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SEZNAM ZKRATEK

17p — HSD10 enzym17B-hydroxysteroidova dehydrogenasa typu 10

Ab
AD
Ag
ATR
BdO,,

C11
C16
CdO,,
dA,,
dT,,
DMF
ELISA
HCOOH
IUPAC
NK
ON
PBNa
PBS
SA
SAM
SEA
SEB
SPR
TEG
TNT
TSTU

protilatka

Alzheimerova demence

antigen

zeslabeny totalni odraz (z angl. attenuated total reflection)
biotin-(TEG),-5"-d(CAG TGT GGA AAA TCT CTA GCA GT)-3°
11-alkylthiol zakon¢eny diethylen glykolem
merkaptohexaundekanova kyselina

5’-d(ACT GCT AGA GAT TTT CCA CAC TG)-3’

5-d(A),5-3°

57-d(T),3-3"

N,N-dimethylformamid

enzymova imunoanalyza (z angl. enzyme-linked immunosorbent assay)
kyselina mravenci

mezinarodni organizace International Union of Pure and Applied Chemistry
nukleové kyseliny

oligonukleotid

10mM fosfatovy pufr, 2.9mM KCl, 0,75M NaCl, pH 7,4

10mM fosfatovy pufr, 2.9mM KCl, 137mM NaCl, pH 7,4

10mM sodium acetatovy pufr, pH 5,0

samouspofadavaci monovrstva (z angl. self~assembled monolayer)
stafylokokalni enterotoxin A

stafylokokalni enterotoxin B

rezonance povrchovych plazmoni (z angl. surface plasmon resonance)
tri(ethylehglykol)

2,4,6-trinitrotoluen

N,N,N',N'-tetramethyl-O-(N-sukcinimidy!) uronium tetrafluoroborat



1. UVOD

Studium biomolekularnich interakci se stalo nedilnou soucasti medicinského vyzkumu a
diagnostiky, vyvoje 1é¢iv a aplikaci molekularni biologie a biochemie. Vyzkumné tymy se
snazi jak poznat sloZeni, strukturu a metabolismus biologicky vyznamnych molekul, tak
pochopit vztah mezi jejich chemickou strukturou a biologickou funkci. Navic v fadé
dilezitych oblasti existuje potfeba ptesné a rychlé detekce a identifikace chemickych a
biologickych latek.

VétsSina technik, které se bézné pouzivaji k detekci biomolekul (imunologické,
spektrofotometrické metody), vyzaduje urcity typ fluorescenéniho, radioaktivniho nebo
enzymatického znaceni molekul nutného k zaznamenani vazby [1, 2]. Tyto metody jsou
casto finanéné naro¢né, vyzaduji Skoleny personal, mnohdy i specidlni laboratoie a
neumoziuji sledovat kinetiku méfenych biomolekuldrnich interakci. Tyto divody vedly
k vyvoji novych alternativnich technik, které znaCeni molekul nevyzaduji, jsou rychlé,
levné a v nékterych pfipadech pln¢ automatizované.

Bezznackové optické biosenzory piedstavuji dnes jednu z nejvice rozvinutych
technik pro detekci biomolekul a studium biomolekularnich interakci. Umoziuji rychlou a

pfimou detekci v realném Case, jsou vysoce citlivé a nevyzaduji znaceni latek (viz obr. 1).

desti¢ku reak&ni smési o vaz. mista Ab intenzity zbarveni

Vazba Ag Inkubace desticky Pfiprava a Kompetice Ag Vazba zna&ky Spektrofotometr.
na mikrotitr. po urgitou dobu inkubace a volného analytu na uchycenou Ab stanoveni

Obr. 1. Zakladni experimentalni kroky u ELISA (z angl. enzyme-
linked immunosorbent assay) a u optického biosenzoru
(Ag — antigen, Ab - protilatka).



1.1. BIOSENZORY

Podle definice ITUPAC zroku 1992 je bisenzor zafizeni, které vyuziva specifické
biochemické reakce zprostfedkované izolovanymi enzymy, imunosystémy, tkanémi,
organelami nebo celymi buikami k detekci latek obvykle pomoci elektrickych,
kalorimetrickych nebo optickych metod. Jinymi slovy to je zafizeni, které transformuje
biochemickou informaci imérmou koncentraci dané slozky vzorku na analyticky vhodny
signal. Tim mize byt viditelné svétlo, tlak, rozdil v napéti, atd.

Biosenzor je zpravidla tvofen dvéma =zakladnimi prvky: biochemickym
(molekularnim) rozpoznavacim systémem neboli receptorem ¢i ligandem a fyzikdlné
chemickym pievodnikem (viz obr. 2). Podle typu pifevodniku (metody transformace
signalu) nebo principu rozpoznavaciho systému délime biosenzory do né€kolika skupin.
Na biosenzory elektrochemické [3-5], piezoelektrick€é [6-9], magnetické [10],
kalorimetrické [11, 12] a optické [13, 14] podle typu pifevodniku a biosenzory
imunochemické neboli afinitni [15, 16], enzymatické [3, 17], bunécné [18] nebo DNA
biosenzory [19, 20] podle druhu pouzitého receptoru.

Ant:body DN A
O v |
O Microorganism Biological
recognition
g ——————Interface

chemislry

s
% Signal transducer m‘:’::ﬁ;,
Obr. 2. Schématické znazornéni biosenzoru (pievzato z [21]).

Existuje $irokoa paleta biosenzord poéinaje klasickou amperometrickou elektrodou
s imobilizovanym enzymem [22] a konle optickymi biosenzory urenymi k ziskavani dat
tykajicich se reakéni kinetiky specifickych reakei [23]. Kdyz navic uvazime velké
mnozZstvi pouzitelnych biologickych receptori (protilatky, proteiny, enzymy, nukleové

kyseliny, ...), maji biosenzory obrovsky potencidl, a nachazeji stale v&tSi uplatnéni



ve zdravotnictvi [15, 24, 25], potravinafském primyslu [26], vojenskych aplikacich [27]

nebo sledovani kvality Zivotniho prosttedi [28, 29].

1.1.1. Elektrochemické biosenzory

Elektrochemické biosenzory patii mezi biosenzory s nejdelsi historii. VyuzZivaji zmény
ruznych elektrochemickych parametri, podle kterych je muzeme dale délit na biosenzory
konduktometrické, amperometrické a potenciometrické.

Konduktometrické biosenzory vyuzivaji zmény ve vodivosti vzorku vyvolané
biochemickou reakci. Pfikladem je konduktometricky biosenzor pro analyzu alkalické
fosfatasy a detekci toxickych latek, ktery jako bioreceptor vyuziva imobilizované burnky
Chlorella vulgaris [30].

Meéteni elektrického proudu generovaného oxidaci nebo redukci elektroaktivni
latky (po vlozeni konstantniho napéti mezi dvé elektrody) vyuzivaji biosenzory
amperometrické. Ziejmé jednim z nejrozsifenéjSich senzori tohoto typu je glukosovy
biosenzor. Nejjednodussi podoba tohoto biosenzoru vyuziva enzymaticky rozklad glukosy
glukosoxidasou na kyselinu glukonovou a peroxid vodiku:

glukosa + O, + H,O (glukosoxidasa) — glukonova kyselina + H,0,

Potenciometrické biosenzory mét zménu potencidlu mezi metici a referenéni
elektrodou. Pfevodniky, které zde nachazeji uplatnéni, jsou napf. iontov¢ selektivni
elektrody, sklenéné, plynové nebo kovové elektrody. Napiiklad potenciometricky
biosenzor pro detekci organofosfatovych neurotoxini vyuziva sklenénou pH elektrodu

k detekci protonti generovanych pfi §tépeni P-O, P-F, P-CN nebo P-S vazeb [31].

1.1.2. Piezoelektrické biosenzory

Prevodniky pouzité v piezoelektrickych biosenzorech jsou tvofeny piezoelektrickym
krystalem (tj. anizotropni krystal napf. kfemen, turmalin, Rochellova stil), ktery vibruje

suréitou rezonanéni frekvenci. Narist hmoty nakrystalu (napf. tvorba komplexu



protilatka - antigen) vede ke sniZeni této frekvence. Z ¢asové zavislosti zmén rezonanéni
frekvence lze ziskat informace o priibéhu tvorby nebo ziniku komplexii molekul
na povrchu. Piezoelektrické biosenzory se v soucasné dobé hojné a s oblibou pouzivaji,
protoZe poskytuji rychlou odezvu, jsou cenové dostupné a jednoduse se ovladaji. Rada
z nich se komer¢né vyrabi. Princip, instrumentaci i §iroké pole aplikaci piezoelektrickych
biosenzori popisuji napf. ¢lanky [32, 33]. Z konkrétnich pfikladi vyuziti 1ze uvést napf.
detekci kontaminantd v potravinidch [34] nebo nepfimou detekci patogenni bakterie

Francisella tularensis [35].

1.1.3. Kalorimetricé biosenzory

Kalorimetrické biosenzory vyuZzivaji zmény tepla, ke kterym dochézi pti biochemické
reakci. Proto jsou vyznamnym prostfedkem k analyze biochemickych procesi jako
enzymaticky katalyzované reakce a metabolickd aktivita mikroorganismi nebo Zzivych
bunék. Stanoveni glukosy v krvi miiZze byt zaloZeno napiiklad na méteni tepla uvolnéného
pii prichodu vzorku krve malym sloupcem s imobilizovanou glukosoxidasou a katalasou

[36].

1.1.4. Optické biosenzory

Optické biosenzory jsou zaloZeny na detekci zmén vlastnosti elektromagnetického zafeni,
které se méni v pfitomnosti detekované latky. Existuji dva typy optické detekce. Pfima —
k detekci se vyuzivaji vlastni optické vlastnosti analytu a nepfima, kdy analyt nema vlastni
optické vlastnosti a k detekci je tfeba indikator nebo znageni. Pfi pfimé detekci detekovany
analyt mize pfimo ovliviiovat vlastnosti svétla, pfi nepiimé detekci se musi pomoci
pievodniku signal méfené veli¢iny (napf. hmotnost, napéti, pH, koncentrace, atd.) pfevést
na veli¢inu, ktera svétlo pfimo ovliviovat muzZe (napf. optickd drdha, index lomu,

absorbance, ...). Na obrazcich 3 a 4 jsou pfiklady komeréné¢ pouzivanych optickych

biosenzoru.
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Obr. 3. BIAffinity — opticky senzor pro studium biomolekularnich
interakci vyrabény firmou Analytik Jena AG, Némecko
(pfevzato z www.analytik-jena.de).

Obr. 4. Biacore 3000 — opticky afinitni biosenzor pro kvalitativni
kinetickou analyzu molekularnich mechanismti vyrabény

firmou Biacore, Svédsko (pfevzato z www.biacore.com).



1.2. KLASIFIKACE BEZZNACKOVYCH AFINITNICH OPTICKYCH
BIOSENZORU

Podle principu optického pfevodniku miZeme optické biosenzory délit
na absorban¢ni, luminiscen¢ni, reflektometrické, interferometrické, senzory zaloZené
na spektroskopii vedenych vin a dal$i. Senzory zalozené na spektroskopii vedenych vin a

interferometrické senzory patti mezi tzv. bezznackové (label-free) biosenzory.

1.2.1. Interferometrické biosenzory

Interferometrie je optickd metoda, ktera sleduje rozdily mezi dvéma optickymi
svazky, které urazily podobnou drdhu. Preferovanym typem interferometru v oblasti
biosenzorl je tzv. Mach-Zehndertv interferometr. Mach-Zehnderuv interferometr vyuziva
vliv evanescentniho pole na Sifeni vedeného zafeni ve vinovodu. Evanescentni pole je
ovliviiovano indexem lomu prostiedi, ve kterém se $ifi, proto zména na povrchu senzoru
(zména koncentrace, vazba analytu) vede ke zméné ve fazi zafeni a nésledn¢ ke zmén¢
v interferenénim obrazci. Aby se tento rozdil dal méfit, pouziva se zaroven referen¢ni
svazek, ktery je veden v blizkosti toho méficiho, ale neni detekovanou reakci ovliviiovan.
Svételné svazky se témito rameny $iii odlisné v zavislosti na indexech lomu nalezicich
ramenim vlnovodu. Po zpétné rekombinaci a interferenci vystupujicich svazkd se urci
jejich fazovy posun. (viz obr. 5, str. 8).

Interferometry umoziiuji kromé detekce chemickych a biologickych latek [37] také

monitorovani biomolekularnich interakci v realném c¢ase [38, 39].
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Obr. 5. Schéma interferometrického biosenzoru vyuZivajiciho
evanescentni pole (ptevzato z [39]).

1.2.2. Senzory zalozené na spektroskopii vedenych vin

Senzory zaloZené na spektroskopii vedenych vin vyuzivaji vedené mody specialnich
vlnovodi k detekci refraktometrickych zmén v blizkosti povrchu senzoru. Méfenou
veli¢inou je bud’ samotny index lomu nebo veli¢ina, ktera moduluje index lomu
ptevodniku (napt. zvySeni indexu lomu vrstvy receptord v disledku vazby molekul analytu
na receptory). Jsou vhodné pro studium biomolekularnich interakci mezi analytem
v roztoku a jeho biospecifickym partnerem imobilizovanym na povrchu.

Mdd je rozloZenim elektromagnetického pole, charakterizované svym prostorovym
rozloZenim a konstantou $ifeni B a danym optickym prostfedim se $ifi beze zmény té€chto
chrakteristik.

Hlavni typy senzoru zaloZenych na spektroskopii vedenych vin jsou senzory
s vazebni mfizkou, senzory s rezonan¢nim zrcadlem a senzory s povrchovymi plazmony.
Prvni dva typy vyuzZivaji spektroskopii vin v dielektrickych vlnovodech, typ

s povrchovymi plazmony spektroskopii v dielektricko - kovovych vinovodech.



1.2.2.1. Senzory s povrchovymi plazmony (SPR)

Princip senzoru s povrchovymi plazmony je zaloZzen na méfeni zmény konstanty Sifeni
specialni optické viny tzv. povrchového plazmonu. Povrchovy plazmon vznika na rozhrani
mezi tenkou kovovou vrstvou a dielektrikem. K excitaci povrchového plazmonu dojde,
pokud slozka vinového vektoru svételné viny rovnobézna s rozhranim je stejna jako ta
u povrchového plazmonu. Tedy pokud je splnéna podminka

k. =2n/4 . ny, . sinf = §,
kde k. je te¢na slozka vinového vektoru, A vinové délka dopadajici svételné vlny, n;, index

lomu hranolu, 6 uhel dopadu svételného paprsku a f konstanta §ifeni povrchového
plazmonu. Jako vazebny prvek je v téchto senzorech vyuzivan opticky hranol.

Zména indexu lomu dielektrika (napf. vazba analytu na receptory) vyvola zménu
konstanty Sifeni povrchového plazmonu a vysledné dojde ke zménam charakteristik
svételné viny interagujici s povrchovym plazmonem. V zavislosti na tom, jakou
charakteristiku svételné viny interagujici s povrchovym plazmonem sledujeme, mtize SPR

senzor byt zalozen na modulaci vinové délky, uhlu, intenzity, fdze nebo polarizace. (viz

obr 6).
a)
c t hromati b)
onvergent monochromatic .
light beam Polychromatic To spectrograph
Photodiode light beam
array
Prism coupler
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Sampie Sample
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Obr. 6. Senzory s povrchovymi plazmony. (a) Senzor s modulaci

thlu, (b) senzor s modulaci vinové délky (pievzato z [40]).

1.2.2.2, Senzory s vazebni mfizkou

Mrizka ma tlohu vazebného ¢&lenu a jejim prostiednictvim se svételny paprsek

do planarniho vilnovodu navazuje, resp. vyvazuje. V senzorech svazebni mfiZkou



na vstupu je te¢ny vlnovy vektor dopadajiciho svételného paprsku zvétsen difrakci
na mfizce zabudované ve vlnovodu. V tomto uspoiadani detekujeme intenzitu svétla
navdzaného do vlnovodu (viz obr 7). NejvyS$$i intenzitu uvidime, kdyZ bude splnéna
podminka rezonance
B =2n/2 . n;. sinf+m.K,

kde S je konstanta §ifeni modu vinovodu, A vinova délka dopadajiciho svételného paprsku,
n; index lomu prostredi, € uhel dopadu svételného paprsku, m tad difrakce a K vinovy
vektor mfizky.

V senzorech s vazebni mfizkou na vystupu je svételny paprsek do vinovodu
zaveden pomoci ¢ocky, §ifi se vinovodem a v misté s mfizkou se vyvazuje z vilnovodu
pod ur¢itym uhlem, ktery je umérny konstanté Siteni modu vinovodu. Zmény indexu lomu

na povrchu senzoru ovliviiuji konstantu Sifeni modu vinovodu, coz vede ke zméné tuhlu,

pod kterym svétlo vystupuje z vinovodu.

Substrat
(vzorek)
Vi dn Analyt
‘Inovodna Vinovodna Fotodetektor
vrstva vrstva
n,>n,, n,>n, o .
IZOlaéni Izolaéni
vrstva . . y
up Vrstva Difrakéni
miizka
/ Dopadajici svétlo
Hranol
Dopadajici
svétlo
Obr. 7. Senzor srezonanénim zrcadlem a uhlovou modulaci
(vlevo), senzor s vazebni miizkou na vstupu (vpravo).
Ptevzato z [41].
1.2.2.3. Senzory s rezonanénim zrcadlem

V senzorech s rezonanénim zrcadlem je vinovodna vrstva nanesena na opticky hranol,

svétlo se pomoci hranolu navaze do vinovodu a né€kolikanasobnym odrazem ve vlnovodné

10



vrstvé produkuje evanescentni vinu. Ta vznika pfi totalnim vnitinim odrazu v opticky
hust§im prostredi, pokud uhel dopadajiciho svétla piekroc¢i kritickou hodnotu a §ifi se
podél rozhrani v prostiedi opticky fid$im. Jeji intenzita exponencialné klesa smérem
od rozhrani a v pfitomnosti méteného vzorku se méni jeji vlastnosti. K navazani svétla do
vlnovodu dojde, pokud se budou rovnat konstanty Sifeni evanescentni viny a modu
vinovodu. Zmény konstanty Siteni f zplisobené zménami indexu lomu vzorku se uréuji
sledovanim rezonan¢ni podminky
B =2n/4 . ny . sind,
kde f je konstanta Sifeni modu, 4 vinova délka dopadajiciho svételného paprsku, ny, index

lomu hranolu a # uhel dopadu svételného paprsku. Lze tedy sledovat, pfi jakém uhlu
dopadu dochézi k navazani svételného paprsku do vinovodu a tim k poklesu intenzity

odrazeného svétla (viz obr.7, str 10).

11



1.3. APLIKACE OPTICKYCH BIOSENZORU ZALOZENYCH
NA SPEKTROSKOPII VEDENYCH VLN

Zakladni aplikace senzorli zaloZenych na spektroskopii vedenych vin mizZeme rozdélit do
tfi skupin: (1) meéfeni fyzikalnich veli¢in, (2) detekce chemickych a biologickych latek a
(3) studium biomolekulamich interakci. Prvni dvé skupiny nejsou tak vyznamné, hlavni
potencial optickych senzoru lezi ve tieti skupiné. Naptiklad biosenzory s povrchovymi
plazmony (SPR) pfedstavuji dnes nejvice rozvinutou techniku bezznackovych optickych
biosenzorli a neuvétitelné rychle rostouci pocet publikaci (dnes jich je jiz n€kolik tisic)

svéd¢i o rostoucim zajmu je aplikovat na studium rozmanitych biomolekularnich interakei.

1.3.1. Imobilizace biomolekul na povrch senzoru

Imobilizace receptori na povrch je nutné zvazit jiz pfi vyvoji biosenzoru, protoZe zplisob
uchyceni receptori vyznamné ovliviiuje vyslednou citlivost a selektivitu biosenzoru. Cilem
pfi imobilizaci je dosahnout vysoké hustoty pokryti povrchu receptory beze ztraty jejich
biologické funkce a zabranit nespecifickym vazbam analytu a ostatnich molekul z roztoku

na povrch senzoru (viz obr. 8).

immobilized bioreceptors

@ analyte
s o *°
L a °® B nonspecific compounds
® | present in the tested medium
. ®a ®
e © . e ©
® [}
[ ]
Obr. 8. Specificka vazba analytu (pfevzato z [41]).
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Obecné metody imobilizace biomolekul na povrch senzoru vyuzivaji
fyzikalné-chemické interakce jako je chemisorpce [42], kovalentni uchyceni [43, 44],
hydrofobni a elektrostatické interakce [45] nebo vysoce afinitni biomolekularni systémy
(napt. streptavidin - biotin [46, 47], proteiny A a G [13] nebo komplementarni
oligonukleotidy [48]).

Velice rozsitenou technikou k uchyceni biomolekul na povrch biosenzord
zalozenych na spektroskopii vedenych vin je spontanni uspofadani r-alkylthioli nebo
disulfidd na zlatém substratu s vysledkem vytvofeni homogenni monovrstvy “self-
assembled monolayer” (SAM) [49] (obr. 9). Aby bylo dosaZzeno cilené povrchové hustoty
receptortl a aby zéaroven bylo na ¢ipu vytvotfeno pozadi zabraiujici nespecifickym vazbam
molekul, typicky se pouzivd smés delSich fetézcd n-alkylthiolti (n > 12) zakoncenych
funkéni skupinou pro piipojeni biomolekul v kombinaci s krat§imi n-alkylhioly (n < 11)

pro zaplnéni povrchu chemicky nereaktivnimi molekulami [50].

o’
f?f >

Obr. 9. Schéma dodekanthiolatové vrstvy (SAM) na zlatém
substratu. Vrstva je stabilizovana vazbami mezi SH-
koncovou skupinou alkylthiold a zlatem a van der
Waalsovymi a hydrofobnimi interakcemi (ptevzato z [51]).

1.3.2. Detekce biologickych latek

Technologie afinitnich biosenzord poskytuje platformu pro rychlou a citlivou detekci a
identifikaci velkého mnozstvi chemickych a biologickych latek. Proto je i oblast vyuziti

§iroka. Z hlavnich odvétvi vzpomefime ochranu Zivotniho prostfedi (detekce polutanti a
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Skodlivin), kontrolu potravin (detekce patogenti a toxinti), lékatskou diagnostiku (detekce
marker chorob, protilatek, hormonil) nebo ochranu pred terorismem (rychla detekce
chemickych a biologickych zbranij).

Afinitni biosenzory nachdzeji vyuziti pro detekci malych (herbicidy, pesticidy,
toxiny, drogy), stfednich (bakterialni enterotoxiny) i velkych (bakterie) analytd. Podle
velikosti analytu, vazebnych vlastnosti biomolekularniho rozpoznavaciho ¢lenu (receptoru)

a rozsahu koncentraci, které chceme stanovit, se zvoli detekéni format (viz obr. 10).

u Protilatka Y Protilatka

S ;'}'
Y ¥ N

Prima detekce Sandwich Kompetice

Obr. 10. Detekéni formaty pouzivané v afinitnich biosenzorech
zaloZenych na spektroskopii vedenych vin.

Pfima detekce se obvykle preferuje v aplikacich, kde je afinita analytu dostate¢né
velka k vyvolani odezvy, tzn. stfedné velké a velké analyty jako jsou protilatky. P¥ima
detekce protilatek proti viru Epstein — Baarové v pufru (viz obr. 11) i v 1% séru byla
provedena s vyuzitim SPR biosenzoru s detekénim limitem pod 0,2 ng/ml [25]. Pokud je
tieba, 1ze zvysit odezvu senzoru pouzitim sendvicového uspotadani. To je vhodné zejména
pro malé a stiedné velké analyty v malych koncentracich, napiiklad k detekci
stafylokokalniho enterotoxinu A i B (SAE, SEB). Zesilenim signalu uzitim sekundarni
protilatky detekovali v mléce Homola a kol. koncentrace niz$i nez 0,5 ng/mL [40, 52].

Malé analyty (M, < 10000) v nizkych koncentracich se zpravidla detekuji pouzZitim

kompetice. Napt. Shankaran a kol. vyvinuli SPR imunosenzor pro detekci TNT pomoci

kompetice, v pufru dosahli detekéni limit pod 0,09 ng/mL [53].
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Obr. 11. Odezva SPR senzoru na riznékoncentrace protilatky proti

viru Epstein — Barrové v méficim a referenénim kanale
(ptevzato z [25]).

1.3.3. Analyza biomolekuldrnich interakci

Schopnost optickych afinitnich biosenzori detekovat molekularni interakce v realném Case
poskytuje moznost ur¢it kinetické a termodynamické parametry, interakéni modely,
vzajemnou specifitu mezi ligandem a analytem nebo mapovat vazebnd mista
na molekuldch. Diky tomu muZeme biosenzory vyuzit ke studiu biomolekularnich
mechanismi jako jsou interakce protein - protein, protilatka - antigen, DNA - DNA, DNA
- RNA, RNA - RNA, DNA - enzym, atd.

Proteiny neboli bilkoviny jsou Siroce vyuzivané makromolekuly, které neslouzi jen
jako stavebni kameny burky, ale provadéji i vétSinu bunéénych funkci. Diky riznému
slozeni aminokyselin nabyvaji proteiny riiznych konformaci, které pak urCuji funkci
jednotlivych proteind. Biologické vlastnosti proteinu zavisi na fyzikélnich interakcich
s jinymi molekulami. Schopnost proteinu selektivné a s vysokou afinitou se vdazat
k ligandu je dana vytvofenim mnoZstvi slabych nekovalentnich vazeb (vodikové mustky,

iontové vazby, van der Waalsovy sily a hydrofobni interakce) mezi interakénimi partnery.

15



Tim vznika par, ktery ma charakteristiku porovnatelnou s kovalentni vazbou, ale zmé&nou
vnéjSich podminek (pH, iontova sila) jej lze rozrusit.

Jednim ze specidlnich typu proteind jsou protilatky produkované burikami
imunitniho systému B-lymfocyty. Molekula protilatky sestava ze &tyf polypetidovych
fetézch — dvou lehkych a dvou tezkych, vzdjemné propojenych disulfidickymi miistky
do tvaru pismene ,,Y*. Sekvence aminokyselin na koncich ,,Y* se méni s typem protilatky.

Tato variabilni oblast obsahuje vazebné misto pro antigen (viz obr. 12).

antigen
antigen binding
binding C o site
site &y
Fc
Obr. 12. Molekula imunoglobulinu G (IgG). IgG se sklada ze dvou

identickych Fab fragment, z nichZz kazdy obsahuje
vazebné misto pro vazbu antigenu, a Fc fragmentu, ktery se
na vazb¢ antigenu nepodili (pfevzato z [41]).

Nukleové kyseliny (NK) jsou vysokomolekuldrni linedrni polymery sloZené
z nukleotidu, které prenaseji genetickou informaci. Existuji dvé t¥idy nukleovych kyselin:
deoxyribonukleové kyseliny (DNA) a ribonukleové kyseliny (RNA). DNA je nositelkou
dédi¢nosti ve vSech bunéénych formach Zivota a také v mnohych virech. RNA ma v burice
rozli¢né biologické funkce a strukturni ulohy. Geneticka informace se nejprve prepiSe
procesem transkripce do ,messenger* RNA (mRNA), zmRNA procesem translace
do potadi aminokyselin ve vznikajicim proteinu.

Zdakladni funkce DNA, tedy pfedavani informace o celém genomu, je umoznéna
tvorbou komplementarnich fetézct spojenych interakcemi nukleotidovych bazi (adenin,
guanin, thymin, cytosin). Linearni sekvence téchto bazi poskytuje informaci gentického

kddu, kde t#i po sobé jdouci baze urcuji jednu aminokyselinu. Prostorovou strukturu DNA
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stabilizuji vodikové mustky mezi bazemi, interakce n - elektronil aromatickych cyklt bazi
umisténych nad sebou ve Sroubovici (tzv. stacking) a iontové sily mezi PO, a kationty.

Pravé vodikové milstky hraji vyznamnou roli pfi procesu hybridizace (renaturace), kdy se
komplementarni fetézce spojuji a dochazi k vytvofeni vodikovych mistkd mezi
komplementarnimi  bazemi. K hybridizaénim reakcim dochdzi mezi libovolnymi
jednovlaknovymi molekulami NK (DNA — DNA, DNA -~ RNA, RNA - RNA), pokud
obsahuji kompletni nukleotidové sekvence. Diky svym chemickym, fyzikalnim a
biologickym aktivitim jsou NK vyuzivany v mnoha biosenzorech a bioanalytickych

stanovenich.

1.3.3.1. Proteinové interakce

Téma proteinovych interakci sledovanych pomoci optickych biosenzorii bylo zpracovano a
popsano v mnoha stovkach odbornych publikaci. Snad nejobsahlejsi ¢lanek na toto téma
sepsali Rebecca L. Rich a David G. Myszka [54].

Sledovani biologické aktivity proteint (protilatky, antigeny, enymy, atd.) je jednim
z klicovych krokt pfi vyvoji 1é¢iv nebo hledani biomarkerd, jejichz pfitomnost v té€lnich
tekutinach signalizuje onemocnéni, ¢asto jiZ v jeho rannych stadiich a dfive, nez se projevi
prvni symptomy. Napiiklad biomarker pro Alzheimerovu demenci (AD) odrazejici rozpad
neuronl za ruznych patologickych stavii by mohl byt zaloZen na nervové specifickych
cytoskeletarnich proteinech jako je protein Tau, amyloid B nebo nervové specificky
tubulin. Dal3im ukazatelem AD, ktery ale zatim neni zcela prokazany, je enzym 17p-
hydroxysteroidova dehydrogenaza typu 10 (17B-HSD10). Cytotoxické u€inky ma jeho
koplex samyloidem P. Termodynamickou zavislost vzniku komplexu 17B-HSD10 a
amyloidu B popsal Yan a kol. [55].

Enzymy Katalyzuji vysoce specificky a selektivné obrovské mnozstvi reakci.
Rychlost enzymové katalyzovanych reakci miize byt regulovana pomoci inhibitort, které
snizuji enzymovou aktivitu. Pro medicinské aplikace je pfinosné sledovat interakce
enzymi a dalSich proteint s nukleovymi kyselinami [56, 57] nebo z hlediska kinetiky a
termodynamiky charakterizovat prib&h reakce enzymu s jejich inhibitory nebo substraty

[58, 59]. Naptiklad studium interakce T7 DNA polymerasy s riznymi DNA duplexy
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pfineslo kromé kinetickych parametri sledované reakce také informace o konforma¢mich
zménach béhem interakce enzymu s NK [60]. Kli¢ovou vlastnosti DNA polymerasy je jeji
schopnost prodluzovat polydeoxyribonukleotidové fetézce i opravovat fetézce Spatné
nasyntetizované. DNA polymerasa z bakteriofaga T7 ma polymerasovou aktivitua 3> — 5°¢
exonukleasovou aktivitu. Na obrazku 13 je vidét komplex T7 DNA polymerasy a DNA

dvousroubovice.

Obr. 13. Komplex DNA polymerasy a deoxyribonukleové kyseliny

(pfevzato z www.bio.davidson.edu).

Biosenzory, které jako bioreceptory vyuzivaji protilatky, patfi diky pokrokiim
v syntéze protilatek mezi nejrychleji se rozvijejici diagnostické technologie [61]. Optické
biosenzory jsou vdne$ni dobé dostateéné citlivé a umoziuji studovat interakce
nizkomolekularnich protilatek a antigend [62] nebo stanovit kinetick€ parametry interakci
protilatek a antigeni v komplexnich roztocich jako mozkomi$ni mok [25] nebo krevni

sérum [63].

1.3.3.2. Hybridizace nukleovych kyselin

Hybridizace komplementarnich nukleotidovych sekvenci je zasadnim krokem v procesu
replikace a transkripce DNA do RNA. Hybridiza¢ni reakce se dnes standardné vyuZziva

v celé fadé technik molekularni biologie jako je polymerazova fetézova reakce nebo

18



metody prenosu DNA, resp. RNA nebo proteind z elektroforetickych gelt
na nitrocelulosové membrany [64]. Tyto metody zavisi na vysoce citlivé a specifické
detekci hybridizace mezi kratkymi syntetickymi oligonukleotidy (ON) a cilovou sekvenci
nukleové kyseliny ve vzorku.

Stale vétSi pocet vyzkumnych skupin se dnes zabyva vyvojem strategii
pro genovou terapii zaloZenou na hybridizaci ON [65, 66]. Princip takovych terapiii je
zablokovat syntézu proteini esencidlnich pro rist nadorovych bunék nebo pro reprodukci
viru jiZz na arovni nukleovych kyselin (viz obr. 14). Pfirozené oligonukleotidy nejsou

v Zivych burikach dostate¢né stabilni, proto se pouZzivaji jejich syntetické analogy [67].

3
Transcription o ( Translation R

DNA m- RNA

.

antisense deoxy
oligonucleotide

NG

protein

\“————b

STOP
Translation

hybrid duplex

Obr. 14. Antisensni oligonukleotid se specifickym parovanim bazi
navaze na cilovou komplementarni sekvenci a dojde
k zablokovani translace.

NK a jejich hybridizace jsou obrovskym zdrojem informaci, které jsou velmi
dtilezité pfedevsim pro zakladni vyzkum. Diky optickym biosenzortim lze ziskat informace
o kinetickych konstantach hybridiza¢ni reakce [68], o mechanismu tvorby komplexid NK

[69] nebo vlivech na jejich stabilitu [70].
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2. CiL BAKALARSKE PRACE

Cilem mé bakalaiské prace bylo zpracovat tématiku optickych biosenzoru a jejich vyuZiti
pro studium biomolekuldrnich interakci. Mym ukolem bylo vypracovat reSerSi, popsat
principy fungovéni a aplikace jednotlivych typl biosenzort a zaméfit se na bezznackové
afinitni optické biosenzory, jejich klasifikaci a oblasti pouziti.

Na optickém biosenzoru s povrchovymi plazmony vyvinutém na Ustavu fotoniky a
elektroniky Akademie véd jsem méla provést experimenty zaméfené na pozorovani
interakci nukleovych kyselin. Tyto experimenty by mély poskytnout zakladni informace,
které budou vyuzity k optimalizaci podminek hybridizace, tzn. ke zvySeni Uspé€Snosti

hybridizace.
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3. METODY A MATERIAL

Na zéklad¢ vypracované reSerSe jsem si pro svou praci zvolila opticky afinitni biosenzor
s povrchovymi plazmony (SPR biosenzor) a pouzila ho ke sledovani interakci nukleovych
kyselin. Sezndmila jsem se s instrumentaci a méficimi metodami SPR biosenzoru, dale
jsem si osvojila praci v biochemické laboratofi s pfisnymi naroky na ¢istotu a hygienu,
proces regenerace sklenénych ¢ipl a pfipravu vzorkll pro méfeni. V ndvaznosti na svou
predchozi praci s nukleovymi kyselinami [66] jsem navrhla modelovy experiment
zaméfeny na hybridizaci komplementarnich oligonukletidi. Mnou provedené experimenty
pfispély k optimalizaci podminek hybridizace NK, ze ziskanych dat jsem ur¢ila efektivitu
hybridizace a kalibra¢ni kiivku senzoru. Sekvence oligonukleotidi (23 bazi) byla biotin-
(TEG),-5"-d(CAG TGT GGA AAA TCT CTA GCA GT)-3" (= BdO,3) a komplementarni

vlidkno 5-d(ACT GCT AGA GAT TTT CCA CAC TG)- 3" (= CdOy3), kde ,,TEG* je

tri(ethylenglykol).

3.1. Reagenty

Chemikalie:

C (11-alkylthiol zakon¢eny diethylen glykolem) byl obdrZzen od firmy Prochimia, Polsko.
C¢ (merkaptohexaundekanova kyselina),

DMF (N,N-dimethylformamid),

HCOOH (kyselina mravenci),

KCl (chlorid draselny),

KH,PO, (dihydrogen fosfore¢nan draselny),

NaCl (chlorid sodny),

Na;HPO,.12H,0 (hydrogen fosfore¢nan sodny dodekahydrat),

roztok sodium acetatového pufru (3M),

Streptavidin ze Streptomycea avidinii,

TSTU (N,N,N',N'-tetramethyl-O-(N-sukcinimidyl) uronium tetrafluoroborat), vSe od firmy
Sigma-Aldrich, USA.

Absolutni ethanol od firmy MERC, CR.
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Pufry:

SA (10 mM sodium acetatovy puftr, pH 5,0),

PBS (10mM fosfatovy pufr, 2.9mM KCl, 137mM NaCl, pH 7,4),
PBNa (10mM fosfatovy pufr, 2.9mM KCl, 0,75M NaCl, pH 7,4).

Oligonukleotidy:

Biotinovany deoxyribooligonukleotid se sekvenci

biotin-(TEG),-5"-d(CAG TGT GGA AAA TCT CTA GCA GT)-3" (BdO,3),

dTy3,

dA;;3

a komplementarni vladkno 5°-d(ACT GCT AGA GAT TTT CCA CAC TG)- 3° (CdO,3)
byly zakoupeny u Pfirodovédecké fakulty Masarykovy Univerzity v Bmé&,CR, Oddé&leni

funkéni genomiky a proteomiky.

3.2. SPR biosenzor

Povrchovy plazmon je specialni vina, kterou lze excitovat na rozhrani kovu (nejéastéji se
pouziva zlato) a dielektrika, §ifi se v roviné rozhrani a amplituda jejiho pole exponencialné
klesd smérem od zlatého povrchu do dielektrického média (penetra¢ni hloubka
povrchového plazmonu je podle pouzitého kovu a dielektrika 200 — 400 nm). Excitace
povrchového plazmonu na principu konfigurace totalniho odrazu (ATR) s vyuzZitim
optického hranolu jako vazebného prvku je jednim z nejcastéjSich zplsobd excitace.
V takovych SPR senzorech (s modulaci vinové délky) dopada na tenky kovovy film svazek
polychromatického zafeni pod pevnym tihlem dopadu a excituje povrchovy plazmon (viz
obr. 15 vlevo, str. 23). Konstanta $ifeni povrchového plazmonu je pak méfena podle
intenzity odraZzeného zafeni v $ir§im spektru vinovych délek, pfi¢emz pro vinovou délku,
pro kterou doSlo k pfevazani energie dopadajiciho zafeni do excitace povrchového
plazmonu, pozorujeme charakteristicky pokles intenzity (viz obr. 15 vpravo, str. 23).

Posun rezonan¢éni vinové délky je pfimo umérny povrchové koncentraci biomolekul
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zachycenych na povrchu senzoru a muZe byt na tuto koncentraci vhodnou kalibraci

pteveden.
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Obr. 15. Excitace povrchového plazmonu s vyuZitim optického
hranolu jako vazebného Clenu (vlevo). Intenzita

odrazeného svétla jako funkce vinové délky pro fixni thel
dopadu - zobrazené kfivky odpovidaji dvéma riznym
indextim lomu dielektrika (vpravo).

Typicka odezva SPR senzoru ziskana z kontinualniho méfeni rezonanéni vlnové
délky v case odpovidajici vazbé analytd na receptory v pritokovém rezimu je ukazana
na obr. 16, str. 24. V jednom SPR grafu je mozné rozlisit tyto tfi faze detekce: (I) protékani
pufru nebo jiného média podél povrchu senzoru pokrytého receptory, (II) proudéni roztoku
analytu podél povrchu — pozorujeme tvorbu komplexa s receptory, (III) protékani pufru
nebo jiného média podél povrchu senzoru — miizeme pozorovat disociaci komplexii (viz
obr. 16, str. 24). Tvar kiivky je zavisly na velikosti molekul analytu, vstupni koncentraci
analytu, po¢tu dostupnych vazebnych mist na povrchu, rychlosti pritoku, rozmérech
prutokové komory a na afinité paru receptor-analyt [71].

Pro své experimenty jsem vyuzila ¢tyfkanalovy senzor s modulaci vinové délky
vyvinuty v Oddé&leni optickych senzorti Ustavu fotoniky a elektroniky Akademie véd [72].
Polychromatické zafeni z halogenové lampy, které bylo zkolimované a polarizované,
dopadalo na vlastni senzorovou ¢&ast skladajici se z optického hranolu a sklenéného Cipu
pokrytého tenkym titanovym filmem (~ 2 nm) a vrstvou zlata (~ 55 nm). Po dopadu svétlo
excitovalo povrchovy plazmon ve ¢tyfech riznych mistech na zlatém &ipu. Odrazené
svétlo bylo odvedeno ¢tyimi optickymi vidkny do étyrkanalového spektrografu. Spektra

byla analyzovana v redlném &ase s pomoci specidlniho softwaru s vyhodnocovanim
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rezonan¢ni vlnové délky nezavisle pro kazdy kanal [73]. Pro ptivedeni vzorku k povrchu

senzoru byla pouZita peristalticka pumpa (Ismatech, Svycarsko).

4L I, Coom F
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Mnozstvi navézan)"ch‘analym [nm]

Cas [min]

Obr. 16. Typickad odezva SPR senzoru odpovidajici kontinualnimu
méfeni vazby analyti na povrch senzoru pokrytého
receptory. V prvni fazi je povrch senzoru promyvan pufrem
(1), dale po aplikaci roztoku analytu je monitorovana
tvorba biomolekuldrnich komplextu (IL.), ve tieti fazi je
povrch senzoru opét promyvan pufrem. Pocet navazanych
analytd muize byt uren z rozdilu odezev pufru pred a
po protékéni roztoku analytu.

3.3. Funkcionalizace SPR senzoru

K funkcionalizaci senzoru jsem pouzila kovalentnim uchyceni streptavidinu
na alkylthiolatovou vrstvu vytvofenim amidové vazby mezi primarni aminovou skupinou
lysinu nebo argininu a koncovou karboxylovou skupinou thioli a nasledné vazbou
biotinovaného oligonukleotidu [74] (viz obr. 17, str. 25). Streptavidin je tetramerni protein
(60 kDa) ziskany z bakterie Streptomycea Avidinii, ktery vytvaii velice pevnou vazbu
s molekulou biotinu. Disociaéni konstanta komplexu streptavidin - biotin je fadové
10" mol/l, coz je jedna z nejsiln&jsich znamych nekovalentnich interakci. Kazda molekula

streptavidinu obsahuje &tyfi vazebné ,.kapsy* pro biotin.
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Obr. 17. Uchyceni oligonukleotidi na povrch SPR biosenzoru.

Smes alkylthiol (fetézce C,; a C,)) byla rozpusténa v poméru 7:3 v absolutnim

ethanolu (celkova koncentrace thiold byla 1mM). O¢isténé ¢ipy byly ponoieny do roztoku
s thioly, 10 min inkubovény pii teplot¢ 40 °C, a poté uskladnény na tmavém misté
pii pokojové teploté nejméné na 24 hod. Po této dobé byly &ipy oplachnuty etanolem a
osuSeny Cistym dusikem. Koncové karboxylové skupiny byly aktivovany pomoci TSTU
rozpuSténého v DMF o koncentraci 2 mg/ml a tfepanim na tfepadce asi 2 hodiny.
Po aktivaci byly Cipy oplachnuty ethanolem, opét osuseny dusikem a ihned pouzity v SPR
biosenzoru.

Uchyceni receptord probihalo in situ pii pratokové rychlosti 30ul/min.
Po kratkodobém protékani sodiumacetatového pufru (SA) (dokud se neustdlila odezva
senzoru) byl k povrchu senzoru piiveden na 20 minut roztok SA pufru a streptavidinu o
koncentraci 50pg/ml a nasledné opét pufr SA. Poté podél povrchu protékal pufr PBNa
s vysokou iontovou silou (k odmyti nekovalentné uchycenych ligandi) a dale pufrem SA a
pufrem PBS, dokud se neustalila odezva senzoru. Na zavér funkcionalizace byl povrch
senzoru na 15 minut inkubovan v roztoku 50nM biotinovanych oligonukleotidii a nakonec

opét v PBS pufru.
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3.4. Detckce hybridizace oligonukleotidu

Hybridiza¢ni reakce probihaly pfii pritokové rychlosti 50 pl/min. VSechna méfeni byla
provedena pfi teploté 25°C.

Detekcee hybridizace: PBS pufr protékal podél povrchu senzoru, dokud se neustalila

odezva senzoru. Poté byl kpovrchu senzoru na 15 minut pfiveden vzorek
komplementarniho oligonukleotidu CdO,; v PBS pufru (koncentrace 50nM), a poté byl

vystiidan pufrem PBS.

Test specifity: PBS pufr protékal podél povrchu senzoru, dokud se neustalila

odezva senzoru. Poté jednotlivymi kanaly 15 minut protékly vzorky s oligonukleotidy
CdO,; , dT,; a dA,; (v8echny o koncentraci 50nM) v PBS pufru néasledovany Cistym
pufrem PBS.

Kalibra¢ni kfivka: Po ustaleni odezvy senzoru v PBS pufru byl povrch inkubovan

po dobu 15-ti minut v roztoku CdO,, o koncentracich 5, 20, 50, 150, 200 a 2000 nM.

Regencrace povrchu: Po ustaleni odezvy senzoru v PBS pufru byl povrch inkubovan

po dobu 15-ti minut v roztoku CdO,; (koncentrace 10nM, 20nM) a nésledn€ v PBS pufru.

Dale byla aplikovana 1% HCOOH (3 minuty), a poté opét pufr PBS.
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4. VYSLEDKY A DISKUSE

V3sechna ziskand data jsem zpracovala v pogramu Origin.

Biotinované nukleotidy jsem na povrch senzoru ukotvila pomoci vazby
na streptavidin. Typickd odezva senzoru na vazbu biotinovanych oligonukleotidi
na streptavidin je ukdzéna na obr. 18. Primérma odezva senzoru na vazbu streptavidinu
o koncentraci 50 pg/ml byla 10,9 + 0,5 nm. Tato hodnota byla vypoétena z odezvy 16

nezavislych kanali.
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Obr. 18. Odezva senzoru na vazbu BdO,; na streptavidin

imobilizovany na povrchu senzoru.

Odezva senzoru na vazbu BdO,3 na streptavidin imobilizovany na povrchu senzoru
je zobrazena na obr. 19, str. 28. Priméma odezva senzoru na vazbu 50nM BdO,; byla
3,7 £ 0,1 nm. Tato hodnota byla vypo¢tena z odezvy 12 nezavislych kanald. Vldkna BdO,3
a CdO,3 jsou plné komplementarni a jejich interakce je vysoce specificka. Jak ukazuje
obr. 20, str. 28, homomerni (obsahuji pouze jeden typ baze) vlakna dT,; a dA,; se
na povrch pokryty heteromernim (obsahuje vice nez jeden typ baze) BdO,; nevazou.
Pokud porovndme odezvu senzoru na vazbu BdO,; zkalibrovanou na jednotny pocet

receptori uchycenych na povrchu a odezvu na komplementarni CdO,;, vidime, Ze
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stechiometrie komplexu je piiblizn€ 1:1. To potvrzuje ptedpoklad tvorby duplexu mezi
témito dvéma vlakny. Usp&snost hybridiza¢ni reakce (tzn. procento navazanych liganda,
ktefi se ucastni tvorby komlpexu) byla vyssi nez 82 %. Tato hodnota je vy$$i nez hodnoty

ucinnosti hybridizace pozorované metodou SPR uvedené v literatute [75, 76].
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Obr. 19. Odezva senzoru odpovidajici vazbé BdO,; na streptavidin
ziskana ze Ctyf nezavislych kanalu.
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Obr. 20. Odezva senzoru ukazujici specifickou vazbu CdO,;
na BdO,;.
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Na obr. 21 je zobrazena detekce rtiznych koncentraci komplementarniho
oligonukleoditu CdO,3. Jak je patrné z obr. 21, k vysyceni vazebnych mist pro receptory

postaCuje koncentrace 150 nM. Ze smérnic linedrnich &asti k¥ivek pro jednotlivé

koncentrace jsem ziskala kalibra¢ni kiivku (obr. 22).
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Obr. 21. Odezva senzoru odpovidajici vazbé CdO,3 na BdOj;
imobilizované na povrchu senzoru pfi riznych
koncentracich CdO,3.
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Obr. 22. Kalibraéni kfivka senzoru
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Obr. 23. Odezva senzoru na regeneraci povrchu.

Obr. 23 ukazuje tii regeneradni cykly povrchu. Pasobenim 1% HCOOH se
narusily vazby mezi komplementarnimi oligonukleotidy a na povrchu ziistala pouze vlakna

BdO,;. Biologicka aktivita BdO,3 ziistala zachovand, protoZe odezva senzoru na vazbu
stejné koncentrace CdO,3 po kazdém regenera¢nim kroku zlstava stejnd. Nedochdzi ke

ztraté citlivosti senzoru.

SPR biosenzor umoziuje citlivou detekci hybridizace nukleotidd v redlném case.
Imobilizace receptoru (biotinovanych oligonukleotidi) na povrch senzoru pomoci vazby
streptavidinu na alkylthiolatovou vrstvu zajistila dostate¢ny pocet receptorti pro dosaZeni
vysoké tspésnosti hybridizace. Pouzitim uvedeného postupu lze detekovat subnanomolarni
koncentrace oligonukleotidd. Povrch senzoru je regenerovatelny, proto lze senzor

opakované pouzit beze ztraty jeho citlivosti.
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5. ZAVER

Vypracovala jsem reSer§i na téma optické biosenzory a studium biomolekularnich
interakci. Popsala jsem jednotlivé typy biosenzort, jejich instrumentaci a vyuZiti
pro pozorovani molekularnich mechanizmi. Podrobnéji jsem se vénovala bezznackovym
optickym afinitnim biosenzorim zaloZenych na spektroskopii vedenych vin.

Seznamila jsem se s metodou a instrumentaci senzord s povrchovymi plazmony
(SPR) a navrhla experiment, kdy jsem pozorovala hybridizaci komplementarnich vlaken
deoxyribooligonukleotidii. Po provedeni experimentii jsem zpracovala a interpretovala
ziskana data, vytvotila kalibra¢ni kiivku senzoru a ur€ila ispé$nost hybridizace, ktera byla
vyS$Si nez 82 %.

V budoucnu bych se dale chtéla vénovat praci s SPR senzory a prohloubit znalosti
této experimentalni techniky v oblasti nanotechnologii nebo multikandlové detekce. Rada
bych se vénovala detailnéj$imu studiu interakci nukleovych kyselin, zkouméni kinetickych

parametru jejich hybridizace a tvorby triplexd.
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