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1. Uvod

Sacharidy tvoria neodmyslitel'nt stcast’ zivych orga-
nizmov. Polysacharidy mézeme najst’ vo vnutri buniek
a aj na ich povrchu ako sucast’ bunkovych membran. Maju
dolezita ulohu nielen v metabolizme bunky, ale aj vo via-
cerych fyziologickych procesoch a v bunkovej signaliza-
cii. Glykany st polysacharidy alebo oligosacharidy obsa-
hujuce N- a O-glykozidické vizby monosacharidov. Gly-
kany moézu byt homo- alebo heterooligomérne, linearne
alebo vetvené. V eukaryotickych bunkéach je mnoho biel-
kovin kotransla¢ne a posttranslacne upravenych v procese
glykozylacie, pocas ktorého sa prenasaju glykany na pro-
teiny.

Zmeny v procese glykozylacie a Struktirne zmeny
glykanov mdzu indukovat’ viacero ochoreni, alebo mdzu
byt sposobené roznymi ochoreniami. Do centra pozornosti
sa dostavaju hlavne choroby ako rakovina, zapalové
a genetické ochorenia a niekol’ko bakteridlnych alebo vi-
ralnych infekcii.
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Glykanové bioCipy a biosenzory predstavuju pomerne
mladd vednu oblast’, ktora sa zaobera Studiom interakcii
medzi glykanmi a proteinmi. Cielom pri priprave glyka-
novych biocipov je ich konstrukcia tak, aby ¢o najpresnej-
Sie napodobnovali bunkovy povrch. Existuje mnoho me-
tod na pripravu glykanovych bio¢ipov a biosenzorov. Imo-
biliza¢né techniky pre vyrobu bio¢ipov mézeme rozdelit’
do dvoch vicsich skupin, nekovalentné a kovalentné tech-
niky. Pri priprave biosenzorov sa najcastejSie vyuZziva
zlaty povrch, na ktory sa imobilizuji glykany pomocou
tiolov. Velmi doleZitym aspektom pri ich konStrukeii je
organizacia povrchu, nastavenie hustoty a vol'ba vhodnych
glykanov.

2. BioCipy a biosenzory

Tazkosti pri $tadiu protein-glykdnovych interakcii st
sposobené komplexnostou a heterogenitou bunkového
povrchu, zdkladnou komplexnou Struktirou polysachari-
dov a typickou nizkou afinitou vizby. V biologickom kon-
texte st tieto limitdcie prekonané viacndsobnymi interak-
ciami, ako napr. simultanny kontakt medzi viacerymi gly-
kénmi na povrchu bunky a bielkovinovymi receptormi,
ktoré obsahuji rozpoznavaciu doménu pre glykany'. Na
Studovanie tychto interakcii sa pouZzivaji glykdnové bioci-
py a biosenzory, pri ktorych sa pouzivaju r6zne povrchy
s imobilizovanymi glykdnmi.

Biosenzory meraju chemické substancie a biologické
komponenty v kvalitativnej alebo kvantitativnej forme.
Biosenzory maju dve primarne zlozKy, 1) biorozpoznava-
juci element, ktory rozpoznava skimanu zlozku vo vzor-
ke, 2) prevodnik, ktory zaznamenava biologicky signal,
a premiefia ho na meratelny fyzikalny signal®.

Biocipy sa odlisuji od biosenzorov tym, Ze bioroz-
poznavajuci element nie je spojeny s prevodnikom. Glyka-
nové bioCipy boli prvy krat prezentované v roku 2002
niekol’kymi nezavislymi vedeckymi skupinami. Ich vyvoj
vychadza ztspesne fungujucich DNA a proteinovych
bioGipov’ a sa d4 vyuzit' na kvantitativnu a systematicka
identifikaciu glykanovych interakcii’. Vzniknuty signal sa
deteguje nepriamo, najcastejSie fluorescencnymi metoda-
mi. Glykany na povrchu bio¢ipu by mali byt’ imobilizova-
né spésobom, ktory napodobnuje ich prirodni orientaciu
v zivom systéme”’. Polysacharidy mozu byt’ priamo imobi-
lizované adsorpciou, fragmenty polysacharidov a glykany
ziskané z glykoproteinov a glykolipidov vSak pre kova-
lentnt imobilizaciu na povrch vyzaduju Casto derivatiza-
ciu. Imobilizacné techniky moéZeme rozdelit do dvoch
vacsich skupin, s kovalentnym alebo nekovalentnym

viazanim®.
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2.1. Nekovalentné imobiliza¢né metddy
pri konstrukeii bioCipov

Nekovalentné metddy pre imobilizaciu polysachari-
dov boli prvy krat pouzité v roku 2002 pri priprave prvych
glykanovych  Cipov. Nitrocelul6za® a oxidovany
polystyrén’ sluzili na fixaciu polysacharidov réznych glu-
kézaminoglykdnov ako aj proteoglykdnov (obr. la). Aj
napriek nahodnej orientacii glykanov bolo zaznamenané,
ze si polysacharidy zachovali svoju antigenicitu. Elektro-
statické interakcie sa tiez mozu vyuzivat' na konstrukciu
usporiadanych monovrstiev glykanov® ako napr. vizba
chemicky modifikovaného, negativne nabitého dextranu
na povrch pokryty aminom’. Obmedzenia pri tychto met6-
dach sposobuje poziadavka vysokej molekularnej hmot-
nosti glykanov pre efektivnu imobilizaciu. Oligosacharidy
s niz§ou molekularnou hmotnostou mézu byt viazané na
povrch hydrofébnou adsorpciou, avSak tdto metdda vyza-
duje dlhy alkylovy linker. Neoglykolipidy (glykany umelo
viazané ku lipidom) mdzu byt UspeSne imobilizované na
nitrocelulézovy povrch. DIlhé alkylové glykozidy
v rozsahu od jednej do péit’ sacharidovych jednotiek mozu
byt efektivne ukotvené na polystyrénové mikrotitracné
platnicky a detegované roznymi lektinmi (bielkovina nei-
munitného povodu, schopna viazat glykany). Pohl
a spol.10 vyvinuli metédu, pri ktorej viazali CgFy;
(heptadekafluéro-n-oktan) znacené monosacharidy na
sklenené¢ dosky obsahujuce rovnakitl funkéni skupinu
C8F17 (obr. lb)

Heparinové polysacharidy sa moZu viazat’ na sklene-
ny povrch pokryty poly-L-lyzinom cez elektrostatické
interakcie''. Interakcia biotinu so streptavidinom tieZ nasla
svoje uplatnenie v glykobioldgii. Na imobilizaciu sa mézu
vyuzit’ dosky so streptavidinom, na ktor€ sa viazu biotiny-
lované glykany”.

Medzi novsie metddy nekovalentnej modifikécie patri
priama imobilizdcia pomocou DNA. V tomto pripade sa
na glykan kovalentne naviaze oligonukleotid, ktory sa
hybridizuje s komplementarnou DNA imobilizovanou na
povrch &ipu (obr. 1c)’.
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2.2. Kovalentné imobiliza¢né metody
pri konstrukcii bio¢ipov

Kovalentné metddy st zalozené na vyuZzivani aktiv-
nych funkénych skupin najmaé tiolov aaminov. Shin
a spol.'" pouzili glykany s maleimidovou funké&nou sku-
pinou, ktoré fixovali na dosky s tiolovou funkénou skupi-
nou. Disulfidovo vymenné reakcie (chemické reakcia, pri
ktorej tiolatova skupina reaguje s atomom  siry
v disulfidovej vdzbe) sa pouzili na pripravu Cipov pre
povrchovu plazménovu rezonanciu . Priama imobilizacia
fragmentov heparinu s tiolovym zakon¢enim na zlaty po-
vrch sa tiez pouzivala ako mozna imobilizaéna technika'’.
Maleimid sa d& pouzit’ na aktivaciu BSA (hoviddzi sérovy
albumin) modifikovanych sklenenych povrchov, na ktoré
sa daju néasledne imobilizovat’ glykozylované tioly
(obr. 2a). Pravdepodobne najviac vyuzivana metoda
v sucasnosti je zaloZend na reakcidch aminov®. Blixt
aspol.'® vyvinuli metodu, pri ktorej sa viaze glykan
s aminovym ukoncenim na povrch obsahujuci ester
N-hydroxysukcinimidu (obr. 2b). Zou a spol. vyvinuli
metoddu na priamu imobilizaciu polysacharidov na polysty-
rénové mikrotitraéné platnicky pokryté aminovou sol-
gélovou monovrstvou'?. Kondenzaéné reakcie aminu, hyd-
razinu a oxyaminu s aldehydom tiez nasli svoje uplatnenie
v konstrukeii glykdnovych biogipov'”.

Dalsou Gspe$nou metédou na forméaciu glykanovych
monovrstiev st cykloadi¢né reakcie ako napr. Diels-
Alderova Cu' katalyzovana azid-alkin cykloadicia'®. Alter-
nativna metdda vizby nederivatizovanych glykédnov na
povrch je s vyuzitim fotoreaktivnych skupin. Aryl-
triflourmetyldiazirin dextranom alebo azidoaryl skupinou
modifikovany povrch sa da pouzit na vdzbu rastlinnych
xyloglukédnov, rdéznych bakteridlnych polysacharidov
a cicav¢ich glykoproteinov (obr. 2¢)"?°. Fotolabilné sku-
piny st konvertované iradidciou na vysoko reaktivne kar-
bénové a nitrénové intermediaty, ktoré reaguji s glykanmi
za vzniku kovalentnej vizby?'. Ftalimidové skupina sa da
vyuzit’ na kovalentné ukotvenie dextrdnu a bakteridlnych
polysacharidov??. Pomocou UV Ziarenia atém kyslika
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Obr. 1. Nekovalentna imobilizacia glykanov na rézne druhy povrchov; a) imobilizacia na nitroceluldézu alebo oxidovany polystyrén,
b) vdzba pomocou molekuly CgF;7, ¢) imobilizacia prostrednictvom DNA
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Obr. 2. Kovalentné imobiliza¢né techniky pre vizbu glykdnov; a) imobilizacia pomocou maleimidu, b) vézba glykanov cez ester
N-hydroxysukcinimidu, c) fotoimobilizacia na aryl-trifluérometyldiazirin na dextranom modifikovanom povrchu

ftalimidu viaze atom vodika z glykanov, ¢o vedie ku kova-
lentnej vézbe glykédnov na povrchﬂ. Metoda nazyvana
»foto-click* (vdzba molekil pomocou svetelného Ziarenia)
bola pouzitd na funkcionalizaciu €ipov z réznych polymé-
rov (polystyrén, polyakrylamid, polyetylénglykol, poly-2-
-etyl-2-oxazolin a polypropylén) s r6znymi glykdnmi (o-D-
-manbza, P-D-galaktéza a N-acetyl-p-D-glukozamin)®.
Deng a spol. viazali anhydrid kyseliny 5-fluorin akrylove;j
na polymérny povrch pomocou fotochemickej aktivacie
a takto upraveny povrch pouZili na pripravu glykanovych
biogipov*.

Elektrochemickou redukciou sa da zaviest’ aryldiazo-
nium na elektrodu s uhlikovym povrchom. Metédu moze-
me vyuzit’ na vytvaranie vrstvy pozostavajicej z fenylazi-
du alebo fenylacetylén diazonia. Tieto molekuly sa nasled-
ne mozu predizit Cu' katalyzovanou azid alkin
cykloadiciou™.

Glykany mdzeme viazat’ na povrch aj vo forme orga-
nosilanov cez SiO,. Takto vzniknutd vdzba je termalne
velmi stabilnd. Organosilany obsahujii atom kremika,
ktory zvyCajne viaze tri rovnaké funkéné skupiny, bud’
kratky retazec alkoxy skupin alebo chlor. Ako substrat sa
pouzije kremikova podlozka pokryta s hydroxyskupinami,
na ktoru sa viaze organosilan, a vytvara sa stabilna Si-O
viizba™.

3. Imobilizacie glykanov
3.1. Imobilizacia glykanov na zlaty povrch

Povrchy pre biosenzor/bioCip mézu byt modifikova-
né funkénymi polymérmi, oxidmi kovov, nanocasticami
a samo usporiadanymi vrstvami (SAM — self assembled
monolayers). SAM je monovrstva molekularnych rozme-
rov, formovana samostatnou organizaciou réznych druhov
molekul v usporiadanom poradi cez chemisorpciu na pev-
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ny povrch. SAM vrstvy patria medzi atraktivne sposoby
modifikdcie povrchov s tymito charakteristikami: 1) mole-
kuly s primarnou aktivnou skupinou sa viazu k povrchu
priamo, 2) alkylovy retazec poskytuje stabilitu
a organizaciu prostrednictvom van der Waalsovych inter-
akcii medzi susednymi retazcami, 3. termindlna funkéna
skupina je zodpovedna za vdzbu biomolektl na monovrs-
tvu. Jedna z vyhod tejto metddy je, Ze vytvorena vrstva
chrani biomolekuly pred priamym kontaktom s kovovym
povrchom, ¢im sa zabranuje denaturacii proteinov. Cha-
rakteristiky ako stabilita, vysoka hustota a spravne uspo-
riadanie glyk4nov znizuju moznost' vzniku defektov na
SAM modifikovanom povrchu®’. Glykanové SAM nam
davaju moznost’ kontrolovat’ hustotu a orientaciu viaza-
nych ligandov, ¢o je vyhodné pre analyzu vztahu medzi
ich Struktarou a aktivitou.

Najlepsi modelovy systém sa da vytvorit' viazanim
alkantiolov na zlato. Alkantioly sa adsorbuju na zlaty po-
vrch spontanne. Existuju dve zakladné stratégie na pripra-
vu glykdnovych SAM. Priama modifikacia sa zaklad4 na
syntéze glykanov s alkantiolovou skupinou, avSak
s rastucou komplexnost'ou viazucich sa glykanov sa znizu-
je pravdepodobnost’ vzniku spravne usporiadanej
a orientovanej monovrstvy. Nepriama modifikacia vycha-
dza z chemickej transformécie funkénej SAM vrstvy. Gly-
kany sa viaZzu na povrch pomocou zvolenych chemickych
reakcii®®. Beznym prikladom priamej vizby glykanov na
pripravu SAM je inkubacia zlatého povrchu s roztokom
glykantiolu. Nepriama modifik4cia vyuZiva metody vizby
glykanov pomocou ECD/NHS a Cu' katalyzovanej azid-
alkin cykloadicie.

Tvorba glykénovych samousporiadanych monovrs-
tiev na zlatom povrchu je velmi u¢inna metoda®. Existuje
niekol’ko charakteristik, ktoré robia zlato vhodnym sub-
stratom na pripravu biosenzorov/bio¢ipov, ako napr. iner-
tnost’ voci tvorbe oxidov, kompatibilita s mhohymi typmi
prevodnikov a vizba tiolov s vysokou afinitou™. Je zname,
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Ze tioly vytvéraju stabiln( vézbu so zlatom a viaZzu sa ku
zlatému povrchu so silnou afinitou. V porovnani s kova-
lentnou vizbou medzi C-C, ktora ma energiu 100-150
kcal mol™, vizobna energia Au-S je priblizne 3045
kcal mol ™" (cit.’"). Tioly sa viazi na zlato vytvaranim viz-
by S-Au a po&as procesu sa uvoliiuje H, (cit.*?). Najvig-
Sou nevyhodou pouzivania zlatého povrchu je jeho udrza-
nie v Cistom stave a Cistenie zlatych elektrod moze byt
viacstupniovy a ¢asovo naro¢ny proces.

Vzdialenost  medzi  susediacimi  tiolmi  je
0,5 nm, dizka pouZitych tiolov méze byt 1-3 nm. Mézeme
pripravit’ aj vrstvu pozostavajucu z tiolov s rozlicnymi
funkénymi skupinami, tzv. zmesnu vrstvu. Moznost' zme-
ny pomeru medzi zriedovacimi a funkénymi tiolmi sa da
pouzit na optimalizdciu separacie biorozpoznavacieho
elementu. Tioly pouzité na riedenie funkénych skupin
modzu obsahovat’ skupiny, ktoré st odolné voci nespecific-
kym interakciam, najcastejSie vyuzivana skupina je oligoe-
tylénglykol alebo derivaty betainu. BSA a poly-
vinylalkohol sa tiez uspes$ne pouziva na zabranenie neSpe-
cifickych  interakeii®.

Jedna z najviac vyuzivanych metdéd na imobilizaciu
glykéanov je aktivacia -COOH skupiny pomocou karbodii-
midu (EDC) a sukcinimidu (NHS), pri ktorej sa vytvara
ester, ktory silne reaguje s -NH, skupinou®®. Pri tejto me-
tode sa pouzivaju glykany s -NH, skupinou, ktoré sa tak
kovalentne viaZzu na povrch (obr. 3a). V poslednom case
velmi UspeSnou metédou nepriamej vézby glykdnov na
zlaty povrch biogipu je Cu' katalyzovana azid-alkin cyklo-
adicia (CuAAC alebo click chemistry). Reakcia sa odohra-
va medzi organickym azidom a terminalnym alkinom
Vv pritomnosti Cul, za tvorby 1,4-disubstituované¢ho 1,2,3-
triazolu. Rychlost CuAAC je 107 vagsia ako rychlost’ re-
akcie bez katalyzatora a odohrava sa pri izbovej teplote™.

EDC/NHS
% R
Hz
EOOH io H
a
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Mechanizmus reakcie je komplexny a v niektorych aspek-
toch stale nejasny, ako napr. vznik medeného acetylidovy
intermadiatu. Priebeh reakcie zahriiuje tri zékladne kroky,
ked vprvom kroku vznikdA mednaty S-triazolyl
intermediat™. Druhy krok zahriiuje reakciu nukleofilného
uhlika na medenom acetylide s elektrofilnym terminalnym
dusikom na azide. Vo findlnom kroku dochadza ku kon-
trakcii  kruhu akuvolneniu produktu s regeneraciou
je udrzanie medi v stave s oxida¢nym ¢islom 1. Ako zdroj
medi sa najCastejSie vyuzivaju soli ako CuSO, alebo Cu
(OAc),. Na udrzanie oxidacného stupiia sa moze pouzit’
redukujice &inidlo askorbat sodny*® alebo kyselina askor-
bova (obr. 3b).

Pri tvorbe biosenzora so zlatym povrchom sa méze na
reakciu pouzit’ namiesto redukujtcich Cinidiel aj zaporny
potencial (—300 mV). Ripert a spol. popisuju, Ze nizsi po-
tencial ako —300 mV vedie ku tvorbe Cu’, ktory sa deponuje
na povrch Zlatej elektrody?'. Pri potencialoch od —260 mV az
—300 mV dochadza k najefektivnejSej redukcii medi
z oxidacného c¢isla II na oxidacné Cislo 1. Metoda vyuziva-
juca nizky potencial vyzaduje nizke koncentracie reaktan-
tov a katalyzatora (10 uM CuSOy4 a 1, 10, 100 uM azidu
alebo alkinu) *'.

3.2. Alternativne moznosti imobilizacie glykanov

Alternativna technoldgia na fixaciu oligosacharidov
je chemoenzymova metéda vyuzivajuca enzymy na modi-
fikaciu povrchu. Sialyltransferdza sa d4 vyuZzit' na vizbu
kyseliny sialovej na glykdnovy povrch. Metoda vézby
kyseliny sialovej vyZaduje cytidin monofosfatom (CMP)
aktivovanu kyselinu sialovt, ktord sa moze vyrobit’ pomo-
cou syntetazy CMP — kyseliny sialovej z kyseliny sialovej

Cu'/Cu
kys. askorbova/
-300 mV
Al | hl‘M
N=N N4

Obr. 3. Vizba glykanov na zlaty povrch pomocou tiolov; a) metéda EDC/NHS™, b) viazanie pomocou Cul katalyzovanej azid-alkin

cykloadicie™
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a cytidin trifosfatu®”®. Sardzik a spol. syntetizovali glyko-
peptid obsahujuci terasacharid NeuNAc(a2-3)Gal(f1-4)
GlcNAc(B1-2)Mana. na zlaty povrch. Enzym f3-1,2-N-
-acetyl-glukosaminyltransferazu 1 (POMGnT1) pouzili na
zavedenie N-acetylglukdzy na rastici oligosacharidovy
ret'azec. Vizba galaktozy sa uskutocnila pomocou enzymu
-1,4-galaktozyltransferazy. Tetrasacharidovy retazec sa
ukoncil vézbou terminalnej kyseliny sialovej pomocou
trans-sialidazy™.

Jednou z najnovsich metod je viazanie glykanov na
grafén (planarna vrstva s hrabkou jedného atému tvorena
atbmami uhlika usporiadana do pravidelnych Sest'uholni-
kov) cez 1-pyrénbutyryl chlorid. Najprv sa na grafénovy
oxid (oxidovana forma grafénu) naviaze kyselina pyrénbu-
tyrova cez m-m interakciu, nasledne sa prida tionyl chlorid
a vznika 1-pyrénbutyryl chlorid. Pri imobilizacii glykanov
dochéadza ku vzniku kovalentnej vizby medzi OH skupina-
mi oligosacharidu a skupinami acyl chloridu na graféno-
vom oxide™.

3.3. Kontrola organizicie povrchu

Pre stadium interakcii medzi proteinmi a glykanmi je
dolezité, aby povrch biolipu ¢o najviac napodobnoval
povrch biologickych membran. Pri konstrukcii mozeme
kontrolovat’ hustotu a poradie sacharidov v ramci glykanu.

Vrstvy SAM by mali mat’ najmene;j tri charakteristi-
ky: 1) Mali by mat’ schopnost’ odolat’ neSpecifickym inter-
akciam proteinov a biomolekulam, a mali by mat’ schop-
nost’ vytvérat’ iba pozadujlce interakcie pre umoZznenie ¢o
najpresnejSej imobilizacie. 2) Mali by umoznit' kontro-
lu hustoty imobilizovanych ligandov alebo biomolekul.
3) Ligandy by mali byt priestorovo usporiadané tak, aby
minimalizovali pdsobenie na povrch ako napr. limitovanie
transportu, blokovanie védzobnych miest alebo indukciu
konformacénych zmien. Je tiez vel'mi uzitocné, ak sa model
povrichu  moéze pouzit pre viaceré  analytické
a charakteriza¢né metddy, o vedie k lepSiemu pochopeniu
vlastnosti glykdanom modifikovanych povrchov*?. Povrch,
ktory odolava neSpecifickym interakcidm, sa nazyva inert-
ny povrch. Oligo- (OEG) alebo polyetylén glykol (PEG) sa
uspeSné vyuZiva na zabezpecenie inertnosti. Alkéntioly
stri- alebo hexaetylén glykolovym ukonenim st Stan-
dardnou sucastou SAM pouzitych v biologii alebo
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v biochémii s termindlnym etylénglykolovym ukoncenim
vo forme helixu alebo amorfného usporiadania®.

Hustota glyk&nov na povrchu bio¢ipov mé vyznamné
pOsobenie na afinitu a Specificitu interakcie lektinov
a protilatok, varidcie v hustote glykdnov mézu byt uzitoc-
né pre rozlisovanie subpopulacii sérovych protilatok®'.
Zmesné SAM vrstvy obsahuju dve alebo viac rozlicnych
molekul a umoziuju Stadium interakcii s biomolekulami
ako proteiny, glykany alebo protilatky. Siroko pouZivany
systém obsahuje alkantioly s etylénglykolovou skupinou
a alkantioly ukoncené biologickymi ligandmi alebo
s reaktivnou skupinou na vizbu ligandov™>.

Ak dve rozdielne adsorbujuce sa molekuly st
v inkuba¢nom roztoku a st zavedené na substrat, tak obi-
dve molekuly buda pritomné na povrchu v réznom pome-
re. Ak sa pouzité skupiny dost’ lisia v molekularnom zloze-
ni, tak sa usporiadaji do urcitych mikro- alebo nano-
domén. Opisany efekt sa najjednoduchsie dosiahne pouzi-
tim n-alkntiolov s vyrazne réznou dizkou alkylového
ret'azca, alebo terminalnou skupinou s réznou hydrofobici-
tou. NajcCastejSie sa pouzivaju methylové (-CH;) alebo
hydroxylové skupiny (-OH) skupiny oproti karboxylovym
skupinam (-COOH) (obr. 5a)*%. Cancino a Machado sle-
dovali vlastnosti zlatého povrchu, ktory pozostdval zo
zmesnej SAM vrstvy. Pri tvorbe vrstiev pouzivali molekuly
ako kyselina 11-merkaptoundekénova, kyselina 3-merkapto-
propionova,  2-merkaptoetanol,  4-merkapto-1-butanol
a 6-merkapto-1-hexanol. Zistili, Ze zmesna vrstva mé rov-
naka hustotu ako monovrstva. Vzniknutd zmesna vrstva
umoziiuje aj l'ah$i prenos ndboja kvoli tomu, Ze kratSie
molekuly nebrénia tak vyrazne tomuto prechodu na povrch
v porovnani s Cy; alkantiolmi®’.

Pandey a spol. vytvorili na povrchu zlatej elektrody
SAM vrstvu pozostavajlicu z dvoch rozli¢nych tiolov. Ako
biologicky ligand pouzili 8-merkaptooktyl a-D-mano-
pyranozid, ktory riedili #-oktantiolom. Na biocip nasledne
viazali lektin konkanavalin A. Zistili, Zze k najvicsej vizbe
lektinu dochadza, ked’ sa pouZije riedenie 8-merkaptooktyl
a-D-manopyranozidu k n-oktantiolu v pomere 1:9 (cit.*?).
Povrch so spravnym usporiadanim zabezpecuje dostato¢nu
dostupnost’ glykanov pre lektiny, ktoré s nasledne schop-
né viazat’ sa na povrch biocipu.

Sheibe a spol. vyvinuli metédu na kontrolu hustoty
glykanov vyuzitim peptid-nukleovej kyseliny (PNA). Vy-

mandza

Obr. 4. Kontrola hustoty glykanov cez viazanie modifikovanych a nemodifikovanych PNA tsekov na DNA matricu
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Obr. 5. Kontrola §truktiry povrchu; a) kontrola hustoty naviazanych glykanov, b) efekt susediacich glykanov, R - ¢asto -CHj;, -OH

tvorili DNA matricu na ktord komplementarne viazali
modifikované PNA alebo nemodifikované PNA useky.
Modifikované PNA useky obsahovali N-acetyl-D-laktoz-
amin a mandzu. Kontrola hustoty prebiehala cez viazanie
jednotlivych PNA usekov v definovanom poradi (obr. 4)
*_ Nastavenie hustoty glykanov pomocou PNA tusekov
ponika moznost pripravy povrchu s presne zadefinova-
nym usporiadanim.

Liang a spol. sledovali vplyv efektu susediacich gly-
kanov na glykan-proteinové interakcie. Pripravili zmesnil
vrstvu glykanov z dvoch oligosacharidov, ktoré viazali na
skleneny povrch. Na analyzu vybrali protilatku, ktora ma
schopnost’ viazat' pouzité glykany. Zistili, ze v pripade
zmesnej vrstvy sa protilatka viaze s vd¢Sou odozvou. Pro-
tilatky si  schopné vytvarat’ viacnasobné vizby
srozlicnymi glykdnmi sucasne, ¢im sa zvySuje aj sila
vizby®. Sila vizby antigénu protilatkou alebo avidita
vzrastd s afinitou jedného védzobného miesta pre jeden
antigén a s po¢tom simultanne sa uplatiiujicich vdzobnych
miest (obr. 5b). Glykanové bioCipy sa Casto pripravuji
z monovalentnych sacharidov. Alternativne metody vyuzi-
vaju vézbu multivalentnych glykokonjugatov na povrch,
ako mnapr. glykoproteiny, neoglykoproteiny/neoglyko-
lipidy, glykodendriméry, glykopolyméry. Vyuzitie glyko-
konjugatov poskytuje jedine¢ni moZznost’ robit zmeny
v konstrukcii povrchu. Mnoho glykanov sa prirodne vy-
skytuje viazanych na serin/treonin alebo asparagin v ramci
polypeptidového retazca. Peptidy, ktoré viazu glykany,
maju tiez dolezitd ulohu v rozpoznavani. Niekol’ko vedec-
kych skupin viazalo glykopeptidy na povrch bioCipu
a sledovali posobenie peptidovej sekvencie na glykdnové
rozpoznavanie*. Peptidy moézu mat’ vyznamny vplyv aj na
viizbu anti-glykanovych protilatok*'.

4. Zaver

Od roku 2002, kedy bol prezentovany prvy glykano-
vy biocip, doslo k rychlemu rozvoju tejto vednej oblasti.
Glykanové biocipy a biosenzory sa zacali vyuzivat’ hlavne
na Stadium glykan proteinovych interakcii. Aj v sticasnosti
sa hl'adaji nové metddy a substraty pre imobilizaciu gly-
kanov, na pripravu efektivnych bioCipov a biosenzorov.
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Hlavnym ciel'om pri konstrukcii glykanmi pokrytych
povrchov je, aby Co najviac napodobiiovali biologicky
povrch, napr. povrch bunky. Vol'ba vhodnych glykanov,
nastavenie ich hustoty a usporiadania patria medzi najdo-
lezitejSie parametre pri vyrobe biosenzorov a bioCipov.
Metody EDC/NHS alebo Cu' katalyzovana azid alkyn
cykloadicia sa javia ako vhodné techniky pre konstrukciu
efektivnych glykdnovych bioCipov alebo biosenzorov.
Vyuzitie zlatych povrchov na produkciu SAM vrstiev po-
skytuje moznost’ pripravy biosenzorov s vysokou hustotou
a s moznost'ou kontroly organizacie povrchu. Naro¢nost’
spojend s udrzanim zlatého povrchu v Cistom stave a jeho
vysoka cena sposobuju hlavné limitacie pri pouzivani zlata
ako vhodného subtratu pre vdzbu glykanov. V sicasnej
dobe sa zacali vyuzivat' aj iné materialy na konStrukciu
biosenzorov, ako napr. grafén, ktory sa vyznacuje vhodny-
mi vodivymi vlastnost'ami.

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, and J. Tka¢ (Institute of
Chemistry, Slovak Academy of Sciences, Bratislava): Gly-
can Immobilization in Construction of Biochips and
Biosensors

Saccharides play important roles in organisms.
Changes in glycosylation and in structure of glycans can
induce many diseases or can be induced by diseases. Gly-
can biochips and biosensors are novel techniques the main
role of which is to study the glycan — protein interactions.
In the construction of biochips and biosensors it is im-
portant to create a surface similar to cell surface. Out of
several methods of glycan immobilization, two major
groups are covalent and noncovalent techniques. Glycans
with terminal thiol groups are often used as they can be
easily immobilized on Au surface.



