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1. Uvod

Mnohé aplikacie analytickej chémie sa v stiCasnosti
zaoberaju analyzou biologickych vzoriek. Detekcia analy-
tov aj vo vel'mi nizkych koncentraciach je vSak casto vel-
mi obtiazna, aj vzhl'adom na velké mnoZstvo Struktirne
a funkéne podobnych latok pritomnych v biologickych
vzorkach. Obrovsku ulohu zohrali za posledné roky v tejto
oblasti najmd biosenzory — zariadenia vyuzivajuce pri
detekcii analytov zo vzoriek biorozpoznavacie molekuly
(enzymy, nukleové kyseliny aich aptaméry, receptory,
biomimetika), resp. celé biologické systémy (bakteriofagy,
bunkové organely, celé bunky, pletiva alebo tkaniva), kto-
ré sa nachadzaji v izkom kontakte s fyzikalnym prevodni-
kom. Aj v ostatnych bioanalytickych metddach sa vyuziva
najmé Specifickd interakcia medzi biorozpoznavacim ele-
mentom a skimanym analytom. Pre oblast’ $pecifického
biorozpoznavania sa v suc¢asnosti vel'mi uspesne vyuzivaju
lektiny. Podla definicie TUPAC ide o (glyko)proteiny
s vysokou afinitou k sacharidickym Struktiram (pre schop-
nost’ zhlukovat’ cukry dostali nazov aglutininy), izolované
predovSetkym zrastlin, ale aj mikroorganizmov
a zivotichov' (tab. I, kap. 3). Nakol’ko vé&sina proteinov
podliehajucich posttranslacnym modifikdciam je glykozy-
lovand, pricom tieto glykozylacie vykazuju pri uritych
patologickych stavoch ist¢é abnormality (napr. zvySené
zastipenie ur¢itého sacharidu), je mozné vyuzit’ lektiny na
Specifickll detekciu markerov niektorych ochoreni. Tento
¢lanok sa d’alej zaobera najmé systematickou kategoriza-
ciou lektinov a bioanalytickymi metédami vyuZzivajucimi
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lektiny, vratane biosenzorov zaloZenych na lektinoch ako
biorozpoznavacich elementoch, a to pri stadiu glykokodu
(povrchovych determinantov) bunkovych (napr. erytrocy-
ty), ale aj subcelularnych utvarov (napr. virus HIV, proti-
latky) a pri detekcii bakteridlnych patogénov a markerov
niektorych ochoreni vo vzorkach biologického povodu.

2. Od objavu lektinov k lektinomike

Lektiny sa latky sregulacnymi, informaénymi
a ochrannymi funkciami. Nazov dostali vroku 1954
(Boyd, lat. legere = vybrat)®. Aj napriek ich 3pecificite
k urCitému typu sacharidickej Struktury, niektoré lektiny
vykazuju afinitu aj k inym (Struktirne podobnym typom)
sacharidom. Sacharidy ako informacné molekuly maju
vacsi potencial oproti nukleovym kyselindm aj proteinom.
Vytvaraju totiz vetviace sa retazce ardzne priestorové
Struktiry, moZu teda teoreticky vytvarat’ vac¢Sie mnoZzstvo
kombinécii. Napr. dve aminokyseliny vytvoria iba dva
mozné dipeptidy, dve hexdzy v§ak moZzu teoreticky vytvo-
rit’ az 36 roznych disacharidov (aj ked’ sa vSetky v prirode
prirodzene nevyskytuju). Pritomnost’ réznych glykokonju-
gatov na povrchu buniek (glykoproteiny, glykolipidy)
zohrava délezit Ulohu napr. pri ur€ovani krvnych skupin,
alebo v pripade infekcie su tzv. selektiny (kontinualne
exprimované leukocytmi) zodpovedné za zvySent afinitu
bielych krviniek k uréitym typom endotelialnych buniek
(pri mechanickom poskodeni). Specificka vizba lektinu so
sacharidickym zvySkom je umoznena najmid vytvorenim
vodikovych mostikov a interakciou medzi hydrofébnymi
Cast'ami sacharidov a aromatickymi ¢astami proteinovych
Struktar (ako je to napr. v pripade interakcie l'udského
galektinu-2 s f-galaktozidmi). Prvy lektin bol zrejme po-
zorovany uz v roku 1853 vo vzorkach chorych l'udskych
tkaniv — i§lo o substanciu zhlukujiucu cukry, ktora tvorila
v bunkach tkaniv inklizne telieska (Charcot-Leydenove
krystaly) (Charcot, Robin). Tvrdenia o objave zivo¢iSneho
lektinu pochadzajii vSak az zroku 1974 (asialoglyko-
proteinovy receptor pedene)’. Inaprick ich vyznamne;
ulohe v biorozpoznavani sa lektiny nepovazuju za sucast’
imunitného systému (a to aj napriek skutocnosti, Ze sa
mézu na povrchu makrofagov podielat na detekcii
a fagocytéze napr. fungalnych patogénov — dectin-1)*.
Mnohé vykazuju antifungalnu aktivitu, napr. proteiny
s oznac¢enim PR-4 (viaZlce sa na chitin — napr. STA lek-
tin, s aktivitou proti Botrytis cinerea alebo Trichoderma
sp.)’. Izolované boli z najréznejsich zdrojov, ako bakterial-
ne patogény (Bordetella pertussis, Vibrio cholerae, entero-
toxigénna Escherichia coli), huby (Agaricus bisporus,
Aleuria  aurantia, Psathyrella  velutina), ZivocCichy
arastliny. Vel'mi pocetnd je skupina rastlinnych lektinov,
z ktorych mnohé s dnes komeréne dostupné a vyuZzivané
najmé v oblasti laboratornej klinickej diagnostiky a glyko-
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mického vyzkumu. Okrem delenia lektinov podl'a povodu

je dalej mozné ich rozdelenie podla funkcie (tzv. L-

lektiny sliziace na triedenie bielkovin v endoplazmovom

retikule; C-lektiny, vyZadujice pre spravnu funkciu katién

Ca®"), endogénne a exogénne, resp. delenie na zaklade ich

$pecificity’:

—  GalNAc-specifické aglutininy,

—  Gal-$pecifické aglutininy,

— Man a/alebo Glc-Specifické aglutininy,

— GlcNAc a/alebo Galpl—4GlcNAcB1-8pecifické aglu-
tininy,

—  L-Fuc-3pecifické aglutininy,

— aglutininy $pecifické pre kyselinu sialovu.

(skratky pre jednotlivé sacharidy st uvedené v tab. I).

Hlavnym cielom lektinomiky je deSifrovanie glyko-
koédu jednotlivych organizmov, uktorych glykozylacia
predstavuje vel'mi efektivny proces posttranslacnej modifi-
kécie proteinovych Struktir, a to s vyuzitim lektinov. Exis-
tuju aj dalSie molekuly proteinovej povahy, casto aj
s vySSou afinitou k sacharidom, ktoré vSak nespadaji do
oblasti lektinomiky — protilatky Specifické pre sacharidy,
enzymy modifikujuce sacharidy a transportné systémy pre
prenos mono- a disacharidov do buniek (Gabius a spol.)’.
Ide o jadrové aj cytoplazmové proteiny, vratane trans-
krip¢nych faktorov, komponentov cytoskeletu, metabolic-
ké enzymy aj signalne molekuly. Zmeny v glykozylacii,
spésobené mutaciami v modelovych organizmoch defekt-
nych v glykozyltransferdzach, navySe vedu k rozvoju de-
generativnych ochoreni, ako Alzheimerova choroba, reu-
matoidna artritida, skler6za multiplex, alebo niektoré dru-
hy rakoviny®™®. Mnohé préace sa zaoberaju aplikaciou lekti-
nov pri diagnostike PSA (prostaticky Specificky antigén).
Pomocou metdd, ako je napr. povrchova plazménova rezo-
nancia (SPR)%, je d’alej mozné uréit’ mieru afinity lektinu
k sacharidickym Struktiram (vyjadrenim asociacnych,
resp. disociaénych konstant). Pre praktické vyuZitie je vSak
potrebné poznat’ najmi Specificitu jednotlivych lektinov.
Existuju ilektiny s nedostatocne znamou, resp. nizkou
Specificitou. Tieto lektiny sti nevhodné pre diagnostické
ucely. Prikladom mozu byt rastlinné lektiny AAR (ex 4loe
arborescence), ALJ (ex Albizzia jilubrissin), CAL (resp.
CRL, ex Cicer arietinum), MIA (ex Mangifera indica)
alebo PAA (ex Persea americana).

O praktickom vyzname lektinov sved¢i aj pocet pa-
tentov, ktory za 20 rokov (1986—2006) dosiahol pocet 639
(cit.”). S rozvojom novych technoldgii sa navyse pristapilo
k vyuzivaniu rekombinantnych, resp. umelo skonStruova-
nych (artificidlnych) lektinov. Hlavna vyhoda pripravy
rekombinantnych lektinov spociva v pomerne vysokych
vytazkoch oproti izolacii z rastlinnych materialov, problé-
my vSak spdsobuju postranslacné modifikacie lektinov
(hypo-/hyperglykozylacie). Bezne sa vyuzivaju systémy
ako baktérie E. coli BL21/DE3, kvoli vy$sej podobnosti
s rastlinami vSak CastejSie kvasinky (najmé Pichia pasto-
ris, Saccharomyces cerevisiae), ale aj bunkové kultary
(rastlinné — tabak, alebo kultiry buniek z opicich obliciek).
Rekombinantne boli pripravené napr. lektiny rec PSA, rec
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WGA-II, rec SBA, rec RCA, rec PHA-E, rec Gal-I alebo
rec MAH. Priprava umelych lektinov sa riadi najmi Sto-
diom jednotlivych aminokyselin v sekvencii proteinu
a prostrednictvom mutaénych zisahov (bodové mutécie,
inzercie a delécie)’. Z artificidlnych proteinov sa
v poslednych rokoch pomerne velkd pozornost venovala
Struktaram (napr. aj proteinovym aptamérom) derivatizo-
vanych pomocou kyseliny boritej (tzv. boronolektiny).
Tieto umelé $truktiry mimikovali funkciu prirodnych lek-
tinov, vzhl'adom na vysoku afinitu kyseliny boritej k cis/
trans-diolom'*'".

3. Konkrétne aplikacie lektinov v klinickej praxi

Glykany st zodpovedné za modulaciu Sirokej palety
biologickych procesov, ako bunkova diferencidcia, inter-
akcia medzi hostitel'om a patogénom, ¢i rozvoj niektorych
ochoreni. Nakol'ko ale Strukturu glykanov nie je mozné
,Citat™ priamo z gendému, vyvinuli sa metddy sluziace
kich identifikdcii. Medzi najpouzivanejSie patria tzv.
,microarrays®, vyuzivajuce bud’ glykany viazané na nosic,
alebo imobilizované ligandy (viazice glykany, ako lektiny
alebo protilatky). Analyza glykdnov v 2D-forméate sa ob-
vykle oznacuje ako ,,chip“. Array format bol aplikovany aj
na iné biomolekuly — DNA (1995) alebo proteiny (2000)".
Glykanové analyzy boli vyuzité napr. pri identifikacii pa-
togénnej baktérie Bacillus anthracis, ¢i virusu chripky
H5N1 (cit."?). Lektinové microarray boli uvedené v roku
2005. Praktické aplikacie spocivaju v diagnostike patogé-
nov (E. coli, Staphylococcus aureus, Helicobacter pylori)'*,
hladani markerov ochoreni (napr. v dosledku zmien
v glykozylacii  a-fetoproteinu v désledku HCC —
,hepatocellular carcinoma‘). Délezitu ulohu zohrali aj pri
charakterizacii virusu Herpes simplex (HSV-1, s vyuZitim
lektinov MAA a SNA) a pri objasneni mechanizmu exocy-
tozy virusu HIV-1 z napadnutych buniek. Na tento Ucel sa
pouzil panel s 68 imobilizovanymi lektinmi, pricom sa
potvrdil vysoky stupeit podobnosti v glykozylacii po-
vrchov HIV-1 a tzv. mikrovezikul, priCom obe su odvode-
né od hostitel'skych membran T-bunkovej linie H9. Toto
maskovanie je pravdepodobne dovod, preco nie je hosti-
tel'sky  organizmus schopny efektivnej imunitnej
odpovede'®. Medzi najvyuZivanejsie lektiny v oblasti dia-
gnostiky patria hlavne rastlinné lektiny (najmé z réznych
strukovin). Vac¢Sinou vytvaraji diméry alebo tetraméry,
zlozené z identickych, alebo takmer identickych subjedno-
tieck — maju teda vicSinou dve a viac védzobnych miest.
Prikladom mdze byt tetramérna Struktira konkanavalinu A
(Con A) na obr. I (cit."”). Ten je dnes modelovym lekti-
nom pre viacsinu Studii. V Cistej forme bol ziskany uz
v roku 1919 (J. B. Sumner), a tak ako ostatné lektiny Spe-
cifické na manozu vyzaduje viazané kationy Ca*". Priklady
dalsich  dostupnych lektinov, vratane ich zdroja
a $pecificity, su uvedené v tab. I (cit.'*'??).

Dalsie, v sucasnosti vyuZivané laboratorne metody
zahriujice lektiny, st najma'*:

— aglutinaéné metddy / kvantitativna precipitacia, vyuZzi-
té napr. pri Studiu zmeny glykozyla¢ného profilu PSA
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Tabulka I

Referat

Prehl’ad niektorych exogénnych lektinov, najmid komer¢ne dostupnych a vyuzivanych lektinov, vratane ich prirodného

zdroja a Specificity

Lektin

AAA

AAL

ABL

AOL

APA (abrin)

BPA

CFL

CFT agglutinin
Con A

Con Br

DBA

DGL

DSA (DSL)

DVL

ECA

EUE

Favin

GNA

GSA-I

GSA-II

HAA

HBA

HHL

HPA

CHA

Jacalin (AIL)
LBA

LCA (LCH)

LEA

LFA (LMA)
LOA

LPA

LTA (Lotus lectin)
MAA (MAL, MAH)
MHA

MPA

NPA

PHA-E (E4-PHA)
PHA-L (L4-PHA)

Systematicky ndzov
Anguilla anguilla

Aleuria aurantia

Agaricus bisporus
Aspergillus oryzae

Abrus precatorius
Bauhinia purpurea
Cratylia floribunda
Codium fragile subsp. tomentosoides
Canavalia ensiformis
Canavalia brasiliensis
Dolichos biflorus

Dioclea grandiflora
Datura stramonium
Dioclea violacea
Erythrina cristagalli
Euonymus europaeus
Vicia faba

Galanthus nivalis
Griffonia (Bandeiraea) simplicifolia
Griffonia (Bandeiraea) simplicifolia
Helix aspersa

Hevea brasiliensis
Hippeastrum hybrid

Helix pomatia

Cymbidium hybrid
Artocarpus integrifolia
Phaseolus lunatus

Lens culinaris
Lycopersicon esculentum
Limax flavus

Listera ovata

Limulus polyphermus
Lotus tetragonolobus
Maackia amurensis
Myrianthus holstii
Maclura pomifera
Narcissus pseudonarcissus
Phaseolus vulgaris

Phaseolus vulgaris

Zdroj *
7
H

£ =
o

R R R R RANRING R AT AINDTAINDTIIIIITAIATAIADRDAR RS

=

Specificita

a-L-Fuc

a-L-Fuc

Gal B(1-3)GalNAc, GIcNAc
a-L-Fuc

Gal f(1-3)GalNAc

Gal B(1-3)GalNAc
a-D-Man, a-D-Glc

GalNAc

o-D-Man, a-D-Glc
a-D-Man, a-D-Glc

Gal B(1-3)GalNAc
o-D-Man, a-D-Glc

GlcNAc B (1-4)GlcNAc
o-D-Man, a-D-Glc

Gal B(1-4)GalNAc

Gal a (1-3)Gal

o-D-Man, a-D-Glc
o-D-Man

Gal a (1-3)Gal

GlcNAc

a-GalNAc

GlcNAc

D-Man a (1-3) (1-6) viazana
o-GalNAc, a-GcINAc, a-Gal
a-D-Man

Galp(1-3)GalNAc
D-GalNAc, GlcNAc B (1-4) viazana
o-D-Man, a-D-Glc
[GlcNAc B (1-4)]2-4
NeuSAc a (2-3), (2-6), (2-8) viazana
D-Man a (1-3) viazana
NeuSAc

a-L-Fuc

NeuSAc o (2-3) viazana
GlcNAc

Galp(1-3)GalNAc

a-D-Man

Man oligosacharidy

vetveny f3 (1-6) GlcNAc

*R - rastlina, Z — Zivo¢ich, H — huba, MO — mikroorganizmus (cit.lz’ 14_20); Fuc — fuk6za, Man — mandza, NeuSAc —
N-acetylneuraminova kyselina (NANA), Gal — galaktoza, Glc — glukéza, GalNAc — N-acetylgalatézamin, GlcNAc —

N-acetylglukdzamin
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Tabulka I

Pokracovanie

Lektin Systematicky nazov Zdroj * Specificita

PNA Arachis hypogaea R GalB(1-3)GalNAc

PSA Pisum sativum R o-D-Man

PSL Psathyrella velutina H B-D-GIcNAc

PWM Phytolacca americana R [GIcNAc]3

RCA-I Ricinus communis R B-D-Gal

RCA-II Ricinus communis R Gal B (1-4) GalNAc
RPA Robinia pseudoacacia R B-D-GalNAc

SBA Glycine max R o, B-Gal, o, p-GalNAc
SJA Sophora japonica R GalB(1-3)GalNAc
SNA-I Sambucus nigra R NeuSAc a (2-6)Gal
SNA-II Sambucus nigra R Gal, GalNAc

SOH Soja hispida R B-D-GalNAc

STA Solanum tuberosum R [B-D-GIcNAc]2-5

TML Tritrichomonas mobiliensis MO Neu5Ac a(2-3), (2-6) viazana
UEA-I Ulex europaeus R a-L-Fuc

UEA-II Ulex europaeus R GlcNAc B (1-4)GIcNAc
VML Vatairea macrocarpa R a-D-GalNAc

VVA (VVL) Vicia villosa R a-D-GalNAc

WBA Psophocarpus tetragonolobus R B-D-GalNAc

WFA Wisteria floribunda R o, p-GalNac

WGA Triticum vulgaris R B-D-GIcNAc, NeuSAc

R — rastlina, Z — Zivoéich, H — huba, MO — mikroorganizmus (cit.'* 14_20); Fuc — fukéza, Man — mandza, NeuS5Ac —
N-acetylneuraminova kyselina (NANA), Gal — galaktéza, Glc — glukdza, GaINAc — N-acetylgalatozamin, GlcNAc —

N-acetylglukdzamin

Obr. 1. Struktira konkanavalinu A (con A z Canavalia ensifor-
mis), tetramérna Struktira, obsahujuca Styri vdzobné miesta.

Zdroj: http://www.pdb.org
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— prostaticky Specificky antigén, s vyuzitim Con A, ¢o
umoznilo odliSenie medzi rakovinou prostaty
a benignou hyperplaziou, alebo pri epidemiologickych
stadiach Staphylococcus aureus, ¢i Helicobacter pylo-
7i,

cytochemické metody (fluorescen¢né znacenie sacha-
ridov v tkanivach s vyuzitim vdzby so zna¢enym lekti-
nom),

ELLA (lektinova assay s viazanym enzymom). Ide
prakticky o modifikaciu metédy ELISA, kedy sa po-
vrch s nanesenymi glykoproteinmi po vyblokovani
nespecifickych interakcii inkubuje s biotinylovanym
lektinom, a nasledne sa aplikuje v poslednom kroku
avidinom modifikovana znacka, napr. HRP (chrenova
peroxidaza). Rozne usporiadania pri aplikacii ELLA
metddy st zndzornené na obr. 2 (cit>?)
lektinova  afinitnd  chromatografia Kolony
s imobilizovanymi lektinmi ako stacionidrnou fazou
$pecificky viazu komplementarny glykokonjugat zo

24,25
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Obr. 2. Mozné usporiadania pri ELLA metode; A) imobilizovany lektin a znaceny glykokonjugat, B) imobilizovany glykokonjugat

a znaCeny lektin, C) sandwichové usporiadanie;
aj biotin, na ktory sa neskor viaZe znageny avidin), ( cit.”)

vzorky. Tato metoda bola aplikovana na identifikaciu

glykoproteinov so zvySenym obsahom kyseliny sialo-

vej, ako sérovych markerov pri rakovine pankreasu

(2006),

— lektinové  blotovanie  (modifikované
blotovanie/imunoblotovanie),

— prietokova cytometria — vyuzivajuca FITC-znacené
lektiny (fluorescein izotiokyanat). Tieto lektiny emitu-

ju po excitacii svetlo vagsej vinovej dizky, ako je vl-

nova dizka zdroja.

Ako bolo spomenuté, mnohé ochorenia su sprevadza-
né abnormélnymi glykozylaciami réznych proteinovych
Struktar. Medzi ne patria rozne chronické zapaly
a zapalové ochorenia, ako napr. reumatoidna artritida ¢i
chronicka juvenilna artritida, traumy, akutna flegmondzna
apendicitida, cysticka fibroza, celiakia, Creutzfeldova-
Jacobova choroba, diabetes, imunodeficiencia, niektoré
dedi¢né ochorenia a niektoré typy rakoviny — najmé rako-
vina prsnika, mo¢ového mechura, pecene, prostaty, obli-
giek, Stitnej Zlazy, ki¢ka maternice alebo leukémia'**%.
Nemusi ist’ pritom vzdy o glykozyla¢né zmeny bunkovych
determinantov. Casto dochadza aj ku zmene glykozylacie
latok ako st imunoglobuliny (IgG pri reumatoidnej artriti-
de), ¢i hCG (Tudsky choriogonadotropin). V druhom pri-
pade sa vyuzila tzv. sandwichova lektinova immunoassay
na porovnanie glykozylacie hCG pocas tehotenstva, a pri
malignej trofoblastickej neopldzii (s vyuZitim lektinov
GNA, MAA a WGA)®. V neposlednej rade sa objavili aj
prace zaoberajlice sa cielenym transportom lieciv
v organizme, vyuzivajice lektiny s vysokou afinitou
kur¢itym tkanivam. Pri lieCeni naddorovych ochoreni
umoziuje dokonca tato metoda okrem cieleného vyhlada-
nia nadoru aj jeho terapiu s vyuzitim toxického efektu
lektinov ako ricin alebo viskotoxin®'*

western

4. Biosenzory zaloZené na lektinovom
biorozpoznavani

Biosenzory su analytické zariadenia vyuZzivajice Spe-
cifické interakcie (biologicky signal) medzi biorozpozna-

L — ligand (lektin), S
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— substrat, Ab — protilatka, F — fluorescen¢na znacka (ale napriklad

vacim elementom (biomolekuly ale i celobunkové systé-
my) a skimanym analytom, pricom tento biorozpoznavaci
element je v uzkom kontakte s fyzikdlnym prevodnikom,
ktory premiefia biologicky signdl na meratel'ny fyzikalny
signal®. Ako priklad vyuZivanych biomolekil pri priprave
biosenzorov moZzu slizit nukleové kyseliny aich
aptaméry>®, proteiny (enzymy, protilatky, ale aj lektiny)
a ich aptaméry®>*°, receptory a biomimetika. V poslednych
rokoch nastal rozvoj prave lektinovych biosenzorov, a to
nie len pre oblast medicinskej diagnostiky (stanovenie
glukozy vkrvi ¢ urCenie krvnych skupin), ale
i po'nohospodarskeho a potravinového priemyslu
(mikroorganizmy) ako aj environmentadlneho monitorova-
nia (environmentalne polutanty — kys. 2,4-dichloro-
fenoxyoctova a tazké kovy)’’. Medzi doposial najviac
vyuzivané typy prevodnikov v oblasti lektinovych biosen-
ZOrov patria elektrochemické (ampérometrické
a potenciometrické, resp. meranie impedancie — EIS)
a piezoelektrické (QCM — Quartz Crystal Microbalance)
prevodniky. Navrhnutd bola aj elektrochemické lektinova
sonda  (2010) - lektin (ConA) konjugovany
s ferocenylovym derivatom (FcCOOH, elektrochemicka
sonda) pre in situ evaluaciu manozylovych determinantov
na bunkovych povrchoch nadorovych buniek (K562)
(cit.*®). Vtom istom roku bola vyvinutd ultrasenzitivna
platforma — NanoMonitor (Nagaraj) pre rychlu analyzu
glykanovych biomarkerov bez vyuZitia znaky. NanoMo-
nitor pracuje na principe elektrochemickej impedancnej
spektroskopie. Impedancia sa meni po naviazani glykanu
na lektin, ktory je imobilizovany na zlatej elektrode. Nano-
Monitor je pritom silikénovy ¢ip, na ktorom sa nachadza
subor viacerych zlatych elektrod. Osvedcil sa pri detekcii
T'udskych nadorovych pankreatickych bunkovych linii*’.
Vicsina lektinovych biosenzorov je zalozena na me-
rani zmien impedancie, resp. prudovej odozvy pri cyklic-
kej voltametrii. V poslednych rokoch bolo vyvinutych aj
niekol’ko biosenzorov, kde bol na vopred upraveny povrch
elektrod (ako fyzikalneho prevodnika) imobilizovany cu-
kor (pre $tidium interakcii lektinu s glykdnom). Prikladom
je BDD (bérom obohatena diamantova) elektroda, na ktorti
sa pomocou oxidacie (UV/ozén) imobilizovali alkynylové
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skupiny, a tie sa nasledne (za katalyzy medi) modifikovali
sacharidickymi zvySkami s obsahom azidov (tzv. CuACC,
,.klik reakcia — Cu-katalyzovana azid-alkynova cykloadi-
cia)*. Pre tento konkrétny pripad bola ako vyhodnocovacia
metoda pouzita EIS (metdda na meranie zmeny impedancie
na 411)ovrchu prevodnika s rozpustenym medidtorom, obr. 3,
cit.”).

V pripade biosenzorov vyuZzivajucich lektin ako bio-
rozpoznavaci prvok sa Casto pristupuje k postupu oznaco-
vanom ako ,,LBL self-assembly* (Layer-by-layer = vrstva
po vrstve), kde sa na elektrody postupne nanasaju jednotli-
vé vrstvy, ktoré navzdjom interaguju, ¢im dochadza k ich
stabilizacii na povrchu. Takto pripraveny biosenzor moze
(v zavislosti od typu pouzitého lektinu) sluzit’ na identifi-
kaciu mikroorganizmov (Escherichia coli DHS5a., Entero-
bacter cloacae, Bacillus subtilis, Saccharomyces cerevi-
siae, ale aj cicavfie HeLa bunky). Zlata elektroda sa
v tychto pripadoch modifikovala najskor 3-merkapto-1-
propansulfonovou kyselinou, nasledne postupne polykatio-
nom (polyallylamin hydrochlorid, PAH) a polyaniénom
(polysodium-p-styrén-sulfonat). Po opakovanom kroku
aplikacie polykatiénu bolo mozné elektrostaticky naviazat’
na povrch elektrody lektin, napr. Con A alebo RCA
(cit.*). Pri takejto modifikacii je mozné do vrstvy zakom-
ponovat’ aj nanocastice — napr. viacstenné uhlikové nano-
rarky (MWCNTSs), ktoré sa na povrch elektrody nanasaji
vjednom kroku (modifikované) spolu s polykationom
(PAH). Lektin (v tomto pripade Con A) méze navyse sluzit
na spajanie dvoch enzymov vo vrstve (tzv. bienzymova na-
nomultivrstva)®.

Niekol’ko préac sa zaobera aj detekciou virusov pomo-
cou lektinovych biosenzorov. V roku 2008-2011 sa obja-
vili §tadie, ktorych cielom bolo pripravit’ senzor citlivy na
dengue virus (Eelad’ Flaviviridae) vkrvi pacientov** ™.
Tento virus prendSany koméarmi spdsobuje vyrdzky
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Obr. 3. Schéma merania impedancie (odporu vrstvy voci naboju
pri prechode elektrického prudu modiﬁkovanou elektrodou);

narast odporu vrstvy voci prenosu naboja

vsak rastie pri sorpcii d’alsich molekul na povrch elektrody, ako je
SAM (,,self-assembled monolayer — samousporiadand monovrs-
tva, B) a protein (C)
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a horuckovité stavy najma v rozvojovych tropickych kraji-
nach. Vécsina bioanalytickych metdd spolieha pri diagnos-
tike tohto ochorenia na detekciu dengue-$pecifickych pro-
tilatok IgM a IgG. Lektiny pouZzité v tomto pripade boli
Con A a CramoLL (z rastliny Cratylia mollis, ¢o je struko-
vina, navySe ma tento lektin rovnaku Specificitu ako
Con A). Tieto lektiny boli imobilizované na zlaté elektro-
dy spolu s polyvinyl butyralom a nanocasticami Fe;0,. Na
vyhodnotenie pripadnych interakcii, ktoré sa prejavia aj
ako zvySenie odporu vrstvy na fyzikalnom prevodniku,
bola pouzita EIS (cit.*™).

Pre jednoducht imobilizaciu na zlaty povrch mozno
vyuzit' aj tzv. SAMs (self-assembled monolayers, samo-
usporiadané monovrstvy), ktoré vznikaju na zlatych po-
vrchoch po ich expozicii tiolovanymi derivatmi.
V najjednoduchsom pripade je mozné pouzit' tiolovany
sacharid (SH-Man). Na takto pripravenu monovrstvu je
mozné imobilizovat’ lektin. Detekcia analytu je nasledne
opat’ mozna pomocou EIS, alebo v sandwichovom uspo-
riadani aj tzv. ,stripping® voltametriou. Ide o vel'mi citliva
metddu na detekciu stop kovov v roztoku, priCom prvym
krokom pri tomto type voltametrie je elektrodepozicia
kovu na uréity povrch®'. Tento povrch méze byt napr.
zlata nanocastica s imobilizovanou SH-Man, ktora sa po
naviazani na lektin pokryva vrstvou striebra. To sa nasled-
ne opdtovne rozpusti v 50% HNOs; a stanovuje pomocou
tzv. ,anode-stripping“ voltametrie*’.

Pripravit’ je vSak mozné aj biosenzory pre detekciu
lektinov (napr. Con A — pri modifikécii uhlikovej elektro-
dy zlatymi nanocasticami a nasledne ich modifikaciou
tiolovanymi sacharidmi), resp. vyuzit' aj iné typy prevod-
nikov ako zlaté povrchy. Prikladom méze byt GC (,,glassy
-carbon® — skleny uhlik) elektroda, elektrochemicky akti-
vovana a modifikovana thioninom, a nasledne inkubovana
s dopaminom vytvérajucim na upravenom povrchu poly-
dopaminovy film. Na takto upravenu elektrodu je uz moz-
né uchytit Con A pre detekciu glukozy (tzv. Michaelova
adicia)™.

5. Zaver

Jednou z dominantnych oblasti analytickej chémie je
v sticasnosti analyza komplexnych biologickych vzoriek
za Uc¢elom skorej diagnostiky niektorych ochoreni, pri¢om
tato problematika v sebe integruje viaceré oblasti stiCasnej
vedy, ako st biotechnologie, biofyzika ¢i mikroelektroni-
ka. Na to je potrebné vyvinut citlivé, vysoko ucinné
a vysoko Specifické metddy. Vel'mi perspektivnou oblas-
tou analyzy biomolekul je prave analyza glykanovych
Struktdr, v sicasnosti stivisiaca aj s rozvojom lektinomiky.
Lektiny schopné Specificky interagovat’ s uréitymi sachari-
dickymi Struktrami st vhodnym nastrojom pre vyvoj
modernych technoldgii a zariadeni pre laboratornu klinic-
ku diagnostiku, vratane lektinovych biosenzorov.

Tato publikdcia bola vytvorend v ramci projektu
VEGA 2/0127/10.
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T. Berték, J. Seftovitova, P. Gemeiner, and
J. Tka¢ (Institute of Chemistry, Slovak Academy of Sci-
ences, Bratislava): Lectinomics: A Tool in Clinical Di-
agnostics

This review gives the main characteristics of mostly
commercially available lectins, including their specificity
and practical aspects. Various methods, often routinely
used, are described, including manufacture of lectin-based
biosensors. Other laboratory techniques, mostly for bio-
medical purposes (such as glycocode decoding, detection
of pathogens and antibodies) and their applications in early
diagnostics using the array formats are also mentioned.



