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. Uvod

Biosenzory jsou definovany jako zafizeni vyuzivajici
specifické biochemické reakce zprosttedkované izolovany-
mi enzymy, imunosystémy, tkanémi, organelami nebo
celymi buiikami k detekci chemické latky, nejcastéji meéte-
nim elektrického, tepelného nebo optického signalu', které
se provadi pomoci vhodného fyzikalné-chemického snima-
¢e. Mezi vyjmenované biologické elementy je nutno zara-
dit i neenzymové proteiny a nukleové kyseliny, které jsou
dnes pro konstrukei biosenzorti neméné vyznamné. Zatim-
co biologicka slozka interaguje s analytem a tak pfimo
urCuje specifitu biosenzoru, je citlivost biosenzoru vedle
vlastnosti biologického prvku dana ptedevsim druhou
komponentou biosenzoru, snimacem, a zavisi na zpisobu
pfevodu signalu a jeho detekce. Pouzivanymi principy
a instrumentacemi snimacti a technikami imobilizace bio-
logického prvku se zabyva n€kolik aktudlnich prehlednych
¢lankd®™. V idealnim piipadd je biosenzor vysoce speci-
ficky k urcitému analytu, nékdy ke skupiné analytl stejné
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povahy, a umoZiiuje tak stanoveni i v komplexnich matri-
cich, jako jsou klinické vzorky, (odpadni) vody, piida nebo
sedimenty. Dal§imi vyhodami jsou nizké detekéni limity,
rychla odezva, opakovatelnost a reprodukovatelnost. Ur¢i-
tymi nevyhodami, které pfindsi vyuziti biologického ele-
mentu, jsou omezené podminky pfi stanoveni (pH, teplota)
a v piipad¢ proteinil nutnost jejich izolace a n€kdy i nizk4
stabilita.

Nasledujici prehled je zaméfen na biologické prvky
biosenzort pro detekei tézkych kovl. Klasické instrumen-
talni metody pouZzivané pro stanoveni polutantd v Zivotnim
prostiedi, a¢ velmi propracované a poskytujici presné vy-
sledky, jsou vétSinou finan¢né a Casové narocné, vyzaduji
vysoce kvalifikovanou praci a jsou vesmés vazany na la-
boratorni prostfedi. Témito metodami je navic urcena cel-
kova koncentrace latek ve vzorku (napf. i nerozpustnych
forem té€zkych kovil), ktera v§ak nemusi vypovidat o jejich
realném dopadu na zivotni prostfedi a potencialnim nebez-
peci pro ekosystém daném predevsim biodostupnosti kovu.
S ohledem na celosvétové zprisnovani legislativy v oblasti
zivotniho prostiedi je stale vétsi diraz kladen na pouziti
levnych, snadno proveditelnych, dostatecné spolehlivych
a rychlych metod stanoveni s moznosti sledovat zmény
koncentrace analytu v redlném case a in situ. Metody ge-
nového inzenyrstvi a miniaturizace umoziuji vyvoj pre-
nosnych biosenzorli, které poskytuji rychlé, spolehlivé
a vysoce specifické stanoveni latek srovnatelné
s konven¢nimi metodami. Velkou vyhodou, zejména tzv.
(celo)bunéénych biosenzorl, je moznost postihnout sku-
tecny UCinek iontu kovu nebo jiné latky v prostfedi na
organismy. Ne&které bunécné biosenzory dale umoznuji
sledovat celkovy vliv daného prostiedi — vliv vSech pii-
tomnych latek na organismus, jejichz synergicky ucinek se
miiZe zna¢né liSit od vlivu kazdé jednotlivé latky.

2. Proteinové biosenzory
2.1. Biosenzory zalozené na inaktivaci
enzymu

V tivodu této kapitoly je tfeba predeslat, ze ackoliv
byl inhibi¢ni G¢inek t&zkych kovil, zalozeny predevs§im na
jejich interakcei s thiolovymi a methylthiolovymi skupina-
mi enzym®, vyuzit pro konstrukci fady biosenzord, jejich
praktické pouziti je omezeno nepiili§ vysokou specifitou’.
Dulezité charakteristiky vybranych biosenzorti této skupi-
ny uvadi tabulka I. Mezi prvnimi enzymy pouzitymi pro
pfipravu biosenzoru pro tézké kovy byly oxidasy a dehyd-
rogenasy, jejichz aktivitu lze pfimo, nebo s vyuzitim spia-
zenych reakci, monitorovat amperometricky méfenim
ubytku kysliku z reakéni smési. Biosenzory zalozené na
inhibici L-glycerolfosfatoxidasy, pyruvatoxidasy a nebo



Chem. Listy 101, 468-479 (2007) Referat

Tabulka I
Enzymové biosenzory

Enzym Analyt Detekce Dynamicky rozsah/ detekéni limit Lit.
(DL)/ ICs0® [umol 17']

Alkalicka fosfatasa® Zn** amperometricka 2-200 20

Co™* 50-1000

Zn* kalorimetricka 10-1000 22
Askorbatoxidasa Cu* amperometricka 2-100 21

Cu* 50-1000 20
Galaktosaoxidasa® Ccu* amperometricka 10-1000 19
Glycerolfosfatoxidasa Hg** amperometricka IC50=120 10
Kienova peroxidasa Hg™* kolorimetricka 5-107°-0,005 17

CH;-Hg" 0,02—1000 18
L-Laktatdehydrogenasa spfazena Ag’ amperometricka ICsp=0,1 10
s L-laktatoxidasou cd* ICso= 10

Cu** ICs50=250

Hg™* ICso=1

Pb** ICs0= 50

Zn** IC5o= 10

Ag’ amperometricka DL= 0,02 11

Cu** DL=0.5

Hg** DL= 0,002

Pb** DL=0,2

Zn** DL=5
Pyruvatoxidasa ° Hg* amperometricka IC50=50 10
Ureasa © Ag' potenciometricka 0,1-100 12

Cu** 0,1-100

Ag" spektrofotometricka DL= 0,20 15

Cu** DL=4,0

Hg** DL= 0,35

Hg™* potenciometricka 0,09-2,0 13

Hg** potenciometricka 0,05-1,0 8
Ureasa ° spfaZena cd* amperometricka 9-270 14
s glutamatdehydrogenasou ot 0,15-1,5—

Hg*' 0,05-0,5

Zn** 15-450

* Koncentrace kovu inhibujici aktivitu enzymu z 50 %, ° aktivace analytem, © inhibice analytem

L-laktatdehydrogenasy ionty tézkych kovu v reakcich spolu s laktatdehydrogenasou na membrané imobilizovana
s pfirozenymi substraty byly konstruovany pokrytim po- L-laktatoxidasa, ktera tézkymi kovy inhibovdna neni,
vrchu kyslikového ¢lanku polysulfonovou membranou a ktera zpétné oxiduje laktat na pyruvat. Uvedené enzymo-
s imobilizovanymi enzymy'®'". Pro spiaZeni redukce py- vé elektrody v kombinaci s vhodnymi reakénimi pufry
ruvatu na L-laktat s reakci spotfebovavajici kyslik byla umoZiuji s jistou mirou selektivity detekci Hg®', Zn*',
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Tabulka II
Neenzymové proteinové a DNA biosenzory
Biologicka komponenta Analyt Detekce Dynamicky rozsah/detek¢ni Lit.
limit (DL)/ [pmol 17]
Protein DsRed cu* fluorimetrie 0,1-2,5 34
Cu’ 0,09-2,3
Protein BFPms1 Zn** fluorimetrie neuvedeno 33
Cu* neuvedeno
Protein MerR Hg** kapacitance 10°-10° 28
cd* 10°-10°
Cu*' 10°-10°
Metalothionein SmtA cd** kapacitance 107°-10° 28
Cu’ 10°-10°
Hg™* 107°-10°
Zn™ 10°-10°
Fytochelatin ,,EC20* cd** kapacitance 107-10* 29
Cu** 107-10*
Hg™ 107-10°*
Pb** 107-10*
Zn*" 107-10*
Sav¢i metalothionein cd* rezonance povrchového 2-1000 30
plasmonu (SRP)
Ni** 20-100
Zn** 20-100
Protilatka 2A81G5 cd* ELISA/spektrofotometrie DL=2,5-10"* 37
Hg** DL=0,01 36
Protilatka 15B4 Co* ELISA/spektrofotometrie DL= 10,01 37
Ni** DL=0,8 36
Protilatka 2C12 Pb** ELISA/spektrofotometrie DL= 0,006 37
protein CueR/operator Ag’ fluorimetrie DL=0,2° 32
Au’ DL=0,2"
Cu™ DL=0,2"
Protein MerR/operétor Hg** fluorimetrie DL=0,5" 32
DNA aptazym ,,8—17“ Pb** fluorimetrie 0,01-4,0 42

* Aplikace tohoto biologického prvku byla demonstrovana pouze pii uvedené koncentraci a skute¢ny DL nebyl evaluovan

Ag', Cd*, Cu*" a Pb*" a elektrody lze po regeneraci opa-
kovan€ pouzit.

Nejéast&ji studovanym enzymem pro stanoveni Hg*",
Zn*', Ag" a Cu®" je ureasa katalyzujici hydrolyzu mo&ovi-
ny na oxid uhli¢ity a amoniak, jehoz vznik lze snadno
detegovat potenciometricky pomoci pH elektrody'>".
Nevyhody spojené s méfenim pH v redlnych vzorcich,
které mohou mit riznou pufrovaci kapacitu, byly elimino-
vany spfazenim ureasové reakce sreakci katalyzovanou
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glutamatdehydrogenasou, v niZz zamoniaku a a-keto-
glutaratu za spoluticasti NADH jako donoru vodikového
ekvivalentu vznika L-glutamat. Oxidace NADH pak byla
monitorovana amperometricky'*. Jednoduchy biosenzor
,.na jedno pouziti pro stanoveni Hg**, Ag" a Cu?" zaloze-
ny na inhibici ureasové reakce byl pfipraven potaZenim
stén polystyrenové kyvety membranou obsahujici ionofory
selektivni pro amonné ionty, amoniak nebo protony".
Koncentrace amoniaku vznikajiciho pii reakci v kyvete
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pak byla stanovovéna na zakladé zmén barvy, fluorescence
nebo refrakce svétla na iontové selektivni membrané. Nam
a spol.'® ukazali, ze selektivitu biosenzoru zalozeného na
urease (autofi pouzili instrumentaci s iontove selektivni
elektrodou) lze zajistit pfidavkem Nal pro potlaceni inhibi-
ce Ag"a EDTA pro eliminaci Cu®".

Dalsim enzymem vyuzitelnym pro inhibi¢ni stanoveni
Hg”" a organortutnatych slouéenin je kienovéa peroxidasa-
718 Tento enzym byl imobilizovan na chitosan, polysty-
ren nebo chromatograficky papir a jeho aktivita byla sta-
novovéana spektrofotometricky jako rychlost oxidace chro-
mogennich substratd H,O,.

2.2. Biosenzory zalozené na aktivaci
enzymu

Skuteénosti, Ze nekteré t€zké kovy jsou nepostradatel-
nou soucésti aktivniho mista enzyml a Ze tyto enzymy
jsou pro dany kov Casto vysoce specifické, vyuzivaji bi-
osenzory zalozené na aktivaci metaloenzymu (tab. II). Pro
stanoveni Cu®" byl popsan biosenzor vyuzivajici apoformu
galaktosaoxidasy'? katalyzujici oxidaci D-galaktosy kysli-
kem na D-galaktohexodialdosu za produkce H,O,. Aktivita
tohoto enzymu v zavislosti na koncentraci Cu** byla stano-
vovana amperometricky. Dal§i biosenzor s ampero-
metrickou instrumentaci, ktery umoziiuje stanoveni Zn>"
a Cu2+, byl konstruovan imobilizaci alkalické fosfatasy
(kofaktor Zn*") a askorbatoxidasy (kofaktor Cu®*) na poly-
akrylonitrolové membran¢ na povrchu kyslikového ¢lan-
ku?*?'. Enzymy katalyzuji spfazené reakce, v nichz alka-
licka fosfatasa defosforyluje L-askorbat-2-fosfat a vznikly
L-askorbat je oxidovan kyslikem za katalyzy askorbatoxi-
dasou na dehydroaskorbat. Pfidanim L-askorbat-2-fosfatu,
Cu®* a analytu kapoenzymim je tak mono stanovit
mnozstvi Zn>" a pfidanim L-askorbatu Ize v analytu stano-
vit mnozstvi Cu®’. Ke stanoveni Zn>* prosttednictvim akti-
vace alkalické fosfatasy byla popsana téz kalorimetricka
instrumentace®, nebot’ katalyzovana reakce ma exotermic-
ké tepelné zabarveni. Senzory zaloZené na aktivaci alkalic-
ké fosfatasy je teoreticky mozno pouzit i pro stanoveni
Co®", ktery v porovnani se Zn*" aktivuje alkalickou fosfa-
tasu v 3—5x mengi mife?**.

Jistou nevyhodou pro posuzovani praktické vyuzitel-
nosti tohoto typu enzymovych biosenzorl pro stanoveni
tézkych kovl je skuteCnost, Ze autofi nepopisuji vliv ji-
nych kovi, casto pfitomnych v realnych vzorcich (napf.
Cd*, Pb*" nebo Hg*"). Ty mohou svymi ptipadnymi inhi-
bi¢nimi GCinky zkreslovat vysledky stanoveni cilovych
analytl. SkuteCnosti zlstava, ze §irsi aplikace se dockaly
pouze enzymové biosenzory pro stanoveni organickych

analyti — piirozenych substrati enzymir’.

2.3. Biosenzory zalozené
na neenzymovych proteinech

S ohledem na vysokou afinitu a pfipadné i selektivitu
k iontim tézkych kovt nalezly nékteré peptidy a proteiny
produkované organismy v odezvé na intoxikaci tézkymi
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kovy uplatnéni i v oblasti konstrukce biosenzort. Metalo-
thioneiny (MT) jsou skupinou 6 kDa intracelularnich pep-
tidd s vysokym obsahem cysteinovych zbytki, které imo-
bilizuji ionty téZkych kovll s vysokou afinitou ve formé
tetrathiolatovych komplexd a eliminuji tak jejich cytoto-
xicky G¢inek™**. Podobnou funkci plni v rostlinach a né-
kterych kvasinkach fytochelatiny (PC), enzymové synteti-
zované peptidy obsahujici 2—11 tandemovych opakovani
dipeptidu, v némz je Glu spojena s Cys peptidovou vazbou
prostiednictvim svého y-karboxylu®*?. Rezistence fady
prokaryot k téZkym kovim je zaloZzena na enzymech
aiontovych pumpéach umoznujicich ucinnou detoxikaci
nebo exkreci kovu?®?’. Expresi odpovidajicich gent kont-
roluji transkripéni regulatory, jejichZ aktivita je zavisla na
pomérné specifické vazbé daného iontu kovu. Vybrané
vlastnosti biosenzori vyuzivajicich neenzymové proteiny
jsou shrnuty v tabulce II.

Imobilizaci produktu rekombinantni fize metalothio-
neinu  SmtA ze sinice Synechococcus PCC 7942
s glutathion-S-transferasou a nebo regulatoru operonu
rtutové rezistence — proteinu MerR na povrchu zlaté elek-
trody byly pfipraveny biosenzory umoziujici stanoveni
Hg*', Cd*, Cu*" a Zn*" s velice nizkym detek&nim limitem
na femtomolarni trovni a neobvykle Sirokym dynamickym
rozsahem do 1 mmol 1" (cit.”®). Vlastni stanoveni je zalo-
zeno na méfeni zmén kapacitance na povrchu elektrody
vyvolanych konformaéni zménou imobilizovanych peptida
po navazani iontu kovu. Stejné usporadani bylo pouzito
ipro piipravu biosenzoru vyuzivajictho analogu PC
s 20 opakovanimi Glu-Cys spojenych o-peptidovou vaz-
bou®. Tento biosenzor se vyznacoval také velmi dobrou
citlivosti a Sirokym dynamickym rozsahem pro stanoveni
Hg”', Cd**, Cu*" Pb*" a Zn®>* (100 fmol I"" az 10 mmol I"").
Popsén byl i biosenzor testovany pro stanoveni Cd**, Zn**
a Ni*", jehoz biologickym elementem byl krali¢i MT imo-
bilizovany na zlaté nanovrstvé™’, kde pro detekci konfor-
macnich zmeén spojenych s vazbou kovu byla vyuzita op-
tickd metoda rezonance povrchového plasmonu (SRP,
z angl. ,,Surface Plasmon Resonance®). Ackoliv v piipadé
pouziti proteinu MerR bylo dosaZeno vyssi selektivity vuci
Hg”", nevyhodou vyse popsanych biosenzort ziistavé je-
jich nizka specifita k jednotlivym iontim kovu.

S ohledem na specifitu se jako zajimavy pfistup jevi
konstrukce biosenzorti zalozenych na interakci transkripc-
niho regulatoru aktivovaného ionty kovi s jeho operatoro-
vou oblasti in vitro. Transkripéni regulatory rodiny MerR
proteinti se ve formé& dimeru v nepiitomnosti kovu vazi
na prislusnou regulac¢ni oblast DNA a po navazani kovu
prochazi konformacni zménou, rozplétaji dvojSroubovici
arusi vodikové vazby mezi dvéma pary bazi v centralni
oblasti operatoru’. Nahradou jedné z téchto bazi fluores-
kujicim analogem cytosinu, pyrrolo-C, v operatorové ob-
lasti rozpoznavané transkripénim proteinovym regulato-
rem CueR nebo MerR pfipravili Chen a He™ biosenzory
s pomémé vyraznou selektivitou viéi Cu”, Ag" a Au” nebo
Hg*". Zatimco v neptitomnosti téchto iontd je v komplexu
regulator-DNA fluorescence pyrrolo-C zhasena tvorbou
vodikovych mustkti a vlivem patrovych interakci se sou-
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sednimi bazemi, dochazi po rozruSeni dvojSroubovice
plsobenim reguldtoru s navdzanym analytem k uvolnéni
fluorochromu a k zesileni fluorescenéniho signalu.
V pfipad€ senzoru zaloZeného na vyuziti regulatoru CueR
byla fluorescenéni odezva 200x vyssi s Cu’, Ag" a Au’
nez s Cd**, Co™, Hg2+, Pb*" a Zn®". P¥i stanoveni pomoci
MerR senzoru nejvyznamnéji interferovala ptitomnost
cd*, ktery vSak indukoval fluorescencni odezvu se 100x
niz&i uéinnosti nez Hg*".

V posledni dobé€ se jako slibné biologické prvky pro
konstrukci biosenzord ukazuji proteiny pfirozené vykazuji-
ci fluorescenci. Ty mohou byt vyuzity pro velmi jednodu-
ché metody stanoveni v pfipadé, Zze pii interakci
s analytem dochazi ke zméné¢ fluorescen¢nich vlastnosti.
Mutacemi zelené¢ho fluoreskujiciho proteinu (GFP) ptivod-
n¢ izolovaného z medizy Aequorea victoria byl ziskan
protein BFPmsl1, jehoz fluorescence byla v pfitomnosti
Zn*" zesilena a piitomnost Cu®’ zpisobovala zhaSeni
aposun fluorescenéniho spektra®. Nedavno byl z tro-
pického koralu Discosoma izolovan Cerveny fluoreskujici
protein (DsRed), jehoz fluorescence je selektivné zhasena
Cu"a Cu*" ionty™.

2.4. Imunochemické biosenzory

Metody vyuzivajici protilatek jako biologického prv-
ku jsou rychlé, nendkladné, jednoduché a Casto umoziiuji
konstrukci prenosnych zatizeni. Pti kontrole kvality zivot-
niho prostfedi byly uspéSné pouzity imunochemické meto-
dy pro stanoveni pesticidi a halogenovanych aromatd
a teoreticky se daji vyuzit vzdy, je-li moZno pfipravit pro-
tilatku proti danému analytu. Popsany byly protilatky proti
komplexu Hg2+ iontl s glutathionem35. Vyhodnéjsi ptistup
je pouziti protilatek proti kovu véazanému organickymi
chelata¢nimi  €inidly pouZivanymi k extrakci kovu
z matrice vzorku. Takové protilatky by nemély vazat volné
chelata¢ni ¢inidlo, které je pouzivano pro extrakci kovu ve
velkém nadbytku, a jejich afinita ke komplexu jiného kovu
by méla byt alespont 10x menSi neZ k analyzovanému ko-
vu. Témto parametrim do znacné miry odpovidaji mono-
klonalni protilatky pfipravené Blakovou a spol. pro stano-
veni komplexit EDTA, diethylentriaminpentaoctové kyse-
liny (DTPA) a jejich derivata s Cd**, Hg*", Pb*", Ni**
a Co*" metodou kompetitivni ELISA (cit.***").

3. Biosenzory vyuZivajici aptazymy
(a aptamery)

Aptamery (z lat. ,,aptare” — pfizptisobovat) jsou mole-
kuly DNA nebo RNA schopné, podobné jako protilatky,
velmi specificky vézat uréity ligand®®. Aptazymy navic
vykazuji v ptitomnosti daného ligandu, ktery casto plni
funkci kofaktoru, enzymovou (fosfoesterasovou) aktivitu®
a doplnuji tak skupinu dosud popsanych biokatalytickych
molekul — enzymii a ribozyma®. Pfirozeny vyskyt mole-
kul DNA s enzymovou aktivitou vSak dosud nebyl zazna-
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menan.

DNA aptazymy (a podobn€ i RNA aptazymy) jsou
pripravovany uméle procesem tzv. in vitro selekce, ktera je
zaloZena na postupném nabohaceni souboru molekul jed-
nofetézcovych DNA zéstupci s vhodnymi vlastnostmi*"*.
Vychazi se z knihovny (pfiblizné 10" molekul) syntetic-
kych oligonukleotidti, obsahujicich na 5* a 3’ konci defi-
nované Useky, mezi které je vloZzena nahodil4 sekvence 30
az 50 nukleotidi. Definované useky jsou shodné pro
vSechny molekuly a umoziiuji pomnozeni molekul
s pozadovanymi vlastnostmi pomoci polymerazové fetézo-
vé reakce (PCR). Pro selekci DNA aptazymu
s fosfoesterasovou aktivitou je knihovna nejprve pomnoze-
na pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR). Jeden
z oligonukleotidd slouzicich jako primery v PCR obsahuje
ve své sekvenci ribonukleotid a je na 5’ konci modifikovan
kovalentné navazanym biotinem (obr. 1a). Fosfodiesterova
vazba mezi deoxyribonukleotidem a ribonukleotidem je
diky 2’ hydroxylu ribosy nejnachylngjsi ke tépeni*'. Bio-
tin umoziuje nekovalentni zachyceni produkti PCR
(dvojtetézcova DNA) na kolon¢ s navazanym streptavidi-
nem. Po odstranéni nebiotinylovaného komplementarniho
vldkna (pferuSenim vodikovych vazeb mezi bazemi
v alkalickém prostfedi) zaujme navazané vlakno konfor-
maci urc¢enou pievazné ndhodnou sekvenci variabilniho 30
az 50ti nukleotidového tseku a vznikajicimi vodikovymi
vazbami mezi bazemi. Nésledn€ je na kolonu aplikovan
roztok ligandu (kofaktoru) a zastupci knihovny katalyzuji-
ci Sté€peni fosfodiesterové vazby mezi ribonukleotidem
a deoxyribonukleotidem pouze za ucasti tohoto ligandu
(kofaktoru) jsou z kolony eluovany. Takto ziskané mole-
kuly jsou amplifikovany pomoci PCR (znovu je tak pfipo-
jen biotinylovany primer s ribonukleotidem) a postup se
opakuje se snizenou koncentraci kofaktoru. Po 6-8 cyk-
lech jsou ziskany molekuly $tépici fosfoesterovou vazbu i
v ptitomnosti stopové koncentrace kofaktoru. Uginnost
selekce aptazymu specifického k jedinému kofaktoru lze
zvysit negativni selekcei, kdy pied eluci pomoci cilového
ligandu je na kolonu aplikovan roztok pfibuznych latek a
dojde tak k odstépeni aptazymi vykazujicich skupinovou
selektivitu.

Aplikaci spojujici vysokou selektivitu aptazymu
s vysokou senzitivitou fluorescenc¢niho stanoveni u biosen-
zoru pro stanoveni Pb>" popsali Lu a spol.*. Na zakladé
analyzy sekundarni struktury katalytického centra aptazy-
mu ziskaného vySe uvedenym zpiisobem autofi rozdélili
jeho nukleotidovou sekvenci na substratové vlakno s fluo-
rochromem 6-karboxytetramethylrhodaminem (TAMRA)
na 5’ konci a na katalytické vldkno modifikované na 3’
konci  zhaseCem fluorescence 4-(4’-dimethylamino-
fenylazo)benzoovou kyselinou (Dabcyl). V nepfitomnosti
Pb*" jsou diky hybridizaci obou vlaken molekuly TAMRA
a Dabcyl v tésné blizkosti a fluorescence je uc¢inné zhasena
(obr. 1b). Po navazani Pb>" v katalytickém centru je v sub-
stratovém vlaknu stépena fosfodiesterova vazba mezi deo-
xyribo- a ribonukleotidem, dojde k disociaci odstépené
casti s TAMRA a zvyseni intenzity fluorescence. Diky
zatazeni kroku negativni selekce pfi izolaci aptazymu ten-
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to biosenzor neposkytoval signal v piitomnosti Ca®*, Cd*",
Co™", Cu®", Mg*", Mn*", Ni*" a Zn*"

Aptamery jsou podobné jako aptazymy ziskavany in
vitro selekci z knihovny oligonukleotid zalozené piede-
v§im na zachyceni aptazymu na nosici s imobilizovanym
ligandem. Doposud byly popsany aptamery selektivné
vazici rizné skupiny latek jako organicka barviva, amino-
kyseliny, antibiotika, peptidy a proteiny™, nicméné princi-
pialné je mozno izolovat i aptamery specifické vuci iontu
kovu nebo jeho komplexu s chelata¢nim ¢inidlem. Apta-
mery, jejichz fetézce jsou znaceny fluorochromem, umoz-
fiuji konstrukci biosenzorti vyuzivajicich skutecnosti, ze po
interakci s ligandem prochazi aptamer konformacni zmé-
nou, ktera se projevi zménou chemického prostfedi mole-
kuly fluorochromu. Tu je moZno zaznamenat jako zménu
v intenzit&, vinové délce nebo anisotropii fluorescence™.

4. Bunécéné biosenzory

V porovnéani s proteinovymi biosenzory a aptazymy
umoziuji bunééné biosenzory odlisny analyticky pristup.
Diky pouziti celych bun€k jsou postihnutelné komplexni
parametry jako biologicka dostupnost, toxicita a genotoxi-
cita, které maji v oblasti sledovani kvality Zivotniho pro-
sttedi zasadni vyznam®’. Dal3i vyhody bun&&nych biosen-
zorl v porovnani s proteinovymi spocivaji v jejich nizsi
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ekonomické narocnosti, nebot’ nejsou nutné slozité izolac-
ni a purifikac¢ni kroky senzorovych biomolekul a kofaktory
jsou enzymim dodavany samotnou buiikou*®. Fyziologic-
ké prostiedi uvnitf buiiky dale zajiStuje optimalni reakcni
podminky a do jisté miry pufruje zmény vnéjsiho prostie-
di, coz piispiva k vysii stabilité biosenzoru®’. Diky ptitom-
nosti mnoha metabolickych drah mohou v zivé burice pro-
bihat vicekrokové pfemény nezbytné pro stanoveni nckte-
rych analytd®. Pouziti Zivych bundk dale poskytuje moz-
nost ,,pomnoZzeni* a ¢astecné regenerace biosenzoru kulti-
vaci ve vhodném médiu?’. Jisté nevyhody bun&énych bio-
senzort spocivaji v delsi dobé odezvy, ktera je nejvice
limitovéna transportem analytu do cytoplasmy*®.

Pii konstrukci bunéénych biosenzorti pro sledovani
kvality Zivotniho prostfedi jsou nejéastéji pouzivany jed-
nobunécné mikroorganismy, zejména bakterie. Hlavnimi
divody jsou jejich rychly rist, vysoky stupen poznani
bunéénych mechanismli a pokrocilé techniky genovych
manipulaci, které umoziuji cilenou konstrukci bunék citli-
vych k pozadovanému analytu®®. Pfi vybéru bakterialniho
kmene pro aplikaci v oblasti biosenzort je tieba zohlednit
jejich prirozené prostfedi. Nejvyuzivanéjsi laboratorni
kmeny Escherichia coli nejsou pfirozené organismy vnéj-
Siho zivotniho prostiedi a vhodnéjsi alternativou pro envi-
ronmentalni aplikace jsou proto napf. bakterie rodu Pseu-
domonas® nebo Ralstonia™

Metody stanoveni tézkych kovli pomoci bunéénych

a —r
—
( <& 3
CGGTAGAGAAGbGﬁ‘lTATCACTCGj. &L rN-@
GpCATCTC, ~  GTGAGC—j3-
Nao.50
obecna struktura oligonukleotidu
podiéhajiciho selekci &N
5’-biotinylovany (B)
-I'N—|3 chgorulkleatid s Streptavndmova
ribonukleotidem elona
O Analyt
nosic¢ s ("kofaktor") NaOH
imobilizovanym rN (denaturace
streptavidinem (S) ( dvojretézcové DNA)
b ‘- ¢ ~ fluorimetrie
2+
Pb \
Substratové TAMRA (b
vlakno
{rN
— > 3 % —_
Katalytlc@\) O\)
vlakno
Dabcyl

Obr. 1. Schematické znazornéni selekce DNA aptazymu (1a) a aptazym pro stanoveni Pb** nazvany ,,8-17% (1b); postup pfi selekci
aptazymu a princip vyuZiti aptazymu ,,8-17% jsou detailné popsany v textu. N3o50 - nahodila sekvence deoxyribonukleotidti podléhajici
selekei, N - ribonukleotid, TAMRA - fluorochrom, Dabcyl - zhase¢ fluorescence
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biosenzoril vychazeji ze dvou zakladnich pfistupt. Prvni je
zalozen na toxickém u¢inku tézkych kovi na organismy,
kdy je detegovana snizena biologicka aktivita organismu,
nebo jejich odpovéd na stres. Druhy pfistup vyuZiva in-
terakci t€zkého kovu se specifickym rozpoznavacim prv-
kem, nejcastéji regulacnim proteinem, ktery v zavislosti na
pritomnosti analytu pusobi jako aktivator nebo represor
exprese tzv. reportérovych gent.
4.1. Reportérové geny a proteiny
Reportérovy gen muze byt definovan jako gen, jehoz
exprese vytvari méfitelny signal snadno odliSitelny od
pozadi®>'"* Produkt reportérového genu (reportérovy
protein) ma bud’ vlastnosti, které jsou detegovatelné piimo
(napft. fluoreskujici proteiny), nebo katalyzuje biochemic-
kou reakci produkujici signal. Povaha produktu reportéro-
vého genu, metody jeho stanoveni a pouzité detekeni zafi-
zeni urduji senzitivitu systému’'. P vybéru reportérového
genu pro konstrukci biosenzort je zapotiebi splnit nasledu-
jici pozadavky: i) projev reportérového genu musi byt
snadno odliSitelny od projevt ostatnich bunéénych protei-
nd, ii) detekce produktu reportérového genu by méla byt
dostatecné rychla a citliva a iii) produkovany signal by
nemél byt ruSen matrici méfeného vzorku. V nésledujicim
textu jsou predstaveny reportérové proteiny pouzité
pti konstrukei biosenzori pro tézké kovy. Obsahly piehled
reportérovych gend pro ruzné aplikace uvadi Dau-
nert a spol.>.

B-Galaktosidasa

Plni-li B-galaktosidasa kédovana genem lacZ (cit.”)
funkci reportérového proteinu, pouzivaji se k jejimu sta-
noveni derivaty B-galaktosidd, které umoziuji spektro-
fotometrické (napf. o-nitrofenyl-f-D-galaktopyranosid,
ONPG), fluorimetrické (fluorescein di-f-D-galakto-
pyranosid, FDG)®* nebo bioluminescenéni (3-{4-metho-
methoxyspirol[ 1,2-dioxetan-3,2 -tricyklo-(3.3.1.1.*"]dekan-4-
-yl} fenyl-B-D-galaktopyranosid, AMPGD)"’  stanoveni
produktti hydrolyzy. Tato stanoveni vyzaduji permeabili-
zaci nebo lyzi bun¢k. Pro stanoveni p-galaktosidasové
aktivity v neporusenych bunikach byl vyvinut alternativni
substrat (p-aminofenyl-p-D-galaktopyranosid) umoziujici
amperometrické stanoveni uvolnéného p-aminofenolu jeho
oxidaci na iminochinon®’.

Zeleny fluoreskujici protein (GFP)

GFP kodovany genem gfp tvoii monomer vykazujici
po ozéfeni svétlem o vlnové délce 395 nm fluorescenci
s maximem pii 508 nm. Fluorescence je zplsobena pfi-
tomnosti vnitfniho fluoroforu, ktery vznikd posttranslacni
cyklizaci a oxidaci tii aminokyselinovych zbytka®®. Veliké
vyhody GFP jako reportérového proteinu spocivaji v jeho
vysoké stabilit¢ a schopnosti autofluorescence, diky niz
nevyzaduje stanoveni piidavek vn&jsiho substratu®®. Fluo-
reskujici proteiny s pozménénymi spektralnimi vlastnostmi
byly ziskdny pomoci fizené mutageneze genu gfp nebo
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izolaci proteint z dalsich organismi®. Detekce a kvantifi-
kace fluoreskujicich proteinil se provadi pomoci fluorimet-
ru, fotonasobice nebo zafizeni s vazanym nabojem (CCD
z angl. ,,Charge-Coupled Device®)"".

Luciferasa

Luciferasy (z lat. ,lux“ — svétlo, ,ferrare” — nosit)
jsou bakterialni nebo eukaryotni enzymy, jejichz katalytic-
kou cinnosti vznika viditelné svétlo. Luciferasy poskytuji
rychlej§i odezvu a vy$si senzitivitu™ nez fluoreskujici
proteiny, nebot’ je méfena enzymova aktivita, nikoliv pou-
ze mnozstvi proteinu. Geny pro bakteridlni FMNH,-
dependentni luciferasu byly nalezeny v n€kolika rodech
bakterii (napt. Vibrio, Photobacterium)®. Enzym se sklada
ze dvou podjednotek kodovanych geny /uxAB a katalyzuje
oxidaci alifatického (Cy_;5) aldehydu (bakteridlni lucife-
rin) na pfislusnou mastnou kyselinu za sou¢asné¢ho uvolné-
ni svétla®. P¥i stanoveni aktivity samotné bakterialni luci-
ferasy je nutné dodavat luciferin exogenng, proto se Castéji
jako reportéru vyuziva cela kazeta obsahujici geny /uxC-
DABE, kde geny luxCDE koduji enzymovy komplex zod-
povédny za syntézu a recyklaci substratu uvnitf buiky,
pri¢emz dalsi substraty — kyslik a kofaktor — jsou za aerob-
nicl&podminek v bakteriich ptfitomny v dostate¢ném mnoz-
stvi™.

Nejcastéji pouzivané eukaryotni luciferasy jsou kodo-
vany genem [ucFF (izolovan z Photinus pyralis) nebo
lucGR (izolovan z Pyrophorus plagiophthalamus). Aktivni
forma enzymu se skladé z jedné podjednotky a v piitom-
nosti kysliku, Mg®* a ATP katalyzuje oxidaci benzothiazo-
lového luciferinu za vzniku svétla®®. Ve srovnani
s bakterialni luciferasou poskytuje eukaryoticka luciferasa
diky vysokému kvantovému vytézku vyssi citlivost stano-
veni®’.

Aktivita luciferas se stanovuje v bunécném lyzatu
nebo v celych bunkach po ptidavku substrati. Pti pouziti
kazety luxCDABE lze sledovat v neporuSenych buiikdch
zmény luciferasové aktivity v Case. Detekci l1ze provadét
pomoci fotografického filmu, scintilaéniho pocitace, nebo
luminometru, novéjsi metody vyuzivaji i opticka vlakna
nebo CCD prvky®’. Jistou nevyhodou obou typi luciferas
je jejich nizka tepelna stabilita®*®.

4.2. Nespecifické bunécné biosenzory

Pro kontrolu kvality Zivotniho prostfedi Casto neni
dillezité, které konkrétni toxické latky jsou ve vzorku pii-
tomny, nybrz jaké je jeho toxicita celkova®. Popsané bu-
nécné biosenzory pro stanoveni celkové toxicity lze rozdé-
lit do dvou skupin:

Prirozené bunecné biosenzory

U tohoto typu biosenzord zptsobuje celkova toxicita
vzorku inhibici buné¢ného ristu nebo pokles metabolické
aktivity. Nekteré mikroorganismy pfirozeného ptvodu
mohou obsahovat konstitutivné exprimovany reportérovy
gen, jehoz meéfitelny signdl se vlivem toxického ucinku
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snizuje. Tento princip je zakladem komercniho testu
Microtox® (AZUR Environmental), v némz je sledovan
pokles prirozené bioluminiscence moiské bakterie Photo-
bacterium phosphoreum®. Bez i¢asti reportérového genu
1ze toxicitu stanovit pouhym sledovanim inhibice bunééné-
ho rustu. Vedle klasickych plotnovych nebo turbidimetric-
kych metod bylo na pfipadu sledovani inhibi¢niho tc¢inku
Cu*" demonstrovano pouZiti zafizeni, ve kterém byl rast
halotolerantnich bakterii Celedi Mikrobacteriaceae sledo-
van s akustickou detekci pomoci piezoelektrického krysta-
Iu, jehoz frekvence kmitani byla zavisld na hustoté kul-
tury’”.

Bunécné biosenzory odpovidajici na stres

Blizsi informaci o typu ptitomnych toxickych latek
poskytuji bunééné biosenzory obecného stresu. Senzorové
bunky obsahuji reportérovy gen ve fuzi s promotorem
zahrnutym v regulacni kaskade¢ zprostfedkujici bunéénou
odpovéd’ na stresové podminky. Pro detekci latek zpiso-
bujicich bunécny stres byla takto vyvinuta souprava obsa-
hujici buiky E. coli nesouci luxCDABE pod kontrolou
promotorti gentt grpE, recA, katG, micF a fabA (cit. 7).
K aktivaci transkripce lux genti pak dochazi béhem streso-
vé odpovédi na obecné poskozeni proteint (,,heat shock®;
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promotor grpE), poskozeni DNA (promotor recA), oxidac-
ni stres zptisobeny peroxidy (promotor katG), stres zptiso-
beny superoxidy (promotor micF) a inhibici syntézy mast-
nych kyselin (promotor fabA4). Na rozdil od pfirozenych
biosenzorii, kdy je sledovan pokles luminiscence, je
v tomto uspofadani monitorovan jeji nartist, coz umoziuje
stanoveni toxicity v Sir§Sim rozmezi koncentraci xenobio-
tik.

4.3. Specifické bunécné biosenzory

Prvni bunéény biosenzor specificky k urcité latce —
naftalenu — popsali v roce 1990 King a spol.”>. Senzorové
bunky Pseudomonas fluorescens byly transformovany
plasmidem, v némz byla kazeta luxCDABE vlozena mezi
strukturni geny operonu zodpovédného za degradaci nafta-
lenu. Exprese strukturnich gend tohoto operonu je fizena
regulaénim proteinem NahR, ktery aktivuje transkripci po
vazb¢é meziproduktu odbouravani naftalenu. Systém zalo-
zeny na spojeni reportérového genu s promotorem, jehoz
aktivita je fizena proteinem reagujicim na ptitomnosti
analytu (obr. 2a), se stal zakladem vsech specifickych bu-
nécnych biosenzord. Aplikace regulacnich elementi odpo-
vidajicich na pfitomnost tézkych kovii pti konstrukci spe-

a
Reportérovy
Reportérovy gen
& protein
52} &):? Regulovany
)$)$$$ promotor
)$)$X} &ﬁ Transkripéni
Signal aktivator/represor
Analyt L
b H92+

353‘3 ..O

o)

- -

merR P/Omer reportér

bazalni exprese merR

S e

merR P/Omer reportér

apo MerR =
represor transkripce

merR P/Omer reportér

komplex Hg-MerR =
aktivator transkripce

Obr. 2. Obecny princip specifickych bunéénych biosenzori (a) a regulace mer promotoru (b); vazba analytu na regula¢ni protein
spousti expresi reportérového proteinu (2a), ktery produkuje (v nékterych ptipadech az po pfidani substratu) signal amérny mnozstvi
pritomného analytu. V konkrétnim piipadé bun&&ného senzoru pro stanoveni Hg>* (2b) jsou buiiky transformovéany hybridni DNA obsa-
hujici kazetu tvofenou genem merR koédujicim transkripcni aktivator/represor MerR, promotor-operatovou oblasti mer operonu (P/Omer)

a reportérovym genem
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Tabulka IIT
Bunééné biosenzory
Regulator ~ Analyt Reportér Hostitelsky Dynamicky rozsah/ detekéni Lit.
(gen) organismus limit (DL)/ [umol ']
arsA AsO,” gfp E. coli 1071 87
lucFF B. subtilis DL=3,3 88
AsO,>" lucFF B. subtilis DL=330 88
SbO,™ lacZ E. coli DL=10"" 90
cadC cd* lucFF S. aureus 0,01-1 93
ofp E. coli 10750 92°
Pb** lucFF S. aureus 0,033-1 93
ofp E. coli 0,01-10 92°
SbO,~ lucFF S. aureus 1-330 93
ofp E. coli 107-10 92°
chrB CrO7/Cr**  luxCDABE R. metallidurans 1-40 84
Cr,0,%7/ lucFF R. metallidurans DL=0,03°¢ 83
Cro,> lucFF R. metallidurans DL=0,05 83°
enrYXH — Co™" luxCDABE R. metallidurans 9-400 96 °
Ni* luxCDABE R. metallidurans 0,1-60 96 °
copSR Cu** luxCDABE R. metallidurans 1-200 84
merR Hg™" luxCDABE E. coli*® DL=5-10"* 76 ¢
lucFF E. coli DL=10"" 79
luxAB E. coli® 2:10°-2,5-10™* 78
luxCDABE P. fluorescens 5.107-0,012 77°
merR lacZ P. fluorescens 0,001-0,05 77°
gfp P. fluorescens 0,12-12 77°
pbrR Pb** luxCDABE R. metallidurans 0,5-8 84
zntR Zn™ lacZ E. coli DL=0,1 56
lucFF R. metallidurans DL=40 83°

“Biosenzorovy kmen exprimoval i gen merT, °pouzit pro stanoveni biodostupnych kovii v piidé, ¢ pouzit pro stanoveni

biodostupnych kovu v fi¢ni vodé

cifickych bunéénych biosenzoril jsou uvedeny v nasleduji-
cim textu a tabulka III shrnuje jejich dulezité charakteristi-
ky.

Bunééné biosenzory pro detekci Hg”" vyuzivaji pro-
motor/operatorovou oblast mer operonu (P/O,.) a gen
merR kodujici regulacni protein. Pfirozeny mer operon,
ktery byl spolu s dal§imi geny pro rezistence k riznym
latkdm nalezen na nékterych transpozonech a plasmidech,
je zodpovédny za rezistenci bakterii ke slou¢eninam rtu-
ti**!. V gramnegativnich bakteriich je gen merR transkri-
bovan divergentné¢ od strukturnich gent merTPCABD,
které jsou zodpovédné za pienos Hg®' a organortutnych
sloucenin do bungk a jejich detoxikaci redukei na elemen-
tarni rtut, ktera volné prostupuje z bunky do okolniho
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prostiedi. Jak bylo naznaceno vyse, funkéni protein MerR
se sestava ze dvou identickych podjednotek, které vytvare-
ji dvé mista pro vazbu Hg”". Ta jsou tvofena dvéma Cys
jedné podjednotky a jednim Cys podjednotky druhé’’.
Nejsou-li v bufice ptitomny Hg** ionty, probiha bazalni
exprese genu merR a protein MerR po vazbé na promotor/
operatorovou oblast P/O,,., vytvaii neaktivni komplex
s RNA-polymerasou. Vazba Hg”* na MerR zpisobuje
konformaéni zménu proteinu a DNA, ¢imz dochazi
k pfechodu na aktivni transkripéni komplex®"™ (obr. 2b).
Homologni proteiny regulujici transkripci v ptitomnosti
urcitého kovu na zakladé stejného principu jsou fazeny do
tzv. MerR rodiny transkrip¢nich regulatort.

Biosenzory vyuzivajici regulacni element merR-P/
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Oyer ve fuzi s reportérovymi geny luxCDABE (cit.””™""),

luxAB (cit.”®) lacZ (cit.”’), gfp (cit.”"), lucFF (cit.”’)
a lucGR (cit.*") vykazuji velmi dobrou senzitivitu pro
Hg2+. Indukéni G¢inek maji i Cd*, zn*, Au” a Av*" ionty,
aviak v koncentracich o dva az tii fady vyssich”®'. Senzi-
tivita a rychlost odezvy byla déle zvySena expresi genu
merT (cit.”*™), ktery koduje translokasu transportujici
Hg”" do buiiky.

Dalsim zastupcem rodiny MerR je protein ZntR, re-
gulujici transkripci genu zntA, ktery koduje ATPasu pro
transport Zn>*, Pb*" a Cd** z bunék E. coli. ZntR indukuje
transkripci zejména v piitomnosti Zn*" a Cd*', ackoliv
mirny indukéni G&inek vyvolavaji i Hg>" a Pb*" ionty®™.
Pro biosenzory byl pouzit gen kodujici ZntR a P/O,,,4 ve
fuzi s reportérovymi geny lacZ (cit.>®) a lucFF (cit.®).

Transkripcni regulator PbrR (MerR rodina) vykazujici
vysokou miru selektivity k Pb*" iontim byl nalezen na me-
gaplasmidu bakterie Ralstonia metallidurans®. Tento pro-
tein kontroluje expresi gentt zodpovédnych za transport Pb>"
iontd z buiky a spolu s odpovidajicim promotorem ve fuzi
s luxCDABE stal zékladem pomé&mé citlivého biosenzoru™.

Druhou velkou skupinou transkripénich regulatori
citlivych na pfitomnost kovii je tzv. rodina ArsR proteinti.
Na rozdil od regulatord MerR rodiny je funkce proteint
typu ArsR zaloZena pouze na represi transkripce. Bez pii-
tomnosti kovu tvori regulacéni protein komplex s DNA
abrani tak nasednuti RNA-polymerasy. Vazba kovu na
represor zpusobi jeho uvolnéni z promotor-operatorové
sekvence a umozni tak zahajeni transkripce®. Regulaéni
protein ArsR citlivy na AsO, a SbO,™ reprimuje bez jejich
pfitomnosti expresi genli arsABC, které koduji proteiny
zajistujici redukci AsO,> na AsO,” a transport t&chto oxo-
aniontti z buitky®®. P¥i konstrukci bun&nych biosenzori
byl pouzit regulacni element arsR-P/O,,; kontrolujici ex-
presi gfp (cit.*’), lucFF (cit.®™*) a lacZ (cit.”").

Do ArsR rodiny patii i regulacni protein CadC, ktery
tidi v cad operonu expresi genu cadA, ktery koduje ATPasu
zodpovédnou za export Cd** z buiiky’'. Regulatni oblast
cadC-P.,q byla pti konstrukci biosenzorti pro Cd*" a Pb*"
vyuZita ve spojeni s reportérovymi geny gfp (cit.””) a lucFF
(cit.”). Nedavno objeveny transkripéni regulator CadR,
ktery je fazen do MerR rodiny®, vykazuje vy$si specifitu
k Cd*, dosud viak nebyl pti konstrukci bunéénych biosen-
zoru vyuzit.

Buné&&ny biosenzor specificky k Cu** vyuziva kontro-
ly luxCDABE promotorem P, a produkty genti copSR
z Ralstonia metallidurans®. Produkty copSR pfirozené
aktivuji expresi cop genti zodpovédnych za export Cu®’,
regula¢ni mechanismus vsak dosud neni pln¢ objasnén.

Rezistence rodu Ralstonia k Co®* a Ni*' je fizena
geny cnrYXH. Protein CnrH, ktery reguluje expresi gent
zodpovédnych za export Co®" a Ni** z butiky, je o-faktor,
jehoz aktivita je pravdépodobné fizena membranovymi
proteiny CnrX a CnrY (cit.””). Bun&ény biosenzor citlivy
k Co”" a Ni** byl ziskan spojenim genti cnrXYH s kazetou
luxCDABE (cit.”®). Daldimi geny nalezenymi na megaplas-
midu Ralstonia metallidurans jsou geny chr, jejichz pro-
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dukty zajistuji rezistenci ke sloudeninam chromu®. Pfi
konstrukei biosenzorli byla pouzita regulacni jednotka
chrB-P.,., ve fuzi s kazetou [ucFF (cit.83) a luxCDABE
(cit.®).

Nekteré z bunécnych biosenzorti byly uspésné pouzi-
ty ke stanoveni biologicky dostupné slozky kovu
v realnych vzorcich (tab. III). Obtizné¢ definovatelné sloz-
ky zna¢né€ komplexnich redlnych vzorkd mohou zkreslovat
signal produkovany reportérovym proteinem, proto je vét-
Sinou k produkci referen¢niho signdlu pouzivan kmen
exprimujici reportérovy gen Kkonstitutivné. Metoda tzv.
duélniho znaceni, kterd vyuzivd dvojice reportérovych
genl (napf. luciferas produkujicich svétlo o riznych vino-
vych délkach nebo variant GFP s odliSnym emisnim spekt-
rem), z nichz jeden je produkovan konstitutivné¢ a druhy
v z4vislosti na pfitomnosti analytu, umoziiuje produkci
obou signaltl v jedné burice®. Agkoliv jsou stanoveni kovi
pomoci bunéénych biosenzord vétSinou provadéna
v suspenzi bun€k, pro konstrukci prenosnych zafizeni,
kterda by umoznovala detekci analytl in situ, je vyhodnéjsi
bunky imobilizovat. Dobry piehled imobiliza¢nich technik
vyuzivanych pfi konstrukci bunécnych biosenzorl uvadi
D’Sousa’. Imobilizace bunék je téz piedpokladem pro
konstrukei Cipd, na kterych jsou naneseny senzorové bun-
ky obsahujici fuze riznych regulacnich elementd
s reportérovymi geny’®. Tyto &ipy ve spojeni s optickymi
vlakny nebo CCD prvky povedou pravdépodobné ke vzni-
ku nové generace bunéénych biosenzort.

5. Zavér

V této praci jsme se pokusili popsat kategorie biolo-
gickych slozek biosenzorti a jejich vyznamné zastupce
vyuzité v konstrukcich biosenzori pro té¢zké kovy. Neuva-
dime zcela vycCerpavajici vycet vSech popsanych biosenzo-
ru pro tézké kovy a popis dalsich, pfedevsim proteinovych
biosenzortl, lze nalézt v referatech jinych autord™’. Bio-
senzory zaloZené na interakci kovl s izolovanym protei-
nem sice poskytuji rychlé odezvy a Ize je vétSinou po rege-
neraci vicenasobné pouzit, ale biosenzory vyuzivajici inhi-
bice enzymil, metalothioneiny (MT) a fytochelatiny (PC)
postradaji uzsi specifitu. V porovnani s biosenzory zaloze-
nymi na MT nebo PC navic enzymové biosenzory vykazu-
ji vyssi detekéni limity a uzsi dynamicky rozsah. Vyssi
specifitu a dostatecnou citlivost poskytuji imunochemické
senzory, jejichz vyuziti je diky popularit¢ immunochemic-
kych metod v b&zné praxi spiSe redlné. Jako slibné se jevi
vyuziti transkripcnich regulatord jak v podminkach in
vitro, tak pfedevsim in vivo, jako soucasti bunéénych bi-
osenzorll. Souprava specifickych bunéénych biosenzori
zalozend na bakterii R. metallidurans, obsahujici specific-
ké regulacni elementy kontrolujici expresi kazety reporté-
rovych genl luxCDABE (tab. III) v zavislosti na pfitom-
nosti iontu kovu, je jiz komercné dostupna pod oznacenim
BIOMET (cit.**"®).
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Biosensor is an analytical device that couples a bio-
logical element, such as a biopolymer or microorganism
capable of sensing the target analyte, with a physicochemi-
cal signal transducer to enable rapid, accurate and sensitive
detection. The biological element determines the specific-
ity of the biosensor and significantly contributes to its
sensitivity. In this paper we review heavy metal biosensors
with emphasis on their biological components — enzymes
activated or inhibited by heavy metal ions, metal-
sequestering peptides, non-enzymatic proteins, DNAs
possessing metal-dependent enzymatic activity, antibodies
against metal chelates, metal-dependent transcription acti-
vators/repressors combined with their target DNA se-
quence as well as whole bacterial cells, both natural and
genetically engineered by introducing the metal-responsive
transcription regulation elements controlling the expres-
sion of a reporter gene.



