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1. Úvod 
 

Sacharidy tvoria neodmysliteľnú súčasť živých orga-
nizmov. Polysacharidy môžeme nájsť vo vnútri buniek 
a aj na ich povrchu ako súčasť bunkových membrán. Majú 
dôležitú úlohu nielen v metabolizme bunky, ale aj vo via-
cerých fyziologických procesoch a v bunkovej signalizá-
cii. Glykány sú polysacharidy alebo oligosacharidy obsa-
hujúce N- a O-glykozidické väzby monosacharidov. Gly-
kány môžu byť homo- alebo heterooligomérne, lineárne 
alebo vetvené. V eukaryotických bunkách je mnoho biel-
kovín kotranslačne a posttranslačne upravených v procese 
glykozylácie, počas ktorého sa prenášajú glykány na pro-
teíny. 

Zmeny v procese glykozylácie a štruktúrne zmeny 
glykánov môžu indukovať viacero ochorení, alebo môžu 
byť spôsobené rôznymi ochoreniami. Do centra pozornosti 
sa dostávajú hlavne choroby ako rakovina, zápalové 
a genetické ochorenia a niekoľko bakteriálnych alebo vi-
rálnych infekcií. 

Glykánové biočipy a biosenzory predstavujú pomerne 
mladú vednú oblasť, ktorá sa zaoberá štúdiom interakcií 
medzi glykánmi a proteínmi. Cieľom pri príprave glyká-
nových biočipov je ich konštrukcia tak, aby čo najpresnej-
šie napodobňovali bunkový povrch. Existuje mnoho me-
tód na prípravu glykánových biočipov a biosenzorov. Imo-
bilizačné techniky pre výrobu biočipov môžeme rozdeliť 
do dvoch väčších skupín, nekovalentné a kovalentné tech-
niky. Pri príprave biosenzorov sa najčastejšie využíva 
zlatý povrch, na ktorý sa imobilizujú glykány pomocou 
tiolov. Veľmi dôležitým aspektom pri ich konštrukcií je 
organizácia povrchu, nastavenie hustoty a voľba vhodných 
glykánov. 

 
 

2. Biočipy a biosenzory 
 
Ťažkosti pri štúdiu proteín-glykánových interakcií sú 

spôsobené komplexnosťou a heterogenitou bunkového 
povrchu, základnou komplexnou štruktúrou polysachari-
dov a typickou nízkou afinitou väzby. V biologickom kon-
texte sú tieto limitácie prekonané viacnásobnými interak-
ciami, ako napr. simultánny kontakt medzi viacerými gly-
kánmi na povrchu bunky a bielkovinovými receptormi, 
ktoré obsahujú rozpoznávaciu doménu pre glykány1. Na 
študovanie týchto interakcií sa používajú glykánové bioči-
py a biosenzory, pri ktorých sa používajú rôzne povrchy 
s imobilizovanými glykánmi. 

Biosenzory merajú chemické substancie a biologické 
komponenty v kvalitatívnej alebo kvantitatívnej forme. 
Biosenzory majú dve primárne zložky, 1) biorozpoznáva-
júci element, ktorý rozpoznáva skúmanú zložku vo vzor-
ke, 2) prevodník, ktorý zaznamenáva biologický signál, 
a premieňa ho na merateľný fyzikálny signál2.  

Biočipy sa odlišujú od biosenzorov tým, že bioroz-
poznávajúci element nie je spojený s prevodníkom. Glyká-
nové biočipy boli prvý krát prezentované v roku 2002 
niekoľkými nezávislými vedeckými skupinami.  Ich vývoj 
vychádza z úspešne fungujúcich DNA a proteínových 
biočipov3 a sa dá využiť na kvantitatívnu a systematickú 
identifikáciu glykánových interakcií4. Vzniknutý signál sa 
deteguje nepriamo, najčastejšie fluorescenčnými metóda-
mi. Glykány na povrchu biočipu by mali byť imobilizova-
né spôsobom, ktorý napodobňuje ich prírodnú orientáciu 
v živom systéme5. Polysacharidy môžu byť priamo imobi-
lizované adsorpciou, fragmenty polysacharidov a glykány 
získané z glykoproteínov a glykolipidov  však pre kova-
lentnú imobilizáciu na povrch vyžadujú často derivatizá-
ciu. Imobilizačné techniky môžeme rozdeliť do dvoch 
väčších skupín, s kovalentným alebo nekovalentným 
viazaním3.  

 

IMOBILIZÁCIA GLYKÁNOV PRE KONŠTRUKCIU BIOČIPOV A BIOSENZOROV 
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2.1. Nekovalentné imobilizačné metódy 
pri konštrukcií biočipov 
 
Nekovalentné metódy pre imobilizáciu polysachari-

dov boli prvý krát použité v roku 2002 pri príprave prvých 
glykánových čipov. Nitrocelulóza6 a oxidovaný 
polystyrén7 slúžili na fixáciu polysacharidov rôznych glu-
kózaminoglykánov ako aj proteoglykánov (obr. 1a). Aj 
napriek náhodnej orientácii glykánov bolo zaznamenané, 
že si polysacharidy zachovali svoju antigenicitu. Elektro-
statické interakcie sa tiež môžu využívať na konštrukciu 
usporiadaných monovrstiev glykánov8 ako napr. väzba 
chemicky modifikovaného, negatívne nabitého dextránu 
na povrch pokrytý amínom9. Obmedzenia pri týchto metó-
dach spôsobuje požiadavka vysokej molekulárnej hmot-
nosti glykánov pre efektívnu imobilizáciu. Oligosacharidy 
s nižšou molekulárnou hmotnosťou môžu byť viazané na 
povrch hydrofóbnou adsorpciou, avšak táto metóda vyža-
duje dlhý alkylový linker. Neoglykolipidy (glykány umelo 
viazané ku lipidom) môžu byť úspešne imobilizované na 
nitrocelulózový povrch. Dlhé alkylové glykozidy 
v rozsahu od jednej do päť sacharidových jednotiek môžu 
byť efektívne ukotvené  na polystyrénové mikrotitračné 
platničky a detegované rôznymi lektínmi (bielkovina nei-
munitného pôvodu, schopná viazať glykány). Pohl 
a spol.10 vyvinuli metódu, pri ktorej viazali C8F17 

(heptadekafluóro-n-oktán) značené monosacharidy na 
sklenené dosky obsahujúce rovnakú funkčnú skupinu 
C8F17 (obr. 1b). 

Heparínové polysacharidy sa môžu viazať na sklene-
ný povrch pokrytý poly-L-lyzínom cez elektrostatické 
interakcie11. Interakcia biotínu so streptavidínom tiež našla 
svoje uplatnenie v glykobiológii. Na imobilizáciu sa môžu 
využiť dosky so streptavidínom, na ktoré sa viažu biotiny-
lované glykány3.  

Medzi novšie metódy nekovalentnej modifikácie patrí 
priama imobilizácia pomocou DNA. V tomto prípade sa 
na glykán kovalentne naviaže oligonukleotid, ktorý sa 
hybridizuje s komplementárnou DNA  imobilizovanou na 
povrch čipu (obr. 1c)3.  

 

2.2.  Kovalentné imobilizačné metódy 
pri konštrukcií biočipov  

 
Kovalentné metódy sú založené na využívaní aktív-

nych funkčných skupín najmä tiolov a amínov. Shin 
a spol.12,13 použili glykány s maleimidovou funkčnou sku-
pinou, ktoré fixovali na dosky s tiolovou funkčnou skupi-
nou. Disulfidovo výmenné reakcie (chemická reakcia, pri 
ktorej tiolátová skupina reaguje s atómom síry 
v disulfidovej väzbe)  sa použili na prípravu čipov pre 
povrchovú plazmónovú rezonanciu14. Priama imobilizácia 
fragmentov heparínu s tiolovým zakončením na zlatý po-
vrch sa tiež používala ako možná imobilizačná technika15. 
Maleimid sa dá použiť na aktiváciu BSA (hovädzí sérový 
albumín) modifikovaných sklenených povrchov, na  ktoré 
sa dajú následne imobilizovať glykozylované tioly 
(obr. 2a). Pravdepodobne najviac využívaná metóda 
v súčasnosti je založená na reakciách amínov3. Blixt 
a spol.16 vyvinuli metódu, pri ktorej sa viaže glykán 
s amínovým ukončením na povrch obsahujúci ester 
N-hydroxysukcinimidu (obr. 2b). Zou a spol. vyvinuli 
metódu na priamu imobilizáciu polysacharidov na polysty-
rénové mikrotitračné platničky pokryté amínovou sol-
gélovou monovrstvou12. Kondenzačné reakcie amínu, hyd-
razínu a oxyamínu s aldehydom tiež našli svoje uplatnenie 
v konštrukcii glykánových biočipov17. 

Ďalšou úspešnou metódou na formáciu glykánových 
monovrstiev sú cykloadičné reakcie ako napr. Diels-
Alderova CuI katalyzovaná azid-alkín cykloadícia18. Alter-
natívna metóda väzby nederivatizovaných glykánov na 
povrch je s využitím fotoreaktívnych skupín. Aryl-
triflourmetyldiazirin dextránom alebo azidoaryl skupinou 
modifikovaný povrch sa dá použiť na väzbu rastlinných 
xyloglukánov, rôznych bakteriálnych polysacharidov 
a cicavčích glykoproteínov (obr. 2c)19,20. Fotolabilné sku-
piny sú konvertované iradiáciou na vysoko reaktívne kar-
bénové a nitrénové intermediáty, ktoré reagujú s glykánmi 
za vzniku kovalentnej väzby21. Ftalimidová skupina sa dá 
využiť na kovalentné ukotvenie dextránu a bakteriálnych 
polysacharidov22. Pomocou UV žiarenia atóm kyslíka 

Obr. 1. Nekovalentná imobilizácia glykánov na rôzne druhy povrchov; a) imobilizácia na nitrocelulózu alebo oxidovaný polystyrén, 
b) väzba pomocou molekuly C8F17, c) imobilizácia prostredníctvom DNA 

      a             b     c 
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ftalimidu viaže atóm vodíka z glykánov, čo vedie ku kova-
lentnej väzbe glykánov na povrch21. Metóda nazývaná 
„foto-click“ (väzba molekúl pomocou svetelného žiarenia) 
bola použitá na funkcionalizáciu čipov z rôznych polymé-
rov (polystyrén, polyakrylamid, polyetylénglykol, poly-2-  
-etyl-2-oxazolín a polypropylén) s rôznymi glykánmi (-D-   
-manóza, -D-galaktóza a  N-acetyl--D-glukozamín)23. 
Deng a spol. viazali anhydrid kyseliny 5-fluorín akrylovej 
na polymérny povrch pomocou fotochemickej aktivácie 
a takto upravený povrch použili na prípravu glykánových 
biočipov24. 

Elektrochemickou redukciou sa dá zaviesť aryldiazó-
nium na elektródu s uhlíkovým povrchom. Metódu môže-
me využiť na vytváranie vrstvy pozostávajúcej z fenylazi-
du alebo fenylacetylén diazónia. Tieto molekuly sa násled-
ne môžu predĺžiť CuI katalyzovanou azid alkín 
cykloadíciou25. 

Glykány môžeme viazať na povrch aj vo forme orga-
nosilánov cez SiO2. Takto vzniknutá väzba je termálne 
veľmi stabilná. Organosilány obsahujú atóm kremíka, 
ktorý zvyčajne viaže tri rovnaké funkčné skupiny, buď 
krátky reťazec alkoxy skupín alebo chlór. Ako substrát sa 
použije kremíková podložka pokrytá s hydroxyskupinami, 
na ktorú sa viaže organosilán, a vytvára sa stabilná Si-O 

väzba26. 
 
 

3. Imobilizácie glykánov 
 
3.1. Imobilizácia glykánov na zlatý povrch 

 
Povrchy pre biosenzor/biočip môžu byť modifikova-

né funkčnými polymérmi, oxidmi kovov, nanočasticami 
a samo usporiadanými vrstvami (SAM – self assembled 
monolayers). SAM je monovrstva molekulárnych rozme-
rov, formovaná samostatnou organizáciou rôznych druhov 
molekúl v usporiadanom poradí cez chemisorpciu na pev-

ný povrch. SAM vrstvy patria medzi atraktívne spôsoby 
modifikácie povrchov s týmito charakteristikami: 1) mole-
kuly s primárnou aktívnou skupinou sa viažu k povrchu 
priamo, 2) alkylový reťazec poskytuje stabilitu 
a organizáciu prostredníctvom van der Waalsových inter-
akcií medzi susednými reťazcami, 3. terminálna funkčná 
skupina je zodpovedná za väzbu biomolekúl na monovrs-
tvu. Jedna z výhod tejto metódy je, že vytvorená vrstva 
chráni biomolekuly pred priamym kontaktom s kovovým 
povrchom, čím sa zabraňuje denaturácii proteínov. Cha-
rakteristiky ako stabilita, vysoká hustota a správne uspo-
riadanie glykánov znižujú možnosť vzniku defektov na 
SAM modifikovanom povrchu27. Glykánové SAM nám 
dávajú možnosť kontrolovať hustotu a orientáciu viaza-
ných ligandov, čo je výhodné pre analýzu vzťahu medzi 
ich štruktúrou a aktivitou.  

Najlepší modelový systém sa dá vytvoriť viazaním 
alkántiolov na zlato. Alkántioly sa adsorbujú na zlatý po-
vrch spontánne. Existujú dve základné stratégie na prípra-
vu glykánových SAM. Priama modifikácia sa zakladá na 
syntéze glykánov s alkántiolovou skupinou, avšak 
s rastúcou komplexnosťou viažúcich sa glykánov sa znižu-
je pravdepodobnosť vzniku správne usporiadanej 
a orientovanej monovrstvy. Nepriama modifikácia vychá-
dza z chemickej transformácie funkčnej SAM vrstvy. Gly-
kány sa viažu na povrch pomocou zvolených chemických 
reakcií28. Bežným príkladom priamej väzby glykánov na 
prípravu SAM je inkubácia zlatého povrchu s roztokom 
glykántiolu. Nepriama modifikácia využíva metódy väzby 
glykánov pomocou ECD/NHS a CuI katalyzovanej azid-
alkín cykloadície.  

Tvorba glykánových samousporiadaných monovrs-
tiev  na zlatom povrchu je veľmi účinná metóda29. Existuje 
niekoľko charakteristík, ktoré robia zlato vhodným sub-
strátom na prípravu biosenzorov/biočipov, ako napr. iner-
tnosť voči tvorbe oxidov, kompatibilita s mhohými typmi 
prevodníkov a väzba tiolov s vysokou afinitou30. Je známe, 

        a         b             c 

Obr. 2. Kovalentné imobilizačné techniky pre väzbu glykánov; a) imobilizácia pomocou maleimidu, b) väzba glykánov cez ester 
N-hydroxysukcinimidu, c) fotoimobilizácia na aryl-trifluórometyldiazirín na dextránom modifikovanom povrchu 
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že  tioly vytvárajú stabilnú väzbu so zlatom a viažu sa ku 
zlatému povrchu so silnou afinitou. V porovnaní s kova-
lentnou väzbou medzi  C-C, ktorá má energiu 100–150 
kcal mol–1, väzobná energia Au-S je približne 30–45 
kcal mol–1 (cit.31). Tioly sa viažú na zlato vytváraním väz-
by S-Au a počas procesu sa uvoľňuje H2  (cit.32). Najväč-
šou nevýhodou používania zlatého povrchu je jeho udrža-
nie v čistom stave a čistenie zlatých elektród môže byť 
viacstupňový a časovo náročný proces. 

Vzdialenosť medzi susediacimi tiolmi je 
0,5 nm, dĺžka použitých tiolov môže byť 1–3 nm. Môžeme 
pripraviť aj vrstvu pozostávajúcu z tiolov s rozličnými 
funkčnými skupinami, tzv. zmesnú vrstvu. Možnosť zme-
ny pomeru medzi zrieďovacími a funkčnými tiolmi sa dá 
použiť na optimalizáciu separácie biorozpoznávacieho 
elementu. Tioly použité na riedenie funkčných skupín 
môžu obsahovať skupiny, ktoré sú odolné voči nešpecific-
kým interakciám, najčastejšie využívaná skupina je oligoe-
tylénglykol alebo deriváty betaínu. BSA  a poly-
vinylalkohol sa tiež úspešne používa na zabránenie nešpe-
cifických     interakcií33. 

Jedna z najviac využívaných metód  na imobilizáciu 
glykánov je aktivácia -COOH skupiny pomocou karbodii-
midu (EDC) a sukcinimidu (NHS), pri ktorej sa vytvára 
ester, ktorý silne reaguje s -NH2 skupinou34. Pri tejto me-
tóde sa používajú glykány s -NH2 skupinou, ktoré sa tak 
kovalentne viažu na povrch (obr. 3a). V poslednom čase 
veľmi úspešnou metódou nepriamej väzby glykánov na 
zlatý povrch biočipu je CuI katalyzovaná azid-alkín cyklo-
adícia (CuAAC alebo click chemistry). Reakcia sa odohrá-
va medzi organickým azidom a terminálnym alkínom 
v prítomnosti CuI, za tvorby 1,4-disubstituovaného 1,2,3-
triazolu. Rýchlosť CuAAC je 107 väčšia ako rýchlosť re-
akcie bez katalyzátora a odohráva sa pri izbovej teplote36. 

Mechanizmus reakcie je komplexný a v niektorých aspek-
toch stále nejasný, ako napr. vznik medeného acetylidový 
intermadiátu. Priebeh reakcie zahrňuje tri základne kroky, 
keď v prvom kroku vzniká meďnatý 5-triazolyl 
intermediát35. Druhý krok zahrňuje reakciu nukleofilného 
uhlíka na medenom acetylide s elektrofilným terminálnym 
dusíkom na azide. Vo finálnom kroku dochádza ku kon-
trakcii kruhu a k uvoľneniu produktu s regeneráciou 
katalyzátora36. Najväčší problém pri tejto metóde spôsobu-
je udržanie medi v stave s oxidačným číslom I. Ako zdroj 
medi sa najčastejšie využívajú soli ako CuSO4 alebo Cu
(OAc)2. Na udržanie oxidačného stupňa sa môže použiť 
redukujúce činidlo askorbát sodný36 alebo kyselina askor-
bová (obr. 3b). 

Pri tvorbe biosenzora so zlatým povrchom sa môže na 
reakciu použiť namiesto redukujúcich činidiel aj záporný 
potenciál (–300 mV). Ripert a spol. popisujú, že nižší po-
tenciál ako –300 mV vedie ku tvorbe Cu0, ktorý sa deponuje 
na povrch zlatej elektródy31. Pri potenciáloch od –260 mV až 
–300 mV dochádza k najefektívnejšej redukcii medi 
z oxidačného čísla II na oxidačné číslo I. Metóda využíva-
júca nízky potenciál vyžaduje nízke koncentrácie reaktan-
tov a katalyzátora (10 M CuSO4 a 1, 10, 100 M azidu 
alebo alkínu) 31. 

 
3.2. Alternatívne možnosti imobilizácie glykánov 

 
Alternatívna technológia na fixáciu oligosacharidov 

je chemoenzymová metóda využívajúca enzýmy na modi-
fikáciu povrchu. Sialyltransferáza sa dá využiť na väzbu 
kyseliny sialovej na glykánový povrch. Metóda väzby 
kyseliny sialovej vyžaduje cytidín monofosfátom (CMP) 
aktivovanú kyselinu sialovú, ktorá sa môže vyrobiť pomo-
cou syntetázy CMP – kyseliny sialovej z kyseliny sialovej 

Obr. 3. Väzba glykánov na zlatý povrch pomocou tiolov; a) metóda EDC/NHS33, b) viazanie pomocou CuI katalyzovanej azid-alkín 
cykloadície35  

   a                          b  
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a cytidín trifosfátu37,38.  Šardzík a spol. syntetizovali glyko-
peptid obsahujúci terasacharid NeuNAc(2-3)Gal(1-4)
GlcNAc(1-2)Man na zlatý povrch. Enzým -1,2-N-       
-acetyl-glukosaminyltransferázu 1 (POMGnT1) použili na 
zavedenie N-acetylglukózy na rastúci oligosacharidový 
reťazec. Väzba galaktózy sa uskutočnila pomocou enzýmu 
-1,4-galaktozyltransferázy. Tetrasacharidový reťazec sa 
ukončil väzbou terminálnej kyseliny sialovej pomocou 
trans-sialidázy39. 

Jednou z najnovších metód je viazanie glykánov na 
grafén (planárna vrstva s hrúbkou jedného atómu tvorená 
atómami uhlíka usporiadaná do pravidelných šesťuholní-
kov) cez 1-pyrénbutyryl chlorid. Najprv sa na grafénový 
oxid (oxidovaná forma grafénu) naviaže kyselina pyrénbu-
tyrová cez - interakciu, následne sa pridá tionyl chlorid 
a vzniká 1-pyrénbutyryl chlorid. Pri imobilizácií glykánov 
dochádza ku vzniku kovalentnej väzby medzi OH skupina-
mi oligosacharidu a skupinami acyl chloridu na graféno-
vom oxide40. 

 
3.3. Kontrola organizácie povrchu 

 
Pre štúdium interakcií medzi proteínmi a glykánmi je 

dôležité, aby povrch biočipu čo najviac napodobňoval 
povrch biologických membrán. Pri konštrukcii môžeme 
kontrolovať hustotu a poradie sacharidov v rámci glykánu. 

Vrstvy SAM by mali mať najmenej tri charakteristi-
ky: 1) Mali by mať schopnosť odolať nešpecifickým inter-
akciám proteínov a biomolekulám, a mali by mať schop-
nosť vytvárať iba požadujúce interakcie pre umožnenie čo 
najpresnejšej imobilizácie. 2) Mali by umožniť kontro-
lu hustoty imobilizovaných ligandov alebo biomolekúl. 
3) Ligandy by mali byť priestorovo usporiadané tak, aby 
minimalizovali pôsobenie na povrch ako napr. limitovanie 
transportu, blokovanie väzobných miest alebo indukciu 
konformačných zmien. Je tiež veľmi užitočné, ak sa model 
povrchu môže použiť pre viaceré analytické 
a charakterizačné metódy, čo vedie k lepšiemu pochopeniu 
vlastností glykánom modifikovaných povrchov32. Povrch, 
ktorý odoláva nešpecifickým interakciám, sa nazýva inert-
ný povrch. Oligo- (OEG) alebo polyetylén glykol (PEG) sa 
úspešné využíva na zabezpečenie inertnosti. Alkántioly 
s tri- alebo hexaetylén glykolovým ukončením sú štan-
dardnou súčasťou SAM použitých v biológii alebo 

v biochémii s terminálnym etylénglykolovým ukončením 
vo forme helixu alebo amorfného usporiadania33.  

Hustota glykánov na povrchu biočipov má významné 
pôsobenie na afinitu a špecificitu interakcie lektínov 
a protilátok, variácie v hustote glykánov môžu byť užitoč-
né pre rozlišovanie subpopulácií sérových protilátok41. 
Zmesné SAM vrstvy obsahujú dve alebo viac rozličných 
molekúl a umožňujú štúdium interakcií s biomolekulami 
ako proteíny, glykány alebo protilátky. Široko používaný 
systém obsahuje alkántioly s etylénglykolovou skupinou 
a alkántioly ukončené biologickými ligandmi alebo 
s reaktívnou skupinou na väzbu ligandov33.  

Ak dve rozdielne adsorbujúce sa molekuly sú 
v inkubačnom roztoku a sú zavedené na substrát, tak obi-
dve molekuly budú prítomné na povrchu v rôznom pome-
re. Ak sa použité skupiny dosť líšia v molekulárnom zlože-
ní, tak sa usporiadajú do určitých mikro- alebo nano-
domén. Opísaný efekt sa najjednoduchšie dosiahne použi-
tím n-alkántiolov s výrazne rôznou dĺžkou alkylového 
reťazca, alebo terminálnou skupinou s rôznou hydrofobici-
tou. Najčastejšie sa používajú methylové (-CH3) alebo 
hydroxylové skupiny (-OH) skupiny oproti karboxylovým 
skupinám (-COOH)  (obr. 5a)42. Cancino a Machado sle-
dovali vlastnosti zlatého povrchu, ktorý pozostával zo 
zmesnej SAM vrstvy. Pri tvorbe vrstiev používali molekuly 
ako kyselina 11-merkaptoundekánová, kyselina 3-merkapto-
propiónová, 2-merkaptoetanol, 4-merkapto-1-butanol 
a 6-merkapto-1-hexanol. Zistili, že zmesná vrstva má rov-
nakú hustotu ako monovrstva. Vzniknutá zmesná vrstva 
umožňuje aj ľahší prenos náboja kvôli tomu, že kratšie 
molekuly nebránia tak výrazne tomuto prechodu na povrch 
v porovnaní s C11 alkántiolmi27. 

Pandey a spol. vytvorili na povrchu zlatej elektródy 
SAM vrstvu pozostávajúcu z dvoch rozličných tiolov. Ako 
biologický ligand použili 8-merkaptooktyl -D-mano-
pyranozid, ktorý riedili n-oktántiolom. Na biočip následne 
viazali lektín konkanavalín A. Zistili, že k najväčšej väzbe 
lektínu dochádza, keď sa použije riedenie 8-merkaptooktyl 
-D-manopyranozidu k n-oktántiolu v pomere 1:9 (cit.43). 
Povrch so správnym usporiadaním zabezpečuje dostatočnú 
dostupnosť glykánov pre lektíny, ktoré sú následne schop-
né viazať sa na povrch biočipu.  

Sheibe a spol. vyvinuli metódu na kontrolu hustoty 
glykánov využitím peptid-nukleovej kyseliny (PNA). Vy-

Obr. 4. Kontrola hustoty glykánov cez viazanie modifikovaných a nemodifikovaných PNA úsekov na DNA matricu  
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tvorili DNA matricu na ktorú komplementárne viazali 
modifikované PNA alebo nemodifikované PNA úseky. 
Modifikované PNA úseky obsahovali N-acetyl-D-laktoz-
amín a manózu. Kontrola hustoty prebiehala cez viazanie 
jednotlivých PNA  úsekov v definovanom poradí (obr. 4)
44. Nastavenie hustoty glykánov pomocou PNA úsekov 
ponúka možnosť prípravy povrchu s presne zadefinova-
ným usporiadaním. 

Liang a spol. sledovali vplyv efektu susediacich gly-
kánov na glykán-proteínové interakcie. Pripravili zmesnú 
vrstvu glykánov z dvoch oligosacharidov, ktoré viazali na 
sklenený povrch. Na analýzu vybrali protilátku, ktorá má 
schopnosť viazať použité glykány. Zistili, že v prípade 
zmesnej vrstvy sa protilátka viaže s väčšou odozvou.  Pro-
tilátky sú schopné vytvárať viacnásobné väzby 
s rozličnými glykánmi súčasne, čím sa zvyšuje aj sila 
väzby45. Sila väzby antigénu protilátkou alebo avidita 
vzrastá s afinitou jedného väzobného miesta pre jeden 
antigén a s počtom simultánne sa uplatňujúcich väzobných 
miest (obr. 5b). Glykánové biočipy sa často pripravujú 
z monovalentných sacharidov. Alternatívne metódy využí-
vajú väzbu multivalentných glykokonjugátov na povrch, 
ako napr. glykoproteíny, neoglykoproteíny/neoglyko-
lipidy, glykodendriméry, glykopolyméry. Využitie glyko-
konjugátov poskytuje jedinečnú možnosť robiť zmeny 
v konštrukcii povrchu. Mnoho glykánov sa prírodne vy-
skytuje viazaných na serín/treonín alebo asparagín v rámci 
polypeptidového reťazca. Peptidy, ktoré viažu glykány, 
majú tiež dôležitú úlohu v rozpoznávaní. Niekoľko vedec-
kých skupín viazalo glykopeptidy na povrch biočipu 
a sledovali pôsobenie peptidovej sekvencie na glykánové 
rozpoznávanie46. Peptidy môžu mať významný vplyv aj na 
väzbu anti-glykánových protilátok41.  

 
 

4. Záver 
 
Od roku 2002, kedy bol prezentovaný prvý glykáno-

vý biočip, došlo k rýchlemu rozvoju tejto vednej oblasti. 
Glykánové biočipy a biosenzory sa začali využívať hlavne 
na štúdium glykán proteínových interakcií. Aj v súčasnosti 
sa hľadajú nové metódy a substráty pre imobilizáciu gly-
kánov, na prípravu efektívných biočipov a biosenzorov. 

Hlavným cieľom pri konštrukcií glykánmi pokrytých 
povrchov je, aby čo najviac napodobňovali biologický 
povrch, napr. povrch bunky. Voľba vhodných glykánov, 
nastavenie ich hustoty a usporiadania patria medzi najdô-
ležitejšie parametre pri výrobe biosenzorov a biočipov. 
Metódy EDC/NHS alebo CuI katalyzovaná azid alkýn 
cykloadícia sa javia ako vhodné techniky pre konštrukciu 
efektívnych glykánových biočipov alebo biosenzorov. 
Využitie zlatých povrchov na produkciu SAM vrstiev po-
skytuje možnosť prípravy biosenzorov s vysokou hustotou 
a s možnosťou kontroly organizácie povrchu. Náročnosť 
spojená s udržaním zlatého povrchu v čistom stave a jeho 
vysoká cena spôsobujú hlavné limitácie pri používaní zlata 
ako vhodného subtrátu pre väzbu glykánov. V súčasnej 
dobe sa začali využívať aj iné materiály na konštrukciu 
biosenzorov, ako napr. grafén, ktorý sa vyznačuje vhodný-
mi vodivými vlastnosťami.  

 
Tato publikácia bola vytvorená v rámci projektov 

APVV-0282-11, VEGA  2/0127/10 a ERC 311532. 
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A. Hushegyi, T. Bertók, and J. Tkáč (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. 


