Univerzita Pardubice

Fakulta chemicko-technologicka

Optimalizace skladovacich podminek pro tyrozindzové senzory

Aneta Hartmanova

Bakalatska prace

2019



Univerzita Pardubice
Fakulta chemicko-technologickd
Akademicky rok: 2018/2019

ZADANI BAKALARSKE PRACE
(PROJEKTU, UMELECKEHO DILA, UMELECKEHO VYKONU)

Jméno a pijmeni: Aneta Hartmanovd

Osobnf &islo: C16177

Studijnf program: B3912 Specidlni chemicko-biologické obory

Studijnf obor: Klinickd biologie a chemie

Nizev tématu: Optimalizace skladovacich podminek pro tyrozindzové senzory

Zaddvajicl katedra: Katedra biologickych a biochemickych véd

Zasady pro vypracovdni:

1. Z dostupné literatury zpracujte referi obsahujicf zdkladni charakterizaci tyrosindzovych
amperometrickych sensord, Detailné popifte molekulovovu strukturu, katalytické viastnosti
a vyznamné inhibitory tyrosindzy (EC 1.14.18.1) izolované z houby Agaricus bisporus. Vie
pokud mo#Zno doprovodte patfiénymi ilustracemi. V posledni fadé by méla teoretickd édst
obsahovat struény pfehled vyde zminénych biosenzord zaméfeny na jejich Zivotnost.

2. V experimentdlnf &dsti se zaméfte pfedeviim na vybér skladovacich podminek vami zho-
toveného biologického zafizeni. Zivotnost ovéfte vidy kazdodennim opakovinim méféni stan-
dartnfho roztoku dopaminu, Na zdklad® obdrZenych experimentdlnich vysledkil navrhnéte
optimélni podminky skladovani.



Rozsah grafickych praci: dle potfeby
Rozsah pracovn{ zpravy: 25 s.

Forma zpracovéni bakaldfské price: ti%téna
Seznam odborné literatury:

Vedouef bakaldtské prace:; Ing. Tom#s Mikysek, Ph.D,
Katedra analytické chemie

Konzultant bakaldiské price: Ing. Milan Sys, Ph.D.
Katedra analytické chemie

Datum zaddni bakaldtské prace: 21. prosince 2018
Termin odevzdani bakaldfské prace: 4. dervence 2019

s

L.S. ///l' Lol ‘4 = 4
Ing. Petr Kalenda, Ph.D, prof. Mgr. Roman Kandir, Ph.D.
détkan vedouci katedry

V Pardubicich dne 28. finora 2019



Prohlasuji: Tuto praci jsem vypracovala samostatné. Veskeré literarni prameny a
informace, které jsem v praci vyuzila, jsou uvedeny v seznamu pouzité literatury. Byla jsem
seznamena s tim, ze se na moji praci vztahuji prava a povinnosti vyplyvajici ze zakona ¢.
121/2000 Sb., autorsky zakon, zejména se skutecnosti, ze Univerzita Pardubice ma pravo na
uzavieni licenéni smlouvy o uziti této prace jako Skolniho dila podle § 60 odst. 1 autorského
zakona, a s tim, ze pokud dojde k uziti této prace mnou nebo bude poskytnuta licence o uziti
jinému subjektu, je Univerzita Pardubice opravnéna ode mne pozadovat pfiméteny prispévek
na uhradu nakladu, které na vytvoteni dila vynaloZila, a to podle okolnosti az do jejich skute¢né
vyse.

Beru na védomi, Ze v souladu s § 47b zdkona €. 111/1998 Sb., o vysokych Skolach a o
zméné a doplnéni dalSich zakont (zdkon o vysokych Skolach), ve znéni pozdéjSich predpist, a
smérnici Univerzity Pardubice ¢. 9/2012, bude prace zveiejnéna v Univerzitni knithovné a

prostiednictvim Digitalni knihovny Univerzity Pardubice.

V Pardubicichdne.......................



Podékovani

Rada bych timto podékovala mé rodiné a blizkym za jejich srde¢nou podporu, kterou mi po
celou tu dobu poskytovali. Zvlastni podekovani patii také mému konzultantovi
Ing. Milanu Sysovi, Ph.D. za cenné rady a pomoc, jak s experimentalni ¢asti, tak se samotnou

bakalaiskou praci.



ANOTACE

Hlavni naplni této védecké prace bylo studium vlivu skladovacich podminek na zivotnost
tyrozinazovych biosenzori. Pro experimentalni méfeni byl jako analyt zvolen neurotransmiter
dopamin. Enzym tyrozinaza (EC 14.18.1) izolovany z houby Agaricus bisporus byla pevné
zakotvena na rizné typy amperometrickcych transduktorti. Imobilizace se provadéla pfimym
za¢lenénim do elektrodového materidlu, vmezefenim do struktury polymeru Nafionu®, ¢i
kovalentni vazbou prostiednictvim zesitovadla glutaraldehydu. Takto vzniklé biosenzory byly

skladovany za riznych podminek a jejich analytické parametry se sledovaly amperometricky.
KLICOVA SLOVA

tyrozinaza, biosenzory, amperometrie, imobiliza¢ni techniky, skladovaci podminky

TITLE

Optimalization of storage conditions for tyrosinase senzors

ANNOTATION

The main aim of this scientific work was study of storage conditions effect on tyrosinase
biosensors service life. A neurotransmitter dopamine was chosen as the analyte for
experimental measurements. An enzyme tyrosinase (EC 14.18.1) isolated from the muschroom
Agaricus bisporus was firmly anchored to different types of amperometric transducers.
Imobilizations were realized using incorporation into the electrode material, intercalation into
the Nafion® polymer structure and/or covalent bonding via a glutaraldehyde crosslinker.
Resulting biosensors were storated at different storing conditions and their analytical

parameters were monitored amperometrically.
KEY WORDS

tyrosinase, biosensors, amperometry, immobilization techniques, storage conditions
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Uvod

Mnou zhotovena bakalaiskd prace je vénovana studiu vlivu pouzitych imobiliza¢nich
technik a podminek skladovani na zivotnost tyrozindzovych amperometrickych biosenzort.
Doposud byl vyvinut bezpocet takovychto biosenzoru pro ruzné¢ vyznamné klinické aplikace,
at’ uZ v monitorovani neurotransmitert, hormont, 1é¢iv atd. Nicméné je stale zapotiebi se cilené
vénovat vyzkumu v této oblasti, protoze stabilita téchto biosenzorti neni natolik uspokojiva, aby
byly zatazeny do rutinni praxe.

Tato bakalarskd prace je rozdélena do dvou vétSich celkli, a to na teoretickou a
praktickou ¢ast. Prvni ¢ast je zaméfena predevS§im na popis struktury enzymu tyrozinaza (EC
14.18.1) izolovany z houby Agaricus bisporus, tak aby imobilizace mohla byt, co
nejefektivnéjsi. Déle jsou zde piehledné zminény nejcastéjsi zptisoby imobilizace, které se
pouzivaly v souvislosti stimto enzymem. V posledni fad¢ jsou v teoretické Casti zahrnuty
fyzikaln€-chemické podminky, které taktéZ vyznamné ovliviiuji katalytickou aktivitu
tyrozindzy, a tim i vysledné analytické parametry amperometrickych biosenzort.

V ramci praktické c¢asti byla piipravena trojice biosenzort liSici se zplsobem
imobilizace. Z této trojice byl vybran biosenzor na bazi polymeru, z divodu reprodukovatelné
konstrukce, tak aby mohl byt dale studovan vliv skladovacich podminek na jejich Zivotnost.
Dopamin jakozto dilezity neurotransmiter v lidském organismu spojovany s Parkinsonovou a
Alzheimrovou nemoci byl pro svij klinicky vyznam zvolen jako modelovy analyt. Ze
ziskanych dat se lze domnivat, Ze jak samotny zpiisob imobilizace, tak i skladovaci podminky
maji vyznamny vliv na zivotnost tyrozinazovych biosenzort, z cehoz vyplyva, Ze by bylo dobré

ve studiu dale pokracovat v ramci diplomové prace.
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TEORETICKA CAST

1. Zékladni charakteristika enzymu tyrozinazy

1.1. Molekulova struktura aktivniho centra
Tyrozinaza (EC 14.18.1) je enzym nachazejici Se v mnoha organismech, kde se

zucastnuje dilezitych biochemickych procest, jako je tvorba melaninu a tim spojené hnédnuti
pokozky a vlast. Dale se podili na hnédnuti ovoce a hub. Tento enzym patii i mezi zdkladni
metabolické vybaveni mnoha mikroorganismu, véetné bakterii. Dale je nutné zminit, ze se U
vyssich obratlovet (¢lovéka) podili na hojeni ran ¢i imunitni odpovédi [1].

Aktivni centrum tyrozinazy zodpoveédné za jeji katalytickou aktivitu je slozeno dvéma
atomy médi (CuA a CuB), pti¢emz kazdy atom dvoumocné médi je vazan k Sesti histidinovym
zbytkim [2]. Takto sloZeny kofaktor je obalen 4 podjednotky (proteiny), ktery obsahuje
vyznamné aminokyselinové zbytky jako asparagin, glutamin, valin a methionin [3] (viz.
Obr.1.). Zminéné atomy médi jsou spojeny vazbou s kyslikem, ktera hraje dtlezitou roli ve
funkci tyrozinazy [4,5]. Celkova struktura tyrozinazy muze byt rozdélena do tfi domén:
centralni doména, N-termindlni doména a C-termindlni doména. Centralni doména je slozena
Z jiz zminénych $esti histidinovych zbytka a obsahuje oxida¢ni ionty médi CuA a CuB [6].

Enzym tyrozinaza je slozen ze dvou podjednotek H a dvou podjednotek L o riiznych
molekulovych hmotnostech, podjednotky H o molekulové hmotnosti 43 kDa a podjednotky L
0 14 kDa. Dohromady enzym vyskytujici se jako tetramerni protein slozeny z a-helixi, B-listt
a smycéek (H2L2) odpovida molekulové hmotnosti 120 kDa [3,7]. Na stabilit¢ enzymu se

podileji hydrofobni interakce, vodikové mistky a iontové vazby [3].

szsz

His94 His296
@
P \ His263
His259

Obr. 1. Molekulova struktura tyrozinazy [8]
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Termin tyrozindza je spjat se specifickym substratem tyrosinem. Enzym katalyzuje
oxidace monofenoli a o-difenoli na reaktivni o0-chinony, za pouziti molekulového
kysliku [1,5,9]. Fyziologicka tloha tyrozinazy ptedstavuje pfeménu tyrosinu na dopachinon,
ponévadz je to klicovy enzym v prvnim kroku biosyntézy melaninu [1]. Melanogeneze za¢ina
hydroxylaci tyrosinu na o-difenol (L-DOPA) a naslednou oxidaci na dopachinon. Obé tyto
oxidaéni reakce jsou katalyzovany pravé enzymem tyrozinazou [10,11].

Tvorby pigmentd pii melanogenezi se uUcCastni téi typy tyrozinaz (Oxy-, met- a
deoxytyrozinaza). Tyto enzymy obsahuji rizné typy struktur dvouatomarniho aktivniho mista.
Okysli¢ena forma tyrozinizy (oxy) je tvofena ze dvou atomii mé&di (Cu') a véizina
histidinovymi zbytky, pficemz kyslik je vazan jako peroxid vodiku. Met-tyrozinaza se podoba
oxy formé, ale namisto peroxidu obsahuje hydroxidové ligandy. Deoxytyrozinaza obsahuje
atomy médi v oxidaénim stavu jedna (Cu') a koordina¢né se podobd formé met, ale jiz bez
hydroxidovych mistkd. Vyse uvedené skute¢nosti ovliviiuji riznou tyrozinazovou aktivitu.
Pokud monofenol reaguje pouze ve formé kysliku, mize se dale oxidovat na 0-chinon, coz dale
vede kvazani deoxyformy a deoxygenu. Regenerace oxytyrozinazy probiha vazbou
molekularniho kysliku na deoxytyrozinazu. V ptipad¢, kdy mame k dispozici pouze o-difenol,

formy oxy a met s nim reaguji a oxiduji ho na o-chinon [2] (viz. Obr. 2.).

A2

O (0] .
3 H+ N ? -\\“\\\\O//’:'Ih T N N OH
-y Gy @
N N ey OH
& O
o D-oxy P RN
OD diphenolase cycle ( \ ( ‘
s o
NJj N o %
. \I\“
.Cu
ey
( \ / ‘N N.’.‘néu o //ﬁ' .n\\\N N/ WiiN
‘ monophenolase cycle ""Cu Cu"
met 7 Ny e v,
N N
deoxy Q
(o] 0,0
N d oS 7 e H
HO D-met

2H

Obr. 2. Mechanismus oxidace fenolu katalyzovanou ptitomnosti tyrozinazy [11].
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1.2. Optimalni podminky pro katalytickou aktivitu

Obecné ma tyrozinaza schopnost katalyzovat oxidaci fenolovych substratt, které maji
hydroxylovou skupinu v ortho poloze [13]. Pro kinetiku téchto reakci je tedy dulezita
dostupnost hydroxylovych skupin pro tyrozinazu. Enzymatickou reakci lze popsat pomoci
Michaelisovy konstanty (Kwm) jako koncentraci substratu v poloviné maximalni miry dosazené
systémem (Vmax) [14]. Hodnoty Km pro monofenolazovou aktivitu houbové tyrozinazy se
pohybuji obvykle v rozmezi od 0,1 do 2,0 mmol-I*. Aktivita difenolasy dosahuje hodnot
nizsich [15]. Katalytickou aktivitu ovliviiuji rizné faktory, jako napiiklad teplota a pH, které

jsou dale diskutovany.

1.2.1. Teplota

Obvykle je houbové tyrozinaza aktivni v pomérné Sirokém rozmezi teplot, a to od 30°C
az do 65°C [16-18]. Napiiklad v roce 2008, L. B. Martina a kol. studovali vliv teploty na
katalytickou aktivitu tyrozinazy a pro dosazeni potiebnych vysledkt pouzili teplotu 30°C [19].
Nicméné zjisténé optimum pro katalytickou aktivitu je teplota 35°C. [16,18.]

1.2.2. Vliv pH prostiedi

V literatuie se muzete dozvédet, ze vétSina experimentii se uskuteciiovala povétSinou
v prostiedi fosfatového pufru o koncentraci 0,1 az 0,01 mol-1* o pH 6-8 [19,20]. Je mozné
pouzit vice druhd pufra, fosfat citratu, fosfore¢nanovy pufr, tris-HCI, glycin-NaOH [21] a
boratovy pufr [22]. Pro houbovou tyrozinazu je idealni pH 7 za pouziti fosfatového pufru, jenz

byl pouzit i v mé praktické ¢asti [21].

1.2.3. Iontova sila
Aktivita enzymu se mize ¢astecné liSit podle druhu iontové kapaliny. Dle stanovenych

kinetickych parametri Ize fici, Ze iontové kapaliny mohou mit na enzym vliv v podob¢ piimé
interakce, ¢imz brani ve vazbé enzym-substrat z diivodu jejich vysoké hydrofilnosti a polarity.
Iontové kapaliny mohou mit také vliv na pufrovaci G¢inek a pii vyssi teploté schopnost navysit
katalytickou G¢innost [23].

Nicméné si tyrozindza ponechdva svoji katalytickou aktivitu 1 V organickcych
rozpoustédlech, jako je napriklad hexan ¢i chloroform [24]. Aktivita enzymu se muze lisit dle
typu pouzitého iontového rozpoustédla a hlavni faktory, které tuto skutec¢nost ovliviiuji, jsou

hydrofobnost, polarita a viskozita [25]. Napiiklad hydrofilngj$i rozpoustédlo lépe piimo
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interaguje s enzymem, protoze lépe pronikne do vodného roztoku, tim obklopi molekuly
enzymu a muze zpusobit snizeni jeho aktivity [24]. Nevodna rozpoustédla ovliviiuji aktivitu
enzymu tim, ze brani vazani substratu na aktivni misto enzymu, coz ma za nasledek vyssi Ky a

M v

¢inidlo iontovou kapalinu [23].

1.2.4 Inhibitory

Obecné inhibitor enzymu je molekula ¢i iont prvku, ktery se navaze na enzym a tim
snizuje jeho aktivitu [2]. Typické piiklady inhibitorG tyrozinazy jsou ionty tézkych kowvi,
kosmetické piipravky, potravinaiské piidatné latky [2,26,27], pesticidy [28], protizanétlivé
latky [29] a mnoho dalsich farmaceutickych vyrobku. Inhibitory lze rozdélit do tii typu dle
mechanismu inhibice: v€etné kompetitivni, nekompetitivni a smisené¢ho typu [30]. Déle se daji
rozdélit na zakladé¢ plvodu, jmenovité na piirodni a syntetické. Reverzibilni inhibice je
zpusobena nekovalentnimi interakcemi, jako jsou vodikové vazby, hydrofobni interakce a
iontové vazby a nevratnd inhibice souvisi s chemickymi reakcemi, kdy vznikaji kovalentni
vazby.

Z védecké literatury, kterd je vénovana inhibici tyrozinazy, nelze ptimo urcit, zda se
opravdu jednd o skute¢ny inhibitor dle vySe uvedené definice. Pojem inhibice se Casto totiz
vyuziva ve vztahu k inhibici melanogeneze (tvorba melaninu) a jindy zas v pfitomnosti
substratt tyrosinu a L-DOPA, pii¢emz je kladen dliraz na reakci tvorby dopachinonu.

Co se experimentalniho hlediska ty¢e, miizeme za inhibitor povazovat reduk¢ni ¢inidla
zpusobujici redukci vzniklych oxida¢nich produkt. Za tyto inhibitory lze povazovat latky
s redukénimi vlastnostmi, jako je naptiklad kyselina askorbova a slouceniny obsahujici
thiolovou skupinu.

Nékdy jsou myln€ za inhibitory oznacovany fenoly, které vykazuji afinitu k enzymu a
tim zabrafiuji tvorbé chinonil. Za inhibitory mohou byt také povaZzovany rizné kyseliny a baze,
které enzym denaturuji. Za specifické inhibitory tyrozinazy jsou povazovany latky, které
mohou byt katalyzovany tyrozinazou, ale zustavaji kovalentné vazany na enzym a tim ho
nenavratné inaktivuji. Mezi tyto latky patfi difenoly obsahujici hydroxy skupinu v meta poloze.
Typickycm ptikladem je napiiklad resorcinol [2].

Kyselina kojova je jedna z nejvice studovanych inhibitori a je pouzivana i jako
srovnavaci standard. Tato sloucenina se hojné vyuzivd v potravindfstvi pro zpomaleni

enzymatického hnédnuti [30]. Kyselina kojova inhibuje enzym tak, ze chelatuje méd v
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aktivnim misté enzymu [31]. Doposud nejvétsi skupinou inhibitorti tyrozinazy jsou

polyfenolické slouc¢eniny, z nichz flavonoidy jsou nejvice studované [32].

1.2.5 Aktivatory
Aktivatory lze definovat jako latky, které svoji pfitomnosti zvySuji ¢i udrzuji aktivitu

daného enzymu. Tyto latky by mohly byt pouzity pravé pii skladovani mnou vyrobenych
biosenzord, aby se prodlouzila jejich zivotnost. Dale lze zminit, Ze aktivatory tyrozinazy
schopné stimula¢niho G¢inku na melanogenezi jsou doposud zkoumany pro tGspésnou 1écbu
hypopigmenta¢nich onemocnénich [33]. Tyrozinaza byva pfitomna v latentni fazi, ktera je tieba
nejprve aktivovat [34]. Tato aktivace probiha pomalu a zavisi na jeji povaze. Tato reakce by se
dala popsat jako konforma¢ni zména proteinu, kdy se struktura zméni, aby dosdhla své aktivni
povahy. Je zajimavé, Ze u aurontl je mimo inhibi¢ni u¢inek pozorovana i povaha aktivatoru, za
ktery je pravdépodobné odpoveédny alostericky efekt, zalezi vSak na typu slouceniny. Nékteré
pentapeptidy byly také publikovany jako aktivatory pro houbovou tyrozinazu [35,36]. Jiz
v pomérné nizkych koncentracich se projevuje aktiva¢ni Uéinek napiiklad i u ethyl- nebo
propyl-xantatu [37]. Za zminku stoji téZ vyuziti metabolitu tryptofanu s o-aminofenolovou
strukturou (3-hydroxykynurenin), jak v roli substratu, tak i jako moznosti vyuziti aktivatoru pro

houbovou tyrozinazu [38].

1.2.6. Pfitomnost kationti kovu

vvvvv

proto diskuzi o vlivu iontti kovii bylo nutné zatadit jako samostatnou kapitolu. Nékteré kovoveé
ionty vyskytujici se V biologickych systémech, Fe?*, Cu?* a Mn** maji vyrazny vliv na aktivitu
tyrozinazy. U iontG Zn?*, Cd?*, Ni** a Co®" nebyl pozorovéan 7adny vliv na kinetiku enzymu,
zatimco Cu?* a Mn?* vykazuji inhibi¢ni G¢inek [39]. Univalentni kationty Li*, Na* a NH4*
nemaji zadny vyrazny vliv na tyrozinazovou aktivitu. Draselné ionty mohou mit mirny inhibi¢ni
ucinek stejné jako ionty chloridové. Obecné jsou to slabé inhibitory, protoZe je jich zapotiebi
ve velké koncentraci. Fluoridy, chloridy inhibuji tyrosin-tyrosindsové a dopa-tyrosinazoveé
reakce. lonty rtuti, stiibra a zlata mohou mit schopnosti inaktivace enzymu, protoze jsou
schopny soutéZit o vazebné misto aktivniho centra enzymu [40].

lonty Fe** maji jedine¢nou schopnost stimulovat aktivitu tyrozinazy. Konverze tyrosinu
na L-DOPA je krok, ktery omezuje rychlost biosyntézy melaninu katalyzovanou tyrozinazou.
Tato reakce se vyznacuje dobou prodlevy a jeji rozsah zavisi hlavné na ptfitomnosti donoru

vodiku, jako je ptimo L-DOPA. Bylo zjisténo, Ze katalytické mnoZstvi iontd Fe®* ma pti
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stimulaci aktivity enzymu tyrosinhydroxylazy stejny ucinek jako L-DOPA, pficemz kinetika
reakce zavisi na koncentraci kovu a povaze pufrovaciho systému. Na aktivitu tyrozinazy
vykazovaly maly u¢inek ionty Fe*, zatimco na kinetiku oxidace tyrosinu mély inhibi¢ni u¢inek

ionty Cu?* a Mn?* [39].

1.3. Potencionalni substraty
ProtoZe tyrozindza ma rizné koordinovanou molekulovou strukturu, lze za substraty

oznacit alifatické slou¢eniny, kde mize enzym zpusobit hydroxyla¢ni ucinek [41]. Jelikoz ma
tyrozinaza také oxidazovou aktivitu, kde dochazi ke katalyze oxidace 0-difenolti na 0-chinony,
je tyrozinaza tazena mezi vnitini monooxygenazy. Nebot difenolovy produkt mtize byt pro
enzym zdrojem dvou elektrond, které jsou tfeba ve fenolové oxidaci, 1ze o ném hovofit jako o
substratu pro dany enzym [42].

Bezpocet klinicky vyznamnych fenolickych latek, které maji volny uhlik v ortho poloze
nebo maji katecholovou strukturu lze povazovat za substraty, a tudiz za potencionalni analyty
tyrozindzovych biosenzorii. Pomoci elektrochemickych senzorii zalozenych na tyrozinaze lze
stanovit hormony (pt. estrogeny) [43], neurotransmitery (pi. dopamin) [44], mikrobialni
patogeny [45-47] a proteiny [48,49]. Také je Ize aplikovat v ruizném odvétvi mediciny, jako pii
diagnéze melanomu [50-52], Alzheimerovy choroby [53-55], stanoveni aktivity enzymi
jako 1é¢ivo Parkinsonovi nemoci), [61,62], epinefrin (neurotransmiter) [63], penicilin
(antibiotikum) [58], serotonin (neurotransmiter). Také neurotransmiter dopamin lze stanovit,
ktery je zkouman v souvislosti s Parkinsonovou chorobou [64]. Pravé dopamin byl v mé praci

pouzit jako substrat i z ditvodu jeho velikého klinického vyznamu.

2. Konstrukce amperometrickych tyrozinazovych senzorti
Biosenzor lze definovat jako analytické zatizeni, které kombinuje biologicky material

s fyzikéaIné-chemickym prevodnikem, a je urceny ke stanoveni analytu. V naSem piipadé je
dulezité zminit schopnost biosenzoru vyuzit katalytickou aktivitu tyrozinazy [65].
Elektrochemické biosenzory prevadéji informaci rozpoznanou z biologického materidlu na
elektricky signdl s urcitou citlivosti. Méfenou veli¢inou miiZze v tomto piipadé byt potencial
(potenciometrické), elektricky proud (amperometrické) ¢i vodivost (konduktometrické
biosenzory). Ve vSech zminénych ptipadech, pokud se nejednd o neptimé stanoveni (analyza

inhibitorl), je meéfend veliC¢ina pfimouimérnd Koncetraci stanoveného analytu [66,67].
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Pievodniky (elektrody) mohou byt tvofeny z uslechtilych kovu, jejich slitin, grafitu nebo
riznych nanomateriald [68], pficemz lze pouzit dvou nebo tiielektrodové zapojeni [69].
Protoze vétSina tyrozindzovych biosenzorii vyuzivd amperometricky typ pfevodniku,
dalsi zptsoby elektrochemické detekce nejsou diskutovany. Amperometrické zarizeni méti
zmény Kkoncetrace analytu v diftzni vrstvé pii prochazejicim proudu pracovni elektrodou
zpusobené oxidaci nebo redukci produkti biochemické reakce a zaroven pti konstantni hodnoté
pracovniho potencidlu. Vyzadované vlastnosti amperometrickych biosenzort jsou ptesnost,
rychla doba odezvy a nizké detekéni limity, pfiCemz je dalezité brat na zietel, Ze selektivita
muze byt ovlinéna redox potencidlem interferujicich elektroaktivnich latek ve vzorcich. I ptes

tuto skutecnost jsou amperometrické biosenzory velmi ¢asto vyuzivany v klinické diagnostice

[70].

2.1. Nekovalentni imobilizace
Imobilizace je velice dulezity krok ve vyvoji biosenzorii, protoZze pomaha dosdhnout

pozadovaného kontaktu mezi biomaterialem a prevodnikem a také stabilizovat biomaterial pro
opétovné pouziti [71]. Pii vyvoji katalytickych biosenzori by mély byt obecné zajiStény
nasledujici pracovni podminky: uzky kontakt vybraného enzymu s transduktorem, selektivni
permeabilita bio-membrany, mechanicka stabilita (zabranéni nezadouci eluci enzymi) a
dostatecna vodivost biovrstvy. Hlavnim cilem tedy je hledani riznych zptisobd pro pevné
zabudovani bioreceptort na povrchu elektrod. Odpovidajici techniky pak mohou byt rozdéleny
do dvou hlavnich skupin: nekovalentni imobilizace enzymt a imobilizace kovalentni vazbou.
Volba typu imobilizace mize do jisté miry snizit katalytické G¢inky enzymu, protoze zpusob
imobilizace ovliviiuje orientaci enzymu na povrchu elektrody, ¢i zablokovani aktivniho mista.
Patti sem nékolik parametrl, jako je celkova katalyticka aktivita, G€innost kinetiky vyuziti
katalyzatoru, deaktivace a regenerace [72]. Prvni generace katalytickych biosenzord byly
vyvinuty pravé nekovalentni imobilizaci enzymu na povrchu elektrody [73]. Razné typy

nekovalentni imobilizace jsou diskutovany v nésledujicich odstavcich.

2.1.1. Piimé zakomponovani do elektrodového materialu
Bezpocdet piistupti pro zabudovani tyrozinazy k tésnému kontaktu s elektrodou bylo

vyvinuto. Tyto pfistupy lze rozdélit do dvou velkych skupin, a to fyzikalni nebo chemické
zakotveni. Prvni generace tyrozinazovych biosenzorti byla konstruovana pfimym zaclenénim
surové tkané nebo extraktu do elektrodového materialu. VéEtsinou se jednalo o pletiva rostlin ¢i

plodii obsahujicich enzym, ktera byla soucasti uhlikové pastové elektrody [74]. Vyuzivaly se
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tkan¢ z ovoce (Persea americana [75] a Pyrus communis [76]), zeleniny (Ipomoea batatas [77]
a Cucurbita pepo var. giromontiina [78]) a houby (Agaricus bisporus) [79]. Tyto materialy
byly vyuzivany jako zdroje polyfenol oxidaz (tyrozinazy), dokud se nedocililo moznosti izolace
s jejich vysokou Cistotou a aktivitou [80]. Toto nekovalentni zac¢lenéni muze byt umoznéno
smichanim tkané nebo Cistého enzymu s vodivym uhlikovym praskem a lipofilnim pojivem
[81].

Jako piiklad biosenzoru Ize uvést tkanové modifikovanou uhlikovou pastovou elektrodu
(CPE) [82]. Velikou vyhodou zde je, Ze tento senzor mize byt obohacen o dalsi prvky, hlavné
redox mediatory, které mohou slouzit jako medidtory, a tak zvysSit selektivitu findlniho
biosenzoru [83]. V mé praci byl obdobné ptipraven amperometricky biosenzor a zkouman vliv

imobilizace na jeho Zivotnost.

2.1.2. Ptima adsorpce na povrch elektrodového materialu
Dalsi zplisob ptipravy biosenzoru lze cestou pfimé adsorpce na povrch elektrody, kde

se nanasi na povrch elektrody potiebné roztoky a enzym se necha imobilizovat [84]. Piimou
adsorpci Ize oznacit jako nejjednodussi zptisob imobilizace enzymu na povrch elektrody [85].
Pii této technice jsou vyuzity fyzikalni interakce mezi povrchem elektrody a enzymem.
Konkrétné se jedna o slabé Van der Waalsovy sily anebo vodikové mistky [86]. Dale se mohou
ucastnit také hydrofobni interakce [73,87]. Je vSak dileZité myslet na moznost nezadouci eluce
biologického materialu z povrchu elektrody, kterou mize mit za nasledek zména pH, iontové
sily nebo teploty [88]. Jako elektrodové materialy se nejcastéji vyuzivaji rizné typy uhliku,

které vykazuji vysoké adsorpéni vlastnosti [84].

2.1.3. Zakotveni enzymu pomoci polymeru
Ptiprava membran pomoci vodivych polymeri je nejvyuzivanéjsi technikou imobilizace

enzymu [89]. I pfes pevné zachyceni enzymu ve struktufe polymeru je umoznén pohyb
substratt a produkti reakce [90]. Na povrchu elektrody lze polymerni filmy vytvofit
elektrochemickou depozici [91] nebo pfimou aplikaci s odpafenim pouzitych rozpoustédel
[92,93]. V soucasné dobé se vyuzivaji elektrodové materidly na bazi polymert a grafenu
[94,95], uhlikatych nanotrubic (CNTSs) [96-98] nebo kovi [99,100]. V posledni dobé jsou
vodivé polymery zkoumany a vyuzivany pro vyrobu rtiznych biosenzorti. Obecné je enzym
zabudovan do polymeru, ktery pokryva pracovni elektrodu nebo je soucasti kompozitniho
materidlu, ktery miZeme chdpat jako smésice daného enzymu, polymeru, nanocastic,

zesitovadel atd. [101-103]. Pfi pouziti vodivého polymeru dochazi ke zvyseni specifického
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povrchu biosenzoru, coz vyusti ke zvyseni citlivosti [104]. Povazuji za dalezité zminit, ze
pomoci polymeru Ize zakotvit mnohonasobné vyssi obsah enzymu, nez v ostatnich piipadech,
a tim zvySit kromé citlivosti i zivotnost. Z tohoto diivody byl konstruovan jednoduchy
tyrozinazovy biosensor na bazi polymeru a studovéana jeho Zivotnost.

Pii piipravé tyrozinazovych biosenzort lze povazovat za nejoblibengjsi polymery
polypyrrol (PPY) [105], polyanilin (PANI) [97], chitosan [106], Nafion [107,108], poly (3,4-
ethylendioxythiofen) (PEDOT) [109], epoxy pryskytice [110] a polyvinylalkohol (PVA) [111].
Tyto polymery maji tu vlastnost, ze mohou fungovat jako snimace a zaroven imobiliza¢ni
matrice pro zadrzeni enzymu, jak uvnitf, tak i pfes polypyrrolovy film. [112,113]. Zminény
PPY lze tedy vyuzit jako zaklad pro imobilizaci tyrozinazy S nasledovnym zesiténim pomoci
glutaraldehydu (GTA) [105]. Je nutné brat na zietel, ze vysledné kompozity mohou obsahovat
malé mnoZstvi vody, které miiZe zpiisobit zhorSeni mechanickych vlastnosti membrany a vést
az k uvolnéni zachycenych biomolekul [90].

Kromé¢ toho mohou byt polymery také pouzity pro pfipravu biomimetickych senzort,
které mohou zcela nahradit funkci enzymatickych biosenzori, a tak vyznamné prodlouZit jejich
zivotnost [114]. V této oblasti umélych biosenzori se nelze obejit bez znalosti
supramolekularni chemie k napodobeni vlastnosti biologickych enzyma [115,116]. Synteticka
vazebnd mista, kterd napodobuji aktivni misto enzymu tyrozinazy jsou soucasti struktury
molekularné potisténych polymernich membran [117]. Této problematiky se tyka vyvoj
syntetického polymeru (MIP), protoZe se polymerni katalyzatory ukazaly jako vyznamna oblast
zajmu. [118,119]. MIP lze popsat jako polymer schopny reverzibilni vazby funkénich
monomerd s templatovou molekulou (analyt) za vzniku vysledného ,komplexu‘ a za¢lenéni do
sitového polymeru kopolymerizaci za soufasného nadbytku zesitujictho monomeru
Vv pfitomnosti inertniho rozpoustédla a pisobenim volnych radikalt [120]. Synteticky otisk
tyrozinazy lze ziskat metodou molekularniho otisku pfi termicky iniciované radikalové

polymerizaci, kdy je vysledkem vytvofeni dutin polymerni sité [117].

2.1.4. Zabudovani enzyma do nanopérit vhodnych nosici
Kromé CNTSs [121], grafenu [122], a fullerenti [123] jsou Casto testovany mezoporézni

uhliky (OMC) jako slozky novych biosenzori. Mezi nejcastéjsi OMC pouzivajici se pro
pfipravu matrice biosenzoru patii CMK-3 a CMK-1, coz jsou kopie riznych typti matric
mezoporézniho oxidu kiemicitého [124,125]. Dobra elektronicka vodivost, vysoce definovana
velikost port, vysoky specificky povrch, velky objem porti, a zvySena mechanicka stabilita, to

jsou vSechno vlastnosti, diky kterym se tyto materidly vyuZzivaji v katalytické, adsopcni a
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elektrochemické aplikaci pii konstrukci chemickych a biochemickych senzort [124].
Mezoporézni uhlikové materidly maji Siroké vyuziti v amperometrickém, voltamerickém a
potenciometrickém stanoveni [126]. Enzym muze byt zabudovan do nanopdrti nosi¢i pomoci
nanovldken s néaslednym zesiténim, kdy je ucinnost zavisla hlavné¢ na vzdjemné interakci
materialu s enzymem a porézni struktufe nanomaterialu. [127-129]. Nanovladkna se v tomto
pripad¢ vyrabéji za pouziti roztoku polymeru a taveni pii vysokém napéti, kdy vznikne nabité
polymerni vlakno [130]. Tyrozindza muze byt imobilizovana naptiklad na jednovrstevné
uhlikové nanotrubici (SWNT) za pouziti polymerace PPY, kdy vznikne mnoho péru a trhlin
pro dobry ptenos enzymu. Tento typ biosenzoru Ize pouzit pro stanoveni dopaminu [131]. Jako
piiklad lze také uvést zeolitové modifikovanou tyrozinazovou elektrodu, kdy se uhlikova
elektroda modifikovana medidtorem obsahujici zeolitové nanocastice potadhne imobilizovanou

tyrozinazou [132].

2.2. Kovalentni imobilizace
Metody chemické imobilizace zahrnuji zejména pfipojeni enzymu k matrici

kovalentnimi vazbami, zesiténi mezi enzymem a matrici a zesiténi enzymu multifunkénimi
¢inidly. Postupy kovalentni imobilizace jsou vyuzivany zejména diky jejich jednoduchosti a
silné chemické vazbé mezi materidlem a biomolekulou. Dulezité je zminit moznost ztraty
aktivity v disledku nezadouci zmény konformace enzymu béhem zesiténi [133].

Kovalentni vazbou lze zakotvit enzym pfimo na povrch elektrody nebo na strukturu
polymeru, ktery pokryva elektrodu. Aby mohlo dojit ke kovalentnimu zakotveni, musi enzym
na svém povrchu mit volné funk¢ni skupiny, které by se mohly ztac¢astnit kovalentni reakce. Za
tyto skupiny lze povazovat —SH> cysteinu, —NH> lysinu a argininu, -COOH kyselin glutamové
a asparagové atd. [134-136]. Tyrozinaza ma piedevsim -NH> funkéni skupiny [3]. Typy reakeci,
které se mohou podilet na tvorbé kovalentni vazby, jako jsou diazotace [137], alkylace [138],
tvorbou Schiffovy baze [139], vznik amidové vazby [140] a vyména thioldisulfidu [141] (viz.
Obr. 3.).

2.2.1. Karbodiimidova metoda
Karbodiimidy jsou nenasycené slouceniny s allenovou strukturou. Od jejich prvni

syntézy z thimoCoviny zacly byt Siroce vyuzivany v organické syntéze a biotechnologiich.
Karbodiimidy adi¢né reaguji s vodou, alkoholy, aminy, fenoly a karboxylovymi kyselinami,
vyuzivaji se také pii syntéze peptida [142], modifikaci polysacharidt [143] a proteint [144] ve

vodnych systémech. Karbodiimidy jsou velmi Gi¢inné v zesit'ovani proteinti, diky schopnosti je
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vzajemné propojovat bez zavedeni dalSich skupin [145]. Pii pouziti karbodiimidu dochazi
k reakci karboxylové skupiny v nosi¢i a aminoskupinou enzymu [136]. Je zde dulezité dbat na

podminky, zejména pH reak¢éniho systému a koncentraci karbodiimidu [146].

2.2.2. Glutaraldehydovéa metoda
GTA je organicka latka kapalné povahy hojné vyuzivana k zesitovani. Imobilizace

kovalentni vazbou pfes glutaraldehyd k nosi¢im nerozpustnych ve vodé je jednou
z nejSetrnéjSich a nejjednodussich metod [90]. GTA lze pouzit jako zesitovaci ¢inidlo pro
imobilizaci enzymd, protoze reakce mize probihat ve vodném pufrovém roztoku za blizkych
fyziologickych podminek pH, teploty a iontové sily. Jeden ze zpisobli je vytvoieni
trojrozmérné sité v dasledku intermolekularniho zesiténi ¢i navazani na nerozpustny nosic.
GTA muze s proteiny reagovat mechanismem aldolové kondenzace nebo adice. Diky
ruznych vlastnosti a charakteristik kazdého enzymu je tfeba dbat na pomér
enzym:glutaraldehyd, aby se enzym nevymyval a byla zde zachovana katalyticka aktivita [147].
V piipad¢ tyrozindzy je tfeba, aby glutaraldehyd poskytoval dostatek aldehydovych skupin na
povrchu nosice, které jsou schopny vazby aminoskupin tyrozinazy [148]. V mé praci byla
zvolena pravée tato metoda zesiténi z diivodu jejich dobrych vlastnosti ve vztahu k proteinim a
enzymum a také Sirokého vyuziti. Doba reakce pti pouziti krystalkli proteini a zavedeni

glutaraldehydu ve form¢ krystaliza¢nich kapicek se pohybuje od 30 do 60 minut [149].

A. Carrier with -NH, groups
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Obr. 3. Schema reakci imobilizace enzymll na nosi¢ich s rliznymi funkénimi skupinami
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aktivovany (A) glutaraldehydem, (B) karbodiimidem, (C) divinylsulfonem nebo (D) bez
aktivatoru, (E) enzym [150].
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3. Zivotnost tyrozindzovych senzort

3.1. Stabilita tyrozinazovych senzort
Stabilita tyrozindzovych biosenzoru je stale velice diskutované téma. Diky dobré

selektivité a Sirokému spektru detekce raznych klinicky vyznamnych latek by mohly tyto
biosenzory najit Siroké uplatnéni v klinické diagnostice onemocnéni, zejména melanomu kiize
a Parkinsonovy choroby [151]. Bohuzel ale neni stabilita téchto biosenzort prozatim natolik
uspokojiva, aby byly zavedeny do rutinni praxe. Pti pravidelném pouzivani nebyva stabilita
vétsinou delsi jak jeden mésic. Zde uvedu neékolik konkrétnich ptiklada z publikovanych praci
pro lepsi pfedstavu o stabilité tyrozinazovych biosenzori. V roce 2005, Z. Liu a kol.
imobilizovali tyrozinazu na magnetickyh nanocasticich za pouziti uhlikové pastové elektrody.
Ve vysledcich uvadé;ji stabilitu 92% po 10 dnech a jeji pokles na 85% po 20 dnech. Po 1 mésici
klesla ptivodni odezva na 70%, pficemz méteni bylo provadéno kazdé 3 az 4 dny [152]. V roce
2000, B. Wang a kol. imobilizovali enzym pomoci silica sol-gelu a po 110 dnech si biosenzor
uchoval stabilitu na 96% a 73% po 3 tydnech pfi pferuSovaném pouzivani [153]. V publikaci
z roku 2003 od S. Liu a kol. si Tyr-Au-CPE si po 20 dnech pii pouhém skladovani pii 4 °C
uchovava 20% své aktualni odezvy a Tyr-CPE za stejnych podminek 72% [154]. Jako posledni
piiklad wuvedu elektrochemicky pfedem wupraveny a modifikovany aktivovany
uhlik/tyrosinaza/Nafion® GCE biosenzor, ktery si zachoval 80.9% své po¢ateéni aktivity po 15
dnech, v publikaci od S. F. Rahman [42].

3.2. Vliv skladovani na zivotnost tyrozinazovych biosenzort
Ve vétsing pripadil se tyrozinazové biosenzory skladovali za sucha v lednici pti 4°C

nebo ve fosfatovém pufru o pH 7,0 [152-156]. Lze ptedpokladat, ze vyvojafi téchto senzort jen
opakovali podminky z pfedchozich praci, aniz by samotni provadéli né¢jakou optimalizaci
skladovani. Z tohoto duvodu studium vlivu skladovani na zivotnost biosenzoru bylo taktéz

soucasti mé praktické prace.
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EXPERIMENTALNI CAST

4. Analyza s amperometrickym biosenzorem

4.1. Chemikalie
Chemikalie jako 98% dopamin hydrochlorid, 25% glutaraldehyd (GTA), 5% Nafion® v

55% ethanolu, >97% lyofilizovany prasek tyrozinazy z houby Agaricus biosporus (EC
1.14.18.1), a 98% 2-aminoethanethiol hydrochlorid (AET) byly zakoupeny od firmy Sigma-
Aldrich (Praha, Ceska republika). Deionizovana voda s vodivosti niz§i nez 11 pS.cm™ byla
ptipravena za pouziti purifika¢niho systému Milli-Q od firmy Merck Millipore (Darmstadt,
Némecko). Déle fosfatové soli potiebné pro piipravu 0,1 mol- I roztoku fosfatového pufrového

(PB) byly ziskany od firmy Lach-Ner s.r.o0. (Neratovice, Ceska republika).

4.2. Ptistrojové vybaveni
Veskera amperometrickd méfeni byla provadéna v typické ttielektrodové uspotradani

skladajici se z jednoho typu tyrozindzového biosenzoru (pracovni), Ag/AgCI/3,0 mol/l KCI
(referencni) a platinovy drat (pomocné) elektrody. Pistovy elektrodovy drzak o praméru 3 mm
vyrobeny z teflonu pochazel z elektroanalytického pracoviste Univerzity Pardubice. Komer¢ni
tisténa elektroda (typ C-110) o priméru pracovni plochy 4 mm a zlata diskova elektroda (AuE)
o priméru 2 mm byly zakoupeny od spole¢nosti Metrohm (Praha, Ceska republika). Tyto
elektrody byly pfipojeny k potenciostatu/galvanostatu AUTOLAB PGSTATI101 spole¢nosti
Metrohm (Praha, Ceska republika), ktery byl provozovan prostiednictvim softwaru MetroAm

NOVA1.11.

4.3. Ptiprava tyrozinazového biosenzoru
V ramci praktické ¢asti byly testovany tfi riizné zpiisoby imobilizace. Bézna uhlikova

pastova elektroda modifikovana 5% (w/w) enzymem tyrozinazy (CPE/Tyr) zde zastava typ
nekovalentni imobilizace, kdy byla pouzita metoda pfimého zaclenéni do elektrodového
materialu. V tomto ptipadé bylo pouzito 0,4 g grafitového prasku (velikost ¢astic> 2 um) od
firmy Graphite Tyn, spol. s. r. 0. (Tyn nad Vltavou, Ceska republika), 0,1 g parafinového oleje
od firmy Merck (Darmstadt, Némecko) a 25 mg tyrozinazy. Homogenizace se provadéla v
keramickém hmozdifi po dobu 20 minut. Vysledna pasta byla vtlacena do dutiny (primér
3 mm) elektrodového drzaku vyrobeného z teflonu. Povrch elektrody byl po kazdé analyze
obnoven vytlacenim malého mnozZstvi a nasledujicim vylesténim pomoci suchého papiru.

Jako druhy typ imobilizace byl vybran vodivy polymer Nafion®, do né¢hoZ struktury byl

zaclenén enzym. Na povrch komer¢ni uhlikové tisténé elektrody (SPCE) se naneslo 5 pl roztoku
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tyrozinazy (2 mg-ml? v PB) a po jeho tplném zaschnuti pti laboratornich podminkach. Pak
byly jednotlivé molekuly enzymu zesitény pridanim 3 pl 1% GTA a po 20 minutach byly
vzniklé agregaty prevrstveny 15 pl 1% Nafionu® (neutralizovany 8% roztokem amoniaku na

pH 7.0) a ponechan vyschnout pii laboratornich podminkach (viz Obr. 4).
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Obr. 4. Jednotlivé kroky potfebné k pripravé SPCE/Tyr-GTA/Nafion® senzoru.

Jako posledni typ imobilizace byla pouzita kovalentni vazba za pouziti zesitovadla
GTA. AUE byla ponofena na né&kolik hodin do 10 mmol-1"? roztoku AET pii teploté 5°C.
Vznikla modifikovana AuE byla promyta deionizovanou vodou a suSena pii laboratornich
podminkach. Poté byl biosenzor ptipraven postupnym pipetovanim 3 pul GTA, 10 pl tyrozinazy
a zesiténim 3pl glutaraldehydu (viz. Obr. 5). Po kazdém ptidavku se dana sloucenina na
elektrodé nechala zaschnout pfi laboratorni teploté. Cerstvé piipravené tyrozinizové

biosenzory byly skladovany v suchu pii chladni¢kové teploté 5°C.
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Obr. 5. Jednotlivé kroky potiebné k piipravé AUE-AET-GTA-Tyr senzoru.

Jako podptrny elektrolyt se pro kazdé elektrochemické méteni v disledku optimalni
biokatalytické aktivity tyrozindzy pouzil 0,1 mol-I"* PB 0 pH 7,0. Pro charakterizaci vyvinutého
biosenzoru byla provedena cyklicka voltametrie 500 pumol:I"? dopaminu za nasledujicich
podminek: potencialovy rozsah od -0,4 V do +0,8 V, potencialovy krok 2,5 mV a rychlost
skenovani 10 mV-s?. Amperometrickd méfeni v ddvkovacim uspotfadani se uskute¢iiovala v
bézné sklenéné nadobce od International Chemistry Co., LTD. (Matsudo-shi, Japonsko).
Potencial amperometrické detekce nebyl optimalizovan a veskera méteni se provadéla pii -0,2
V vs Ag/AgCl1/3,0 mol-I* a rychlosti michani 400 min™. Jinak je jakakoliv zména pracovnich
podminek popsana v legendach u odpovidajicich obrazk.

Vliv skladovacich podminek na zivotnost mnou vybraného biosenzoru (SPCE/Tyr-
GTA/Nafion®) se sledovala po tydnu skladovani Vv lednici pii 5°C za sucha, v lednici pii 5°C
v roztoku (10 ml PB a 100 pl dopaminu), v mrazaku pti -18°C a volné za sucha pfi laboratorni

teploté.

4.4. Vysledky a diskuze

4.4.1. Charakterizace piipravenych biosenzort
Kazdy tyrozindzovy biosenzor byl nejprve charakterizovan cyklickou voltametrii pro

potencidlovy rozsah od -0,4 do +1,2 V pii rychlosti skenu 10 mV-s™. Pro sledovani katalytické

aktivity pouzitého enzymu bylo zapotiebi provadét tato mefeni pii takto nizké rychlosti
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skenovani. Cyklicka voltametrie byla provadéna v prostfedi 0.1 mol-I? fosfatového pufiu
z dGvodu optimalni bioaktivity enzymu [19,20]. Samotna voltametricka méfeni se provadéla
nasledovné: cyklicka voltametrie fosfatového pufru na zvoleném transduktoru (i), cyklicka
voltametrie 500 umol-1t dopaminu taktéz na samotném trasduktoru (ii) a cyklicka voltametrie
500 pumol-1? dopaminu na laboratorné pfipraveném biosenzoru obsahujici vyse studovany

transduktor (iii). Obdrzené cyklické voltamogramy jsou uvedeny na Obr. 6.
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Obr. 6. Cyklické voltamogramy 0,1 mol-1* PB o pH 7,0 (plna ¢ara), 500 umol-1 dopaminu
(Sarkovana ¢ara) a 500 umol- 1"t dopaminu s tyrozinazou (te¢kovana ¢ara) obdrzené na CPE/Tyr
(A), SPCE/Tyr-GTA/Nafion® (B) a AUE-AET-GTA-Tyr senzoru (C); pro potencialovy rozsah
0d -0,4 do +1,2 V pfi rychlosti skenovani 10 mV-s™ a potencialového kroku 2,5 V.

Z prubéhu cyklickych voltamogramu se Ize domnivat, Ze za ucasti enzymu pozorujeme
pokles oxidac¢niho piku dopaminu pfi +0,2 V, jelikoz je oxidovan rozpusténym kyslikem. Tato
chemické reakce je pravé katalyzovana pritomnym enzymem. Naopak se objevuje vyrazny
redukéni pik pii +0,1 V, ktery na Cistych elektrodach neni nijak vyvinut. Uvedené hodnoty
potencialu se li$ili minimalné v zavislosti na typu pouzitého transduktoru. Déje se tak z divodu

redukce vzniklého 0-chinonu zpét na dopamin (Obr. 7).

O NH, b
22 . Oz +4H’
' Dopamlne o-quinone Tyrosmase
HO Dopamine Cu’

Obr. 7. Mechanismus reakce tyrozinazového senzoru.
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4.4.2. Vliv zpsobu imobilizace na Zivotnost tyrozindzovych biosenzori
Z predchozich méfeni vyplyva, ze vSechny tfi typy tyrozindzovych biosenzorti by mohly

byt pouzity pro nasledujici amperometricka meéfeni v sddkovém uspofadani. Zde je nutné
konstatovat, ze potencidl detekce nebyl optimalizovan a veskera méfeni se provadéla pti
konstatnim potencialu -0,2 V [131,157,158]. Lze ptedpokladat, ze hodnota detekéniho
potencialu neni optimalni, nicméné pro studium Zivotnosti postacujici. Na Obr. 8 jsou uvedeny

obdrzené amperogramy pro ¢erstvé piipravenené tyrozinazové biosenzory.
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Obr. 8. Amperogramy (sadkové usporadani) Cerstvych biosenzord pro nékolik ptidavka

0 300

10 pmol-1* dopaminu v 0,1 mol-1t PB (pH 7,0) pii pracovnim potencialu -0,2 V a rychlosti

michani 400 min.

U amperogramu obdrZzené¢ho na CPE/Tyr senzoru pozorujeme vétsi proudové pozadi
z diivodu poklesu vodivosti kompozitniho materidlu (enzymem modifikovand elektroda),
jelikoz enzym lze povaZovat za elektricky izolant (protein). V ptipadé SPCE/Tyr-GTA/Nafion®
byl pozorovan vétsi Sum nez u biosenzoru s kovalentné vdzanym enzymem. Pozorovany narust
Sumu si vysveétluji pfitomnosti polymeru, ktery ptirozen¢ brani prichodu o-chinonu k povrchu

transduktoru. Bezpochyby nejlepsi stability signalu bylo dosazeno za pouziti AUE-AET-GTA-

29



Tyr. Avsak pro studium vlivu skladovacich podminek byl vybran SPCE/Tyr-GTA/Nafion® pro
jeho jednoduchost a reprodukovatelnost pfipravy. Porovnani vlivu imobilizace na Zivotnost
tyrozinazovych biosenzort je prehledné uvedeno v Tab. 1. BohuZel musim konstatovat, Ze u

zadnych ze zminénych biosenzort nebyla Zivotnost delsi nez dva tydny.

Tab. 1. Srovnani biosenzori elektrochemické tyrozinadzy pro monitorovani dopaminu.

Biosensor Skladovani Stabilita Reference

Zaclenéni tyrozindzy do materialu elektrody (kompozity)
CPE/Tyr V lednici za sucha pti 5°C  27.4% po 2 tydnech ~ Tato prace
Imobilizace tyrozindzy pomoci polymeru

GCE/AC/Tyr/Nafion® v lednici za sucha pti 4°C  80.9% po 15 dnech  [44]

AUE/PEDOT-Tyr v PB o pH 7.5 pti 4°C 35.0% po 5dnech  [109]
GCE/Tyr-SWCNTs-Ppy ~ — — [131]
GCE/RGO/B-CD/Tyr/PEl — — [157]

CF-Chit/Tyr/CeO2/TiO> v PB o pH 6.5 pti 4°C 75.0% po 2 tydnech ~ [158]
GCE/Fe30s-Chit-Tyr v lednici za sucha pii 4°C  95.0% po 1 tydnu [159]
SPCE/Tyr-GTA/Nafion® v lednici za sucha pti 5°C 79.5% po 8 dnech Tato prace
Imobilizace tyrozinazy kovalentni vazbou

AUE/CoP-Tyr PB v lednici za sucha 4°C  50.0% po 9 dnech [160]
AUE-AET-GTA-Tyr V lednici z sucha pii 5°C  61.3% po 1 tydnu Tato prace

Aktivni uhli (AC); 2-aminoethanthiol (AET); B-cyklodextrin (B — CD); uhlikové vlakno (CF); kobaltovy (II) -
porfyrinovy film (CoP); glutaraldehyd (GTA); chitosan (Chit) poly (3,4-ethylendioxythiofen) (PEDOT);
polyethylenimin (PEI); polypyrrol (Ppy); redukovany oxid grafenu (RGO); jednosténné uhlikové nanotrubice
(SWNT); tyozinaza (Tyr).

4.4.3. Vliv skladovani na Zivotnost SPCE/Tyr-GTA/Nafion® senzoru
Testovanim zpiisobu imobilizace na stabilitu byl vybran SPCE/Tyr-GTA/Nafion®

senzor pro dalsi testovani, a to vlivu skladovacich podminek na Zivotnost, kdy byly zvoleny jiz
zminéné podminky, Vv lednici pti 5°C za sucha, v lednici pfi 5°C vroztoku (10 ml PB s
pfitomnosti 100 umol-I* dopaminu), v mrazdku pii -18°C a volné za sucha pti laboratorni

teploté 25°C. Po tydnu skladovani byly naméfeny kalibracni kiivky (Obr. 9).
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Obr. 9. Kalibra¢ni kiivky dopaminu obdrzené na &erstvém SPCE/Tyr-GTA/Nafion® senzoru
() skladovaného po dobu jednoho tydne v mrazaku pii-18°C (b), v lednici pfi 5°C (c), a volné
pii laboratorni teploté (d). Experimenty byly naméfeny v 0,1 mol-I"* PB o pH 7,0, pfi potencialu

detekce -0,2 V a rychrosti michani 400 min™.

Biosenzor skladovany v mrazaku pii teploté -18 °C vykazoval nejlepsi stabilitu a nejvice se
blizil k Cerstvé ptipravenému. Pomoci smérnic ziskanych z linearnich regresi ptimek se urcila
citlivost 0,0172 pro ¢erstvy sensor, 0,0157 senzor skladovany v mrazaku, 0,0119 v lednici a
0,0068 pA-mol-I* pii laboratornich podminkach. V rutinni analyze by to znamenalo, Ze pied
kazdou analyzou vzorku, by musela pfedchazet kalibrace biosenzoru. Prodlouzeni zivotnosti
tyrozinazovych biosenzorli by bylo mozné zajistit ptipravou biomimetickych senzori pomoci
polymert, které mohou zcela nahradit funkci enzymatickych biosenzoru [114]. Konkrétné
pouziti syntetického polymeru (MIP) [118,119]. Také pouzitim prutokovych biosenzord, kde
enzymaticka reakce probihd v reaktoru, protoze aktivita téchto reaktori byva konstantni

nejméné jeden mésic [161]
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5. Zaveér

Ze ziskanych vysledkl lze konstatovat, ze jak zpusob imobilizace, tak i skladovaci
podminky maji vyznamny vliv na stabilitu tyrozinazovych biosenzori. Rozhodné by bylo
spravné ve studiu dale pokraCovat pro ziskani jejich lepsi Zivotnosti, tak aby mohly najit
uplatnéni v klinické praxi. Dopamin se ukazal jako vhodny analyt, ktery vykazuje vyraznou

odezvu reakce pro spravné odecteni hodnot.

Resenim neuspokojivé Zivotnosti tyrozinazovych senzor by mohlo byt vyvinuti
biommimetickych senzort s pouzitim MIP. Dulezité je zminit také vyuziti reaktort, kde se na
nosi¢ navaze velké mnozstvi enzymu a reakce probiha piimo v reaktoru. Pomoci téchto metodik
vyroby biosenzorii by bylo mozné dosdhnout lepSi Zivotnosti, neZ mnou testovanymi

technikami.
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