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Uvod

Biosensory jsou analytickd zafizeni, slouzici ke sledovani riznych biologickych ¢i
biochemickych déju. Biologicky systém je ve spojeni s fyzikalnim pfevodnikem a elektro-
nickym zesilovacem signalu. Jako biologicky material pro konstrukci biosensoru miize
slouzit napf. enzym, protilatka, antigen, nukleova kyselina, bakterie, cela buiika nebo
1 ¢ast rostliny (Ngeh-Ngwainbi et al. 1990).

Podstata metody

Piezoelektricky biosensor je tvofen piezoelektrickym krystalovym vybrusem, na jehoz
obou stranach jsou kovové elektrody (pro konstrukci biosensorii se pouziva nejcastéji
zlato, nékdy také stiibro nebo platina). Jeho schematicky néakres je uveden na obr. 1. Na
povrchu elektrod je imobilizovan bioligand selektivné interagujici s analytem. Zakladni
charakteristikou piezoelektrického biosensoru je jeho rezonanéni frekvence. Zména této
veliCiny je pfimo uméma zméné hmotnosti vrstvy na povrchu krystalu (systém tedy fun-
guje jako velmi citlivé mikrovahy - QCM (quartz crystal microbalance), ¢ehoz se vyuzi-
va pro stanoveni analytl ve vzorku. Vztah mezi zménou rezonancni frekvence (Af)
a zménou hmotnosti systému (Am) popsal Sauerbrey (Sauerbrey 1959):
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kde f, je pracovni frekvence krystalu [MHz], A je plocha elektrody [cm?].
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Obr. 1. Piezoelektricky krystal

Postup

Pti sledovani bioafinitnich interakci se nejcastéji postupuje tak, zZe jedna z reagujicich
latek je imobilizovana na povrchu krystalu a druhé je pfitomna volné v roztoku, pticemz
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se sleduje tvorba afinitniho komplexu. Pokud dojde k navazani latky na citlivy povrch,
projevi se to snizenim frekvence krystalového vybrusu. Experimenty se obvykle provade-
ji v pratokovém uspotadani, je tedy mozné sledovat cely priitb¢h reakce a ze zaznamena-
nych kiivek pak stanovit jeji rychlostni parametry.

Zakladem méfici aparatury je prutokova kyveta, do niz je vybrus vlozen. Pritok
a odtok kapaliny je feSen pomoci ocelovych trubic¢ek vsazenych do kyvety a silikonovych
hadicek, které spojuji métici kyvetu s peristaltickou pumpou. Pii méfeni je krystal svymi
kontakty spojen s oscilacnim obvodem, tzn. ze frekvence oscilace je urCovana samotnym
vybrusem (tzv. rezonan¢ni frekvence vybrusu) a jakakoliv zména na jeho povrchu se
projevi zménou v oscilaci. Dale je k méfeni potfebny vhodny detektor frekvence
s dobrym rozli§enim (min. 0,1 Hz). Vlastni frekvence je zaznamenavana pomoci piislus-
ného softwaru na pocitaci.

Na pocatku méfeni kyvetou protékd pouze pracovni pufr, pficemz je nutné vyckat
uplného ustaleni zakladni linie. Pfi pritoku vzorku, kdy dochazi k vazbé analytu na po-
vrch sensoru, se zaznamena tzv. asociacni faze kiivky. Poté lze do kyvety pustit opét
pouze samotny pufr a sledovat piipadny rozpad komplexu (disociacni faze).

Tento systém Ize pouzit obecné pii studiu jakychkoliv bioafinitnich interakci (protilat-
ka - antigen, avidin - biotin, hormon - receptor, hybridizace nukleovych kyselin). V nasi
laboratofi jsme se rozhodli ho aplikovat jednak na detekci hybridizace (DNA, oligo-
nukleotidy) a jednak na studium vazby nddorového supresoru, proteinu p53, na rtizné
typy DNA. DNA, resp. oligonukleotidu je realizovana pomoci siln¢ afinitni reakce mezi
streptavidinem a biotinem - streptavidin je imobilizovan na povrchu sensoru, biotin je
kovalentn¢ navdzan na pouzity oligonukleotid (komercn¢ dodavany). Schéma mozného
zplsobu imobilizace je zobrazeno na obr. 2. Dalsi zptisoby imobilizace viz. napf. Storri
et al. 1998 nebo Tombelli et al. 2002. Jinou moznosti je imobilizovat na povrch sensoru
nejdiive protein p53 ptes protein A a specifickou protilatku (napt. DO-1).
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Obr. 2. Imobilizace biotinylované DNA na povrch elektrod piezoelektrického krystalu modifiko-
vany avidinem (streptavidinem); pfevzato z Caruso ef al. 1997.
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[lustracni zdznam méfeni s krystalem modifikovanym streptavidinem je uveden na
obr. 3. Po ustaleni zakladni linie v pracovnim pufru (HEPES, pH 7,5) byl pufr nahrazen
roztokem kontrolniho oligonukleotidu (bez biotinu), po nékolika minutach byl pak tento
vzorek opét nahrazen pufrem. Z obrazku je patrné, ze vazba nebyla stabilni, protoze doslo
pouze k prechodnému snizZeni frekvence. Naopak, pfi pouziti oligonukleotidu znaceného
biotinem [biotin-(GAA),,], doslo k nevratnému snizeni rezonan¢ni frekvence, tedy k na-
vazani biotinu na streptavidin. Dal§im krokem byla interakce jiz navazaného oligonukleo-
tidu s kontrolnim oligonukleotidem s obecnou sekvenci. Jak je vidét ze zaznamu, k vazbe
nedoslo. Pfi pouziti oligonukleotidu s komplementarni sekvenci [(TTC);; - A,s] vSak
interakce nastala a snizeni frekvence oscilace bylo ireversibilni.
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Obr. 3. Zaznam meéfeni s piezoelektrickym vybrusem modifikovanym streptavidinem. Pracovni
pufr: HEPES, pH 7,5; oligonukleotidy: a - kontrolni oligonukleotid s ndhodnou sekvenci bez bio-
tinu; b - biotin-(GAA),», koncentrace 1 pg.ml”; ¢ - (TTC),.Ass, koncentrace 2 pg.ml”. Dalsi
podrobnosti jsou uvedené v textu.

Zhodnoceni metody

Vyhodou této metody studia bioafinitnich interakci je moznost sledovani reakce
v realném Case bez nutnosti znaceni. Jiné metody, které se pouzivaji pro méfeni afinitnich
interakci, jsou obvykle zaloZeny na smiSeni interagujicich latek, dosazeni rovnovazného
stavu, separaci volnych a navdzanych molekul a kvantifikaci jedné z latek, k cemuz slouzi
vhodné detek¢ni znacky (radioaktivita, fluorescence). U téchto metod je navic obtizné
ziskat uplna kineticka data, zatimco v pfipad¢ afinitnich biosensort je mozné jednoduché
stanoveni rychlostnich parametrti reakce (asocia¢ni, disociacni, ptip. rovnovazné konstan-
ty) pfimo ze zaznamenanych kfivek (Skladal 1996). Podobna métfeni umoziuje jesté op-
ticky biosensor, ktery vyuziva principu povrchové plasmonové rezonance, nevyhodou
tohoto typu sensoru je vSak jeho cena, kterd muZze pievySovat cenu piezoelektrického
méticiho systému az o dva rady.
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Uvod

Telomery jsou nukleoproteinové struktury na koncich linearnich eukaryotickych
chromosomt, které mimo jiné chrani chromosomy pied ucinky nukleas nebo pied jejich
vzajemnou fuzi pfi vzniku chromosomalnich zlomt. Jsou tvofeny vysoce konzervativni-
mi repetitivnimi sekvencemi, které jsou specifické pro rizné typy organismu a zaroven
spole¢né pro skupinu organismi (Biessmann a Mason 1994). Typickym zastupcem na
poli rostlinném je Arabidopsis thaliana, jejiz telomery jsou sloZeny ze sedminukleotidové
repetice (TTTAGGG),.

Telomerova DNA je syntetizovana pomoci enzymu zvaného telomerasa, ktery se vaze
na 3’-jednofetézcovy presah chromosomového konce, k némuz piidava dalsi telomerové
repetice. Timto mechanismem fesi eukaryotické buiiky problém replikace konct linear-
nich chromosomil. Telomerasa je ribonukleoproteinova reverzni transkriptasa, skladajici
se ze dvou podjednotek - RNA podjednotky, kterd obsahuje templatovou oblast pro syn-
tézu telomer, a katalytické proteinové podjednotky TERT (telomerase reverse trans-
criptase), pricemz pro jeji enzymatickou ¢innost je nutna pfitomnost obou podjednotek.

Hlavnim rostlinnym telomerovym motivem je repetice (TTTAGGG),, v posledni dob&
byly v genomech nékterych rostlin kromé téchto typickych telomerickych sekvenci po-
psany ijiné typy (napt. lidsky, Tetrahymena) (Sykorova et al. 2003). VétSina téchto po-
znatkll byla dosud ziskavana pomoci Southernovy hybridizace nebo fluorescencni in situ
hybridizace (FISH). Tyto metody nejsou dostateéné piesné k zodpovézeni otazek, jestli
jde o disledky evolu¢niho procesu, zda je v téchto rostlinach pfitomna telomerasa, synte-
tizujici odlisné telomerové sekvence, event. zda se u téchto rostlin nevyskytuje vice telo-
meras vedle sebe. Na tyto otazky Ize odpoveédét pomoci metody TRAP (telomere repeat
amplification protocol) pouzivané pro stanoveni aktivity telomerasy v lidskych bunkach
(Kim et al. 1994). Zatimco v tomto ptipad¢ jde o takika ,rutinni” zalezitost, stanoveni
aktivity telomerasy v rostlinach je variabilnéjsi a stale zde ,,Cihaji” mnoha tskali.

Ackoli je dnes jiz jasné, ze mnohé rostliny s ,,netypickymi” telomerami pouze zaméni-
ly Arabidopsis-typ telomerické sekvence za lidsky typ, stale existuji a objevuji se i dalsi
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