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Souhrn

Cela bakalaiska prace je vénovana studiu moznosti vyuziti riznych enzymt k piipravé
citlivych elektrochemickych senzori pro monitorovani klinicky vyznamnych latek v télnich
tekutinach. V tvodu jsou detailné popsany télni tekutiny, jejich klasifikace a chemické
slozeni. Dalsi ¢asti jsou wuz vénovany katalytickym biosenzorim, klasifikaci
elektrochemickych prevodnikli a technikdm potfebnym pro imobilizaci enzymu. Posledni
¢ast je zaméfena na spravny vybér daného enzymu a ptislusného transduktoru pro stanoveni

konkrétni latky v nékterych zminénych télnich tekutinach.

Kli¢ova slova
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Summary

The whole bachelor work is focused to study of possibilities of the different enzymes
in preparation of sensitive electrochemical sensors suitable for monitoring clinically
significant substances in body fluids. In the introduction, classification and chemical
composition of body fluids is described in details. Other parts are already devoted at catalytic
biosensors, electrochemical transducers and classification of techniques needed
for the immobilization of enzymes. The last part is focused to the proper selection
of an enzyme and the appropriate transducer for determination of specific substance in these

mentioned body fluids.
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Seznam pouzitych zkratek

ATP adenosintrifosfat

ECT extracelularni tekutiny
EDC N-ethyl-N-(3-(dimethylamino)propyl) karbodiimid
HEMA 2-hydroxyethylmethakrylat
ICT intracelularni tekutiny

ISE iontovée selektivni elektroda
NHS N-hydroxysukcinimid
PANI polyanilin

PVA polyvinylalkohol

PVC polyvinylchlorid

T3 trijodthyronin

T4 tyroxin

TT télni tekutiny
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1. Uvod

Bakalarska prace je veénovana studiu vyuziti elektrochemickych enzymovych
biosenzorii V analyze klinicky vyznanych latek v télnich tekutindch. Tudiz bylo nezbytné
v avodu definovat, klasifikovat, a popsat chemické slozeni télnich tekutin. Zastoupeni
organickych latek v konkrétni té€lni tekutin€ se 1iSi v zavislosti na jeji fyziologické funkci.
Zmeény slozeni, ale 1 koncentraci téchto latek muze poukdzat na jisté zmény spojené
S nejruznéjSimi onemocnénimi. Mezi tyto latky patfi hormony, vitaminy, aminokyseliny,
sacharidy atd.

Nasledujici kapitola popisuje biosenzory jako analytické pfistroje obsahujici
biologicky rozpoznavaci prvek, ktery je pfipojen k fyzikalné-chemickému pievodniku
(transduktoru). Prace je predev§im zaméfena na tuzkou skupinu elektrochemickych
transduktort.  Principidlné se muze jednat o potenciometrickd, amperometricka
¢i konduktometricka zafizeni. Funkce jednotlivych typi transduktorti jsou vysvétleny
na konkrétnich ptipadech.

Tteti kapitola se zabyva technikami potfebnymi pro imobilizaci enzyma na povrch
jiz zminénych transduktort. Je zcela ziejmé, Ze by jen tato kapitola mohla byt tématem celé
prace, a tudiz jsou zminény jen ty nejcastéji pouzivané. V posledni a také nejdilezitéjsi Casti
celé bakalatské prace je vzdy vypsan analyt obsazeny v dané télni tekuting a ptisluSny enzym

s elektrochemickym pievodnikem. Zavérem celé prace je shrnuti zjisténych poznatk.

12



2. Klinicky vyznamné latky v télnich tekutinach

T¢lni tekutiny (TT) jsou médiem mnoha dilezitych latek v lidském téle, které
zprostiedkovavaji pfesuny vody a v ni obsazenych latek uvnitt, dovniti a ven z bunék, tkani
aorganu. TT lze rozliSit na intracelularni (ICT) nachdzejici se uvniti bunék a extracelularni
tekutiny (ECT), které zprostiedkovavaji transport Zivotné nezbytnych latek. V uz§im slova
smyslu je tato bakalafskd prace vénovana moznostem vyuziti katalytickych biosenzort
vV monitorovani né€kterych klinicky vyznamnych latek vyskytujicich se pravé v ECT. Tudiz
je ziejmé, Ze nékteré latky budou zminény jen okrajové a jinym bude vénovana vétsi
pozornost.

Zékladem obsahu tekutin organismu je voda. V ECT jsou rozpusStény, vazany
nebo voln¢ ulozeny zdroje energie (glukdza), stavebni latky (bilkoviny, aminokyseliny),
mineralni latky, vitaminy (latky nezbytné pro spravnou funkci metabolismu), odpadni latky
(produkty metabolismu), mediatory regulacnich systémt (hormony), latky zodpovédné

za imunitu (protilatky), dychaci plyny a bezpocet dalsich latek (Darrow & Yannet, 1934).

2.1. Klasifikace télnich tekutin

Obecné Ize TT klasifikovat do mensich podskupin na zaklad¢ jejich podobnych
funkci, které mohou souviset s pfijmem potravy, transportem Zivin, reprodukci, vylu¢ovanim
odpadnich latek atd. (Squires, et al., 1951). Popis vybranych télnich tekutin véetné jejich

chemického sloZeni je uveden v odpovidajicich kapitolach.
® travici (sliny, Zalude¢ni $t'dva, pankreaticka Stava, Zlu¢ a sekret stieva)
® transportni (krev, tkanovy mok a lymfa)
® odpadni (mo¢, pot a slzy)
® ochranou funkci (hlen, slzy, u$ni maz a plodova voda)
® reprodukéni (ejakulat, vaginalni lubrikace, poSevni sekret atd.)

® vyzivovaci (matefské mléko)
2.1.1. Krev

Krev lze definovat jako ¢ervenou viskozni kapalinu proudici uvnité cévniho obéhu.

Poskytuje télu ziviny, transport kysliku a odstrafiovani odpadnich latek. Hlavni souc¢asti krve
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je plazma, Cervené krvinky, bilé krvinky a krevni desticky. V krvi je obsazeno velké mnozstvi
klinicky vyznamnych latek jako napf. minerdly, glukéza, kreatinin, kyselina mocova,
vitaminy, dopamin (Lee & Chen, 2004), moc¢ovina, aminokyseliny (Folin, 1922), hormony

(Nathanielsz, 1970), cholesterol a triacylglyceroly (Menezes, et al., 2015).

2.1.2. Lymfa (miza)

Lymfa vznikd v mezibunéénych prostorech z tkanového moku, je to bezbarva
nebo naZloutla tekutina, ktera obsahuje jen malo bilkovin. Sbira se do miznich vlase¢nic
a pokracuje dale SirSimi cévami, kde se na riiznych mistech nachéazeji lymfatické uzliny. Jejim
ukolem je odfiltrovat bakterie, viry, rakovinné buiky a jiné nezadouci latky z téla. Z tohoto
divodu je zfegmé, Zze lymfa je bohatd na pritomnost Dbilych krvinek
(Stamper & Woodruff, 1976). V mensim mnozstvi obsahuje také albumin, kde ale jeho

stanoveni uzce souvisi se stanovenim v Krvi (Zarins, et al., 1978).

2.1.3. Mozkomi$ni mok

Mozkomis$ni mok, tézZ znamy jako likvor, je Cird a bezbarvd tekutina, kterd
je produkovana z arterialni krve v plexus choroideus (Rao, et al., 1999) z mozkovych komor,
ale i z mozkovych kapilar a podél komorovych stén. Chrani proti infekci, podporuje Zilni
dutinu, vyZivuje a zabezpecuje mozek a michu. Tato t&€lni tekutina je bohatd na bilkoviny,

albuminy tak i globuliny (Ganrot & Laurell, 1974) a laktat (Vries, et al., 2001).

2.1.4. Mo¢

Mo¢ je ciré tekutina vylu€ovéana ledvinami se specifickym zapachem, ktery mize byt
az ¢pavy uvolnénim amoniaku pfi mikrobidlnim rozkladu mocoviny. Charakteristické Zluté
zabarveni je zpiisobené pfitomnym urochromem. Pro lidsky organismus je mo¢ primarnim
zpusobem vyluCovani rozpusténych odpadnich latek télesného metabolismu, produkti
rozkladi odumftelych bunék a krevnich Castic, prebyte¢nych ¢i nevyuzitych stopovych prvki,
vitamind, hormond, pro organismus nevhodnych chemickych latek a toxind z téla atd. V moci
se da stanovit mnoho klinicky vyznamnych latek, za zminku stoji kyselina mocova, glukéza,

kreatinin, kyselina askorbova, dopamin (Lee & Chen, 2004), bilirubin (Naumann, 1936),
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mocovina, amoniak (Cuthbertson, 1930) atd. Jejich pfitomnost nebo vysoka ¢i nizka hladina

muze o ledas¢em napovidat, ptredevsim pak pii 1ékarském vySetfeni.
2.1.5. USni maz

UsSni maz je Zlutohnédy sekret produkovany drobnymi Zlazami, ktery chrani citlivou
ktzi vnéjsiho zvukovodu. Svou pritomnosti ptisobi jako $tit mezi bubinkem a vnéj$im svétem,
a tak udrzuje spravné prostredi v uchu. Do zvukovodu se ¢asto dostavaji rizné necistoty, jako
prach, Spina, pyl, odumfeld povrchova vrstva ktze, uvolnéné chlupy atd. Ty smichanim
produkti vySe zminénych Zlaz piedstavuji nadm znamy voskovity maz, ktery je bohaty
predevsim na latky jako cholesterol, skvalen, lanosterol a v malém mnozstvi triacylglyceroly.
Za normalnich okolnosti je tento maz po svém vzniku posouvam smérem k zevnimu Usti

zvukovodu, kde vypadne i se vSemi necCistotami (Schwaab, et al., 2009).

2.1.6. Pot

Pot je produktem ekrinnich potnich zldz, jehoz produkce je fizena vegetativnim
nervovym systémem. Je pro télo dilezity z ohledu termoregula¢ni funkce, kdy organismus
prostfednictvim poceni reguluje télesnou teplotu, aby nedoslo k prehiati. Dale pot plni
vylucovaci funkci, kde s potem odchézi z téla i zplodiny latkové vymény. Pot obecn¢ udrzuje
nizkou hladinu pH, ktera slouzi jako ochrana vic¢i mikroorganismiim. Jedna
se 0 hypotonickou tekutinu (Kreyden & Scheidegger, 2004) obsahujici vodu, sul, glukozu,
kyselinu mlécnou (laktat), mocovinu, kyselinu pantotenovou, alanin, kyselinu asparagovou,
glycin, izoleucin, leucin, fenylalanin (Harvey, et al., 2010), kyselinu mocovou, kreatinin

(Huang, et al., 2002), mastné kyseliny a cholesterol (Nunome, et al., 2010).

2.2. Klinicky vyznamné organické latky

Tato kapitola pojednavd pouze o organickych latkdch vyskytujici se ve vyse
popsanych télnich tekutinach, které maji vyznam v diagnostice onemocnéni. Celd bakalarska
prace je koncipovdna na vyuziti enzymua k pfipravé elektrochemickych biosenzort, které
by slouzili k monitorovani hladin té€chto latek v télnich tekutinach. Pro lepsi ptehlednost

jsou tyto latky soucasti vétsich celkti na zakladé podobnosti chemickych vlastnosti.
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2.2.1. Sacharidy

Ze sacharidi ma v klinické diagnostice nejvétsi vyznam monosacharid glukéza.
Jeji fyziologické rozmezi v moci kolisa od 0,05 do 0,8 mmol.I™. Zvysené mnozstvi glukozy
V glomerularnim filtratu mutze byt zplUsobené diabetem, akutni pankreatitidou, sepsi,
podavanim 1ékd (anestetik) atd. V krvi se koncentrace glukézy pohybuje kolem
4,9 a7 6,9 mmol.I". Snizené hodnoty gluk6ézy poukazuji na hypoglykémii, které mohou
poukazat na mozny rozvoj rakovinového bujeni, neschopnost §tépeni glykogenu atd. Naproti
tomu zvysSené hodnoty indikuji uz vyse zminovany diabetes mellitus, endokrinni onemocnéni
spojené se zvysenou tvorbou hormont, ale i popaleniny, poskozeni nervi, selhavani ledvin

a riziko srde¢nich chorob (Amaral & Wolf, 2008).

2.2.2. Aminokyseliny

V krvi stanovitelné aminokyseliny jsou glycin, kyselina glutamova, leucin,
fenylalanin, tyrosin. (Folin, 1922) a v potu jsou obsazeny alanin, kyselina asparagova, glycin,
izoleucin, leucin, fenylalanin (Harvey, etal., 2010). Nejvétsi vyznam ma stanoveni
esencialnich aminokyselin a celkovy profil vkrvi ¢i sekretech pohlavniho ustroji

(Kanazawa & Teshima, 1981).

2.2.3. Hormony

Mezi Casto sledované latky v krvi byvaji hormony tyroxin (T4) a trijodthyronin (T3)
produkované §titnou Zlazou. Jejich zvySené hodnoty poukazuji na zvySenou ¢innost §titné
zlazy a naopak sniZzené hodnoty byvaji casto zplsobeny sniZenou cCinnosti
(Nathanielsz, 1970).

Katecholaminy, steroidni hormony a serotonin se ¢asto objevuji v moc¢i. Analyza moci
na obsah metaboliti vySe uvedenych hormoni ma vyznam v diagnostice rakoviny (zvySena
hladiny vanilmandlové kyseliny) (John,etal., 1999) nebo téhotenstvi (choriovy
chonadotropin) (Krantz, et al., 2004). Mezi stanovované katecholaminy v moci patii dopamin.
Jeho hladina je zvySena wu Parkinsonovy choroby, cirhozy jater, diabetu
(Bischoff & Torres, 1962).
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2.2.4. Vitaminy

Vitaminy lze obecné¢ klasifikovat jako esencialni organické sloucCeniny nezbytné
pro spravnou funkci lidského metabolismu. Jejich nedostatek ¢i nadbytek (lipofilni vitaminy)
se muze projevit fyziologickymi zménami nebo dokonce az vyustit v zdvazna onemocnéni.
Tudiz je zfejmé, Ze jejich analyza v té€lnich tekutinach pii podezieni lékafe je nezbytna.
Stanovuji se Casto vitaminy z fady B jako je kyselina pantotenova (Bs) (Harvey, et al., 2010),
riboflavin (B,), kyselina listova (Bg) atd. Nesmime opomenout také vitamin C (kyselinu
L-askorbovou), jehoz nedostatek zpisobuje kurdéje, svalovou slabost a podkozni krvaceni

(Lee & Kader, 2000).

2.2.5. Lipidy

Mezi nejvyznamnéjsi klinicky stanovitelné lipidy patii latky steroidni povahy.
Cholesterol je pro organismus nepostradatelny, nebot’ je prekurzorem pohlavnich hormoni,
vitaminu D atd. ZvySena hladina cholesterolu zpasobuje jista rizika spojena s rozvojem
ateroskler6zy, ischemické choroby srdeéni, cerebrovaskularniho onemocnéni a periferniho
arterialniho onemocnéni. Jeho referenéni rozmezi v krvi je 3,5 az 5,2 mmol.I™. Zvysena
produktivita usniho mazu, jenz je bohaty na cholesterol, 1ze ¢asto pozorovat u dermatitidy,
ekzému a chronické otitidy (Plat & Mensink, 2005).

V klinické diagnostice maji vyznam i triacylglyceroly. Jejich fyziologické hodnoty
v séru jsou do 2 mmol.I'Y. P¥i vyssi koncentraci je rizikovym faktorem vznik aterosklerozy,
kterd se nachdzi u mnoha typt hyperlipoproteinémie, nefrotického syndromu, diabetu,

alkoholismu, obezité a jaternich onemocnéni (Farquhar, el al., 1966).

2.2.6. Nebilkovinné dusikaté latky

Vysetfeni nebilkovinnych dusikatych slou€enin v té€lnich tekutinach je dutlezité
predevsim pro sledovani stavu jater, kde se odehrava podstatnd ¢ast metabolismu téchto latek.
V ledvinach se pak ptfednostné vylucuji. Z biochemického hlediska je nejvyznamné;si
mocovina, kreatinin, kyselina moc¢ova a amoniak, které se stanovuji pro klinické ucely.

Referencni rozmezi mocoviny vkrvi je od 1,7 do 8,3 mmol.I? a v moci

od 167 do 390 mmol.I"* (Eggenstein, et al., 1999). SniZené hodnoty mohou indikovat t&zké
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jaterni poruchy, sniZzeny pfisun proteinti, absenci nékterého z enzymii podilejicim se na tvorbé
mocoviny, dédi¢né poruchy syntézy proteinii atd. Také mize dochazet ke ztratdm mocoviny
moci, zptusobené zvysenou filtraci v ledvinach. ZvySené hladiny mohou byt zpiisobeny
nadmérnym mnozstvim bilkovin v potrave, zvySenym katabolismem (sepse, pooperacni stav),
vyssi produkci kortikoidi nebo latek jako je chloramfenikol a nedostateénym renalnim
vylucovanim (funkéni selhdni ledvin, renalni selhdni, snizené prokrveni ledvin)
(Faisst, et al., 2010). Mocovina se také nachazi v potu, kde jeji hodnoty zvySuje ischemie
a arterialni okluze (Heyningen & Weiner, 1952).

Fyziologické rozmezi kyseliny moové v krvi u Zen je od 150 do 300 pmol.I", u muzi
0d 210 do 420 pmol.I"a v mogi od 1,5 do 4,5 mmol.I". Snizené hladiny mohou byt zpiisobeny
enzymatickymi defekty, podanim 1€ki, tak téhotenstvim. Naopak zvySené hladiny mohou
indikovat vznikajici aterosklerozu, zvySenou degradaci nukleovych kyselin (napft.
hemolytickd anémie, zvySeny pfijem purinlil v potravé) a nedostatecné vylu¢ovani kyseliny
mocové ledvinami (selhani ledvin) (Nieto, et al., 2000).

U kreatininu zvySené hodnoty poukazuji na sniZenou glomerularni filtraci
pii chronickém selhavani ledvin, pokrocilém diabetu, pfi traumatech, popaleninach, svalové
dystrofii a také jsou spojeny se zvySenou mortalitou u hypertenznich osob, starSich osob
a pacientt s infarktem myokardu a s vyssim krevnim tlakem. Naopak snizené hodnoty mohou
byt u gigantismu a nadmémé fyzické namaze. Referen¢ni hodnoty v krvi jsou
od 76 do 129 pmol.I* a vmo¢i od 3 do 12 mmoll™ (Wannamethee, et al., 1997). B&né
hodnoty amoniaku jsou kolem 0 az 60 pmol.l™. SniZené hodnoty se projevuji po poziti
nékterych antibiotik, u 0sob s vysokym krevnim tlakem a zvySené u selhani jaterni funkce,
otravy jater, velké krvaceni do traviciho ustroji, nékteré Iéky (napt. morfin, heparin)
(Lockwood, et al., 1991, Bessman & Besaman, 1954).

2.2.7. Bilkoviny

Z klinického hlediska lze cCasto stanovit albumin, globuliny a bilirubin. Hodnoty
albuminu v likvoru jsou vys$i u pacientu s encefalitidou (Franciotta, et al., 2001). Naopak
bilirubin se nejCastéji vySetiuje pii podezieni na infekéni hepatitidu, bilidrni cirh6zu

a obstrukci Zlucovych cest (Tallack & Sherlock, 1954).
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2.2.8. Triterpeny

Jedna se o pfirodni organické latky (napi. skvalen, lanosterol), bézné se vyskytujici
V lidském téle. Vyznam jejich analyzy nema v klinické diagnostice velky vyznam,
I kdyZ mohou poskytnout dodate¢né informace o metabolismu cholesterolu, nebot’ z n¢j

vznikaji (Schwaab, et al., 2009).

2.2.9. Karboxylové kyseliny

V télnich tekutindch je stanovitelna sl kyseliny mlécné (laktat). ZvySené hladiny
poukazuji na laktatovou acidozu, kdy se jednad o ptekyseleni vnitiniho prostfedi organismu
(Cai, et al., 2010). V potu ma stanoveni laktatu vyznam pii vySetieni na ischemii, poruchu

7laz atd. (Heyningen & Weiner, 1952).
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3. Enzymatické biosenzory

Biosenzory lze definovat jako analytické ptistroje obsahujici biologicky rozpoznavaci
prvek (enzym, nukleova kyselina, protilatka atd.), ktery je pfipojen k fyzikalné-chemickému
pievodniku (Scheller, et al., 1985). Biologicky prvek je schopen snimani pfitomnosti aktivity
nebo koncentrace analytu v roztoku. V nasem piipadé se mize jednat o vySe zminéné
organické latky, kde ma jejich monitorovani v télnich tekutinach vyznam v diagnostice
nejriznéjSich onemocnéni. Enzymatické biosenzory jsou takova c¢idla, kde tim biologickym
prvkem je pravé enzym (biokatalyzator). Z tohoto hlediska je zfejmé, Ze enzymatické
biosenzory lze pouzit pro stanoveni jen jedné nebo Uzké skupiny latek (substratl), nebot
enzymatické reakce jsou dosti specifické. Tento fakt, zarucuje enzymatickym biosenszoriim
vysokou selektivitu, ktera je u sloZitych matric (t&lni tekutiny) nezbytna.

Fyzikalné-chemické ptrevodniky (transduktory) délime na zdkladé méteného signalu
(Thévenot, et al., 2001). Pokud je timto signalem elektricky proud, potencial ¢i vodivost
mluvime pak o elektrochemickych biosenzorech (D’Orazio, 2003). Samotnym pievodnikem
u téchto typi biosenzoril je polo€lanek (elektroda). Z ptedchozich sdéleni vyplyva, ze existuji
rizné druhy biosenzort, které mohou byt klasifikovany podle biologicky aktivni slozky,
pouzitého transduktoru nebo analytu, ktery monitoruji. Na Obr. 1 je ndzorné vysvétlen princip
biosenzord, kde jsou uvedené i nckteré analyty, které maji klinicky vyznam. V této praci

je nejvétsi diraz kladen praveé na enzymatické biosenzory s elektrochemickym pfevodnikem.

Analytes

@ Cholesterol
@ Triglycerides
@ Glucose

O Urea, etc.
‘ Antigens

>
& Target DNA

Immobilized
biomolecules

Organisms,
bacteria

Obr. 1. Struktura a princip biosenzori (Solanki, et al., 2011).
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3.1. Elektrochemické enzymové biosenzory
Tato kapitola pojednavd o klasifikaci a funkci jednotlivych elektrochemickych
enzymovych biosenzorech. Pro tuto praci jsou dulezité potenciometrické, amperometrické

a konduktometrické biosenzory, kterymi Ize stanovit analyt (t€lni tekutinu).

3.1.1. Potenciometrické biosenzory

Potenciometrie je zaloZena na méfeni rozdilu potencidlli mezi pracovni a referentni
elektrodou za nulového proudu. Obé¢ elektrody (poloclanky) jsou ponotfené do elektrolytu
a odd¢leny solnym mitistkem nebo fritou. Spolecné pak tvoii ¢lanek. V uzsim slova smyslu
Ize chapat potenciometricky biosenzor jako iontové selektivni elektrodu (ISE) potazenou
imobilizovanou vrstvou obsahujici konkrétni enzym (Lei, et al., 2006). ISE maji vysokou
selektivitu definovanou vlastnostmi selektivni membrany, ktera je v kontaktu s okolnim
roztokem. Membrany mohou byt vyrobeny z fady materidlu, nejcastéji se jedna 0 sklenéné,
monokrystalické,  polykrystalické a  polymerni —membrany (Lazcka, et al., 2007;
Yuging, el al., 2003). Za zakladatele biosenzoru lze povazovat profesora Clarka, ktery jako
prvni konstruoval ISE pro stanoveni aktivity kysliku. Prvni biosenzory byly tedy zalozeny
na méteni spotfeby kysliku béhem enzymatické reakce, nebot’ oxidazy katalyzuji oxidaci
substratu  vzdusnym kyslikem (Marrazza, etal., 2016). Potencial ISE pro dany iont
je pak dan Nikolského rovnici (1),

E= 5+ 2o+ K@) o

kde E je potencialovy rozdil z elektrochemického ¢lanku sestaveného z referen¢ni elektrody
a ISE; E? je tak zvany standardni potencidl ISE; R pfestavuje univerzalni plynovou konstantu
(R = 8,314 J.K.mol™); T udava absolutni teplotu v Kelvinech (K); F je Faradayova konstanta
(F = 96487 C.mol™); a;, aj, jsou aktivity indikovaného a rusivého iontu; Kj, je konstanta
selektivity ruSivého iontu; zj, z; jsou ndboje pfisluSnych ionti. Cim nizsi je hodnota konstanty
selektivity, tim méné piislusny ruSivi iont interferuje. Rozsah méfitelnych koncentraci
je zavisly na vlastnostech odpovidajici ISE (Vlasov, et al. 2008).

Odezva potenciometrickych senzoru je logaritmicka. Jedna se o rozmezi vétSinou

od 10 * 10° mol.I"* a2 0,1 mol.I™ a pro kone&né biosenzory od 0,1 x 10 az 10 * 10 mol.I™.
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Citlivost ISE zéavisi na velikosti z méfeného napéti. Prestoze jsou potenciometrické
biosenzory Casto pouzivané Vv analyze mnoha latek predevs§im diky jejich spolehlivosti a nizké
cené, maji i fadu nevyhod. Mezi né patii napf. velky ohmicky odpor, nizka mechanicka
odolnost, erozivita a citlivost na kapacitu pufrd pfi méfeni roztoka (Lakard, et al., 2004).
Potenciometricka ¢idla mohou byt také citliva i na pH vSirokém rozsahu

(Karyakin, et al., 1996).

3.1.2. Amperometrické biosenzory

Tyto biosenzory jsou zalozeny na méfeni proudu pii konstantnim napéti vloZzeném
na pracovni elektrodu. Velikost pro§lého proudu za urcity ¢as pak udava naboj odpovidajici
molarnimu mnozstvi pfeménéné latky na pracovni elektrodé (Sethi, 1994). Nejdulezitéjsim
faktorem je pfenos elektronii mezi redox centrem enzymu, medidtoru, nebo béhem oxidace
¢i redukce produktu biokatalyzy (Gerard, et al., 2002).

V instrumentaci se ampérometrie nijak neli$i od voltametrie. Pracuje se vétSinou
v tiielektrodovém uspotradani, které je univerzalni, ale vyzaduje potenciostat udrzujici
konstantni potencial pracovni elektrody viaci referentni elektrodé (Pang, et al., 2009).
Zapouziti mikroelektrod je pak moZzno pracovat i ve dvouelektrodovém zapojeni,
coz Se bézn¢ pouziva u pratokovych analyz (Wijayawardhana, et al., 1999). Pracovni
elektroda je obvykle vyrobena z kovu (Pt nebo Au) nebo z materidlu na bazi uhliku.
Jako referentni elektroda se velmi casto pouziva AQ/AgCl (Karyakin, et al., 1995)
a pomocnou elektrodu ¢asto ptredstavuje platinovy drat, uhlik nebo mérna cela z nerezové
oceli (Pang, et al., 2009).

Tyto biosenzory jsou specifické vysokym stupném piesnosti, dynamickym rozsahem
signdlu, jsou rychlé, citlivé a jsou vhodné pro detekce nizkych koncentraci substratu
(Karyakin, et al., 1995). Existuje fada méficich technik podle ¢asového prubéhu potencialu
pracovni elektrody napif. chromoamperometrie umoziujici ziskat informace o ptedchozich
elektrodovych jevech, pulzni amperometrie zvySuje podil signalu vi¢i Sumu. Citlivost mize
byt zvySena snizenym aplikovanym potencidlem (Liu, etal., 1997). Selektivita se fidi
vlastnostmi  pouzit¢ biologické slozky a redox potencidlem pifitomnych latek
(Corcuera, et al., 2005; Prodromidis & Karayannis, 2002). Amperometrické biosenzory byly
Siroce rozvinuty pro stanoveni biologicky odbouratelnych organickych latek ve vodnych

roztocich (Lei, et al., 2006), ale i klinicky vyznamnych latek (Sethi, 1994).
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3.1.3. Konduktometrické biosenzory

Konduktometrické biosenzory tvoii Sirokou zakladnu biosenzori vyuZzivajici pfimou
elektrickou odezvu (Lee, et al., 2000). Konduktometrie je zalozena na stanoveni vodivosti
nebo mérné vodivosti elektrolytl (D’Orazio, 2003). Z tohoto diivodu neni zapotiebi jakdkoliv
pritomnost referentni elektrody (Dzyadevych, et al., 2002). Podminkou pro Uspé$na
konduktometricka méteni je dostatecna elektrickd izolace, nebot’ sebe mensi zmény vodivosti

1ze pak povazovat za odezvu. Elektricky odpor vodice R je dan vyrazem (2),

=--C @

v~
< |r
vl =
< [|r

kde p znamena mérny odpor, | je délka vodice, Sjeho prifez, y je méma vodivost a C
je odporova konstanta konduktometrické cely. Méma vodivost elektrolytl zavisi
na koncentraci iontd a jejich pohyblivosti, ¢ehoz lze vyuzit v fad¢ praktickych méteni.

Princip takového konduktometrického biosenzoru lze snadno vysvétlit na konkrétnim
piikladé stanoveni modoviny, kdy enzym ureaza $tépi mocovinu na NH,;", HCO3 a OH’ ionty.
Tudiz dochazi k vyraznému zvySeni vodivosti pfitomnosti vzniklych produktii, které nesou
naboj a jsou velmi pohyblivé (Zhylyak, et al., 1995).

Mnoho enzymatickych reakci je spojeno se spotiebou nebo produkci nabitych castic.
Z toho vyplivd moznost vyuziti vodivostnich transduktorti v analyze klinicky vyznamnych
latek. Enzymové reakce mohou byt monitorovany s vodivostnim zafizenim za pouziti
mikroelektrod (Thévenot, et al., 2001). Hlavni vyhody téchto senzorti jsou malé rozméry
pouzitych elektrod, jednoduchost instrumentace, nizka nakladnost a nizka spotieba elektrické
energie. Jejich pouziti je vSak omezené z dtivodu niZsi citlivosti. Velkou nevyhodou je vlastni
vodivost pracovniho prostfedi. Citlivost by méla byt konstantni po dobu Zzivotnosti, jinak
se zmény citlivosti kompenzuji rekalibraci. To samoziejm¢ plati i pro vySe zminénd cidla

(Dzyadevych, et al., 2001).
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4. MoZnosti imobilizace enzymii

Imobilizace je proces, pii kterém dochazi K pfevedeni rozpustného biopolymeru
(enzymu) na formu nerozpustnou. Ukolem je pevné zachyceni biologické slozky
k pfevodniku. Zminéna slozka vyzaduje maximalni kontakt pro dosazeni maximalni u¢innosti
findlniho ¢idla (Newman & Setford, 2006). Nejcastéji jsou imobilizovany enzymy na povrchu
pevnych elektrodovych substratd (Schuabb, et al., 2016). Timto zptsobem byla vyfeSena
Zivotnost a udrzba biosenzoru.

Samotna imobilizace pak zavisi na mnoha faktorech, jako je povaha biologické slozky,
pouzity typ transduktoru (elektrodovy matrial), fyzikalné-chemické vlastnosti stanovované
latky a provozni podminky (sloZeni elektrolytu). V uvahu je potieba brat také celkové
usporadani detekéni cely, tudiz se jedna o klasické (sadkové) nebo priitokové usporadani
(Amine, et al., 2006).

Stabilita imobilizované vrstvy enzymu je dana podtem vytvofenych vazeb mezi
enzymem anosicem, at uz se jednd o vazby chemické (kovalentni; enzym-enzym,
enzym-elektroda a jejich kombinace) nebo fyzikdlni (nekovalentni; micely, polymery,
adsorpce atd.) (Cao, 2005). Nejcastéjsi usporadani je takové, Ze reaktant je ve vodné fazi,
ktera prochazi pies pevnou fazi obsahujici katalyzator. Existuji vSak i ptipady, kdy je reaktant

ve fazi plynné nebo kapalné, ktera je nemisitelna s vodou (Newman & Setford, 2006).

4.1. Pfimé zakomponovani do elektrodového materialu

Jedna se o pfimé zakomponovani enzymu nebo biologické slozky obsahujici enzym
(¢ast houby, ovoce ¢i zeleniny, vysuSené bakterie atd.) do uhlikové pasty. Uhlikovéa pasta
je pfipravovana smisenim praskového uhliku s hydrofobni, malo tékavou kapalinou, napf.
parafinovym olejem (Rubianes & Rivas, 2003).

Jednoduchy polyfenoloxiddzovy senzor lze pfipravit pravé piimichanim extraktu
Z bananu nebo brambor. Tyto extrakty jsou zdrojem enzymi. Obdobné¢ Ize piimichat do pasty
extrakt z hub nebo jinych organismi. Nevyhodou téchto biosenzoru je vSak nizka aktivita

enzymu (Dutta & Sarkar, 2014).

4.2. Pfima adsorpce na povrch transduktoru
Adsorpce je nejstarSi, ale jednim znejjednodusSich a nejrychlejSich zplsobl

imobilizace enzymii na povrch transduktorii. Tento zpiisob imobilizace vyuziva fadu
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interakci, které mohou zaviset na riznych podminkéach jako je teplota, pH, iontova sila,
pfidani rozpoustédla, atd.

Obecné jsou znamy dva typy. Jednim je fyzikalni adsorpce, ke které dochdzi pomoci
van der Waalsovych sil mezi enzymem a pevnym povrchem. Druhym typem je adsorpce,
za vzniku vodikovych vazeb (Albareda-Sirvent, et al., 2000).

Jako bézné pouzivané adsorbenty mohou byt oxid hlinity, uhlik, celuloza, jily,
hydroxyapatit, sklo, pryskyfice aj. Enzymy adsorbované na sklenéné povrchy maji kupodivu

delsi zivotnosti a tak mohou byt pouzivany opakované bez ztrat aktivity (Weetall, 1974).

4.3. Zachyceni pomoci vodivého polymeru

Zachyceni enzymu do struktury membrany z vodivého polymeru nabizi snadny zptisob
imobilizace (Sheldon, 2007). Zachyceni pomoci polymerni struktury dovoli substratu
a produktim enzymatickych reakci volné prochdzet, ale enzym zlstane vzdy zachycen
(Weetall, 1974). Na povrchu pracovni elektrody Ize vytvorit polymerni film, za stalé hodnoty
potencidlu, za stalého proudu nebo metodou cyklickych zmén potencidlu. Dilezitou roli hraje
vodivost polymernich vrstev, které umoziiuji snadnéjs$i ptrenos elektronii mezi elektrodou
a biomolekulami. Nicméné vysledny polymer obsahuje casto vysoky podil vody,
coz je nezadouci, protoze dochazi ke zhorSeni mechanickych vlastnosti biomembrany
(Weetall, 1974). Biovrstvy nejsou pfili$ stabilni a tak ¢asem dochazi k uvolnéni zachycenych
biomolekul.

Mezi béZné pouZivané polymery k imobilizaci biomolekul patii polyanilin (PANI),
polythiofen, polyvinylchlorid (PVC), polyvinylalkohol (PVA), 2-hydroxyethylmethakrylat
(HEMA), polyuretany, Nafion a akrylova pryskyfice (Albareda-Sirvent, et al., 2000;
Sheldon, 2007; Weaver, et al., 2004).

Jak je znazorn€no na Obr. 2a, tak enzym mulZe vyuZivat reverzni micely bez tvorby
jakékoliv kovalentni vazby mezi enzymem a obalem. Enzym je zachycen ve dvou krocich.
V prvnim kroku dochazi k syntetizovani polymerti na povrch enzymu a ve druhém dochazi
K zasitovani, coz ma za nasledek polymerni sit, ktera je vazana na povrch enzymu. Naopak
na Obr.2b je znazornénd absence reverznich micel, z nichz kazdd molekula enzymu
je iontové sparovana. S malym mnozstvim povrchové aktivnich molekul, které jsou opacné

nabité vii¢i naboji na povrchu enzymu (Kim, et al., 2008).
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Obr. 2 Imobilizace enzymu s reverzni micelou (a) a s absenci micely (b) (Kim, et al., 2008).

4.3.1. Klasifikace pouZzivanych polymeri

Polymer je makromolekula tvofena z molekul jednoho atomu, vice druhti atomu
nebo skupin spojenych navzajem v tak velkém poctu, Ze fada fyzikalnich nebo chemickych
vlastnosti této latky se nezméni ptiddnim nebo odebranim jedné nebo nékolika konstitu¢nich
jednotek. Tyto fetézcové struktury vznikaji polymerizaci nebo polykondenzaci

(Mohanty, et al., 2000). Jednotlivé polymery jsou popsany v nasledujicich kapitolach.

4.3.1.1. Polyvinylalkohol (PVA)

Jednd se o hydrofilni, ve vod¢é bobtnajici polymer pouZivany k imobilizacim.
Pfipravuje se hydrolyzou polyvinylacetatu, ktery je ve formé& oligomerti slouzici
pro zasitovani konecného polymeru napft. tri-izokyanatem. Na povrch senzoru se nejprve

nanese enzym a az poté samotny PVA (Sheldon, 2007).

4.3.1.2. Hydroxyethylmethakrylat (HEMA)

HEMA je dalsi hydrofilni a biokompatibilni polymer, c¢asto pouZivany

ve zdravotnictvi vykazujici vysoky stupen hydratace (Weaver, et al., 2004).
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4.3.1.3. Polyuretany

Patii do skupiny polymert s dobrymi adheznimi vlastnostmi. Polyuretany jsou velmi
rozsahla tiida makromolekularnich latek. Jejich slozeni a struktura se mohou ménit v Sirokych
mezich. Nekteré z nich jsou jemné a elastické, zatimco jiné jsou tuhé. Vychazi z oligomerd,
které se zasituji napf. difenylmethanem di-izokyanatem v pfitomnosti enzymu
(Dieterich, 1981; Chattopadhyayl & Webster, 2009).

4.3.1.4. Akrylova pryskyfrice

Akrylovéa pryskyfice je makroporézni kopolymer. Je vysoce hydrofilni a stabilni,
atojak chemicky tak i mechanicky. Vaze proteiny reakci oxiranovych skupin s volnymi
aminoskupinami enzymu za vzniku kovalentnich vazeb, které maji dlouhodobou stabilitu

(Sheldon, 2007).

4.3.1.5. Polyvinylchlorid (PVC)

Je nejpouzivangj$i, nerozpustny ve vod¢, olejich ani v koncentrovanych
anorganickych kyselinach a zasadach (Albareda-Sirvent, et al., 2000). Nevyhodou je velmi
nizkd vodivost. Z tohoto divodu se piednostné vyuziva k pfipravé iontové selektivnich

membran u potenciometrickych senzort.

4.3.1.6. Polythiofen

Jednd se o polymer nerozpustny ve vodé a vyzaduje vysSi pracovni potencial

pro elektropolymeraci (Ruiz, et al., 2013).

4.3.1.7. Polyanilin (PANI)

Polyanilin patfi do skupiny polo-flexibilnich polymerti, je druhym nejperspektivnéjSim
vodivym polymerem. Je znamy svoji vysokou elektrickou vodivosti. VyuZziva se proto ¢asto

k pfipravé amperometrickych biosenzora (Cao, et al., 1992).
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4.3.1.8. Nafion

Nafion je sulfonovany fluoropolymer (terafluorethylen) na béazi kopolymeru.
Ma vynikajici tepelnou a mechanickou stabilitu, proto je pouzivan jako protonovy vodic
pro vyménu protond palivovych ¢lankd. Je to polymer doddvany v rozpusténém stavu

ve smési alkoholu s vodou. Funguje i jako iontoméni¢ (Lee, al. 1998).

4.4. Imobilizace enzymi kovalentni vazbou

Dalsi moznosti imobilizace enzymu je chemické navazani enzymu s vodivym nosi¢em
pomoci kovalentni vazby. Jedna se o univerzalni a stabilni metodu. Ke vzniku vazby dochazi
mezi chemickymi skupinami enzymu a skupinami na povrchu nosice. Vyhodou této metody
je, ze enzym neni po reakci uvolnén do roztoku. Pfi tomto procesu je nezbytna aktivace
nosice a vytvoreni prislusnych chemickych skupin. Nevyhodou vazby je, ze enzym muze byt
inaktivovan pii zmén¢ konformace (Albareda-Sirvent, et al., 2000).

Ptikladem kovalentni imobilizace enzymu je pfichyceni na povrch uhlikovych
nanotrubic, jak je Znazornéno na Obr. 3., kde EDC znaci
N-ethyl-N-(3-(dimethylamino)propyl) karbodiimid a NHS znamena N-hydroxysukcinimid.
Tyto nanotrubice maji jedinecné fyzikalni a chemické vlastnosti, nebot” vykazuji mnohem
reaktivnéjsi zakonceni. Jsou to podlouhlé utvary, jejichz stény jsou tvofeny atomy uhliku.
Mohou byt jednosténné i vicesténné. Tato imobilizace je vyvolana reakci volnych aminovych
skupin generovanych elektrochemickou oxidaci nebo redukci dané slou¢eniny na povrchu
proteint s karboxylovymi skupinami nosi¢e. Proces vyuZiva jednoelektronovou redukci
cilenou na volné radikdly, které jsou generovany za piitomnosti elektrické energie. Nasledn¢

jsou piipojeny kovalentni vazbou na povrch uhlikovych nanotrubic (Feng & Peijun, 2011).

CNT Carboxylated CNT
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Obr.3 Znazornéni  konjugace enzymd na povrch  uhlikovych  nanotrubic

(Feng & Peijun, 2011).
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5. Vyuziti enzymi v analyze télnich tekutin

V této kapitole jsou uvedeny klinicky vyznamné latky nachazejici se v rGznych
télnich tekutinach, které jakoz to substraty odpovidajicich enzym mohou byt stanoveny
elektrochemickymi biosenzory obsahujici pravé tuto biologicky aktivni komponentu. Vycet
jednotlivych analytt a pfisluSnych (eventualnich) biosenzort, které by bylo mozno v Klinické
analyze pouzit, je uveden v Tab. 1. Nicméné se domnivam, Ze nejprve by bylo vhodné
alespon popsat a klasifikovat viilbec samotné enzymy. TudiZ v nasledujicich podkapitolach

naleznete jednotlivé tfidy enzymi s popiskem jejich biologickych funkci.

5.1. Zakladni klasifikace enzymi

Enzymy jsou katalyzatory biologickych systémi; zkracené biokatalyzatory.
Z chemického hlediska se jedna o proteiny obsahujici specifickou nebilkovinovou ¢ast
(kofaktor), ktera je zodpovédna za funkci daného enzymu. Enzymy zasadné ovliviiuji rychlost
reakce, nebot’ snizuji aktivaéni energii, takzvanou Gibbsovu funkci (AG). Tato kapitola
je vénovana zakladni klasifikaci enzymi. Enzymy lze na zakladé podobnosti rozd¢lit do Sesti
tiid. Mezi tyto tfidy patfi oxidoreduktazy, transferdzy, hydrolazy, lyazy, izomerazy a ligazy
(Shen & Chou, 2007; Huang, et al., 2007).

5.1.1 Oxidoreduktazy

Oxidoreduktazy jsou nejpocetnéjsi skupinou enzymi. Katalyzuji redoxni dé€je spojené
se vznikem nebo spotiebou energie. Oxidoredukéni dé&je jsou spojeny nejcastéji s pienosem
vodiku, kysliku nebo pouze samotnych elektrond, a proto se tyto enzymy hojné pouzivaji
k ptipravé elektrochemickych biosenzor. Jedna se o dehydrogenazy, oxidazy, oxygenazy,
hydroxylazy a cytochromy. Pravé oxidazy jsou nezbytnou vybavou katabolickych drah,
pfi kterych dochdzi ke vzniku jednodu$Sich produktd (katabolitll) a uvolnéni energie;

nejcastéji ve forme adenosintrifosfatu (ATP) (Huang, et al., 2007).

5.1.2 Transferazy

Tyto enzymy pienaseji funkéni skupiny, napt. methyl, acetyl- nebo fosfatovou skupinu

z donoru na akceptor. Ugastni se biosyntetickych d&ji (anabolismu), pfi kterych dochéazi

29


https://cs.wikipedia.org/wiki/Adenosintrifosf%C3%A1t

ke spotiebé energie. Mezi transferazy patfi aminotransferazy, transglykosylazy,

transmethylazy, hexokinazy atd. (Huang, et al., 2007).

5.1.3. Hydrolazy

Katalyzuji hydrolytické Stépeni vazeb jako amidové nebo esterové. Hydrolazy
se podileji na rozkladnych procesech vyssich makromolekul. Na zaklad¢ substrati se dé€li

na proteazy, lipazy, esterazy, glukosidazy aj. (Huang, et al., 2007; Fishman, 1978).

5.1.4. Lyazy

Katalyzuji nehydrolytické stépeni C-C a C-N vazeb bez ptistupu vody. S chemického
hlediska se jedna o slozité bilkoviny. Mezi lyazy patii napiiklad synthazy vytvarejici slozitéjsi
produkty z jednoduchych substrati bez poticby Stépeni ATP. Mezi lyazy fadime
dekarboxylazy, aldehydlyazy a dehydratazy (Huang, et al., 2007; Fishman, 1978).

5.1.5. Ligazy

Ligazy jsou enzymy katalyzujici spojeni dvou molekul kovalentni vazbou za spotieby
ATP. Ligazy jsou nezbytnou soucasti anabolickych drah, nebot’ se podileji na nejrizné&jsSich

biosyntézach (Huang, et al., 2007; Fishman, 1978).

5.1.6. Isomerazy

Tyto enzymy katalyzuji izomeriza¢ni reakce. Uvnitf molekul dochazi k ptesunim
atomll nebo dokonce celych funkénich skupin. Izomerazy jsou nejméné pocetnou skupinou
enzymi. Mezi tyto biokatalyzatory fadime cis-(trans)-izomerazy, epimerazy, mutazy

a racemazy (Huang, et al., 2007; Fishman, 1978).

5.2. Elektrochemické enzymové biosenzory v analyze télnich tekutin

Tuto posledni cast své bakalarské prace povazuji za nejdilezitéjsi, nebot
jsou zde uvedené jednotlivé analyty obsazené v danych télnich tekutinach s odpovidajicim
enzymem a pfislusnym elektrochemickym transduktorem. Enzymové biosenzory vyuZzivaji
spojeni substratové specifity enzymu, ktery je v tenké vrstvé nanesen na povrch meéfici
elektrody. Enzym je vybiran tak, aby katalyzoval pozadovanou reakci, v které vystupuje

analyt jako substrat ¢i produkt. Volba elektrochemické metody zavisi na enzymatickych
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systémech, napf. vyuziti amperometrie pifi pouziti oxiddz a dehydrogenaz; vyuziti

potenciometrie pii pouziti dekarboxylaz (Wolfbels, 1991).

Tab. 1: Souhrn jednotlivych analys a jejich enzymi s prisluSnym transduktorem

Télni Analyt Enzym Transduktor Reference
tekutina
Krev Glukoza Glukozoxidaza Amperometricky D’Orazio, 2003
Wolfbels, 1991
Kreatinin Kreatinkinaza Amperometricky D’Orazio, 2003
Wolfbels, 1991
Kyselina Urikaza Amperometricky D’Orazio, 2003
mocova Wolfbels, 1991
Dopamin Dekarboxylaza Amperometricky Kissinger, et al.,
1977
Modovina Glutamat- Konduktometricky ~ Zhylyak, et al.,
dehydrogenaza 1995
Wolfbels, 1991
Glycin Aminolevulat Potenciometricky Lakard, et al.,
syntaza 2004
Kyselina Glutamat- Potenciometricky Lakard, et al.,
glutamova dehydrogenaza 2004
Leucin Leucin- Potenciometricky Lakard, et al.,
dehydrogenaza 2004
Fenylalanin Fenylalanin- Potenciometricky Lakard, et al.,
dekarboxylaza 2004
Tyrosin Tyrosinhydroxylaza Potenciometricky Lakard, et al.,
2004
Tyroxin Thyroperoxidaza Amperometricky Schall, et al.,
1978
Trijodthyronin ~ Thyroperoxidaza Amperometricky Schall, et al.,
1978
Cholesterol Cholesterolesteraza Potenciometricky Lakard, et al.,
2004
Wolfbels, 1991
Triacylglyceroly Lipoproteinova lipaza Potenciometricky Havel, et al.,
1973
Likvor Laktat Laktatdehydrogenaza Potenciometricky Lakard, et al.,
2004
Wolfbels, 1991
Mo¢ Kyselina Urikaza Amperometricky D’Orazio, 2003
mocova Wolfbels, 1991
Glukoza Glukozoxidaza Amperometricky D’Orazio, 2003
Wolfbels, 1991
Kreatinin Kreatinkindza Amperometricky D’Orazio, 2003
Wolfbels, 1991
Kyselina Askorbatoxidaza Amperometricky D’Orazio, 2003
askorbova Wolfbels, 1991
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Télni Analyt Enzym Transduktor Reference
tekutina
Dopamin Dekarboxylaza Amperometricky Kissinger, et al.,
1977
Mocovina Glutamat- Konduktometricky ~ Zhylyak, et al.,
dehydrogenaza 1995
Wolfbels, 1991
Bilirubin Bilirubinoxidaza Amperometricky Wolfbels, 1991
Amoniak Glutamat- Potenciometricky Lakard, et al.,
dehydrogenaza 2004
Usni maz  Cholesterol Cholesterolesteraza Potenciometricky Lakard, et al.,
2004
Wolfbels, 1991
Skvalen Skvalensyntaza Potenciometricky Amin, et al.,
1992
Lanosterol Lanosterolsyntaza Potenciometricky Amin, et al.,
1992
Triacylglyceroly Lipoproteinova lipaza Potenciometricky Havel, et al.,
1973
Pot Glukoza Glukozoxidaza Amperometricky D’Orazio, 2003
Wolfbels, 1991
Laktat Laktatdehydrogenaza Potenciometricky Lakard, et al.,
2004
Wolfbels, 1991
Modovina Glutamat- Konduktometricky ~ Zhylyak, et al.,
dehydrogenaza 1995
Wolfbels, 1991
Alanin Alaninaminotransferaza Potenciometricky Lakard, et al.,
2004
Kyselina Aspartataminotransferaza  Potenciometricky Lakard, et al.,
asparagova
2004
Glycin Aminolevulat syntaza Potenciometricky Lakard, et al.,
2004
Izoleucin Oxidaza Potenciometricky Lakard, et al.,
2004
Leucin Oxidaza Potenciometricky Lakard, et al.,
2004
Fenylalanin Dekarboxylaza Potenciometricky Lakard, et al.,
2004
Kyselina Urikaza Amperometricky D’Orazio, 2003
modova Wolfbels, 1991
Kreatinin Kreatininaza Amperometricky D’Orazio, 2003
Wolfbels, 1991
Cholesterol Cholesterolesteraza Potenciometricky Lakard, et al.,
2004

Wolfbels, 1991
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6. Zavér

V bakalaiské praci je shrnuta klasifikace a slozeni télnich tekutin. Dlraz je predevSim
kladen na klinicky vyznamné organické latky, jako jsou napi. aminokyseliny, lipidy,
nebilkovinné dusikaté latky, hormony atd., které lze stanovit pomoci elektrochemickych
enzymovych biosenzord. Snizené¢ nebo zvySené hodnoty téchto latek mohou upozornit
na rozvoj nejriznéjSich onemocnéni. V dnesni dob¢€ jsou pravé biosenzory Casto vyuzivané,
ale stale je mozné najit fadu pozadavki na zlepSeni, jako je vétsi piesnost, rychlost odezvy
nebo vEtsi selektivita. Sama vEéiim, ze se jejich vyuziti bude dale rozvijet.

Dle mého nézoru vyzkum nejriznéjSich zplsobt zakotveni enzymu k elektrodovym
substratiim muaze do budoucna zajistit ziskani enzymového preparatu s dostate¢nou aktivitou,
selektivitou a predevsim pozadovanou stabilitou.

Velkou roli hraje také i ekonomické hledisko a nutnost brat ohled na podminky
enzymatické reakce. Soucasné tendence ve vyvoji enzymatickych biosenzori vyvijeji tlak
na zvyseni zivotnosti enzymu, tak aby nebyly jen zdjmem akademické obce, ale mohli i byt
pouzity piimo v praxi. Glukézovy amperometricky biosenzor je ptiklad uspéSného a dnes
uz rutinniho pouZzivani v oblasti mediciny. V zavéru bych rada také podotkla, Ze v soucasnosti
je velky rozvoj biotechnologickych procesti v riznych primyslovych odvétvich,

at’ uz se jedna o potravinarstvi, medicinu ¢i dokonce v papirenstvi.
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