ENZYMOVE BIOSENSORY
IT



Méreni enzymovych aktivit

Produkt méreného enzymu slouzi jako substrat
indikacniho enzymu imobilizovaného v biokatalytické
vrstve.
Vyhoda: nevadi zakal
Priklady stanoveni:

laktatdehydrogenasa

a-amylasa

transaminasy

arginasa



Laktdatdehydrogenasa
Vyznam: klinicka praxe
normdlni hodnoty: muzi: 63 az 155 U/I
Zeny: 62 az 131 V/I
vzrusta pri hepatitidé nebo infarktu
Méreni: substratem je laktat a méri se produkce
pyruvdtu pomoci sensoru

s pyruvatoxidasou
laktat + NAD* pyruvat + NADH
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a-amylasa

Vyznam:  klinicka praxe: v séru
normalni hodnoty: 60 az 150 U/I
vzrusta pri akutni pankreatitidé
potravinarsky prumysl
vyroba pracich prasku

Méreni: substrdt maltopentaosa a na biosensor
je imobilizovana glukosaoxidasa
nebo je substratem Skrob a pro detekci
je imobilizovana glukosaoxidasa +
a-glukosidasa




Transaminasy

Vyznam:  indikuji funkci jater a objevuji se i pri infarktu
aspartataminotransferasa (AST):

L-aspartat + 2-oxoglutarat —— oxalacetat + L-glutamat
oxalacetat + NADH + H* ——— L-malat + NAD*
Norma: do 0,67 pkat/I

pri patologickych stavech

(hepatitida, alkoholismus)
100 x az 1000x vyssSi hodnoty



alaninaminotransferasa (ALT)

L-alanin + 2-oxoglutarat —— pyruvat + L-glutamat
pyruvat + NADH + H* — . L-laktat + NAD*

Norma: v seru muzi: 0,2 - 0,8 pkat/I
Zeny: 0,2 - 0,6 pkat/I



Arginasa

arginin + H,O — ornithin + mocovina

Stanoveni pomoci sensoru na stanoveni mocoviny
(ureasa) NH;

potenciometrie

konduktometrie



Glukosovy sensor

Glukosaoxidasa (H,O0.)

|ze stanovit nasledujici enzymy:

O alkalicka/kysela fosfatasa (glukoso-6-fosfat)
Q B-glukosidasa (glukoso-6-fosfat)

Q glukoamylasa (maltosa)

Q invertasa (sacharosa)

Q trehalasa (a,0” -trehalosa)



Fenolovy sensor

tyrosinasou (O,)

Q alkalicka/kysela fosfatasa (fenylfosfat)
Q B-galaktosidasa (fenyl-[3-D-galaktosid)
Q B-glukosidasa (fenyl-[3-D-glukosid)

Q B-glukuronidasa (fenyl-p-D-glukuronid)



Stanoveni inhibitoru

Reakce inhibitor + enzym = snizeni aktivity
imobilizovaného indikacniho enzymu.
Méreni inhibitord je velmi citlivé:

molekula analytu zablokuje molekulu enzymu
(molekula enzymu pak nepreméni mnoho molekul
substratu)

Stanoveni inhibitoru:
v reverzibilni
v irreverzibilni



Jak zjistit typ inhibice?

"

odezva sensoru na substradt 5
v pritomnosti rostoucich koncentraci 5
inhibitoru.

Podle tvaru kalibracnich krivek

v dvojitém logaritmickém zobrazeni
|ze zjistit jak se inhibitor

s imobilizovanym enzymem vaze.

>
akompetitivni
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Stanoveni reverzibilnich inhibitoru

v Vychozi signdl Y, biosensoru se substratem

v Do reakcni smeési prida vzorek s inhibitorem
= pokles signdlu AY, ktery je primo umerny
koncentraci inhibitoru.
Zména signdlu je obvykle rychla a brzy dosdhne
ustaleného stavu.

v Po promyti je mozné cely proces opakovat,
pritom vychozi signdl se substrdatem je beze zmeény,
nedoslo k poklesu aktivity v biorekognikacni vrstve.
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Stanoveni irreverzibilnich inhibitoru

Inkubacni postup
v Stanovi vychozi signadl

v Nasleduje inkubace s inhibitorem
v Stanovi se zbytkovy signal AY

Inkubace se vzorkem
(doba t), pak promyti

N B

S
N




Kinetické méreni
Inhibitor se prida primo do smési se substratem a
sleduje se casovy pokles signalu dY/dt

Nevyhoda:

opakované pouziti biosensoru neni neomezené,
aktivita postupné klesd, az dojde k dplnému
poklesu signdlu.




Analytické vyhodnoceni signalu

transformace vedouci k linearizaci
logAY na log[ T ]
1/AY na 1/log[ I ]

AY aproximace polynomem

nebo |ze pouzivat relativni zmény signalu AY/Y,
(dY/dt)/Y,, tak se da kompenzovat
postupny Ubytek aktivity pri
méreni.

v vysoka citlivost = pouziti malého mnoZstvi enzymu

v' ale musi byt dobre méritelné signdly se substrdatem.

v' koncentrace substratu bude ovliviovat stanoveni

kompetitivnich inhibitora.
v zlepSeni detekce = prodlouzeni inkubacniho intervalu.



Aplikace stanoveni inhibitoru biosensory
Alkalicka fosfatasa (EC 3.1.3.1, ALP)

O H THEOPHYLIN ucinkuje jako
stimuldtor centrdini nervové soustavy,
HS\N pouziva se jako bronchodilatator
(latka rozsirujici pradusky)
,\?/ k respiracni stimulaci.
Terapeuticka hladina v krvi:
éHB (10 az 20 mg/kg), je treba sledovat,
aby nedoslo k predavkovani.



Stanoveni theophylinu

ALP
2HNOO-Pi \\ = ZHNOOH

+ H O-PI +
i Theophylin \ -2€ -2H
100 mV

Biosensor s ALP (hovézi jaterni isoenzym),

substrat: p-aminofenylfosfatu (PAPP)

Je akompetitivni. Pufr: tris nebo diethanolamin.
Stanoveni ve vzorcich krve (primo), mez detekce je 5 UM




Stanoveni _anorganického fosfatu

v stanoveni v prirodé (zivotni prostredi)
znelist’ovani vodnich toki
(podporuje nadmérny rust Fas a sinic)

enzym alkalicka fosfatasa (ALP)
substrdt: glukoso-6-fosfat
inhibitor:  anorganicky fosfat P; (kompetitivné)

vznika glukosa
glukosaoxidasa imobilizované ve stejné vrstvé jako ALP.
Mez detekce: asi 10 mM.



Stanoveni siranu

Arylsulfatasa (EC 3.1.6.1)
Substrdat: 4-nitrokatecholsulfat je hydrolyzovan

hydrolyzou vznika 4-nitrokatechol,
ktery je anodicky oxidovan na chinon

Inhibitor: siran - KOMPETITIVNE

HO /O
4 -nitrofenylsulfat + H,0—— + \S 7
O 7
INI{} O/ \OH
OH

O



Detekce inhibitoru cholinesterasy
acetylcholinesterasa (AChE, EC. 3.1.1.7)
ziskava se z elektrickeho uhore nebo
membran erythrocyti

butyrylcholinesterasa (BChE, EC 3.1.1.8)
ziskava se z konského séra

v detekce zemédélsky dulezitych pesticidu
(organofosforovych a karbamatovych)

v detekce bojovych otravnych latek
(sarin, soman, tabun, VX)



organofosfaty karbamdty

RO\ﬁ R\ j\_
/P—X /N X
R’ R’
R alkyl, aryl R, R'H, alkyl, aryl

R alkyloxy, aryloxy, subst amin

X odchazejici skupina—CN, F,
p-nitrofenyl , fosfodiester

Z =0 nebo S

irreverzibilni inhibice
u karbamadtu éasteéné reverzibilni



Princip _stanoveni organofosfatu a karbamatu

Volny enzym EH tvori komplex s inhibitorem PX, ktery
rozpadem poskytuje fosforylovany enzym EP

(fosforyluje se nebo karbamoyluje se hydroxyl serinového
zbytku v aktivnim misté cholinesterasy.

Prvni krok charakterizuje rovnovazna konstanta

Ks = ki/k_;, druhy pak rychlostni konstanta k:

ki ko
EH + PX 3= EH.PX —EP

-1

V praxi se pouziva bimolekularni inhibicni konstanta
k: = k,/ky, hodnoty znamé pro desitky pesticidu
= citlivost cholinesterazovych pesticidu



Inkubacni zpusob méreni

AlnY = k[PX]t

Odezva je urcovana koncentraci a inhibicnimi GcCinky
dané latky.

Mez detekce je promeénliva, pro silné inhibitory i
pod 100 ng/I.



Moznosti méreni s cholilesterazovymi sensory:

ChE
1. acetylcholin + H,O — kyselina octova + cholin

ChOD
CHOBINSRC 0N 05 > betain + 2
amperometricky
kyselina octova + H,0 » octan

e

pH-sensory




ChE
acetylthiocholin + H,O » kys. octova +

amperometricky




ChE
indolylacetat + H,O > kyselina octova

- ’(na tol)
fluorescenéni senso



Ruzné varianty enzymovych elektrod......
potenciometrické (méreni pH,
redoxni potencial thiosloucenin)
amperometrické (oxidace H,O, z nasledné reakce
cholinoxidasy, oxidace thiocholinu)
konduktometrické
optické systémy se svétlovodnymi vlidkny (fluorogenni
substraty, barevné pH,
redoxni indikatory, chromogenni
substraty)
Vyznam stanoveni:
v' Zivotni prostredi (ve vodach)
v' potravindrstvi + zemédélstvi (kontrola ovoce a zeleniny)
v vojenska oblast:bojove pouziti
likvidace chem. zbrani
teroristické utoky (nervovymi plyny)




Inhibitory tyrosinasy

Vyznam stanoveni:

v kyselina benzoova

v kyselina salicylova

v subst.thimocoviny

konzervaéni Cinidlo
(drive pouzivané)

vznika odbouravanim

acylpirinu (acetylsalicylové)
vznikaji z glukosinolatu
zplsobuji neprijemné chut’ové
vlastnosti vyrobku z repkového
oleje



Stanoveni téZzkych kovu (inhibitory ureasy)
potenciometrické enzymové elektrody




Stanoveni_herbicidu jako inhibitoru fotosystému

Thylakoidy chloroplastu Spendtu nebo fotosyntetické
mikroorganismy (Rhodobacter) se vyuzivaji k detekci

herbicidi v zemédélstvi: triaziny
karbamaty
fenylmocoviny
nitrofenol
PQH, \
difenylkarbazid exitace DCIP

(donor e-) \ (umély akceptor)
PQ

zablokuje se prenos elektroni na umély akceptor



Zesilovaci biochemické systémy

1 molekula = 1 jednotka méreného signalu

Cilem zesileni (amplifikace) je:

z 1 jednotky analytu ziskat 6 jednotek signélu
= zvyseni citlivosti stanoveni.

Parametr G - zesilovaci (amplifikacni) faktor.



Princip zesileni:

Molekula analytu nastartuje

CAAD B |jednu nebo nékolik cyklicky
/ probihajicich reakci,
pritom neustadle prechazi

mezi dvéma formami

/ \ (substrat produkt), které

‘ jsou premeénovany dvéma
SUBSTRAT PRODUKT | komplementdrnimi enzymy

E, a E, (napr. oxidasa a

dcastni dvé pomocné latky

E, dehydrogenasa).
/ 'ﬁ Recyklacniho cyklu se
D
. A a C a vystupuji z néj

A a C recyklaci zapinaji, latky B a D.

v nepritomnosti neprobiha.



v" Rychlost recyklace musi byt limitovana
koncentraci analytu.
v' Ostatni slozky musi byt v dostatecném nadbytku

< dvouenzymové recyklace
<+ chemickou recyklaci
(dolni éast cyklu probiha bez E2)
<+ elektrochemicka recyklace
(schdzi E2 probiha, redoxni déj na elektrodé)

4



Priklady recyklaci:

Vysoce citlivé stanoveni laktdtu
enzymy:
laktatoxidasy a laktdtdehydrogenasy
(imobilizace v jedné biokatalytické vrstve)
v' Pro systém LOD/LDH bylo dosazeno
G prevysujici 4000,
v Mez detekce pro laktat (nebo pyruvadt) cini 1 nM.

Laktdtovy systém lze vyuzit pro citlivou detekci
enzymu produkujicich pyruvat,
napr. alaninaminotransferasy



|ak1'a'|'\
7

NA

LD

/ H,O,
D\
—

e

pyruvat




Nékolikanasobnd recyklace

Pro citlivou detekci ATP/ADP
(nékolikanasobny recyklacni systém):
hexokinasa (HK)

pyruvatkinasa (PK)

laktatoxidasa (LOD)
laktatdehdrogenasa (LDH)

katalasa (Cat)

Cykly byly propojeny pomoci pyruvatu.
Postupnym ,zapinanim" jednotlivych cyklu byly
zlepsSovany parametry stanoveni.



Nékolikandsobna recyklace

laktat

NAD™



Zaverecny detekcni stupen

v' Optické sledovani dbytku NADH

v Vynechat katalasu a amperometricky H,O,
nebo O,

v Pridavek katalasy umoznuje zvysit produkci tepla
(termistor)

Latky Enzym G Crin
HK 1 60uM

+PEP PK 30 2 UM

+NADH LOD/LDH 1700 10 nM

HK-hexokinasa, PK pyruvatkinasa, Cat-katalasa

PEP-fosfoenolpyruvat



glyoxylat oxalat

\ / Recyklacni systém
LDH vyuZivajici aktivity
/ e jedinného enzymu
NAD' NADH laktatdehydrogenasa
> LDH <

laktat pyruvat
Dalsi kombinace:
v'glutamatoxidasa/dehydrogenasa (glutamat, amoniak)
v'alkoholoxidasa/dehydrogenasa (alkohol)
v'glutamatoxidasa/alaninaminotransferasa a-oxoglutarat,
glutamat)

v'lakasa/cytochrom b2 (benzochinon)
v'laktatmonooxygenasa/malatdehydrogenasa
(malat, oxalacetat, AST)



Chemicka recyklace

Ke zvyseni citlivosti detekce kyseliny askorbové
pomoci kyslikové elektrody s askorbatoxidasou.
Zpétnad redukce kyseliny dehydroaskorbové
probihala v pritomnosti cysteinu.




Elektrochemicka recyklace

O,

N

tyrosinasa

e

pyrokatechol

2e-
300 mV

N

o-chinon

Tyrosinovy sensor
stanoveni fenolu,
ktery po oxidaci
tyrosinasou
poskytne recyklujici
pyrokatechol

Obdobneé:
pro lakasu a recyklujici par
hydrochinon/benzochinon



Mikrobialni a tkanové elektrody

v" mikrobialni

v rostlinné

v zivocisSné (burnky nebo organely nebo celé tkané Ci
organy )

Vyhody:

v'biokomponenta je v prirozeném prostredi

v'misto jednoho enzymu pouzit celé metabolicke
reakcni sekvence

v'odpada purifikace, coz se odrazi na cené.

v'muzZe dojit ke spontalni obnové enzymové aktivity

Hybridni biosensor:
obsahuje vedle mikrobialni ¢i tkanové slozky
navic izolovany enzym



Mikrobidlni systémy

bunky bakterii, sinic, kvasinek:
O imobilizace na povr'chu prevodniku
d forma predrazeného reaktoru

Zivotnost: zaji§téni Zivotnich podminek pro buiky
zlepseni |ze dosdhnout pomoci
Problém: existence Fady enzymovych systémi v bufice
Indukce: pridavek potencialniho analytu =
substratu vyvold zvysenou tvorbu
komponent metabolické drahy
Inhibice: potlaci se funkce nezadoucich aktivit



Imobilizace

> Zachyceni bunék prefiltrovanim pres vhodnou
membranu ve formé pasty nebo filmu
(buriky jsou zachyceny uvniti pori membrany, filtraéni
papir, polyamid, celulosa)
Vlastnosti zavisi:na tloust’ce a porozité membrany
na vlastnostech bunécné stény mikroba
» Zachyceni bunék uvnitr gelu
Tvorba gelu probihd v pritomnosti bunék, nelze tedy
pouzit priliS drastické podminky
Materidly: agar, kolagen, zelatina, polyakrylamid,
polyvinylalkohol (PVA)
kovalentni vazba neni vhodnd, nebot’ obvykle
dojde ke zniceni bunécné stény.




Typy biosensoru s mikrobidlni sloZkou

v spojeni s kyslikovou elektrodou
v’ sensory pro CO,
v’ sensory pro NH;
v medidatory prenosu elektronu (ferrikyanid)
Peroxid obvykle neni produkovan, nebot’ je pro
buniky toxicky
Pouziti:
< stanoveni substratu (glukosa, fruktosa,sacharosa)
<+ sensor pro detekci benzenu
(pomoci kmene Pseudomonas obsahujiciho
benzendioxygenasu)
<+ biochemicka spotreba kysliku



Sensor pro detekci benze

nu aromatu

H .
[ sukcinat +
O

o 5 acetylCoA

@ -C

O, + NADH

TOH
+ NAD+

Sensor obsahuje bunky kmene Pseudomonas,
obsahujici enzym benzendioxygenasu



Biochemickd spotreba kysliku (BSK)
(angdlicky:BOD, biochemical oxygen demand)

< Klasické stanoveni: BSK5 (rozdil koncentrace O,
ve vzorku po 5 denni biochemické oxidaci organickych
latek, probiha aerobné v uzavreném
systému v pritomnosti mikroorganismu a ve tmé),

<» Pomoci biosensoru s kyslikovou elektrodou a mikrobialni
vrstvou - Trichosporon cutaneum, Bacillus subtilis a
licheniformis.

Méri se:  meéri se rychlost respirace (nékolik minut)
hodnoty stanoveni BOD biosensorem jsou
dmérné parametru BSK5, prevodni vztah
se urci kalibraci.

Kalibrace: smeés glukosy a kyseliny glutamové



Detekce toxickych latek ve vodnich tocich:
(azidy, kyanidy, pesticidy, fenoly, tézké kovy)

Vyuziva se inhibice respiracniho retézce nebo fotosyntézy
vhodného indikacniho mikroorganismu
(napr. Sinecoccus, aktivovany kal)

monitorovaci systémy jsou vhodné pro nepretrzité
sledovani,ale nejsou prilis specifické a nevyhodou
je také mala citlivost.



Tkanovée rezy rostlin a hub

Zdrojem biorekognikacni slozky mohou byt také rostliny
nebo houby.

Je treba otestovat, v které Cdsti se vyskytuje enzymova
aktivita:

v rostouci casti: (mladé listy)

v’ zdsobni casti (plody, ovoce, zelenina)

Zpusob pouZiti:

v tenky rez prichyceny pomoci ridké sit'’ky

v tenky rez prichyceny pomoci celofanu

v rozmélnény material vpravit do kompozitni smési
pro pripravu uhlikové pastové elektrody
(snadna obnova aktivniho povrchu- vytlacit kousek
pasty, uhladit a hned Ize mérit)




Kromé prirozenych rostlinnych tkani se pouzivaji
i uméle pripravené bunécné kultury

Stabilita biosensoru: radové tydny az mésice
Limit detekce: 10 M

Probléem: selektivita, protoze jsou
pritomné nejruznéjsi
enzymoveé systémy.



Priklady biosensoru s rostlinami

Rostlina (pouzita ¢ast) Enzym

Zzampion (plodnice) tyrosinasa
brambor (hliza) tyrosinasa
banan (duzina) tyrosinasa
okurek, tykev (rez

plodu, st'dva) askorbatoxidasa
kren peroxidasa

sdja ureasa

chryzantémy (okvétni
listky)

analyt

fenoly
fenoly
dopamin

vitamin C
cystein
peroxid vodiku
mocovina

aminokyseliny



Priklady biosensord s ZivociSnymi tkdnémi

Stabilita byla nizsi ve srovnani s rostlinymi systémy.
Uvedené systémy jsou vesmés spojeny s NH; elektrodou.

Pouzita cast Enzym Analyt
ledvina (veprovd) katalasa glutamin

glukosamin-6-fosfat
peroxid vodiku

jatra (kralik) monoaminoxidasa katecholaminy
guanin
sval (kralik) AMP

strevo (mys) adenosin



