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Zaver

1. Uvod

Glykanové biocCipy a biosenzory nasli svoje vyuzitie
hlavne pre $tiidium interakcii medzi proteinmi (napr. lekti-
ny, protilatky) a glykanmi. Uplatiuji sa aj pri detekcii
virdlnych a bakteridlnych infekcii a v klinickej diagnosti-
ke. Pomocou glykanovych bioCipov sa moze Studovat’ aj
imunitna odpoved’ organizmu a daji sa sledovat’ aj vlast-
nosti niektorych enzymov.

Biosenzory merajii chemické substancie a biologické
komponenty v kvalitativnej alebo kvantitativnej forme.
Maju dve primarne zlozky, 1. biorozpoznavajuci element,
ktory rozpoznava skimant zlozku vo  vzorke,
2. prevodnik, ktory zaznamendva biologicky signal, a pre-
miena ho na meratel'ny fyzikalny signal. BioCipy sa odli-
Suju od biosenzorov tym, Ze biorozpoznavajuci element
nie je spojeny s prevodnikom. Vzniknuty signdl sa deteku-
je nepriamo, najcastejSie fluorescenénymi metédami.

Jednym z predpokladov pre presnu detekciu glykan
proteinovych interakcii je vhodna vol'ba detekénych tech-
nik. Existuje viacero moZnosti ako sledovat interakcie
prebiehajice na povrchu bioipov a biosenzorov. Detekéné
metody moZzeme rozdelit’ do dvoch vdcsich skupin. Detek-
cia so znacenim vyuziva hlavne fluorescencné znacky.
V poslednej dobe sa Coraz viac zacali pouzivat’ detekCné
metddy bez znacenia, ktoré nevyzaduju pritomnost’ znacky
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a vyuzivaji hlavne elektrické, elektrochemické, termické
a piezoelektrické metddy. Metody detekcie bez znacenia
mobzeme rozdelit’ do troch vdcsich skupin: 1. mechanické,
2. elektroanalytické a 3. optické detekéné metody.

2. Fluorescenéna detekcia

NajvSeobecnejsi pristup pri bio€ipoch zahriiuje detek-
ciu fluoroférom znacenych proteinov, ktoré sa viazu pria-
mo alebo nepriamo ku glykdnom na povrchu s pouZzitim
fluorescen¢ného skenera. Je mnoho moznosti pre detekciu,
tri hlavné postupy st nasledovné: 1. priame znacenie pro-
teinov fluoroforom, 2. pouzitie fluoroflorom oznaceného
priméarneho reagentu (napr. priméarna protilatka), ktory sa
viaze priamo na protein, 3. pouzitie fluoroflorom oznace-
ného sekundarneho reagentu (napr. sekundarna protilatka),
ktory sa viaze na primarny reagent (napr. primarna proti-
latka) naviazaného na protein (obr. 1). Biotinylovany pro-
tein moze byt monitorovany s fluoroforom znacenym
(strept)avidinom, a antiglykdnova protilatka moze byt
detekovana so znagenou sekundérnou protilatkou'. Zhou
a Zhou viazali biotinom znaceny lektin konkanavalin A
(Con A) na bioCip s imobilizovanymi sacharidmi. Najvy-
$8iu fluorescencnu intenzitu dosiahli pri mandze, glukéze
a N-acetylglukozamine’.

Pri fluorescencnej detekcii je znacenie mozné apliko-
vat dvakrat. Casto st glykany znaéené fluorescencne, ¢o
napomaha ich purifikacii a kvantifikacii. VacSina tychto
znaCiek ma excitatné a emisné maximum pod 450 nm.
Druhé znacenie sa pouZziva pre proteiny, kde sa pouZzivaju
znacky s excitaénym a emisnym maximom nad 450 nm,
¢im sa zabrani interferencii jednotlivych fluorescenénych
znaciek. Ak proteiny nie su priamo znacené, tak mozu byt’
detekované nepriamo so znacenymi protilatkami’.

Pre vacSiu citlivost sa daju  vyuzit Dbiocipy
s fotodiddami s integrovanym zosiliiovacom. S tymto na-
stavenim su fotodiddy vysoko citlivé a su schopné deteko-
vat' aj chemiluminiscencné reakcie s nizkou intenzitou.
Oproti konvenénému detekénému systému, akym st fluo-
rescenc¢né skenery, umiestnenie fotodiod do tesnej blizkos-
ti miesta, kde sa odohrdva reakcia emitujuca svetlo, posky-
tuje  zvySenie  senzitivity senzora. Detektor je
v nanometrovej blizkosti k miestu, kde sa odohrava reak-
cia, pri konvenénych skeneroch je vzdialenost' niekol’ko
milimetrov az centimetrov (angl. microarray fluorescence
readers, electrochemiluminescence plate readers)’. Rozne
metody pripravy glykdnovych bioCipov stazuji porovna-
nie detek&nych vysledkov medzi dvoma bio&ipmi’.

Napriek tomu, ze fluorescenénd detekcia je univerzal-
ne pouzivana, pri detekciach ma svoje limitacie. Modifika-
cia proteinov, ako znaCenie fluoroférom a biotinylacia
mozu redukovat' aktivitu alebo zmenit selektivitu
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Obr. 1. Fluorescen¢na detekcia glykan-proteinovych interakcii, a) detekcia s fluorescenéne znacenym proteinom, b) nepriame znace-
nie proteinu s pouzitim znaceného reagentu (protilatka), ¢) nepriama znacenie proteinu so znacenym sekundarnym reagentom cez primar-

ny reagent

viazania®. Fluorofér obsahujiice znatky (napr. primarne
protilatky) nie st dostupné pre vSetky proteiny, hlavne pre
novo objavené. Sekundéarne znacky zase m6zu mat’ glykan
viazuce vlastnosti. Zmes polyklonalnych protilatok pouzi-
vanych na detekciu proteinov casto obsahuje glykan-
viazuce protilatky. Mnoho fluoroférov je citlivych na svet-
lo aje nachylnych na oxidativnu degradaciu, ¢o vedie ku
zniZeniu intenzity signdlu. Kvoli limitdcidm spdsobenych
fluorescenénym typom detekcie by sa mali na monitorova-
nie glykdnovych bio¢ipov a biosenzorov vyuzivat' aj iné
detekéné stratégie, hlavne metody bez znadenia'.

3. Detekéné metédy bez znacenia

Detekéné metddy, ktoré nevyuzivaji znacenie, zahr-
fuju stratégie ako kremenné mikrovahy (angl. quartz crys-
tal microbalance, QCM), konzolové bioCipy, mikroskopia
atomarnych sil (angl. atomic-force microscopy, AFM),
elektrochemicka impedanéna spektroskopia (angl. electro-
chemical impedance spectroscopy, EIS), voltamperomet-
rické metdédy a povrchova plazménova rezonancia (angl.
surface plasmon resonance, SPR).

3.1. Mechanické detekéné metody

Zakladnym principom QCM je sledovanie zmeny
rezonancnej frekvencie kremikového krystalu spojeného
so zmenou hmotnosti na jeho povrchu. Priebeh tohto deja
je vyjadreny tzv. Sauerbreyho rovnicou, v ktorom pq je
modul pruznosti, pq je hustota kremiku, 4 je plocha Cipu, fo
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je nominalna frekvencia, Am je zmena hmotnosti na po-
vrchu krystalu.

—2Amf02

[0

Zmena frekvencie kryStalu je imernd zmene hmot-
nosti, ¢o umoziuje sledovanie interakcii na povrchu ¢ipu
umiestnené¢ho na povrchu krystalu. QCM sa da vyuzit’ na
sledovanie kinetiky prebichajicej vdzobnej reakcie medzi
dvoma molekulami. Interakcia medzi molekulou
a povrchom spdsobi narast hmotnosti na povrchu krystalu,
¢o sa prejavi zniZzenim jeho frekvencie. Pri priprave QCM
sa najprv na povrch krystalu silne naadsorbuju alebo kova-
lentne naviazu receptorové molekuly, frekvencia je moni-
torovana v redlnom case pocas vézby ligandu na imobili-
zované molekuly. Adsorpcia molekul sa zaznamenava ako
pokles frekvencie. Vyhodou QCM je, ze koncept a realiza-
cia metddy je jednoduché a rychla a citlivost” detekcie za-
visi od modifikacie povrchu a od analytu. Limitacie st
sposobené nespecifickymi adsorpciami, ktoré sa daju obist’
pozornou pripravou/modifikéciou povrchu. Dalsou limita-
ciou je interakcia malych molekil s modifikovanym po-
vrchom, ked’Zze moZnost’ zosilnenia signélu zavisi od roz-
poznavacieho systému’.

Konzolové bioCipy (angl. cantilever biochips) patria
k detektorom s nanorozmermi, ktoré sa daju pouzit' na
sledovanie vidzby molekil zmenou hmotnosti. V minulosti
bola tato technoldgia vyuzivana na meranie pikomolarnych
mnozstiev mRNA. Vizba medzi receptorom a analytom

=l (1)
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sposobuje ohyb konzoly, ktory je zaznamenany vychylkou
lasera, o umozZituje priamu detekciu vizobnych dejov®.
Hermann aspol. sledovali interakciu medzi mandzou
a antiviralnym proteinom cyanovirinom-N (CV-N). Kon-
zolovy bioCip bol aktivovany trimandzou, glykdnom
s deviatimi zvySkami manozy a galaktdzou s r6znou husto-
tou vo forme tiolov. Na internt kontrolu pouzili galaktozu.
Po pridani CV-N signal ohybu lasera pri konzole
s triman6zou bol 3—4krat vacsi ako pri galaktoze. Podobna
reakcia sa urobila aj s pouzitim Con A. Odchylka pri gly-
kéne s deviatimi zvySkami mandzy bola o mnoho vyz-
namnej$ia ako pri trimanoze, ¢o nasved¢uje multivalentne;j
vizbe Con A s mandzou. Konzola s nanomandzou vykazo-
vala 0 20 % vyssi signal ako to bolo pri trimandze po pri-
dani CV-N. Citlivost metdédy je porovnatelnd s inymi
technikami ako aj SPR alebo QCM (cit.”). Konzolové sen-
zory majui znaény potencial na simultanne kvantitativne
stanovenie  viacerych interakcii medzi  glykanmi
a proteinmi stiCasne.

Zaujimava stratégia na sledovanie povrchovych Struk-
tar je mikroskopia atomarnych sil (AFM). AFM skuma
povrch pomocou ostrého hrotu umiestnenom na flexibilne;j
konzole, ktord sa sprava ako pruzina. Zakladna vybava
AFM zahriiuje piezoelektricky skener, flexibilni konzolu
s ostrym hrotom, laser, fotodiodovy detektor a spétnovéz-
bovl elektroniku. Princip analyzy je velmi jednoduchy.
Konzola s hrotom prechadza ponad povrch, jeho pohyb je
monitorovany laserom. Pri zmene smeru pohybu konzoly
sa laser odraza pod inym uhlom, ¢o sa zaznamena pomo-
cou fotodiody. Piezoelektricky snimac sa pouziva pre pria-
mu kontrolu pohybu konzoly. NajcastejSie vyuzivany po-
vrch pre AFM je vysoko usporiadany pyrolyticky grafit
alebo sklo. Pre glykany sa najcastejSie vyuziva zlaty
povrch'’. Poznédme tri typy skenovania: 1. kontaktny méd,
pri ktorom sa ihla dotyka povrchu, 2. nekontaktny méd, pri
ktorom hrot osciluje v tesnej blizkosti povrchu (5-15 nm).
Medzi ihlou a povrchom mozu pdsobit’ v zavislosti od
vzdialenosti van der Walsove sily, coulombové alebo dip6-
lové interakcie. 3. Metdda priblizenia a vzd’alovania sa
hrotu (tapping mode), pri ktorej konzola s ihlou osciluje
smerom hore a dole istou frekvenciou'.

3.2. Elektroanalytické detekéné metddy

Elektroanalytické detekéné metdody su zalozené na
detekeii elektrického signalu bez nutnosti pouZit' elektro-
chemickt znacku biorozpoznavajiceho paru, zahriiujiuc
elektrochemickiit  impedan¢na  spektroskopiu  (EIS)
a sledovanie efektu pola (angl. field-effect sensing). Nano-
materidlom modifikovné elektrody st charakterizované
metddami ako cyklicka voltametria (CV), diferenc¢na pulz-
né voltametria (DPV), voltametria $tvorcovych vin (square
wave voltametry, SWV) a EIS (cit.”). Vyhoda elektrickej
transdukcie je, ze ide Casto o nedestruktivnu analyticka
techniku. Existujt tri zdkladné elektrochemické metody:

1. Elektrochemicky senzor vyuzivajuci nanomaterialy
bol Siroko Studovany v kvapalnej faze pre sledovanie inter-
molekularnych interakcii. Elektrochemickd impedancna
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spektroskopia (EIS) je obzvlast vyuzivand pre detekciu
roznych biologickych analytov'?.

2. Tranzistor s efektom pola (field efect transistor,
FET) meria prad, ktory preteka medzi dvoma elektrodami,
ktoré s spojené polovodicom. Ak sa analyt naviaze na
povrch polovodica, dochadza k zmene vodivosti polovodi-
¢a, ¢o sa prejavi zmenou pradu'®. Nanotrubkové FET
(NTFET) st nadejnymi kandidatmi pre elektronicku detek-
ciu biologickych dejov, meranim zmien elektrickej vodi-
vosti nanotribok pred a po vizbe biomolekuly’.

3. Biologické pory a polovodicové nanopory predsta-
vuju d’al$iu skupinu elektrickej platformy, ktoré sa vyuzi-
vajii v detekcii biomolekal'.

V pripade elektrochemickej impedanénej spektrosko-
pie sa meria odpor voci pridu pretekajicemu systémom
spolu s d’alsimi veli¢inami (diftzne charakteristiky, kapa-
citancia) pocas aplikacie striedavého napétia s meniacou sa
frekvenciou v elektrochemickej cele. Sinusoidny excita¢ny
potencial je znazorneny v nasledujicej rovnici:

E=E, - sin(2nff) 2)

Prislusny signal elektrického prudu sa da vyjadrit
ako:

I =1, - sin(2nft + ¢) (3)

Ey je amplitida napédtia, f je frekvencia udana
v Hertzoch, I, je amplituda elektrického prudu, ¢ je fazovy

uhol, 7 je ¢as. V anal6gii s ohmovym zdkonom, impedancia
systému sa da vyjadrit’ nasledujucim sposobom:

_E _ E,-sinQnft) _ Z,-sin(2nft)

I, I,-sinnfi+¢)  (Q2ufi+4)

“)

Pre matematické spracovanie udajov, pre presnu re-
prezentaciu impedanéného vektorového modulu musime
pouzit’ komplexny zépis, odozva vstupnej fazy pradu re-
prezentuje redlnu zlozku impedancie, odozva vystupnej
fazy pradu reprezentuje imaginarny komponent. Vsetky
komponenty, ktoré generuju fazovy posun, prispievaju
k imaginarnej zlozke impedancie. Komponenty, ktoré ne-
produkuju ziadny fazovy posun, prispievaju k realnej zloz-
ke systému.

Cely impedanény modul sa da vyjadrit’ ako stcet real-
nej a imaginarnej zlozky:

Z= Z’real + Z”imag (5)

Impedancné spektrum EIS je Casto prezentované Ny-
quistovym plotom, ktory zahriiuje polkruhovi a linedrnu
Cast’ (obr. 2). Polkruhova cast’ (resp. priemer polkruhu)
reprezentuje odpor voci prenosu naboja, priom linearna
Cast’ pri nizsich frekvenciach opisuje diftiziou limitovany
proces". Po naviazani glykanov a nasledne proteinov na
zlaty povrch dochadza ku zvyseniu odporu elektrody, tym
dochéadza k limitacii difuzie redoxnej proby (roztok feri-
a ferokyanidu) na jej povrch, o sa prejavi ako zvysenie
priemeru polkruhu.

Cyklické voltametria (CV) patri medzi najvyuZzivanej-
Sie elektrochemické techniky. Meria sa prud pri cyklickej
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Obr. 2. Nyquistov plot pre reprezenticiu vysledkov z elektro-
chemickej impedanénej spektroskopie, Z' = realna zlozka im-
pedancie, Z" = imaginarna zlozka impedancie

zmene potencialu v uréitom potencialovom okne. Metoda
nevyzaduje drahé alebo vysoko sofistikované zariadenia,
a preto je §iroko dostupna'®. Poas CV je potencial zavede-
ny medzi referencntl a pracovnu elektrédu a prad je mera-
ny na pracovne] elektrode. Vysledok sa zaznamena ako
zavislost’ pradu od potencialu. Pri skenovani vznikaju pra-
dové odozvy pre vsetky analyty, ktoré mozu byt redukova-
né (alebo oxidované) cez zvoleny interval potencialu. Prad
sa zmenli, ak potencidl dosiahne redukujiicu hodnotu analy-
tu. Ak je redoxny dej reverzibilny, tak v d’alsSom kroku sa
analyt reoxiduje na pévodny stav a produkuje prid reverz-
ny od predchadzajiceho skenu. Oxidacny signal najcastej-
Sie ma podobny tvar ako redukény. Doélezité parametre pri
cyklickej voltametrii su potencialové piky (Epc, Ep.) a pri-
dové piky (ipc, ipa) katodickych a anodickych pikov. Ideal-
ne CV ma symetrické piky, a linearny vzt'ah medzi prado-
vou odozvou a poc¢tom skenov (obr. 3a)"7.

Diferencna pulzna voltametria (DPV) skenuje poten-
cial so sériami pulzov. Predchodcom DPV je metdda nazy-
vand normalna pulznd voltametria (NPV), pri ktorej sa
postupne aplikuje séria pulzov so zvySujicou amplitidou
v predvolenom c¢asovom interavel. Pri DPV st vsetky po-

0,00005 - Epc
—_
=
:g 0,00000 -
b
o
-0,00005 Ese
0,0 0,2 0.4
Potencial (V)
a
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tencidlové pulzy fixované s malou amplitidou od 10 do
100 mV a st zvySované pomaly rastiicim zakladnym po-
tencidlom. Prad je merany v dvoch bodoch pre jednotlivé
pulzy, prvy bod je pred aplikaciou pulzu a druhy bod je po
skon&eni pulzu'’. V DPV je dizka druhého pulzu o mnoho
kratia ako dizka prvého, pri SWV dizka oboch pulzov je
rovnaka (obr. 3b)'®.

Signal pri voltametrii §tvorcovych vin (SWV) sa skla-
da zo symetrickych Stvorcovych vinovych pulzov, umies-
tneny na schodiskovych vinach zo stupajiceho zakladného
potencidlu. Oxidacia a redukcia latok je zaregistrovana ako
pik, alebo cez signal pradu je zaznamenany potencial, pri
ktorych sa latka oxiduje alebo redukuje. Prud je merany na
konci zmien potencialu, hned’ pred d’alSou nastupujiicou
zmenou, tym sa znizi prispevok kapacitného pradu
k meranému priadu. SWV ma niekol'’ko vyhod — metoda je
velmi citlivd a je schopnd potladat’ rugivé prady. Daldou
vyhodou tohto typu voltametrie je jej rychlost'’. Analyza
pomocou SWYV trva niekol’ko sekind, pri DPV sa d4 zis-
kat’ vysledok behom par minut®.

Chronoampérometria je skokova potencidlova meto-
da. V experimente s jednym skokom aplikujeme potencial
na pracovnu elektrédu a Gtlm pradu je hned merany ako
funkcia Casu. Pri dvojskokovom experimente je potencial
aplikovany symetricky okolo formalneho potencialu re-
doxného centra analytu. Ak je formalny potencidl redoxné-
ho centra analytu 0,0 V, prvy a druhy aplikovany potencial
budl mat” hodnotu +0,05 V a —0,05 V. Délezitym aspek-
tom je dizka &asu medzi potencialovymi skokmi, ktora
musi zabezpe¢it' Giplny utlm pradu pred d’alsim skokom'®.

Nanotrabkové field effect tranzistory (NTFET), pri
ktorych uhlikové nanortrky maji tlohu ako vodiace kana-
liky medzi dvoma elektrodami, st udrziavané pri konstant-
nom predpéitiﬂ. Stavba NTFET senzorov je zalozend na
vysokej citlivosti polovodivych uhlikovych nanortrok voci
zmene naboja v ich bezprostrednej blizkosti. Na NTFET
senzoroch su vsetky atdomy na povrchu uhlikovych nanot-
rubok vystavené okoliu tak, aby aj malé zmeny naboja
v prostredi sposobili vyznamné zmeny v elektrickych

Potencial (V)

AE

Cas (s)

Obr. 3. Grafické znazornenie voltametrickych detekénych metod, a) cyklicka voltametria, b) diferencna pulzna voltametria
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vlastnostiach nanorurok. Velké mnozstvo organickych,
anorganickych a biologickych materiadlov moze byt apliko-
vanych na funkcionalizdciu povrchu uhlikovych nanoru-
rok. Kovalentné modifikacie nanortrok sposobuju defekty
v povrchu, ktoré moézu obmedzovat’ elektrické vlastnosti
senzora, z tohto dovodu sa Castejsie vyuzivaji nekovalent-
né modifikdcie. Mnoho syntetickych  polymérov
a biomolekul zahrfiujice DNA, polysacharidy, enzymy,
protilatky, baktérie a bunky moézu byt’ adsorbované alebo
inkubované na povrch cez hydrofobne alebo m-m interak-
cie. Vyznamnu aplikdciu NTFET senzorov pre detekciu
glykan-proteinovych interakcii zaznamenal Star a spol.”*,
ktori urobili FET senzor obsahujuci siet’ glykokonjugato-
vych uhlikovych nanortrok, ktory dobre demonstroval
$pecificki vizbu bakterialnych lektinov?. V porovnani
s inymi mechanickymi stratégiami, ako je napr. QCM,
tieto elektrochemické metody davaja lepSiu moznost’ zni-
zovat’ rusivé signaly, ich citlivost’ vSak priamo zavisi od
gistoty polovodivych nanortrok’.

Nanoporové senzory zaznamendvaju signal pri pre-
chode roéznych analytov cez nanopory tak, ze pradovy sig-
nal zaznamena vdzobné udalosti cez ¢iastocné blokovanie
ionového pradu®. Rézne rozpoznavacie molekuly mézu
byt umiestnené do dutiny pérov na dobu dostatocnu pre
sledovanie interakcii. Vdzobné interakcie medzi rozpozna-
vacou a cielovou molekulou spdsobuji zmeny v prade,
ktoré¢ umoznuju kvantifikaciu a identifikaciu skimanych
molekal®.

3.3. Optické detekéné metddy

Povrchova plazménova rezonancia (surface plasmon
resonance, SPR) je optické technika pre analyzu kinetiky
biomolekularnych interakcii bez nutnosti znacenia. Najcas-
tejsie je pouzivana ako optickd metoda pre meranie indexu
lomu na rozhrani tenkej vodivej vrstvy (napr. napareného
zlata) a prizmy. Pri SPR je vézobny ligand naviazany vac-
Sinou na zlaty povrch a druhd vézobna molekula je trans-
portovana na povrch prietokovym systémom pomocou
jedného alebo viacerych kanalov. Index lomu povrchu sa
zmeni po obsadeni naviazanych ligandov (obr. 4)*°. SPR je
kolektivna oscilacia povrchovych elektronov (plazménov)
pozdiZ povrchu rozhrania indukovana dopadajiicim Ziare-
nim, ¢im dochadza k vzniku tzv. mizniaceho pola, ktoré je
velmi citlivé na zmenu indexu lomu v blizkosti zlatého
povrchu®’.

Bezny SPR experiment ma tri fazy: 1. asociacia,
2. disociacia a 3. regeneracia. V asociacnej faze je analyt
s konStantnou  koncentraciou zavedeny na povrch.
V disociacnej faze sa uz nepridava analyt, povrch sa pre-
myje mobilnou fazou (tlmivym roztokom). Regeneracna
faza zabezpe¢i odstranenia naviazaného analytu ateda
pripravu na d’alSie meranie. Tieto fizy su replikované
s roznymi koncentraciami analytu pre stanovenie jej vi-
zobnej kinetiky k povrchovym ligandom. Vyhodou SPR je,
ze je schopna stanovit’ rozsiahlu $kalu afinit (od pM do
mM), je schopnd stanovit’ kinetické konStanty a analyzuje
vzorky v redlnom case. SPR vyzaduje na imobilizaciu iba
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Obr. 4. Znazornenie principu detekcie povrchovej plazméno-
vej rezonancie

1-5 pg vzorky. Nevyhodou povrchovej plazménovej rezo-
nancie je, Ze analyt musi mat’ vyraznii hmotnost’, aby doslo
k zmenam v indexe lomu, preto sa najcastejSie vyuzivaja
proteiny ako analyt a glykdny sa viazd na povrch. Limito-
vany transport analytu na povrch moze ovplyvnit’ meranie
kinetickych parametrov’. Suenaga a spol. analyzovali po-
mocou SPR vizbu hemagglutininu (trimericky glykoprote-
in nachadzajlci sa na membrane virusov chripky) ku po-
vrchu pokrytého glykanmi, ktoré obsahovali ako terminal-
nu skupinu kyselinu sialovi. Vyvinuli metoédu, ktord sa
mézZe pouzit’ na detekciu virusov chripky®.

4. Zaver

Glykanové biocipy a biosenzory v poslednych rokoch
nasli svoje uplatnenie vo viacerych vednych odboroch.
Maju tendenciu stat’ sa uzitonym nastrojom pre Studium
interakcii medzi glykdnmi a proteinmi, ¢o by sa dalo vyu-
zit napr. na rychlu apresnt detekciu roznych chordb
ainfekcii. Pre dosiahnutie vysokého vykonu bioCipov
a biosenzorov je vel'mi dolezité zvolit’ si vhodnt detekénu
metddu. Fluorescencna detekcia predstavuje jednoduchu
moznost ako sledovat zmeny prebichajice na povrchu
bioc¢ipu, avSak pouZzitie roznych znaciek ma svoje nevyho-
dy, ako napr. zmena vézobnych vlastnosti proteinu.
V stcasnosti sa vo vicSej miere zacali pouZivat' detekcéné
metddy bez znacenia, ktoré s schopné sledovat’ interakcie
medzi glykdnmi a proteinmi s vysokou citlivostou bez
toho, aby spdsobili zmenu v Struktire analytu. Citlivost’
detekénych metod je silne zévisla od konStrukcie glykano-
vych bioCipov a biosenzorov. Je velmi dolezité, aby po-
vrch bioCipov a biosenzorov bol pripraveny tak, aby sa ¢o
najviac obmedzila moznost’ vzniku ne$pecifickych interak-
cii, ktoré mozu skreslit’ vysledok merania.

Tato publikacia bola vytvorenda v ramci projektov
APVV-0282-11, VEGA 2/0127/10 a ERC 311532.
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A. Hushegyi, T. Bertok, J. Tka¢ (Slovak Academy of

Science, Institute of Chemistry, Bratislava): Detection
Methods for the Study of Glycan-Protein Interactions

Glycan biochips and biosensors are potentially im-

portant tools for detection of glycan — protein interactions.
Among several applications they can be used for rapid and
precise diagnosis of various diseases and infections. Two
major detection techniques available for construction of
glycan biochips and biosensors — fluorescent labelled and
label-free methods are discussed.



