faktoru VIII, také
znamého jako anti-hemophilicky faktor (AHF)* nebo pfi
studiu strukturnich a funkénich vztahl u rekombinantnich
proteint HBHA typt C, S* a v mnoha dalgich studiich.

6.3. SPR imaging

SPR imaging (SPRi) je zobrazovaci SPR technika pro
méfeni interakci mezi neoznacenymi biologickymi mole-
kulami, kde na rozdil od klasické SPR je mozné sledovat
vice interakci zaroven®®. Jako monokanalovy detektor se
Casto pouzivaji CCD kamery, coz umoziuje vizualizaci
celého bioCipu. SPRi technika ma vSechny vyhody SPR
a navic umoziiyje simultanni stanoveni velkého poctu bio-
interakci na jednom Cipu a tak umoziuje paralelni stanove-
ni nékolika riznych analyt soucasné. D4 se fici, ze SPRi
technologie posouva SPR analyzu o krok dal. SPRi ¢ip se
Casto pfipravuje pomoci microarray spoterd, obdobné jako
microarray bioCipy, coz obvykle umoZiluje pouZziti mensi-
ho mnozstvi vzorku nez klasicka SPR, kdy je vSak dilezité
urcit si pocet a mnozstvi latek, které se budou nanaset na
povrch plasmonického Cipu. Tyto vlastnosti ¢ini SPRi
velmi slibnou multiplexni technologii pro bioanalytickou
chemii s cilem simultdnniho sledovani vétsitho mnozstvi
interakei typu protilatka-antigen, enzym-substrat, DNA
hybridizace, protein-DNA nebo také interakci protein-
protein®’. SPRi technika se taktéZ vyuziva pro aplikace
v glykomice. Probéhly studie, které byly zaméfeny na
sledovani sacharidii vazajici proteiny/lektiny, které byly
charakterizovany pravé pomoci SPRi. Jejich zjisténa biolo-
gickd aktivita byla korelovéna s jejich chemickou struktu-
rou, ktera byla zjisténa metodou TOF-SIMS (Time-of-
Flight Secondary Ion Mass Spectrometry — hmotnostni
spektrometrie sekundarnich iontt). Protein vazajici lektin
Con A byl pouzit k testovani biologicky dostupnych gly-
kanti. Con A ma totiz silnou afinitu k neredukujici
o-mannose a o-glukose™. Tato technika méa obrovské vy-
hody pii sledovani vice biologickych interakci ve formatu
multiplexniho pole. V roce 2009 Linman a spol. sestavili
sacharidovy mikroCip pro analyzu lektino-sacharidovych
interakci. Byl zde sledovan lektin Sambucus nigra aggluti-
nin (SNA) na ¢étyfech riznych funkénich povrsich, a diky
tomu byla sledovana struktura terminalni kyseliny sialové
spolu s jeji vazbou. Tato studie poukazala i na moznosti
vyuziti cilenych povrchovych chemickych reakci pro mo-
difikaci povrchu bioCipu, coz umoznuje optimalizaci ana-
lyzy, potlaceni nespecifickych interakci a tim zlepsSeni
citlivosti a meze stanoveni®’.
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7. Zavér

Pomoci lektinovych bioCipti a biosenzori mizeme
sledovat a studovat glykosylaci. Zmény glykosylace jsou
doprovazeny zménami fyziologického stavu, coz muze byt
spojeno s nékterymi druhy onemocnéni jako jsou napf.
nadorova onemocnéni, revmatoidni artritida, roztrouSena
skler6za, atd. V poslednich letech se této problematice
vénuje stale vice odbornik a v dané problematice jsou
zaznamenany znacné pokroky. Tato prace je zamétfena na
vyuziti  povrchové plasmonové rezonance (SPR)
v kombinaci s lektinovymi biosenzory a bioCipy pro sledo-
vani glykosylace a jeji zmény. Pomoci SPR se béZzn¢ dete-
guji proteiny a studuji interakce protein-protein a protein-
lécivo. Lektinové SPR bioCipy umoziuji sledovat navic
i glykan(glykoprotein)-lektin(protein) interakce®. Cennou
vyhodou SPR v porovnani s vétSinou jinych metod pouzi-
vanych pro tento ucel je mozZnost provadét méfeni
v realném &ase a bez nutnosti znageni vzorka®'. Na druhé
mozné piekonat pomoci techniky SPR zobrazovani
(SPRi), ktera umoziuje simultanni méfeni vice vzorka®.
Praktické aplikace lektinovych SPR biocipti a biosenzort
jsou nejen v biologii a biomediciné pii vyzkumu
a diagnostice chorob a detekci patogennich mikroorganis-
md, ale i pfi  monitoringu Zivotniho prostiedi,
v potravinaistvi nebo i ve vojenstvi pfi detekci otravnych
latek zaloZenych na glykoproteinovych toxinech®.

Tato publikace byla podporena NPRP grantem # 6-
381-1-078 z Qatar National Research Fund (¢len Qatar
Foundation). Prohlaseni zde uvedena jsou vyhradné odpo-
védnosti autorii. This publication was made possible by
NPRP grant # 6-381-1-078 from the Qatar National Re-
search Fund (a member of Qatar Foundation). The sta-
tements made herein are solely the responsibility of the
authors.
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Slovak Academy of Sciences, Bratislava): Determination
of Glycosylation by Lectin Biochips and Biosensors
Based on Surface Plasmon Resonance

Lectin biochips and biosensors are used to detect and
study the protein glycosylation. Glycosylation changes are
accompanied by changes in physiological state, which may
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be associated with certain types of diseases such as cancer,
rheumatoid arthritis, multiple sclerosis, etc. In recent
years, this issue has been attracting more and more scien-
tists and enormous advances have been achieved in this
field. This work is focused on the use of surface plasmon
resonance (SPR) in combination with lectin biosensors and
biochips enabling tracking glycosylation and its changes.
SPR is commonly used to detect proteins and to study the
protein-protein and protein-drug interactions. Lectin SPR
biochips additionally allow us to detect the glycan
(glycoprotein)-lectin (protein) interactions. The great ad-
vantage of SPR, as compared to most other methods used
for this purpose, is the possibility of real-time and label-
free measurements. On the other hand, the measurement of
large number of samples is time consuming. This is possi-
ble to overcome by using the SPR imaging (SPRi) tech-
niques allowing simultaneous measurement of several
samples. Practical applications of the lectin SPR biosen-
sors and biochips are not only in biology and biomedicine
research and diagnosis of diseases and detection of patho-
genic microorganisms, but also in environmental monitor-
ing, food control and even in the military for the detection
of substances based on glycoprotein toxins.



