Enzymové sensory

= enzymy — bilkoviny s aktivnim mistem, v némz
je substrat pteménovan na produkt(y):
K, K,
ES

E+S

E+P

K
= Michaelisova konstanta K = (k,+k,)/k;
= rychlost pfemény substratu: v =v__ [S|/(K_ +[S])

= saturacni zavislost — kalibrace je linearni pouze
pokud plati [S] << K_ pakv=v_ /K_[S]

Meéreni koncentrace substratu

Stanovovana latka je imobilizovanym enzymem konvertovana
na produkty detekovatelné vhodnym pfevodnikem

Obvykle je mozné pro dany analyt navrhnout vice konfiguraci
biosensoru

Prehled:

= Sacharidy

= Alkoholy, fenoly

= Karboxyloveé kyseliny, aminokyseliny
= Dusikaté sloucCeniny




Sacharidy
glukosa

dilezité méreni v klinické praxi
(normalni hladina v krvi 5 mM, v moci
1 mM) — potfebny rozsah 0.1 az 20 mM

glukosa oxidasa

(B-D-glukosa : O, 1-oxidoreduktasa,
EC 1.1.3.4, GOD), je bézné dostupna
z plisni Aspergillus niger nebo Penicillinum notatum. GOD je dimer se
dvéma FAD kovalentné vazanymi na podjednotky, obsahuje asi 16%
glykosylovych zbytkd, molekulova hmotnost je 160 kDa, specificka aktivita
komerc&nich preparatu presahuje 200 1U/mg a je velmi stabilni.

PQQ-dependentni glukosa dehydrogenasa z bakterie Acinetobacter
calcoaceticus (EC 1.1.99.17, PQQ znaci koenzym pyrolochinolinochinon);
snadno pfenasi elektrony na mediatory (ferrocen), a ma velmi vysoké
Cislo pfemény - poskytuje nejvyssi signal.

GOD (podjednotka, FAD éervené

Biosensory pro diabetiky

v oblasti klinické biochemické analyzy z(istava stale stfedem
zajmu méfeni hladiny glukosy u diabetikt

diabetes mellitus (cukrovka) a s nim spojené komplikace tvofi v
dnesni dobé velky socialni problém

kromé béznych poruch souvisejicich s diabetem, jako je
hyperglykemie, metabolicka acid6za a glykosurie, se u diabetik(
vyskytuji i dalSi komplikace, které vyrazné ovliviuji kvalitu Zivota
pacientiregulace je vSak u diabetikl poruSena a musi se docilit
vnéjsim podavanim insulinu

davkovani v8ak vyZaduje znalost aktualni hladiny glukosy, takze
pacienti jsou nuceni nékolikrat denné sami méfit glykemii

velmi dobré uplatnéni biosensoru




Diabetes mellitus (cukrovka)

klinicky definovan jako chronické, endokrinni a metabolické
onemocnéni, vznikajici v disledku nedostateéného pusobeni
insulinu

existuji dva typy tohoto onemocnéni:

1. typ neboli inzulin-dependentni diabetes mellitus (IDDM,
Cetnost 3 az 7 pfipadl na tisic osob) je charakterizovan
sniZzenou nebo prakticky chybici produkci inzulinu, takze
pacienti ho musi denné pfijimat v injekCnich davkach.

2. typ je inzulin-independentni diabetes mellitus (NIDDM),
pacienti na vlastni nebo injek&né podany inzulin nereaguji
(rezistence).

vznik a vyvoj komplikaci pfi tomto onemocnéni je velmi tésné
spjat s porusenou regulaci hladiny krevni glukosy

Regulace hladiny glukosy

za normalnich okolnosti je koncentrace glukosy v krvi udroZzovana mezi 4.4
a 6.6 mM pomoci zpétné vazby

narlst koncentrace glukosy po jidle stimuluje rychlé uvnolnéni insulinu, ktery
umozni vstup glukosy dovnitf bunék a sou¢asné zabrani jeji tvorbé v jatrech
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Biosensory pro diabetiky

= prvni osobni glukometr na bazi
vyménného elektrochemického
biosensoru piredstavila firma
MediSense

= ExacTech - velikost psaciho pera do
kterého se zasunovaly mérici pasky
na jedno pouziti

= Companion - format karty

= MediSense nyni patii do skupiny
Abbott Laboratories, sou€asny jeji
glukometr je distribuovan pod
nazvem Precision QID

= proti pfedchozim verzim potiebuje
nyni pro analyzu pouze 5 mikrolitrt
krve, takze pacient je méné
zatézovan.

Biosensory pro diabetiky

elektrochemické sensory
= Elite (pro analyzu staci 3 mikrolitry krve) vyrabi japonské
firmy Matsushita a Kyoto Daiichi Kagaku, distribuje Bayer

= Accu-Chek Advantage (Boehringer Mannheim) na rozdil
od ostatnich nevyuziva k vyrobé biosensoru sitotisk, ale
originalni vicevrstvou laminatovou technologii

reflektometrické systémy
= Encore (Bayer),

= One Touch (existuje ve verzich Basic a Profile), vyrabi
firma LifeScan patfici pod Johnson & Johnson)

= Accu-Chek (verze Instant a Easy, Boehringer).




Srovnani formatu biosensoru

m |

Elite
Advantage
ExacTech
Coempanion 2
Precision QID

w I

Hlavni cil do budoucna

implantovatelny glukosovy biosensor pro méreni
in vivo

primé Fizeni pumpy davkujici kontinualné insulin
podle okamzité potieby pacienta

vysledky vyvoje provadéného paralelné asi na
desitce riznych pracovist' v celém svété nadéjné
- po implantaci funguiji biosensory az 100 dnu
komeréni systém dosud neni k dispozici

problémy jsou zejména se spolehlivosti a
dostate¢né dlouhou operacéni stabilitou.




Monosacharidy
galaktosa

= monosacharid, potencialné toxicka pfi poruchach
odbouravani; hladina v séru normalné pod 0.25 mM

= galaktosa oxidasa (EC 1.1.3.9, kuproprotein), ma afinitu k
obé&ma anomerim

fruktosa

= alternativni sladidlo v potravinarstvi

= fruktosa dehydrogenasa - membranové vazana, pfenos
elektronu prostfednictvim cytochroma

kyselina askorbova (vitamin C)

= v potravinach, ovoci, a mnoha vitaminovych preparatech

= askorbat oxidasa (EC 1.10.3.3, kuproprotein)

Disacharidy
sacharosa

= disacharid, potravinafstvi, cukrovarnictvi

= multienzymové stanoveni: hydrolyzuje se invertasou (EC 3.2.1.26) na a
anomer glukosy a fruktosu, poté se pomoci mutarotasy (EC 5.1.3.3)
urychluje ustaveni rovnovahy mezi obéma anomery glukosy (spontanné
tento proces probiha pomalu) a nakonec se 3 anomer glukosy oxiduje
glukosa oxidasou

laktosa (B-D-galaktosyl-4-O-glukosa)

= mléény cukr (0.3 az 0.6 mM v lidském a 0.25 az 0.28 mM v kravském
mléku), analyza v potravinafstvi - uréeni suSeného mléka v produktech

= hydrolyza B-galaktosidasou (EC 3.2.1.23) poskytuje oba
monosacharidy, pak se pouZije bud galaktosa- nebo glukosa oxidasa

maltosa
* hydrolyza maltasou (EC 3.2.1.20), poté se méfi vznikla glukosa




Polysacharidy

Skrob (spojeni glukosovych molekul a-1,4)

= funguje jako zasobni polysarcharid, stanoveni se provadi v
obili, ryzi a bramborach

= nejprve hydrolyza glukoamylasou (= amyloglukosidasa,
exo-1,4-a-glukosidasa, EC 3.2.1.3), navic Ize pfidat i a-
amylasu (1,4- a-D-glukan-glukanohydrolasa, EC 3.2.1.1),
ktera produkuje maltosu a dextriny délky 4 az 12
glukézovych jednotek); nakonec se pouzije glukosa oxidasa

= problémem je velikost molekuly Skrobu, je vhodnéjsi provést
hydrolysu v enzymovém reaktoru nez imobilizovat
hydrolytické enzymy v biokatalytické vrstvé na povrchu
prevodniku

sthanol Alkoholy

= v alkoholickych napojich, v klinické praxi a kontrola Fidicu

= alkohol oxidasa (EC 1.1.3.13, Pichia pastoris)

cholesterol

= klinické praxe, v potravinach (tuky)

= cholesterol oxidasa (EC 1.1.3.6, produkuje peroxid vodiku)
ucinkuje na volny cholesterol; pro stanoveni formy vazané
v esterech se pfida cholesterol esterhydrolasa (EC 3.1.1.13)

cholin

= pfi studiu nervové funkce (neuromediator)

= cholin oxidasa (EC 1.1.3.17, z Alcaligenes sp.) produkuje
betain a dvé molekuly peroxidu vodiku




Fenoly

stanoveni fenold ma znacny vyznam v primyslovych
odpadnich vodach a v nékterych potravinach (oleje)

tyrosinasa (fenol oxidasa nebo polyfenol oxidasa, EC
1.14.18.1) je kuproprotein izolovany z zampion(, nebo
pouzivany pfimo jako tkanovy fez houby

pusobi na fenol, jednoduché substituované fenoly, katechol,
chlorfenoly, oxidace jde pfes katechol na o-chinon, ktery
spontanné polymeruje (tmavnuti enzymovych vrstev)
dalSim enzymem je lakasa (EC 1.10.3.2, izoluje se z houby
Polyporus versicolor, kuproprotein) pusobi zejmén na
hydrochinon a p-difenoly

nékteré kmeny Pseudomonas jsou schopné fenoly
metabolizovat (mikrobialni sensory)

Karboxylové kyseliny

kyselina mIécna (L-laktat)

v klinické mediciné (stanoveni koncentrace v séru slouzi pro rozliSeni
pficin acidéz, normaini hladina je 2.7 mM)

ve sportovni mediciné slouzZi jako ukazatel pro hodnoceni trénovanosti
(narlst koncentrace nastava jako reakce na fyzickou zatéz)

v potravinafském pramyslu vznika pfi mlééném kvaseni - jogurty, vino
L-laktat dehydrogenasa (EC 1.1.1.27, u savcU, ze svalu) ma jako
koenzym NAD+, pro analyzu biosensory se prakticky nepouZziva

dalSi dehydrogenasou laktatu je cytochrom b, (EC 1.1.2.3, izoluje se z
kvasinek nebo se pouzivaji pfimo kvasinky), jeho akceptorem je ferrikyanid
a dalSi mediatory

nejbéznéjsi je dnes L-laktat oxidasa (EC 1.1.3.2, LOD, z bakterie
Pediococcus), flavoprotein produkujici peroxid vodiku

L-laktat monooxygenasa (EC 1.13.12.4) produkuje acetat a oxid uhlicity a
pouzivala se spiSe dfive pfed objevenim LOD.

pfi mlééném kvaseni mlze vznikat i D-forma laktatu, jeji stanoveni se
provadi pomoci D-laktat dehydrogenasy (NAD*dependentni).




kyselina jablecna (malat)

= v ovocia ve viné (hodnoceni kvality), potfebny enzym je malat
dehydrogenasa (NAD*, EC 1.1.1.37)

kyselina stavelova (oxalat)

= v modi pfi hyperoxalurii; oxalat oxidasa (EC 1.2.3.4) katalyzuje reakci
(COOH), + O, — 2CO0, +H,0,

kyselina isocitronova

= produktem pfi fermentacni vyrobé kyseliny citronové, ke stanoveni slouzi
isocitrat dehydrogenasa (EC 1.1.1.42, NADP*)

kyselina mocova (urat)

= v klinické praxi - hematologické poruchy (v séru 0.14 az 0.4 mM). Enzym
urikasa (urat oxidasa, EC 1.7.3.3, obsahuje méd) ji oxiduje na allantoin:

j[ NH,
HN NBZO Urikasa J\
)\ +02 +H20%O O +C02+H202
o N N
H H

mastné kyseliny

= analyzuji se v Kkrvi, v potravinach indikuji denaturaci tukovych
(olejovych) slozek

= stanoveni je dvouenzymové: acyl-CoA synthasa v
pritomnosti ATP a CoA pfevede mastnou kyselinu na
prislusny acyl-CoA, na ktery ucinkuje acyl-CoA oxidasa (EC
1.3.3.6, oxidaci vznika dvojna vazba a sou€asné se produkuje
peroxid vodiku)

kyselina siri€ita
= obsah se kontroluje ve viné

= jeji oxidace je mozna pomoci sulfit oxidasy (EC 1.8.3.1)
produkujici H,0O,




Aminokyseliny

= |ze stanovit jako sumu (v potravinach) pomoci oxidasy L-aminokyselin
(EC 1.4.3.2), obdobny enzym existuje také pro D-aminokyseliny (EC
1.4.3.3), mlze se uplatnit pfi oxidaci glycinu

lyzin
= jako esencialni faktor pfidavan do krmnych smési
= lyzin-a-oxidasa (EC 1.4.3.14, dekarboxylujici, z Trichoderma viridae)

= lyzin dekarboxylasa (EC 4.1.1.18, z E. coli, Bacterium cadaveris)
produkuje CO, a kadaverin, ten Ize nasledné stanovit diaminoxidasou (z
hrachu, EC 1.4.3.6)

kyselina glutamova

= je soucasti polévkovych kofeni a sojové omacky

= glutamat oxidasa (EC 1.4.3.11, flavoprotein) produkuje z glutamatu NHj,
CO,, a-oxoglutarat a H,0,

= glutamat dehydrogenasa [L-glutamat:NAD(P)* oxidoreduktasa
(deaminuijici), z jater] se uplatfiovala zejména dfive pfed objevenim
oxidasy

moioving DUSikaté slouceniny
= v krvi normalni hladina 3.6 az 9 mM, indikator funkce ledvin, ureasa (EC

3.5.1.5) je vi¢i mocCoviné absolutné specificka

kreatin, kreatinin

= enzymy potfebné pro stanoveni kreatininu a kreatinu:
E1 kreatinin iminohydrolasa

(0] - .
(EC 3.5.4.21) kreatinin kreatin
E2 kreatinin amidohydrolasa

(kreatinasa, EC 3.5.2.10) NH E2 H,N .
E3 kreatin ami-dinohydrolasa N-—< —_— 7—N—CH7COO
(EC 3.5.3.3) o/ . HoN  Sn
E4 sarkosin oxidasa 3 N'H, 2 3
(EC 1.5.3.1)
E1 sarkosin l E3
N-methylhydantoin H—N—CH5COO"
o (J:H3
NH l E4
p —{ * NH,
CH4 0 formaldehyd + glycin + H,0,
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AMP + Pi

Purinoveé base (Cerstvost rybiho masa)

ATP PFi kazeni masa probiha enzymova autolyza tkané a
dochazi k postupnému hydrolytickému rozkladu ATP,
‘L ATPasa v koneéné fazi se oxiduje aZ na kyselinu mo&ovou.
ADP + Pi Tim nastavaji zmény kvality a chuti masa.

\2 myokinasa I . :
Pro postiZzeni stupné tohoto procesu byl vyvinut

Styfkanalovy biosensor:
\2 AMP deaminasa
IMP + NH3 1) xanthin oxidasa (XOD, EC 1.2.3.2)

, . 2) XOD + nukleosid fosforylasa (NP, EC 2.4.2.1)
v 5-nukleotidasa  3)jako 2 + 5 -nukleotidasa (NT, EC 3.1.3.5)
inosin + Pi 4) jako 3 + AMP deaminasa (AD, EC 3.5.4.6)

l nukleosid

fosforylasa Tak Ize postupné urcit hladiny vSech metabolitli v

] ) _tkani, pfitom se navic dopocita obsah ATP / ADP
hypoxanthin + ribosa-1-Pi  (jgjich vychozi mnozstvi je obvykle viceméné

d xanthin OD konstantni a znamé). Vypocita se procentualni podil
xanthinu a hypoxanthinu k sumeé vS8ech metabolitt -

xanthin
) tzv. faktor Cerstvosti K. Podle jeho velikosti se pak
i’ xanthin OD rybi maso klasifikuje jako velmi éerstvé (K < 10%),
kyselina mocCova Cerstvé (K < 40%) a kazici se (K > 40%)
Penicilin

= stanovovan v pribéhu fermentacéni vyroby. Pro stanoveni jsou
vhodné dva enzymy, B-laktamasa (penicilinasa, EC 3.5.2.6) a
penicilinamidasa (EC 3.5.1.11); oba se spojuji s pH sensory

RCONH RCO
S CHsy Laktamaza N S CH,
CH, CH,
N l N
o COOH 5 COOH
- . s peniciloinova kyselina
Typ penicilinu Penicilinamidaza
(R=):
G ... CgHsCH,- NH, S CH,
6-APS Jj'\yl/ fCH3 + R-COOH
Stanoveni penicilinu O/ COOH

11



Méreni enzymovych aktivit

produkt reakce méfeného enzymu slouzi jako substrat indikacniho enzymu
imobilizovaného v biokatalytické vrstvé

oproti klasickym fotometrickym postuplm u biosensor( ¢asto nevadi zakal
nebo zbarveni analyzovaného vzorku.

Laktat dehydrogenasa se méfi v klinické praxi (normalné v séru 63 az 155
U/l u muzd, 62 az 131 U/l u zen), narlsta pfi hepatitidé nebo infarktu.
Substratem je laktat, sleduje se produkce pyruvatu pomoci sensoru s
pyruvat oxidazou.

a-Amylasa se méfi v séru (normalné 60 az 150 U/l), narUsta pfi akutni
pankreatitidé. Stanoveni je mozné bud pouZitim maltopentadzy jako
substratu a biosensoru s glukéza oxida-zou, nebo mulze byt substratem
Skrob a pro detekci navic slouzi také glukoamylaza.

Transaminasy indikuji funkci jater a objevuji se i pfi infarkt. ALT (normalné
v séru 5 az 24 U/l), AST (5 az 20 U/l), pfi patologickych stavech (hepatitida,
alkoholismus) je mozné pozorovat nartst az 100 az 1000x. Pro ALT jsou
substraty alanin a alJoxoglutarat, detekuje se vznikajici pyruvat nebo
glutamat. Pro AST jsou substraty aspartat a alJoxalacetat a méfi se vznikly
glutamat.

Arginasa je snadno stanovitelna pomoci mocovinového biosensoru (ureaza
[ amoni-ak), substratem je arginin.

Méreni enzymovych aktivit

aktivity stanovitelné pomoci glukézového biosensoru (glukoza
oxidaza / peroxid vodiku) zahrnuji napfiklad nasleduijici
enzymy (v zavorce je uveden potfebny substrat):

alkalicka / kysela fosfataza, $-glukosidaza (glukéza-6-fosfat),
glukoamylaza (maltéza), invertaza (sacharéza), trehalaza (a,
a'-trehaldza).

aktivity stanovitelné pomoci fenolového biosensoru (tyrosinaza
/ kyslik) zahrnuiji:

alkalicka / kysela fosfataza (fenylfosfat), 3-galaktosidaza
(fenyl- B-D-galaktosid), B-glukosidaza (fenyl-B-D-glukosid),
B-glukuronidaza (fenyl-B-D-glukuronid).

12



- w ry = - - 0
Meéreni inhibice enzymu
pro bioanalytické aplikace je mozné vyuzit reakce enzymu
s inhibitory - ty snizuji aktivitu imobilizovaného indikacniho
enzymu
méreni inhibitord je obvykle velmi citlivé, jedna molekula

analytu zablokuje jednu molekulu enzymu, ktery nasledné
prestane konvertovat mnoho molekul substratu
urcita forma zesilovaciho mechanismu
klasifikace inhibici:
ireverzibilni (nevratné)
reverzibilni kompetitivni (parcialni / plna)
nekompetitivni
akompetitivni
smésné

Urcéeni typu inhibice

kalibracni kfivky pro substrat, vzdy pfi urcité konstantni
koncentraci inhibitoru

vynos v dvojnasobnych logaritmickych koordinatach - typické
vzajemné polohy zavislosti

r:
bez inhibitoru - i f
0 r=1+[inh)/K
1 1
log 2 // 3
Signal 5 /_ 7
log [subs] kompetitivni akompetitivni  nekompetitivni

13



Méfeni inhibice enzymu

» Inkubaéni postup
1. vychozi signal
2. inkubace se vzorkem
3. promyti sensoru S
4. zbytkovy signal \

vzorek
= Kontinudlni méfeni .
1. odezva na substrat,
2. ustaveni ustaleného stavu
3. pridavek vzorku
4. méfeni poklesu signalu

\ :dI/dt

Inhibice alkalické fosfatasy

= heoghylll ucinkuje Jako stimulator centralni CH
nervové soustavy, pouziva se v klinické praxi ERNN
jako bronchodilatator k respiraéni stimulaci }

= terapeutickou hladinu v krvi (10 az 20 mg/l) je
tfeba sledovat, aby se zabranilo pfedavkovani

= inhibice je pfi pouziti p-aminofenylfosfatu (PAPP) akompetltlvnl
= jako pufr Ize pouzit tris nebo diethanolamin, mez detekce kolem 5 uM

+100 mV .
H24®7 NHz—@OH — NH/< >\O
+H20 -2e’ -2H+  E—
theophyllin
= anorganicky fosfat P, je stanovovan mimo jiné v Zivotnim prostiedi -
znecisténi vodnich tokd (podporuje nadmérny rlst fas a sinic)
= stanoveni se provadi s glukosa-6-fosfatem jako substratem, jeho
hydrolyza ALP je inhibovana volnym fosfatem kompetitivné

= vnikajici glukosa se muze stanovit pomoci glukosa oxidasy
imobilizované ve stejné vrstvé jako ALP; mez detekce je kolem 10 uM




Inhibice cholinesterasy

enzym ucinkuje v nervové soustaveé pfi pfenosu vzrucht

Z
organofosfaty RO\ I
pesticidy (insekticidy dichlorvos, actelic, ...) P—X
bojové otravné latky (sarin, soman, tabun, VX) RY
R alkyl, aryl; R’ alkyloxy, aryloxy, subst. amin;
X odchazejici skupina - CN, F, p-nitrofenyl, fosfodiester;
Z=0nebo S fo)
RO
karbamaty N—C—X

. . v
pesticidy (carbofuran, carbaryl, aldicarb, ...) R
R,R’ H, alkyl, aryl; X odchazejici skupina - CN, F, p-nitrofenyl

pouzivané enzymy: acetylcholinesterasa (AChE, EC 3.1.1.7) a
butyrylcholinesterasa (BChE, EC 3.1.1.8);

AChE se ziskava nejcastéji z elektrického uhofe nebo z membran
erythrocyt, BChE zejména z koriského séra

rekombinantni ChE - lepsi inhibiéni vlastnosti Upravou aktivniho mista

Kinetika inhibice ChE

volny enzym EH tvofi komplex s inhibitorem PX ktery rozpadem
poskytuje fosforylovany enzym EP (fosforyluje resp. karbamoyluje se
hydroxyl serinového zbytku v aktivhim misté cholinesterasy)

oxofosforové slouceniny jsou obecné mnohem silnéjSi nez analogické
thiofosfaty, z téch vznikaji oxidaci (bromova voda, peroxid vodiku)

k1 k2
EH + PX EH..PX ——EP
K1 -HX

prvni krok charakterizuje rovnovazna konstanta K, = k,/k_,, druhy pak
rychlostni konstanta k,; v praxi se v8ak nej¢astéji pouziva bimolekularni
inhibi¢ni konstanta k; = k,/K,
PFi inkubaénim zplsobu méfeni plati pro signal Y biosensoru:

AlnY = k[PX]t, odezva je tedy urCovana jednak koncentraci a jednak
inhibi¢nimi u¢inky dané latky
pokud neni znamy druh pesticidu pred vlastni analysou, Ize stanovit
parametr anticholinesterasova toxicita
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Variabilita ChE biosensoru

ChE
acetylcholin + HL O — kyselina octova + cholin
ChOD
cholin + 2H,0 + O,— betain + 2H,0, ....... amperom.

kys. octova + H,O — octan + H;0"  ....... pH sensory

Ch
acetylthiocholin + H,O ——kys. octova + thiocholin ...amper.

ChE
indolylacetat + H,O ———>kys. octova + indol ...... fluoresc.

(naftylacetat) (naftol)

MozZnosti méreni s cholineseterazovymi sensory

Priklad odezvy

inhibice ChE biosensoru = rychla charakterizace vzork( zelenin a ovoce na
misté odbéru, rozsahly pfedbé&zny screening

podezfelé vzorky znovu analyzovany v laboratofich (GC, HPLC, MS, ...).

J AY
vzorek . 4.
brambor
vzorek ez
brambor (Stava)
v gy 7 +
(st av.a) 120 ppb
10 min propoxur
10 min 50 nA
i=0
1 min
—
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| - -
B I o N Biochemical
Nerve Agent Detector

= osobni detektor nervové paralytickych latek ve vzduchu

= detekované latky: typ “G” and “V”, limit detekce ve vzduchu: 1 ng/L
= rychlost odezvy: 30 s (15 s pro 10 ng/L)

= hmotnost: 500 g rozméry: 120 x 80 x 35 mm

= signalizace alarmu: vizualné / akusticky

Dalsi inhibice

= tyrosinasa je pouzitelna pro celé spektrum riznych inhibitord: kyselina
benzoova byla dfive pouzivana jako konservaéni €inidlo, kyselina
salicylova vznika odbouravanim kyseliny acetylsalicylové (aspirin); cela
fada substituovanych thiomocovin vznika z glukosinolat(i, zplsobuji
nepfijemné chutové viastnosti pokrutin z produkce fepkového oleje

= ureasa je velmi citliva na inhibici, kterou plasobi rizné tézké kovy,
konstrukéné muze jit o potenciometrické enzymové elektrody

= fotosystém z thylakoid(i chloroplastl Spenatu nebo fotosyntetickych
mikroorganism( (Rhodobacter) se vyuziva k detekci fady latek
pouzivanych jako herbicidy v zemédélstvi: triaziny, karbamaty,
fenylmocoviny, nitrofenol aj. PQH, ——, [

(umély akceptor)

difenylkarbazid excitace
(donor €)
T rpa psi

VMW hy osvétleni

Princip stanoveni inhibitori fotosystému
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Biochemickeé zesilovaci systémy

= u obvyklych reakci poskytuje jedna molekula analytu jednu ,jednotku®
méieného signalu; cilem zesileni (amplifikace) je ziskat z 1 jednotky
analytu (napi. 1 molekula) G jednotek signalu (napi. G elektronud) a
dosahnout tak podstatného zvySeni citlivosti stanoveni
parametr G pak vystupuje jako zesilovaci (amplifikacni) faktor

o

Substrat Produkt

n

molekula analytu nastartuje jednu nebo i nékolik
cyklicky probihajicich reakci, pfitom neustéle
prechazi mezi dvéma formami (Substrat,
Produkt), které jsou pfemérnovany dvéma
komplementarnimi enzymy E1 a E2
(nejjednodudsi moznost je kombinace substrat
oxidasa a substrat dehydrogenasa)

reakéniho cyklu se dale u¢astni pomocné latky A
a C a vystupuji z ngj latky B a D; v nepfitomnosti
A nebo C recyklace neprobiha, jejich ptidavek

Zi

tedy vlastné recyklaci ,zapina

amplifika¢ni faktor G Ize urcit pomoci zavislosti

2
~ KK, L_ na parametrech enzymi K=V, . /K, , tloustce
K,+K, D biovrstvy L a difuznim koeficientu recyklované
latky uvniti vrstvy D
O H>0z = Klasickym pouzitim zesilovaciho systému

v biosensorech je vysoce citlivé stanoveni
laktatu laktat oxidasou a laktat
dehydrogenasou imobilizovanymi v jediné
biokatalytické vrstvé

= pro systém LOD / LDH bylo dosazeno G
prevysujici 4000, mez detekce pro laktat
(nebo pyruvat) €inila 1 nM

= |aktatovy systém muze byt vyuzit také pro

NAD* NADH citlivou detekci enzymu produkujicich

pyruvat, napf. alanin aminotransferazy
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Vicenasobna

recykl ace glukosa-6-P glukosa

PEP
Enzym G Crnin
HK 1 60 uM
+PEP PK 30 2uM

+NADH LOD/LDH 1700 10 nM

NADH NAD*

nékolikanasobny recyklaéni systém pro citlivou detekci ATP / ADP byl sestaven
z enzymU HK hexokinasa, PK pyruvat kinasa, LOD, LDH a Cat, katalasa

cykly byly propojeny pomoci pyruvatu, postupnym "zapinanim" jednotlivych
cykll byly zlepSovany parametry stanoveni

Dalsi recyklace-

glyoxylat xalat .
S

NAD ADH
laktat pyruvat =
O,
>v‘tyrosinasa\A
pyrokatechol o-chinon
I 2e
-300 mV

zajimavy jednoenzymovy recyklacni systém
vyuzivajici riizné aktivity jediného enzymu
(laktat dehydrogenasa) pro obé vétve cyklu
dal$i kombinace jsou napf.: glutamat oxidasa
/ dehydrogenasa (glutamét ev. amoniak);
alkohol oxidasa / dehydrogenasa (alkohol);
glutamat oxidasa / alanin aminotransferasa
(a-oxoglutarat, glutamat); lakasa / cyto-chrom
b2 (benzochinon); laktat monooxygenasa /
malat dehydrogenasa (malat, oxaloacetat,
AST)

chemicka recyklace byla na poli biosensort
pouzita ke zcitlivéni detekce kyseliny
askorbové pomoci kyslikové elektrody s
askorbat oxidasou, zpétna redukce kyseliny
dehydroaskorbové probihala v pfitomnosti
cysteinu

jako pfiklad elektrochemické recyklace Ize
uvest tyrosi-nazovy biosensor. Postup se
pouziva pro stanoveni feno-lu, ktery po
oxidaci tyrosinasou poskytne recyklujici py-
rokatechol. Obdobné schema je vyuzitelné
pro lakazu a recyklujici par hydrochinon /
benzochinon
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Recyklace fosfatu

maltosa a -D-glukosa

>ma|tosa fosforylasa<Av

glukosa-1-fosfat

™~ e

fosfatasa

/ mutarotasa

BD-glukosa *

glukosa oxidasa

O2
glukonolakton + H,0,

Eliminace interferenci

= pfi analyze realnych vzorku se pfitomné interferujici slozky konvertuji
(vazi) vedle vlastniho analytu a rusi stanoveni na riznych funkénich
stupnich biosensoru

= eliminaci by se veSkeré interferujici latky mély odstranit nebo pfevést na
nerusici produkty - tohoto efektu se dosahne pfedfazenim elimina¢niho
systému vlastnimu biosensoru

t t biorekognicni
analyt rusive
latky

vrstva

antiinterferenéni
vrstva




Priklady

amoniak je Casto detekovanym produktem enzymovych reakci, ale soucasné

mdze byt pfitomen volny ve vzorku (sérum, moc), Ize ho odstranit pomoci
glutamat dehydrogenasy:

GDH
NHs + H" + NADH + a-glutarat — L-glutaméat + NAD"

kyselina askorbova muze rusit v séru, pokud je kone¢nou fazi amperometricka
oxidace peroxidu vodiku, mGze byt eliminovana pfedfazenim biomembrany

s askorbat oxidasou (neprodukuje peroxid vodiku)

jinou moznosti je pouziti ferrikyanidu ve spojeni s lakasou (bez lakasy by vadil
vznikly ferrokyanid)

dal$i moznosti je pfedfadit vhodnou antiinterferenéni vrstvu pfimo vlastnimu
prevodniku - pro askorbat pfichazi do ivahy pouzit negativné nabitou
membranu, napf. velmi hustou acetylcelulosu

Ize provést elektrooxidaci askorbatu pfed pfichodem do biokatalytické vrstvy:

askorbat + 2[Fe(CN)]s> —— dehydroaskorbat + 2[Fe(CN)]s*

Lakasa
2[Fe(CN)Js* + 1/20; + 2H* — 2[Fe(CN)]s> + H.0

glukosa ve volném stavu bude vadit u fady viceenzymovych systému
pro jeji odstranéni Ize pouzit antiinterferencni vrstvu obsahujici glukosa
oxidasu a katalasu (rozklada vznikajici peroxid vodiku), tento postup
funguje do asi 2 mM koncentrace

pokud nema byt ovlivnéna hladina kysliku v okoli biosensoru, je mozné
spotiebovat glukosu fosforylaci ATP pomoci hexokinasy:

Hexokinasa
glukosa + ATP —*glukosa-6-fosfat + ADP

kyslik je mozné z okoli biosensoru odstranit jeho spotfebou pfi oxidaci
glukosy glukosa oxidasou.

21



Bioanalyticka stanoveni v organickeé fazi

Vyhody bioreakci v organické fazi:

= zvySena rozpustnost nepolarnich substratd (analyzy tukd ¢i olejl)

= zménéné reakeni rovnovahy (misto hydrolyzy €asto probiha syntéza)
= zvySena termalni stabilita (fixovana struktura biomakromolekul)

= zjednoduSena imobilizace prostou adsorpci

= neprobihaji rusivé reakce s ucasti vody

= nenastava bakterialni kontaminace

organicka faze

interfaze

reverzni micela

é.
\§.

pro ¢innost enzym0 v organické fazi je
potfeba jisté minimalni mnozstvi vody (1 az
5 %) - hydratacni obal bilkoviny

obvykle nelze pouzivat rozpoustédla volné
misitelna s vodou, ktera hydrata¢ni obal
kompletné odstrani

nepolarni rozpoustédla je vhodné nasytit
pfedem vodou

na povrchu bilkoviny existuje pfechodova
oblast - interfaze, nékdy je pro jeji tvorbu
vhodné pfidat hexanol nebo detergent
CTAB, cetyl trimethylamonium bromid).

Polarita rozpoustédel

log P
dimethylsulfoxid -1.3
dioxan -1.1
dimethylformamid | -1.0
methanol -0.76
ethanol -0.24
aceton -0.23
tetrahydrofuran 0.49
butanol 0.80
ether 0.85
cyklohexanol 1.5
chloroform 2.0
benzen 2.0
toluen 25
pentan 3.0
hexan 3.4
dekan 5.6
hexadekan 8.8

Pro posouzeni polarity rozpoustédel se pouziva
parti¢ni koeficient P, coz je vlastné rozdélovaci

pomér daného rozpoustédla mezi oktanol a vodu:

P= [rozp]oktanol/[rozp]voda

nizsi hodnota znamena méné polarni rozpoustédlo

Podle velikosti log P Ize pfiblizné vymezit tfi skupiny

rozpoustédel:

logP <2

2<logP <4

logP >4

nejsou vhodna, narusuji vodny obal
biomokuly; nékdy jsou pouzitelna
ve smési s vodou

ucinek rozpoustédla na aktivitu
enzymu je tfebavyzkouset

obecné jsou pouzitelna, vodny obal
enzymuneni narusen
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Aktivita v organicke fazi

= prabéh aktivity enzymu v zavislosti na polarité rozpoustédla ma
charakteristicky esovity tvar

= imobilizovany enzym obvykle Iépe snasi i méné polarni rozpoustédla;
mimo polaritu rozpoustédla je samoziejmé nutné zvazit také jeho
dostupnost, tékavost, cenu a pfipadné toxicitu

= nékdy je vyhodné pouZzit misto €istého rozpoustédla mikroemulze
tvofené smési rozpoustédla (1 az 10 %), vody a vhodného detergentu

(0.05 az 0.5 %).

100

aktivita

imobilizovany enzym volny

N X

log P

Priklady stanoveni

= aplikace se zamé&fuji na ve vodé& nerozpustné analyty nebo vzorky

* nejvice biosensoru je zaloZzeno na pouziti tyrosinasy - je vhodna pro
stanoveni fenoll v oleji nebo v organickych extraktech z vody, na
z&kladé inhibice jde stanovit substituované thiomoc€oviny (vznikaji z
glukosinolat, které znehodnocuji krmné smési s fepkou).

= podobné lakasa je vhodna pro p-difenoly

= peroxidaza mimo detekce peroxidu vodiku slouzi také pro detekci
organickych hydroperoxidd, které vznikaji v tucich pfi jejich rozkladu

= cholesterol v masle a margarinech Ize v organické fazi vyhodné stanovit

cholesterol oxidasou

= acetylcholinesterasy slouzi pro detekci pesticidu (organofosfaty,
karbamaty) po extrakci z vodné faze

= v posledni dobé se objevuji i pokusy provadét v organické fazi néktera
imunochemicka stanoveni nizkomolekularnich toxickych latek

23



Modely biokatalytickych sensoru

= pro popis a optimalizaci dil¢ich procesu tvoricich odezvu
biosensoru (latkovy transport, enzymova reakce, elektrodova reakce)

= amperometrické biosensory jsou nej¢astéjSim objektem modelovani,
uplatriuje se zde nékolik vychodisek:

= enzymova reakce (1, 2, vice) pfevadi analyt stechiometricky na snadno
méfitelnou latku; uvazuje se linearni reakce (reakéni rychlost je pfimo
umeérna koncentraci), nelinearni reakce vedou k numerickému feSeni

= modelovani Ize provadét bud stacionarné pro predpokladany ustaleny
stav (oCekava se nezavislost nalezeného feSeni na ¢ase)

= nebo dynamicky, kdy model obsahuje ¢asovou proménnou, takze Ize
nalézt feSeni v zadaném ¢asovém okamziku

= pro nalezeni feSeni je velmi dulezity popis situace v prechodovych
oblastech, coz jsou rozhrani povrch elektrody / biokatalyticka vrstva /
okolni roztok

Modelovany systém = existuje jisty poget navazuijicich vrstev, coz
je nejCastéji soubor nékolika membran
(enzymova, dialysaéni pro kontrolu
transportu, mechanicka ochrana, ...) na

okolni povrchu elektrody

roztok predpoklady:
= dobfe michany okolni roztok

| = zanedbatelna spotfeba okolniho analytu v

| dasledku &innosti biosensoru

d 0 = zachovéani hmoty pfi pfechodu mezi

<+ vrstvami

= nulovy tok neaktivnich ¢astic na povrchu
elektrody,

= elektroaktivni latka je na povrchu elektrody
uplné spotifebovana (c=0)

enzymova

elektroda
vrstva

S

X-ova osa

symbolika:

= S, P, A B{(...)zna¢i koncentrace substratu, produktu a dalSich pomocnych latek,
v okolnim roztoku jsou koncentrace S°, P°, A° atd.

rozmér (vzdalenost) je x, po€atek = rozhrani enzymové vrstvy a okolniho roztoku.
€as je t, modelovani zacina v Case 0

pro jednotlivé latky jsou difazni koeficienty Dg, Dy, atd

rychlostni konstanta enzymové reakce je k (linearni reakce, k = Vmax/KM)
koncentrace v daném misté a Case jsou S(x,t), derivace podle Casu jsou S(x,t),
podle x pak S (x,t) a S, (x,t)




Priklad reseni * nejjednodudsi amperometricky
biosensor (1 vrstva, 1 enzym, linearni

Enzym reakce) je uvedeno pro ilustraci.
S+A ——————> P+A Predpokladejme konverzi substratu
k (analytu) enzymem a naslednou
pie y elektrochemickou detekci produktu (Ai
- - ‘B znadi pomocné latky):
elektroda

Rovnice a podminky pro stacionarni feSeni substratu a produktu:
0=DsS,  —kS 0=D,P, +kS

S(0)=s S/(d)=0 P(0O)=0 P(d)=0

Vyreseni diferencialnich rovnic pak poskytuje rovnice pro koncentrace
obou latek uvnitf biovrstvy po ustaveni ustaleného stavu:

S(x) = s° coshlQ(d =x)] de 0o | K
cosh(Qd) D,

P =5t X[ L _y]yqy coshlQ(@=x)]{ D

d { cosh(Qd) cosh(Qd) D,

= proud v ustaleném vztahu /. je vlastné dan tokem produktu P na
povrchu elektrody P, (d):
I, = nFAD,P (d)

n znadi pocet elektrond, F je Faradayova konstanta, A plocha elektrody.
vysledky teroretického modelu je mozné porovnat s experimentalné
stanovenym proudem biosensoru

= pro tento jednoduchy priklad existuje feseni i pro dynamicky model:
st = ngxx - ks
S(0t) =5 S(dt)=0 S(x0)=0
P,=D,P,_ +kS
P(O,t) =0 P(dt)=0 P(x0)=0
= Casovy priibéhu koncentrace substratu:

S(x,t) = 50{1_42”’: =D" fcos(znﬂ”d —xﬂ[k +uexp[—(u +k)t]}} 4=D, @n+1’z*
T

“on+1] 2 d u+k 4d?

= casovy priibéh proudu /..je Umérny toku produktu na povrchu
elektrody P (dt):
I(t) = nFAD,P (d,t)
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Grafickeé znazorneéni

1 0.25
S/s° P/s°®
0 0
0 x/d 1 0 x/d 1

Koncentracni profily v enzymové vrstvé

= na zakladé dynamického feSeni je mozné zkonstruovat koncentraéni
profily substratu a produktu uvnitf biovrstvy na povrchu elektrody

= na obrazku jsou pouZity pro ndzornost bezrozmérné soufadnice

= vyvinuty model umoznuje studovat vliv zmény parametri (tloustka
biovrstvy, aktivita enzymu, prichodnost vrstvy) na odezvu biosensoru

Mezni pripady Feseni

= rovnici pro signal v ustaleném stavu Ize déle zjednodusit:

= zavadi se Thieleho modul ®, pak Ize 5
podle velikosti tohoto modulu urcit dvé ¢ — Qd = & =d Vinax
limitni oblasti ¢innosti biosensoru, pro || Dg Ky Ds
néz se daji odvodit rovnice pro lgg

= pro velmi malé ® (® — 0) je odezva biosensoru urCovana pouze
rychlosti enzymové reakce, existuje kineticka kontrola
pro priblizné FeSeni se cosh ® nahradi aritmetickou Fadou (Taylordv
rozvoj, ze které se pouZzije pouze prvni Clen,cosh® =1+ d2+ . :
les & NFAS°kd/2
= naopak pro velmi velka ® (® -> o) prevladne vliv transportnich procest
uvnitt biovrstvy, nastava difuzni kontrola 1

ro zjednodu$eni se pouzije: lim
pro 2 pouzl ®—-0 cosh @

=0

coz koneCné vede ke zjednodusenému vyrazu:
lss & NFADSS/d
= oba vyrazy plati pomérné dobfe pro realné odezvy biosensord




Limitace odezvy enzymového sensoru

Pokud je analyt sou¢asné substratem pro enzym imobilizovany v
biosensoru, je vyhodné pracovat za podminek difuzni kontroly: na
odezvu nema vyrazny vliv rychlost enzymové reakce, takze pfipadny
postupny ubytek enzymové aktivity v biovrstvé enzymu se na velikosti
signalu nemusi prakticky viibec projevit.

Biosensor obvykle vykazuje konstantni citlivost, ktera pak nahle klesne
(enzymova aktivita se vy€erpd). Difuzni kontrola nastava u biovrstev s
vysokou koncentraci enzymu, jinak ji Ize dosadhnout pfedfazenim malo
propustné difuzni bariéry (kontrolni membrana).

Kineticka kontrola - druhy limitni typ — je vyhodny zase pokud analyt
funguje jako inhibitor imobilizovaného enzymu. Pak se i malé poklesy
aktivity v dusledku inhibice ihned projevi poklesem signalu biosensoru.
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