Enzymova stanoveni

+ kompletni konverze analytu na méritelné
produkty (barevné, fluoreskuijici, ...) - "end-
point” stanoveni

+ kineticka stanoveni - rychlost enzymové reakce
limituje analyt (funguje napf. jako substrat),
ostatni komponenty reakéni smési jsou v
nadbytku (dalSi substraty, koenzymy, enzym,

..)

» recyklaéni stanoveni - u€astni se dva
komplementarni enzymy (napr. laktat

dehydrogenasa a laktat oxidasa)

+ katalyticka stanoveni

Nasledné reakce

» Casto nestaci pouze jedna (primarni, mérena) reakce,
ale je nutné zaradit nasledné indikac¢ni kroky (sekvence
reakci):

t~0: [B] <<K,B, Vg = Ving-[BIK,B - reakce 1.radu
t>0: K[Epiml = Ving
Vind = Vina[BI/(Ki® + [B]) = Vipo/(K,B/[B] + 1)

[B] > 100K, B ... chyba kolem 1%

je tfeba 10 az 100-nasobny nadbytek E; , vuéi E ;.




Klinicka (potravinarska, ...) stanoveni

s
C‘:H glutamatdehydrogenasa Hc‘:iNHZ
72 +NADH + NH,* CH, + NAD* + H,0
CH, CH,
COO- ¢oo-
2-oxoglutarat amoniak L-glutamat
- fosfoenolpyruvat - COO-
(|:OO karbox;F/)I);su; (|:OO malatdehydrogenasa |
%‘~o—® ¢=0 HC—OH | NAD*
CH, +CO,+OH  CH, + NADH + H* CH,
I —
fosfoenolpyruvat COO- COO-
co, oxalacetat L-malat

Org. kyseliny

kys. mlééna

laktatdehydrogenasa

L-laktat + NAD* «—

alaninaminotransferasa

pyruvat + NADH + H*

pyruvat + L-glutamat

L-alanin + 2-oxoglutarat

kys. pyrohroznova

L-laktat + NAD*

puruvat + NADH + H* L-laktatdehydrogenasa

kys. oxoglutarova

glutamatdehydrogenasa

2-oxoglutarat + NADH + NH,*

L-glutamat + NAD* + H,0O

kys. glutamova

glutamatdehydrogenasa

L-glutamat + NAD* + H,0 =—

2-oxoglutarat + NADH + NH,*

diaforasa

NADH + jodonitrotetrazolium.Cl + H*

NAD* + formazan




pyruvat + CO,

kys. citronova /

) citratlyasa
citrdt —————=  oxalacetat + acetat

malatdehydrogenasa
L-malat + NAD*

oxalacetat + NADH + H*

] L-laktatdehydrogenasa
pyruvat + NADH + H* L-laktat + NAD*

kys. jableéna

malatdehydrogenasa
L-malat + NAD* =— oxalacetat + NADH + H*

aspartataminotransferasa

L-aspartat + 2-oxoglutarat

oxalacetat + L-glutamat

CH — COO- fumarasa kys. fumarova

I o R alat
-O0OC— CH

oxalatdekarboxylasa

oxalat formiat + CO, kys. Stavelova

formiatdehydrogenasa kys. mraven&i

formiat + NAD* + H,0O HCO,2 + NADH + H*




Ethanol, acetaldehyd, kys. octova

alkoholdehydrogenasa
ethanol + NAD* acetaldehyd + NADH + H*

aldehyddehydrogenasa
acetaldehyd + NAD* + H,0 yacenydrog kys. octova + NADH + H*

acetat:CoA-ligasa (tv. ADP) )
acetat + ATP + CoA _» acetyl-CoA + ADP + Pi

citratsynthasa CH,— coo-
HO COO- + CoA

acetyl-CoA + oxalacetat + H,O
CH, — COO-
citrat

malatdehydrogenasa
malat + NAD* oxalacetat + NADH + H*

Monosacharidy

glukosaoxidasa
B-D-glukosa *+ H,O + O, —> glukonolakton + H,0,

H,C—OH H,C—O-P

(0] . (0]
+ ATP hexokinasa

glukosa

+ ADP

p-D-glukosa -D-glukosa-6-fosfat
H,C—O-P

G6PDH o)

B-D-glukosa-6-fosfat + NADP* > o+ NADPH + H*

glukonolakton-6-fosfat

fruktosa

hexokinasa
B-D-fruktosa + ATP ——— = B-D-fruktosa-6-fosfat + ADP

.. fosfoglukoisomerasa
B-D-fruktosa-6-fosfat — B-D-glukosa-6-fosfat




Glycerol, tuky, mastné kyseliny

H,C—OH
HC—OH + ATP
H,C—OH

glycerolkinasa

L-glycerol-3-fosfat + ADP

pyruvatkinasa
ADP + fosfoenolpyruvdt ——— = pyruvat + ATP

i L-laktatdehydrogenasa i
pyruvat + NADH + H* L-laktat + NAD*

lipasa, esterasa
triacylglycerol + 3 H,O glycerol + 3 mastné kyseliny

MK:CoA-ligasa (tv. AMP)

mastna kys. + CoA + ATP AMP + acyl-CoA + P-P
acyl-CoA-oxidasa
acyl-CoA + O, y enoyl-CoA + H,0,
Cholesterol
HO
cholesteroloxidasa
cholesterol + O, 4-cholestenon + H,0,




AMP, ADP, ATP AMP, ADP

myokinasa
AMP + ATP 2ADP

pyruvatkinasa ]
ADP + fosfoenolpyruvat ATP + pyruvat

] L-laktatdehydrogenasa )
pyruvat + NADH + H* L-laktat + NAD*

ATP

3-fosfoglyceratkinasa
3-fosfoglycerat + ATP 3-fosfoglyceroylfosfat + ADP

glyceraldehyd-3-fosfat DH )
3-fosfoglyceroylfosfat + NADH + H* — glyceraldehyd-3-fosfat
- + NAD* + P

triosafosfatisomerasa ] .
glyceraldehyd-3-fosfat dihydroxyaceton-3-fosfat

3-fosfoglycerat DH
dihydroxyaceton-3-fosfat + NADH + H* 3-fosfoglycerat + NAD*

Enzymové biosensory

biosensor je analyticky pfistroj obsahujici citlivy prvek
biologického pavodu, ktery je bud soucasti nebo v tésném
kontaktu s fyzikalné-chemickym prevodnikem. Poskytuje
prubézny elektronicky signal, ktery je pfimo umérny koncentraci
jedné nebo nékolika (skupiny) chemickych latek ve vzorku .

.0 .) prevodnik elektronicka | vystupni signal
| ® ) (transducer) | jednotka -
[

[
D
y

o biorekognic¢ni vrstva

analyt = |atka, ktera se stanovuje




Potenciometrické bioelektrody

+ zakladem potenciometrie je zména
potencialu vyvolana akumulaci naboje
na rozhrani elektrody s roztokem

m pirevodnikem je iontoveé selektivni elektroda (ISE) v
kombinaci s enzymovou vrstvou

m méii se potencial pracovni elektrody proti referentni
elektrodé, pritom v systému netece proud

Potenciometrické enzymové elektrody

potencial ISE pro sledovany iont (aktivita a;) v pfitomnosti
rusiveho iontu (aktivita a;)

E=F,+ RTIn(a, +k.a’')
zZF /o
m sklenéna elektroda - H* - méfeni pH, bézné dostupna
m pevné ISE - tenka vrstva iontového vodice
m monokrystal nebo smés krystal(
m precipitat
m homogenni nebo

m heterogenni (mnohonasobné levnéjsi, vlastni material
dispergovan v inertni matrici (PVC, silikon, ...)




Priklady

pH : penicilin (penicilinasa), acetylcholin (cholinesterasa),
esterasy, nukleové kyseliny (nukleasy)

NH; / NH,* : mocovina (ureasa), aminokyseliny (oxidacni
deaminace - glutamat DH, oxidasa L- / D-aminokyselin; a,y-
eliminace amoniaku — L-methionin y-lyaza)

CO, : moc¢ovina (ureasa), aminokyseliny (lysin dekarboxylasa,
tyrosin dekarboxylasa), laktat (laktat monooxygenasa -
dekarboxylujici oxidasa)

CN- : amygdalin (B-glukosidasa)

Méreni kysliku a H,0, - Clarkav amperometricky

sensor
FE/ Au (Pt) elektroda absolutni specifita pouze ke
zatavena ve skle kysliku - rusivé latky nemohou
projit predfazenou membranou
|_— Ag/AgCl elektroda
| elektroda pro stanoveni peroxidu

elektrolyt vodiku je podobna kyslikové s tim
i rozdilem, Ze neni pouzita
membrana plynopropustna membana a

propustna pro O, pouziva se pozitivni polarizace -
anodicka oxidace peroxidu

Elektrodova redukce kysliku (-750 mV) je ¢tyfelektronovy proces:

0,+2H,0+2e ——H,0,+20H
H,0, + 2 e 2 OH

Elektrodova oxidace peroxidu vodiku (> 600 mV):

2H,0,——2H,0+0,+2e +2Ht




Kyslikova elektroda

Enzymové elektrody s oxidasami

+ tyto enzymy oxiduji molekulu substratu (analytu) za ucasti kysliku,
pritom vznika bud’ peroxid vodiku nebo voda:

substrat + O, produkt + H,O,
substrat+ O, ——— produkt + H,0

» detekce peroxidu je obecné citlivéjSi (nulova vychozi hladina)

m oxidace peroxidu vodiku je

X, jena s nebezpedim interferen
Eront o T spojena s nebezped terference

ze strany jinych oxidabilnich latek,
napf. v séru mohou vadit kyseliny

analyt askorbova a mo&ova &i
Rozsahy paracetamol
H-0 detekioru g gpecifita se da zlepsit predfazenim
0 S ® kontrolni membrany, kterd omezi

¢as pfistup interferujicich latek




Prehled
oxidas

Substrat oxidasy
Alkohol
L-Aminokyseliny
D-Aminokyseliny
Askorbat
Bilirubin

Diaminy

Fenol (Tyrosinasa)
Galaktosa
Glukosa
L-Glutamat
Cholin
Cholesterol
p-difenoly (Lakasa)
L-Laktat

L-Laktat (dekarb.)
L-Lyzin
Monoaminy
NADH

Oxalat

Pyruvat

Sulfit
Urat(Urikasa)
Xanthin

Zkratka | EC cCislo
AOD 1.1.3.13
1.4.3.2
1.4.3.3
1.10.3.3
BRO 1.3.3.5
DAO 1.4.3.6
1.14.18.1
1.1.3.9
GOD 1.1.3.4
1.4.3.11
1.1.3.17
CcOoD 1.1.3.6
1.10.3.2
LOD 1.1.3.2
LMO 1.13.12.4
1.4.3.14
MAO 1.4.3.4

1.234
1.2.3.3
1.8.3.1
1.7.3.3
XOD 1.1.3.22

koenzym
FAD
FAD
FAD

Cu

Cu
Cu
Cu
FAD
FAD
FAD
FAD
Cu
FAD
FMN

FAD

FAD
Mo
Cu
Mo

HzOz
ano
ano
ano
ne
ne
ano
ne
ano
ano
ano
ano
ano
ne
ano
ne
ano
ano
ano
ano
ano
ano
ano
ano

Enzymové elektrody s dehydrogenasami

* nejvétsi skupinou oxidoreduktas jsou dehydrogenasy (250 NAD* a 150
NADP* dependentnich enzymii)

substrat + NAD(P)* + 2 e + H*

+ bioanalyticky vyznamné druhy jsou shrnuty v tabulce:

—_—
-~

produkt + NAD(P)H

3-Hydroxybutyrat | 3-HBDH
3-Hydroxysteroid | 3-HSDH

Prehled dehydrogenas

Substrat Zkratka EC cislo

Alkohol ADH 1.1.1.1

Aldehyd AIDH 1.2.1.5

Alanin Ala-DH 1.4.1.1 Isocitrat
Formiat FDH 1.2.1.2 Inositol

Galaktosa Gal-DH 1.1.1.48 | L-Laktat
Glycerol Gly-DH 1.1.1.6 D-Laktat
Glukosa GDH 1.1.1.47 | L-Leucin
Glukosa-6-fosfat A G6P-DH 1.1.1.49 | L-Malat

Glutamat GIDH 1.4.1.3 Sorbitol

ICDH
IDH
L-LDH
D-LDH
L-LeDH
L-MDH
SDH

.1.30
.1.50
.1.1.42
1.1.1.18
1.1.1.27
1.1.1.28
1.4.1.9

1.1.1.37
1.1.1.14

IR\ RN RN
Al
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Detekce NAD(P)H

NG PMS
Fenazin methosulfat
Y 4
\
CH

CH,0S0;,
3

O R: methyl Meldola Blue
L
.
H,N O N R,

R:ethyl Njle Blue
H;C N
XHN S NJ'Me2
x:H Toluidine Blue O

X: naphthoyl Naphthoyltoluidine Blue O

CT

Mox + NADH
CT —> Mo + NAD*
Mred—> Mo + 28 + n

elektrochemicka detekce NADH je
mozna amperometrickou reoxidaci
vznikajiciho NADH (E° -560 mV/SCE);
pfima oxidace vyzaduje vysoky
potencial (pfes 1 V na uhliku), nastava
dimerizace a adsorpce produkti na
povrch elektrody

reoxidace se mlize provést lépe
prostrednictvim modifikujicich latek
vazanych na povrchu elektrody
nejCastéji se pouzivaji fenaziny,
fenoxaziny a fenothiaziny, oxidace
nastava jiz kolem 0 V/ISCE

Ize uzit také hexakyanozelezitan nebo
TTF.TCNQ

prubéh reakce je homogenni - vznika
charge transfer komplex CT, po rozpadu
je pak reoxidovan mediator, pritom E >
EO

lze pracovat pii nizSim potencialu

PFenos elektronu z biomolekul

+ pfimy pfenos elektronti pro konstrukci
biosensort je atraktivni - zjednodusil by

on konstrukci
e’ bohuzel, byl pozorovan u malych redoxnich
bilkovin (cytochromy c a b, azurin,
E ferredoxin) a nékterych enzymu (lakasa,

e peroxidasa).

substrat

produkt

primy reversibilni pfenos elektront z biomolekuly (bilkovina, nukleova
kyselina) je obvykle ztizen Ffadou faktor(

v enzymech se sice vyskytuje cela fada redoxné aktivnich skupin
(disulfidické mustky, Fe-S skupiny, flaviny, hem, fada iont( kov(), ale
nachazi se obvykle uvnitf molekuly

kontakt redoxni skupiny s povrchem elektrody je mozny pouze pro
orientované molekuly, coz vyrazné snizuje odezvy

velikost molekuly vede k velmi pomalé difuzi

biomolekuly se adsorbuji pevné na povrch elektrod a dochazi tim
soucasné k jejich denaturaci

11



PFenos elektronu z biomolekul

* pro usnhadnéni vymény elektront
mezi enzymy a elektrodou se

substrat E°x M'”e pouzivaji nizkomolekularni redoxni
, latky — mediatory
e Sic A .
* pouziti mediatort urychluje a
obvykle viibec umoziuje vyménu
E M,,

prOdUKt red elektronll mezi aktivnhim centrem
enzymu a elektrodou.

Pozadavky na mediator

m reaguje s biokomponentou a elektrodou

m dostatecné rychly prenos elektronl (znama stechiometrie a pocet
prenasenych elektronu)

stabilni formy (redukovana i oxidovana) za podminek pouziti
neucastni se postrannich reakci

vhodny redoxni potencial

bez vlivu pH na pribéh redoxni reakce

netoxicky (nap¥. pro aplikace in vivo)

vhodny k imobilizaci (nerozpustny ¢i snadno adsorbovatelny)

Mediatory

—

Nazev E° (V)

tris-(2,2’-bipyridyl)ruthenium(lil) 1.031 @
tris-(2,2’-bipyridyl)osmium(lil) 0.603
ferrocen-1,1’-dikarboxylova kyselina 0.403 ferrocen Fc
ferrocenylmethyltrimethylamonium 0.388
1,1’-bis(hydroxymethylferrocen] 0.224

ferrokyanid K*[Fe(CN)e]* 0.190 ": > < :"
hydroxyethylferrocen 0.161
N,N‘-dimethyl-p-fenylendiamin 0.139

ferrocenoctova kyselina 0.124 .
p-benzochinon 0.039 tetrathiafulvalen
N,N,N‘,N‘-tetramethyl-p-fenylendiamin 0.029 TTF
2,6-dichlorfenolindofenol (DCIP) -0.016 R
1,2-naftochinon -0.090

fenazin methosulfat (PMS) -0.161

methylenova modf -0.230 -
tetramethyl-p-benzochinon (durochinon) -0.191
2-hydroxy-1,4-naftochinon -0.378 tetrakyanochinodi-
fenosafranin -0.493 methan TCNQ
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Pouziti mediatoru

219 |3 |

pfimy prenos v roztoku v micelach v elektrodé
(' ® 9
. . ® ‘ ' )
e . Y | S
o &= W® 5
e O
kovalentné na 3D-polymerni navazany na
elektrodé mediator enzym

Biosensor
pro glukosu

Mérici jednotka
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Konduktometrické biosensory

+ sledovani zmén vodivosti - produkce ¢i spotieba iontli nebo zmény
velikosti nabitych €astic

» vznik iontd je spojen s éinkem hydrolas (lipidy Stépené lipasou) a
amidas, zména velikosti nabitych &astic probiha u reakci fosfatas, sulfatas
¢i nukleas

+ klasickym pfikladem je reakce ureasy pri stanoveni mocoviny:

NH,CONH, + 3 H,0 — 2 NH,* + HCO, + OH-

+ problémem je vlastni vodivost pracovniho prostiedi (pouziti malo
vodivych pufri - organické, napf. imidazol)

+ také zménu vodivosti vyvolanou samotnym pfidavkem vzorku je tfeba
odlisit, je zadouci zanedbat zmény vodivosti v celém roztoku a sledovat
predevsim tésné okoli elektrod s imobilisovanymi enzymy (vlastni signal
v dusledku bioreakce)

» proto se vyhodné pouziva diferenéni usporadani.

Konduktometrické prevodniky

kontakty

izolace

detail elektrod
interdigitated array  ukazka dvojitého

konduktometrického
ﬂ \ prevodniku
enzymova referentni vrstva (sitotiskova technologie,
rozméry 7 x 25 mm)
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Enzymové optody

Pfimé typy - opticky mérena latka (nejcastéji fluorofor) se primo vyskytuje v
biokatalytické reakci

NADH - pomérné ,slaby“ fluofor (®;= 0.02), extinkéni a emisni maxima
jsou pfi 350 a 450 nm. Biorekogniénim elementem jsou dehydrogenasy
imobilisované pred koncem optického viakna. Aby se i koenzym dal
zachytit v systému biosensoru, pouziva se jeho konjugat s
polyethylenglykolem, ktery neprochazi dialysaéni membranou. Vyhodna je
konstrukce sensoru pro alkohol, kde je vzorek oddélen mikroporézni
teflonovou membranou, NADH se nachazi ve vnitinim roztoku sensoru

Existuje fada pokust vyuzit fluorescenci flavinovych koenzymua (FADH,,
FMNH,) vazanych pevné v molekule mnoha oxidas. Pfi vy$$i koncentraci
substratu se zpomaluje zpétna oxidace redukované formy kyslikem a
intensita ,,vnitini“ (intrinsic) fluorescence redukovaného koenzymu
narusta. Vyhodou je reversibilita takového systém

Enzymové optody

Nepfimé (,,mediované®, extrinsic) optické biosensory vyuzivaji optické
indikatory. Nejcastéjsi jsou optické sensory pro méreni kysliku a pH.
sledovani kysliku vyuziva zhaseni fluorescence indikaéni molekuly, pokles
intensity fluorescence je dan Stern-Volmerovym vztahem:

I =1, /Q1+Kg[0,])

Indikator se obvykle nachazi v silikonové vrstvé pred ¢elem optického
vlakna. NejCastéji se pouziva kyselina pyrenmaselna (pyrenebutyric acid,
PBA), excitace pii 350 az 400 nm; dalSi moznosti jsou perylen a
dekacyklen, organokovové komplexy ruthenia Ize vyhodné excitovat pri
460 nm, takze jako zdroj miize slouzit modra LED.

(CH,)3COCH
O m pH zmény Ize sledovat pomoci acidobasickych

indikator(. Z fluorescencnich Ize pouzit napf.
1-hydroxypyren-3,6,8-trisulfonovou kyselinu

(HPTS, pH pfechod 5 az 8) nebo 4-methyl-
PBA umbelliferon. Absob¢&nich indikatoru je cela
fada, kresolova zelefi a bromthymolova modf.
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