UNIVERZITA PARDUBICE

FAKULTA CHEMICKO-TECHNOLOGICKA

BAKALARSKA PRACE

2023 Jakub Mavrev



Univerzita Pardubice

Fakulta chemicko-technologicka

Enzymové biosenzory

Bakalatska prace

2023 Jakub Mavrev



University of Pardubice

Faculty of Chemical Technology

Enzyme Biosensors

Bachelor Thesis

2023 Jakub Mavrev



Univerzita Pardubice
Fakulta chemicko-technologicka
Akademicky rok: 2022/2023

ZADANI BAKALARSKE PRACE

(projektu, uméleckého dila, uméleckého vykonu)

Jméno a pfijmeni: Jakub Mavrev

Osabni ¢islo: C20242

Studijni program: B3912 Specialni chemicko-biologické obory
Studijnf obor: Zdravotni laborant

Téma préace: Enzymové biosenzory

Téma préce anglicky: Enzyme Biosensors
Zadavajici katedra: ~ Katedra biologickych a biochemickych véd

Zasady pro vypracovani

1. Vlypracovat teoretickou resersi tykajici se konstrukce a pouziti enzymowvych biosenzor

2.V Gvodu kratce popsat historii vyvoje biosenzori

3. Dalsi kapitoly vénovat konstrukei enzymovych biosenzori, pouzitym materialim a moznostem imo-
bilizace enzymt

4.V zavéru prace zminit vyhody a nevyhody pouZiti enzymovych biosenzor(



Rozsah pracovni zpravy: 25s.
Rozsah grafickych praci: dle potieby
Forma zpracovani bakalarské prace: tisténa

Seznam doporucené literatury:

Podle pokyn(i vedouciho bakalarské prace.

Vedouci bakalaiské prace: Mgr. Sarka Stépankova, Ph.D.
Katedra biologickych a biochemickych véd

Datum zadani bakalarské prace: 23. prosince 2022
Termin odevzdéni bakaléiské préce: 30. éervna 2023

L:S:
prof. Ing. Petr Némec, Ph.D. v.r. doc. RNDr. Tomas Rousar, Ph.D. v.r.
dékan vedouci katedry

V Pardubicich dne 28. Ginora 2023



Prohlasuji:

Praci s ndzvem Enzymové biosenzory jsem vypracoval samostatné. Veskeré literarni
prameny a informace, které jsem v praci vyuzil, jsou uvedeny v seznamu pouzité

literatury.

Byl jsem sezndmen s tim, ze se na moji praci vztahuji prdva a povinnosti vyplyvajici
ze zékona €. 121/2000 Sb., o pravu autorském, o pravech souvisejicich s pravem
autorskym a o zméné nekterych zadkond (autorsky zdkon), ve znéni pozdéjsich predpist,
zejména se skutecnosti, Ze Univerzita Pardubice ma pravo na uzavieni licencni smlouvy
o uziti této prace jako Skolniho dila podle § 60 odst. 1 autorského zdkona, 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 piiméfeny piispévek
na thradu néakladu, které na vytvofeni 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 zmén¢ a doplnéni dalSich zdkonil (zdkon o vysokych Skolach), ve znéni pozdéjsich
pfedpisi, a smérnici Univerzity Pardubice ¢. 7/2019 Pravidla pro odevzdavani,
zvetejnovani a formalni Upravu zéavéreénych praci, ve znéni pozdéjSich dodatku,

bude prace zveiejnéna prostiednictvim Digitalni knithovny Univerzity Pardubice.

V Pardubicich dne 30. 6. 2023

Jakub Mavrev



PODEKOVANI

Touto cestou bych chtdl velmi pod&kovat Mgr. Sarce Stdpankové, Ph.D., vedouci mé
bakalaiské prace, za odborné vedeni, za jeji klidny, vstficny a laskavy pfistup,
za poskytnuti jejich drahocennych rad a zkuSenosti, a predevSim za Cas, ktery mi
vénovala béhem psani mé bakalaiské prace. Velké podékovani smétuje 1 k mé rodiné

a k mym pratelim, protoze praveé oni mé podporovali a motivovali béhem studia.



ANOTACE

Tato bakalafska prace ma za cil seznadmit Ctenaie se zakladni analytickou podstatou
enzymovych biosenzori. Diskutuji se zde pocatky takového senzoru, materidly na jeho
konstrukei, jejich skladba a imobilizacni postupy. Duraz je dale kladen na pfinosné
anepiinosné analytické vlastnosti enzymového biosenzoru, které jsou porovnany
s vlastnostmi jinych biorekogni¢nich slozek. Popséano je i jeho potencidlni vyuziti

v klinické, industrialni, potravinaiské, environmentalni a vojenské praxi.
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Enzyme Biosensors

ANNOTATION

This bachelor's thesis is designed to assist the reader in acquiring the basics
of the analytical focus of enzyme biosensors. The timeline of enzyme biosensor design,
materials for its construction, fabrication procedures, and immobilization techniques
are also taken into account. Particular emphasis is placed on the analytical characteristics
of enzyme biosensors in terms of comparison with other bioreceptors. Target applications
in the biomedical field, industrial field, food and beverage industry, environment

monitoring, and warfare agents’ assay are also presented.
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UvVOD

S kvalitou zivota je totiz spojena kvalita a bezpecnost naseho Zivotniho prostiedi,
zajisténi nezavadnosti potravinovych produkt nebo v€asny zachyt, screening a prevence
ruznych onemocnéni. Ve vSech téchto sférach je vyzadované nepietrzité monitorovani
klicovych parametrti, a pfesné v tomto kontextu operuje biosenzor.

Biosenzor je zatizeni, které kombinuje biologicky material s vhodnou platformou,
ktera je schopna detekovat sledovany analyt, at uz nizkomolekularni
nebo vysokomolekuldrni podstaty, bez nutnosti pfiddvat k roztoku analytu reagencie.
Principialné¢ je slozen zptfevodniho zafizeni integrovaného s rekogni¢ni slozkou
biologického charakteru, ktera specificky interaguje s analytem, ¢imz na povrchu
pfevodniku zapficiniuje fyzikalné-chemické zmény. V tomto provedeni je zaznamenany
specificky reakéni mechanismus analytu pfeveden na signal, ktery je 1épe vyhodnotitelny.
O zaznamenani signall se v nejveétsim méfitku staraji enzymy imobilizované na povrch
pfevodniku, ktery je schopny tyto signaly transformovat na signaly elektrochemickeé,
elektrické, optické, gravimetrické nebo akustické.

Enzymatické biosenzory umozZiiuji pribéh vysoce specifické interakce
mezi substratem a enzymem a vysokou citlivost pii stanoveni rychlosti pfemény substratu
na produkt. Detekuji tak analyt determinovanim koncentrace volnych protoni, produkce
nebo spotteby plynt (CO2, Oz, NH3), svételné emise, absorbance, refrakce nebo tepelného
zabarveni pii konsumpci substratu.

Enzymatické senzory zaznamenaly nejveétSi rozvoj po sestaveni prvnich
glukézovych biosenzort, které v dnesni dobé stile ovladaji 85 % svetového trhu
biosenzord. Cilem této bakalafské prace je predstavit koncept prvnich generaci
enzymovych biosenzorli, prozkoumat podstatu enzymatickych detekci a pievést je

do aplikovatelné miry.
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1 BIOSENZOR

Za biosenzor je povazovano integrované detek¢éni zafizeni, které vyuziva
specifickych biochemickych reakci zprostfedkovanych napftiklad izolovanymi enzymy,
imunokomplexy, nukleovymi kyselinami, tkdnémi, organelami nebo celymi bunikami
pro poskytnuti selektivni kvantitativni nebo semi-kvantitativni analytické informace.
Biosenzor ma za kol poskytovat rychlou, pfesnou a spolehlivou informaci analyzované

slozky v redlnem case. [1]
1.1 Historicky model

O konceptu biosenzoru se zacalo uvazovat kolem roku 1906, kdy bylo provedeno
praktické zjisténi, ze koncentrace rozpusténé kyseliny ve vodném roztoku vykazuje
ekvivalentni elektricky potencidl generovany na sklenéné membrané ponofené
do roztoku. O ¢tyfi roky pozdé&ji toto zjiSténi rozvedl dal Seren Peder Lauritz Serensen
se zavedenim terminu pH roztokd, coz zanedlouho vedlo k sestaveni prvniho senzoru
schopného méfit na tomto principu. [2, 3]

S nédpadem imobilizovat enzym na nosi¢ pfisli védecti pracovnici J. M. Nelson
a E. G. Griffin, ktefi se v roce 1916 jako prvni nevédomky podileli na polozeni zakladt
pro termin biosenzor. Stalo se tak po jejich zdatilém pokusu fyzikaln€ adsorbovat enzym
invertazu na aktivni uhli, jez po imobilizaci vykazovala stejnou katalytickou aktivitu
jako invertaza v nativni formé. [4]

Rozvoj enzymatickych analyz nastal po necelych dvaceti letech tkony Otta
Warburga, ktery svou optickou detekci NADH/NADPH pii 334 nm vydlazdil cestu
k mimotradné citlivym stanovenim dehydrogendz a jejich substrati. Warburgiiv model
optickych enzymatickych testll se posléze komeréné zpiistupnil, aZ se stal esencidlnim
krokem pro vétSinu biochemickych analyz, které se hojné, respektive s jistymi

modifikacemi, vyuZzivaji dodnes. [5]
1.1.1 Clarkova kyslikova sonda

Prikopnikem své doby se stal profesor Leland C. Clark, Jr., ktery v roce 1956
navazal na vySe zminéné objevy a navrhl konstrukei kyslikové elektrody majici za cil
stanovit zastoupeni kysliku v krvi. Jeho senzor se sklddal z polarizovatelné mérné

platinové katody vodiv€ spojené s nepolarizovatelnou referentni stfibrnou elektrodou,
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takto ob& ponotené do elektrolytu s rozpusténym KCI. Dvouelektrodovy ¢lanek operuje

na amperometrickém uspofaddni. Na platinovou katodu je pfivadéno rozkladné napéti

pro kyslik v rozmezich —600 mV az —800 mV vs. Ag a na jejim pracovnim povrchu

dochazi k postupné redukci kysliku podle nasledujicich rovnic zobrazujicich d¢j

na katodé:

0,+2H,0+2¢ — H,0,+20H" (1.1)

H,0,+2e" —»20H (1.2)

Tento jev svyslednym tokem ¢ty elektronl, jak zobrazuje schéma

na obrazku 1.1, vyvola prichod elektrického proudu v obvodu s referentni anodou

s konstantnim potencidlem, na niZ jsou generovany potiebné elektrony, jak zndzoriiuje

rovnice 1.3, jimiz kone¢nym piijemcem je kyslik. Protékajici proud je pfimo umérny
mnozstvi analytu. [6]

Ag+Cl" — AgCl+e (1.3)

0, 0O; 0, 0O

permeasini ¥ ¥ ¥

: N
membrana

platinova katoda

0,+#2H.0% 2er — H.O, +20H"
H,0, + 2~ — 20H-

/KCI mustek

KCl roztok
de- ++++++++

stribrna anoda
— . + «

4Ag — 4Ag* +4e”
4Ag* +4ClF — 2AgCl

Obrazek 1.1 — Schéma oxida¢né-redoxnich reakci na Clarkové
kyslikové sond¢, ptevzato a upraveno z [7]

Jeho prvni pokus se nesetkal stuspéchem, kdyz po vlozeni napéti
na polarizovatelnou elektrodu ji slozky krve vyrazné zanesly a vysledny signal analytu
zkreslily. Pro oddéleni krevnich komponent elektrodu obalil celofanem z cigaretového
baleni. Celofan sdm o sob€ neni propustny pro vysokomolekularni latky, nybrz ptes néj

difunduji pouze plyny, ¢imz se kyslik stal pro méfeni ve vzorku krve dosazitelnym.
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Pro kalibraci senzoru piidal Clark k roztoku enzym glukézaoxidazu (GOD). V pozdé&jSim
designu se ob¢ elektrody oddélily od méfeného média a pienesly se za polopropustnou

membranu vyrobenou z teflonu. 8, 9]
1.1.2 Biosenzory prvni generace

Detekéni schémata prvnich biosenzori byla navrzena tak, aby pifimo
zaznamenavaly bud’ ptirtistek produktu enzymatické reakce, ubytek substratu enzymem
katalyzované oxida¢né-redukcni reakce, nebo zmény medidtoru, ktery se ucastni
enzymatické reakce. Ve vSech tiech ptipadech je dilezité, aby monitorovana latka byla
dostate¢né elektrochemicky aktivni. [10]

Po vzoru kyslikové sondy, prvni generace biosenzorii vyuzivala GOD jako prvni
biorekogni¢ni slozku. Clark spole¢né s Lyonsem pouzili prvni design, aby posunuli vyvoj
senzoru tak, ze zkoncentrovanou GOD imobilizovali mezi polopropustnou membranu
platinové elektrody a dialyza¢ni membranu. Senzor mohl byt timto zplisobem vyuzit
k opakovanym meétfenim glukézy. Principem stanoveni glukdzy je oxidace B-D-glukozy
na D-glukono-1,5-lakton. Reakci katalyzuje oxidovand forma enzymu GOD, ktery je
zpétné reoxidovan redukci kysliku rozpusténého ve vzorku na H»>O;. Kyslik pro svou
redukci akceptuje z monosacharidového skeletu glukézy elektrony generované oxidaci
aldehydické skupiny. Mnozstvi ubytku kysliku nebo priristku H>O> je umérné

koncentraci gluk6zy. Reakci znazoriiuje naslednd souhrnna rovnice:

p-D-glukoza + H,O + O, Gg)‘ D-glukono-1,5-lakton + H,0, (1.4)

Clark nasledné interpretoval sviij senzor pod terminem enzymovad elektroda.
Spravnéj$i termin biosenzor definovala pozdéji Néazvoslovnd komise Mezinarodni
spolecnosti pro ¢istou a uzitou chemii (IUPAC). [9, 11, 12]

S Clarkovym patentem pracovala firma Yellow Spring Instrument Company,
kterd v roce 1973 uvedla na trh prvni glukometr Model 23006 Y SI schopny méfit glukézu
ve vzorcich plné krve do objemu 25 pl. Senzor jiZ nepracoval na principu méteni ubytku
kysliku, nybrz priristku H>O, generovaného na argentochloridové anod¢ pti vlozeném
konstantnim napéti +600 mV vs. Ag/AgCl na pracovni platinovou elektrodu. Enzymova
biokatalyza se nyni spoléhala na flavinadenindinukleotidovy kofaktor (FAD), ktery mél

za ukol regenerovat enzym GOD podle nésledujicich reakci:
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p-D-glukoza + GODpp — D-glukono-1,5-lakton + GODpgypy, (1.5)
GODFADH,2 +0, > GOD,,, + H,0, (1.6)

Model 23006 YSI musel byt brzy stazen z trhu kvili interferencim, které se
vytesily inserci dal$i permeabilni membrany a spole¢nost ohlasila vylepSeny model

23A YSI, jenz se s velkou oblibou vyuzival v klinické praxi. [9, 13]
1.1.3 Biosenzory druhé generace

Dalsi vylepSeni a feSeni chyb biosenzori prvni generace ptineslo zakomponovani
umélych oxidacné-redukénich medidtord nebiogenniho charakteru, které coby akceptory
prenaseji elektrony mezi redoxnim centrem enzymu a povrchem meérné elektrody.
Limitujicim faktorem amperometrického méteni glukozy je pravé pienos elektronti
mezi aktivnim centrem GOD a povrchem elektrody. To zatéZuje objemna bariéra FAD,
ktera piekazi pfimému pienosu elektronti z aktivniho centra na konvenéni elektrodu,
coz kompenzuje medidtor podle nasledujiciho schéma, kde Mox a Mgrep vystupuji
jako oxidovana a redukovana forma mediatoru:

GODy,, +2M . — GOD,,, +2M .., +2H" (1.7)
2M pyy —> 2M  + 2" (1.8)

Mrep se reoxiduje na elektrod€, ¢imz udava piislusny signal imérny koncentraci
glukozy, zatimco se regeneruje oxidovana forma mediatoru. Klicovou komponentou této
reakce je, aby redoxni potencial medidtoru byl v souladu sredoxnim potencidlem
kofaktoru, a tedy kompatibilni k pfisluSné enzymatické reakci. Rozdil potencialli by
nem¢l byt vyssi nez AE ~ 50 mV. Z hlediska kinetického pribéhu enzymatické reakce je
nutné volit takovy mediator, ktery spliiuje Michaelisovu konstantu (Kwm) pro piislusny
enzym a ktery ma vysSi afinitu k pfijeti elektronu nez rozpustény kyslik ve vzorku.
Mediator by mél byt specificky k pfislusné biorekogni¢ni sloZzce, musi se jednat
o reverzibilni elektrochemicky aktivni latku, které je ve svych oxidac¢nich stavech stabilni
a nereaguje s elektrodou, s analytem ani s biorekognicni slozkou. Zaroven nesmi byt
toxicky ke vné&j$imu prostiedi a mél by byt cenové dostupny. Piikladem takovychto
mediatordi  jsou derivaty ferrocenu, hexakyanozelezitany, tetrathiafulvalen-
tetrakyanochinodimetan (TTF-TCNQ), komplexy ruthenia a osmia nebo organicka
barviva (1,4-benzochinon, methylenovd modf). Tabulka 1.1 piedkladd nejcastéji
pouzivané jednoelektronové nebo dvouelektronové medidtory sjejich formalnim

potencidlem vzhledem k referencni saturované kalomelové elektrodé (SKE) a Km
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pro oxidaci GODggp. Vyhodou pouziti medidtoru je volba niz§iho potencialu,
béhem néhoz neinterferuji elektroaktivni latky pfitomné ve vzorku.
Naopak v opakovanych analyzach mediatorové systémy vykazuji rychlou konsumpci,
a proto nejsou vhodné pro rutinni pouziti. Z hlediska potencidlni toxicity a nizké

biokompatibility se tyto systémy navic vyloucily z vySetieni in vivo. [13—15]

Tabulka 1.1 — Pfehled nej¢astéji pouzivanych mediétori (pH 7 aq., 25 °C) [16]

Mediator Redoxni potencial Kwm oxidace GOD
mV vs. SKE M Is7Vref.
Jednoelektronovy
Ferrocen 210 5-10°[17]
T
<>
[Os(Mez2bpy)2Clz] 150 1,2-10°[18]
Me Me
@ 7\
Meabpy = N N=
[Ru(bpy)2Cl2] 300 1,8-10°[18]
\ 7 N
bpy= N NT
Dvouelektronovy
Tetrathiafulvalen 150 1,28 - 107 [19]
S S
Dl
Methylenova modf 30 1,86 - 10*[19]
L
“\./N S N\*-"
1,4-benzochinon 275 1,97 - 10° [20]
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1.1.4 Biosenzory treti generace

Po eliminaci soustavy s mediatorem a po vyzdvihnuti moznosti vyuzivat nizké
redoxni potencidly blizké redoxnim potencidlim enzymt se zaCalo pracovat s modelem,
ktery by zajistil prenos elektrond z aktivniho centra enzymu pfimo na elektrodu
bez zadn¢ho prostiednika. Absence mediator vede k vyssi selektivité a k moznosti
zmensSovat biosenzor. Novym krokem v architektufe senzoru se razem stava imobilizace
enzymu na povrch elektrody, diky ¢emuz elektron musi urazit jen velmi kratkou
vzdalenost do svého cile. [12, 13]

Proteiny maji schopnost spontann¢ se adsorbovat na povrch ruznych
elektrodovych materidlii. Interakce jsou ptevazné zprostredkovany vodikovymi vazbami,
elektrostatickymi silami, van der Waalsovymi silami nebo hydrofobni vazbou. Kvili nim
je nutné pocitat s moznym dodatkovym ptispévkem k vyslednému proudovému signalu.
Nevyhodou je, ze vétSina proteinii ma tendenci po adsorpci denaturovat a ztratit tak svou
katalytickou a elektroaktivni aktivitu, a proto je nutné udrzovat vhodné pH prostiedi,
teplotu, iontové prostiedi a vybrat elektrodu zhotovenou z vhodného materiadlu. Prvnim
imobilizovanym proteinem, ktery sice denaturoval, ale chvili vykazoval elektrochemické
chovani, byl cytochrom ¢ na médéné elektrod¢é. Na jeho udrzeni v reverzibilnim stavu
a zabranéni denaturace se podilely monovrstvy z oxidu india a cinu nebo 4,4'-bipyridinu
kotvené na zlaté elektrod€, pozd&ji oznacované SAMs (self-assembled monolayers).
SAMs se na povrchu elektrody rychle organizuji a vzhledem k opacnému néboji
1 ochotnéji vrstvi enzym. Uvazovalo se 1 nad modelem vyuzivajicim krystalickou vrstvu
z TTF-TCNQ, prtes jehoz krystalickou mfiZku by dochazelo k vyméné elektron,
jenze film TTF-TCNQ ma vtomto uspofadani tendenci korodovat a produkovat
interferujici slozky. [13, 21-24]

Prekazku v tomto usporddani predstavuje mald rychlost pienosu elektronii
mezi aktivnim centrem a elektrodou, a to navzdory jejich blizkému kontaktu. Ptenos je
Casto 1 zcela znemoznén, pokud je aktivni centrum nebo kofaktor zahalen proteinovym
obalem. Tento problém obchdzi multikofaktorové enzymy, které dlouhy pienos rozdéli
na dil¢i cesty, jak je tomu naptiklad u cytochromt v dychacim fetézci. V potaz musi byt
vzato, ze ne vSechny enzymy mohou byt imobilizovany v produktivni vzdéalenosti
elektrody. Snaha pfivést enzym blize k povrchu elektrody a vyvolat pfenos elektronti se

stala pfedmétem miniaturizace senzoru do podoby nanobiosenzoru. Obrazek 1.2 shrnuje
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rizné generace amperometrickych biosenzorti na glukézu podle toho, jak se odliSuji

v mechanismu pienosu elektronti mezi biorekogni¢ni slozkou a elektrodou. [12, 25]

S P S P
S P
02 H202 Me‘dﬂl Medred A
Y \_ Y
ELECTRODE ELECTRODE ELECTRODE

Obrazek 1.2 — Generace biosenzoru a jejich mechanismus [13]

1.2 Konstrukce biosenzoru

Biosenzor se sklada ze tii zakladnich ¢asti, jak zobrazuje obrazek 1.3. Obecné se
jednd o Dbiologicky aktivni rekogni¢ni slozku, fyzikdlné-chemicky detektor

nebo prevodnik a o zaznamové zatizeni vyhodnocujici sesbirany signal. [26]

A/D CisLICOVE
|:> ZESILOVAC eI ZPRACOVANI
SIGNALU

L | l |

BIOSENZOR ZAZNAMOVE ZARIZENI

40143034014
JINAOA3IYd

Obrazek 1.3 — Sestava biosenzoru véetné komponent, pevzato a upraveno z [27]

Me¢éfteny analyt interaguje s biorekogni¢ni slozkou za uc¢elem vyvolani signdlu,
paklize je detekovana latka pfitomna v blizkosti této aktivni vrstvy senzoru. Takto
zaznamenany signal nesouci informaci o specifickém reakénim mechanismu analyzované
slozky je nedokonale méfitelny, a proto musi byt pfeveden na 1épe vyhodnotitelny,
kvantifikovatelny elektricky signdl. O tento pfevod se zpravidla stard kompatibilni
pfevodnik signalu. Vystupem se stava informace v elektrické podobé, respektive

ve formé proudu, napéti nebo elektrického odporu. Signal je v posledni fazi zpracovani
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vhodné zesilen na analogové napéti a transformovan na Cislicova data zobrazena

na zobrazovacim zatizeni. [28]
1.3 Klasifikace podle biologického receptoru

Biologicky receptor vystupuje v zafizeni jako aktivni senzorovy prvek
biologického charakteru zodpoveédny za detekci pfitomnosti stanovované latky, ptipadné
jeji koncentrace. Po specifickém rozpoznani sledovaného analytu bioreceptorem dochazi
k interakci, kterd musi mit za nasledek spusténi fady chemickych zmén. Tak se d¢je
napiiklad na Grovni exotermni reakce, zmén pH nebo hmoty, redoxné-oxidacni aktivity,
prenosu elektrontl, ptirtistku nebo ubytku produktu a reaktantu. Rozsahlejsi vycet téchto

déju spojeny s rekogni¢nimi slozkami je dale rozepsén na obrazku 1.4. [2]

Mikroorganismy

Redoxni aktivita

BIOLOGICKY ]
RECEPTOR J
INTERAKCNI ZMENA
- L < Produkty r ~
KATALYTICKE Reaktanty BIOAFINITNI
pH

Enzymy Teplota Protilatky
Buriky PFenos elektron( Antigeny

Nukleové kyseliny

Bunécné receptory
Aptamery

Bunécné organely
Tkanové kultury

Proud
Vodivost
Potencial
Hmotnost
Viskozita

Hustota
Frekvence

Obrazek 1.4 — D¢leni biologickych receptorti

Biologicky receptor by mél vykazovat vysokou stabilitu, specifitu a afinitu

k analyzované slozce. Rovnéz by mél splilovat podminku imobilizace

na fyzikalné-chemicky  pfevodnik.  Imobilizované komponenty = mohou byt
kategorizovany na katalytické a nekatalytické receptory. Pro spravnou volbu vhodné
biorekogni¢ni slozky je kli¢ové zvolit G¢innou metodu jejiho zpracovani. Mezi tyto

operace se nejcastéji fadi separace, purifikace nebo viabilita prvku. [16]
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Receptory katalytické skupiny, jak uz nazev napovida, zvysuji pravdépodobnost
prub&hu chemické reakce. Vlivem ucasti na reakci podminiuji prenos fyzikalni veliciny,
jakou je napiiklad proud, potencial, fluorescence nebo absorbance, na elektrochemické
¢i optické prevodniky, které jsou v obvodu stouto skupinou receptor zapojeny
nejCastéji. Ze své jednoduché podstaty aplikace byly zarazeny do praxe jako prvni
a vyuzivaji se v senzorech pro kontinualni monitorovani latek o koncentracich v fadu
milimolti az mikromoli. Mezi takové receptory spadaji enzymy, builky, bunécné
organely, mikroorganismy a tkanové komponenty. [29]

V posledni dekadé vzrostl zdjem o nekatalytické receptory. Tyto bioafinitni
ligandy zahrnujici protilatky, antigeny, nukleové kyseliny nebo bunétné receptory se
vyuzivaji pro senzory operujici na zdklad¢ selektivniho navazani receptoru na ligand.
M¢fteny signal ma potom moznost doputovat na zapojeny pievodnik pravé diky interakci
receptor-ligandu. S tim souvisi i zakomponovani hmotnostnich nebo magnetickych typt
pfevodnikd. Navic umoznuji méfit velmi nizké koncentrace, fddové v mikromolech
az pikomolech, coz je uplatnitelné pfevazné pro analyzu hormont, toxind nebo léCiv.
Piehled vyhod a limitujicich faktori biorekogni¢nich elementi sumarizuje tabulka 1.2

na stran¢ 26. [29, 30]
1.3.1 Enzymy

Enzymy se fadi mezi nej€astéji pouzivané biorekognicni slozky vzhledem ke své
vysoké senzitivité, dostupnosti, jednoduché konstrukci a nizké cené. Ve své podstate
prekladaji substrat na korespondujici mnozstvi produktu, ktery mize byt senzitivné
detekovan optickym pievodnikem po oznaceni substratu chromogenni znackou. Namisto
optickych vlastnosti se lze spolehnout na katalyzu oxida¢né-redukénich reakci,
kdy vyménu elektronli mezi komponentami reakce zachytava elektrochemicky
prevodnik. Vyhodou je i pouziti multienzymového systému. Pti pouziti enzymu je nutné
kompenzovat nedostatky v podobé slabé teplotni stability, udrzeni stalé enzymatické
aktivity po imobilizaci nebo interference matrice endogennich substanci. Problematika

enzymatickych biosenzorti bude déale rozvedena v jeji samostatné kapitole. [30, 31]
1.3.2 Protilatky

Protilatky jsou struktury proteinového charakteru imunoglobulini sestaveného

ze dvou polypeptidickych tézkych H (heavy) a lehkych L (light) fetézcti spojenych
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pantovymi oblastmi disulfidickych mustki. Podle typu H fetézce se kategorizuji do tid
IgG, IgM, IgA, IgE a IgD. Kazda z jejich variabilnich oblasti mé tendenci vazat antigen
za vzniku imunokomplexu antigen-protilatka. Imunokomplex neni schopny sam o sobé
generovat meéfitelny signal, a proto byva oznafen enzymem, fluorescen¢ni znackou,
radionuklidem, elektrochemickou latkou nebo komplexem avidinu a biotinu, které jsou
sto komunikovat s optickym nebo elektrochemickym pfevodnikem. Senzory
se zakotvenou protilatkou nebo pracujici na principu vzniku imunokomplexu se nazyvaji
imunosenzory. K méfeni vyuzivaji zakomponovani monoklondlni, polyklonalni
protilatky nebo jejich rekombinaci. Polyklondlni protilatky jsou secernovany
jako heterogenni smés produktii vice klonii plazmatickych bun¢k, naopak monoklonalni
protilatky jsou identické kopie imunoglobulinii hybridomovych bunék odvozenych
od jedné linie plazmatickych bunék, nejcastéji mySich. Analyza imunosenzorem je
vysoce komplexni a ¢asové narocna. Navzdory nizké cené a vysoké specifité méteni

zatézuji opakované kroky purifikace, separace a promyvani. [32, 33]
1.3.3 Nukleové kyseliny

Nukleové kyseliny, konkrétné deoxyribonukleova kyselina (DNA), sloZend
ze dvou antiparalelnich komplementarnich polynukleotidovych fetézcli, kde tmelem
mezi purinovymi a pyrimidinovymi bazemi jsou vodikové vazby, mohou byt
rovnéZ integrovany na prevodniku. Bud’ jsou zakotvené jednotlivé, nebo jako oligosonda
sestavend z deseti¢lennych nukleotidovych sekvenci (ODNs). Senzitivita a selektivita
principalné stavi na silné afinit€ parovani bazi mezi komplementarnimi fetézci,
kdy mezi adeninem a thyminem vznikaji dva vodikové mustky a mezi guaninem
a cytosinem vznikaji tfi vodikové mistky. Zdrojem méteného signalu ODNs genosondy
byva nejcastéji proces hybridizace mezi cilenou sekvenci nukleotidd a kni
komplementarni sondou, kdy se formuje DNA duplex. Hybridiza¢ni sondy jsou podobné
jako antigeny oznaceny fluorescencni znaCkou, radionuklidem nebo elektrochemicky
aktivni latkou. Pouziti nukleovych kyselin, mezi néZ krom&€ DNA spadaji i ribonukleové
kyseliny (RNA), artificialni jednovlaknové aptamery nebo peptidové nukleové kyseliny
(PNA), tak otevira koncept nanosenzorii a jejich zakomponovani do praxe.

Tu v8ak zatézuje vysoka cena senzori, Casova komplexnost a nutnost znaceni. [34]

24



1.3.4 Bunécné struktury

Bunééné bioreceptory, predevsim mikrobialniho charakteru (bakterie, plisné,
kvasinky, fasy a tkanové kultury), jsou po imobilizaci na elektrodu schopné detekovat
organické slouc¢eniny nimi produkované nebo asimilované organismu vlastni po interakci
mezi bunikou a stimulem. Mikrobidlni buiiky jsou pro detekovani mnohem vyhodnéjsi
z hlediska snadnéjsi aklimatizace k laboratornim podminkam, snadnéjSiho zachdzeni
a vyssi stability, nez je tomu u zivoc¢isnych nebo rostlinnych bunék. Principem takového
méfeni je stanovit spotiebu kysliku nebo produkci CO; mikroorganismem,
pripadné zmény redoxniho potencialu a pH, kdy jsou tyto zmény umérné sledovanému
analytu, ktery vii¢i metabolickym a respiratnim procesim buniky mulze vychazet
jako substrat nebo inhibitor. Vedle toho mohou byt pro levngsi alternativu
enzymatickych ~ stanoveni  uzity  extrahované  enzymy  z intracelularniho
nebo periplasmatického prostoru buiiky. Vyssi selektivity miize byt dosazeno pouzitim
pouze bunéénych receptorti pracujicich na vzniku komplexu analyt-ligand. Biosenzory
bunééného typu maji Siroké uplatnéni piedevSim v potravindistvi a monitorovani
zivotniho prostfedi. Velkym plusem je jejich stabilita viici zméndm pH a teploty
nebo obsah Sirokého spektra enzymu. Na druhou stranu jsou takové analyzy ¢asto ¢asove
naroné a zatizené¢ nevyhodnou selektivitou, biokompatibilitou a Zivotnosti, ktera je

vSak del§i nez u enzymatickych senzort. [30, 35]
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Tabulka 1.2 — Souhrn vlastnosti biologickych receptorti [36]

Biologicky , -
10708ICKY Vyhody Limitace
receptor
Enzymy Vysoka katalyticka aktivita Analyza vyzaduje vice krokt
a stabilita Nizka stabilita v neptfiznivych
Schopnost katalyzovat podminkéch — pH, teplota
nebo inhibovat reakce .
Interference s matrici
Silné vazebna kapacita nebo endogennimi enzymy
Jednoduché konstrukce
Piimé vizualizace
Protilatky Variabilita v detekci celé Nelze rozeznat bakterialni bunky
bakteridlni buiiky nebo jejich Zivé a mrtvé
toxinu Néro¢né na vyrobu
Specifické bimolekularni jednak cenové, jednak casové
interakce antigen-protilatka Nutnost separatnich,
Neinvazivni piima detekce purifikacnich a promyvacich
mezikrokt
Imunogenicita
Problém docilit konzistence mezi
Sarzemi
DNA Rozpoznani a detekce sekvenci Néro¢né na vyrobu
nebo tvaru je zavisld na parovani  jednak cenové, jednak Casové
bazi Tvorba agregatti znemoziujicich
Rychleji regenerované purifikaci a charakterizaci
a pfipraven¢ k analyze Nizka rozpustnost ve vodnych
Vysoka Zivotnost a stabilita roztocich
Nestabilni za vysokych teplot
a pH; zaté€zujici vyvoj in situ
prenosnych senzort
Falesné pozitivni vysledky
pfi interakei s velkymi
molekulami
Bunééne Vysoka stabilita Doba pouzitelnosti
struktury

Nizké cena na produkci

Bez nutnosti mezikroku
purifikace, promyvani, separace

Siroké spektrum enzymi

Specifické podminky pro analyzu

Interference riznych
biochemickych cest vedou
k fale$né pozitivnim vysledkiim

Dlouhy reak¢ni Cas
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1.4 Kilasifikace podle typu prevodniku

Pfevodnik piedstavuje druhou dilezitou komponentu senzorického zafizeni.
Obecné¢ se jednd o kompozitni zafizeni sestavené znckolika funkénich ¢asti,
jejichz vyznam spociva v uzké spolupréci s biologickym receptorem. Na jeho aktivni
vrstvé musi po interakci s analytem dojit k reverzibilni nebo ireverzibilni obméné slozeni
vrstvy, cozZ se projevi zménou naboje, vodivosti, teploty nebo zabarveni,
a tyto dynamické déje fyzikalné-chemického charakteru se prevodnikem pievedou
na snadnéji méfitelny a kvantifikovatelny signadl elektrochemického, optického,
piezoelektrického nebo kalorimetrického profilu. Podle n¢ho se nasledné klasifikuji
do kategorii (viz obrdzek 1.5). Pro spravnou volbu pfevodniku je nutné zapocitat fadu
proménlivych faktord, kterymi jsou napfiklad specifita ke sledovanému analytu,
koeficient selektivity, koncentraéni rozsah, detek¢ni limit, citlivost, reakéni Cas, ¢asova

konstanta nebo aplikovatelnost pro prakticka méteni. [37, 38]

[ PREVODNIKY ]

ELEKTROCHEMICKE OPTICKE
Amperometrické Absorpcni
Konduktometrické Chemiluminiscencni
Potenciometrické Plasmonovarezonance
lontové-selektivni Opticka vlakna
GRAVIMETRICKE KALORIMETRICKE

Piezoelektrické Termometrické
Mikrokantilever

Magnetoelastické

Obrazek 1.5 — Déleni prevodnikii

1.4.1 Elektrochemické prevodniky

Elektrochemické ptevodniky, kde je elektroda prevodnim elementem, monitoruji
oxida¢né-redukeni reakci mezi imobilizovanou molekulou a sledovanym analytem majici
na svédomi produkci nebo konsumpci iontll nebo elektronil, coz ovliviiuje meétitelné
elektrické vlastnosti roztoku, kter¢é mohou byt korelovany bud ke koncentraci
elektroaktivni latky, nebo k jejimu pfirGstku ¢i Gbytku. Podle méfené¢ho parametru se
takové prevodniky déli na amperometrické (elektricky proud), konduktometrické (zména

vodivosti), potenciometrické a iontové-selektivni (zména potencialu). [39]
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1.4.2 Optické prevodniky

U optickych pfevodnikt je pfevedeny signal, ktery je méfen po interakci analytu
na povrchu biosenzoru, ve formé elektromagnetického zaieni urcité energie. V piislusné
odezvée se skryvaji zmény vyvolané na trovni molekularnich struktur. Jsou konstruovany
ze svételného zdroje a z optickych pomocnych komponent k vymezeni konkrétni ¢asti
spektra o specifické vinové délce, respektive jejich uzkém oboru, smérujicich paprsek
nejkrat§i cestou na modulator, modifikovanou detekéni hlavici s fotodetekénim
zatizenim. [40]

Vedle spektroskopickych technik, které se zde nejvyraznéji uplatiuji,
mezi néz fadime metody absorpcni, chemiluminiscencni, refrak¢éni, disperzni
nebo Ramanovu spektroskopii, nasla velké vyuziti 1 optickd povrchova plasmonova
resonance (SPR), u niz se detekuji zmény indexu lomu paprsku odrazené¢ho od tenkych
kovovych vrstev. Detek¢éni jednotky mohou pracovat i na principu zakomponovani
optickych vldken mivajici souhrnné oznaceni optroda, v némz se snoubi slova opticky

a elektroda. [41]
1.4.3 Gravimetrické prevodniky

U piezoelektrickych (hmotnostnich) biosenzorti dochézi k adsorpci sledovaného
analytu na povrch piezoelektrické komponenty, obecné¢ nesymetrickych krystalli
kifemene, turmalinu, lithného niobatu nebo tantaldtu potazenych na zlaté elektrodé. Tyto
krystaly vykazuji vlastni vibracni frekvence. Po vlozeni krystalu do elektrického obvodu
se specifickym kmito¢tem se mohou jednotlivé frekvence oscilaci porovnavat. S rostouci
hmotnosti analytu sorbovaného na povrch krystalu se frekvence vysledné rezonance
krystalu méni, vlivem ¢ehoZ tato zména mlZe byt méfena elektricky a z ni je konecné
determinovana aditivni hmotnost krystalu, jak pozitivni, tak negativni, umérna
sledovanému analytu. [42]

Na podobném principu pracuje dal§i hmotnostni senzor, na némz se sleduji zmény
v ohybu nebo vibrac¢ni frekvenci nosniku, tzv. kantilever. Specifické molekularni
interakce na povrchu nosnikli jsou pievadény na mechanickou odpoved,
diky ¢emuz mohou byt takto zaznamenany parametry, jako je prutok, viskozita

nebo hustota. [42, 43]
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1.4.4 Kalorimetrické prevodniky

Kalorimetrické biosenzory jsou sestavené z imobilizovanych biorekogni¢nich
slozek na povrchu teplotniho senzoru. Jakmile se sledovany analyt dostane do kontaktu
s biologickym receptorem, vysledna teplotni zména chemické reakce je umérna
koncentraci analytu. V principu takto pfijaté nebo odevzdané teplo zndzornéné rozdilem
teplot (A7) je umérné molarni entalpii (AH,), celkovému poctu vznikajicich molekul (7,)
danou reakci a nepiimo umérné tepelné kapacité reakce (Cp), jak znazoriiuje rovnice

uvedena nize:

ar=-L 2 (1.9)
CP
Symboly
AT K zmeéna teploty
np mol pocet molekul produktu
AH,  Jmol! zmeéna entalpie pii chemické reakci
Gy Jmol I-K~! molarni tepelna kapacita za konstantniho tlaku

Teplota soustavy se zjiSt'uje na termistoru, nejcastéji enzymoveho typu spojeného
s prutokovou vstfikovaci analyzou. Takové senzory neni potfeba opakované kalibrovat,

coz se tadi k jejich svétlym strankdm. [44]
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2 ENZYMATICKE BIOSENZORY

2.1 Prubéh enzymatické reakce

Chemické reakce odehravajici se za rtiznorodych podminek v zivych systémech
by se bez enzymu prakticky nemohly uskutecnit. Tyto makromolekularni proteinové
komponenty disponuji schopnosti katalyzovat a zkracovat ¢as docileni chemického déje,
aniz by ovlivnily jeho kone¢ny stava samy by se pfi tom musely podvolit nékteré
z chemickych piemén, ¢i dokonce musely byt spotiebovany. Katalytickd vlastnost je
selektivni vici uréitym typlim substratl a reakci, které enzym katalyzuje. Aby substrat
mohl byt nalezit¢ pfeménén a detekovadn senzorem, pro jeho molekulu je primarni
prekonat vysokou bariéru aktivaéni energie, k niz nalezi ptislusny tranzitni stav, ktery je
nasledné spojen s tepelnym zabarvenim reakce. Enzym zpfistupiiuje prabéh reakce tak,
ze hodnotu aktivaéni energie rozklddd do nékolika dil¢ich tranzitnich krokt
odehréavajicich se naniz§ich energetickych hladindch, aby zaroven celkova zména
Gibbsovy energie zlistala stejnd. Substrat se proto z pocatku specificky vaze do komplexu
ES v aktivnim centru enzymu a v dal§im pfechodu ve spiaZeni s kofaktorem je pfeménén
na komplex EP enzymu s produktem, ktery se po rozpadu komplexu uvoliuje, a aktivni
centrum enzymu se vraci do svého pivodniho stavu. Tato sekvence se opakuje s dalsi
molekulou substratu, dokud jsou sledovany analyt a kofaktor pfitomny v méfeném
roztoku. V piipadé vyskytu vice neZjednoho reaktantu miize enzym specifickym
navazanim tyto reaktanty zastavittak, aby byla stimulovana pouze Zadouci reakce.
Pro potfeby prubéhu reakce aktivni centrum enzymu piijimd a vymeénuje elektrony
nebo vodikové ionty z vnéjSiho prostiedi, coz se nésledné stava predmétem zajmu
pfevodniku, ktery tento d¢j kvantifikuje na odecitatelny signdl. Pro cely proces je
charakteristickd  reverzibilita  jednotlivych  krokli, kdy uposledni tranzice
(viz rovnice 2.1) je mozné pro zjednoduseni zanedbat zpétny krok, ktery se neuplatituje

pii konverzi produktu do 5 %. [45, 46]
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k k

E+S %ES%EHD 2.1)
—1
Symboly
E enzym
S substrat

ES  komplex enzym-substrat

P produkt

ki rychlostni konstanta vzniku komplexu ES
k-1 rychlostni konstanta rozpadu komplexu ES

k> rychlostni konstanta premény komplexu ES na produkt

Vedle katalytickych vlastnosti enzymi sehravd vyznamnou roli pfi méfeni timto
typem biosenzoru jeho inhibice. Interakce molekul enzymu a sledovaného analytu
totiz miize nabyt dvou rtznych podob, ¢emuz se pfizplsobuje cela taktika analyzy.
Bud’ je analyt metabolizovan enzymem a jeho kvantitativni parametr je zjistén z méfeni
katalytické transformace imobilizovaného enzymu, nebo analyt enzymatickou aktivitu
utlumuje. V takovém piipadé¢ se musi zakomponovat specificky postup, kterym se
detekuje ubytek tvorby enzymatického produktu, jenz je tzce spjaty s koncentraci

analytu. [47]
2.1.1 Katalytické méreni

Imobilizované enzymy zajiStuji vhodné podminky pro to, aby probéchla
poZadovana reakce, kterd se zviditelni vybranou transdukcni strategii na prevodniku.
Pokud se setka substrat s enzymem, pokousi se navédzat do aktivniho centra enzymu
v tésné blizkosti svych molekul, coZ ma pozitivni ucinek na vyssi vytéZnost reakce
a zaroven se zbyte¢né€ neztraci entropie formace tranzitniho stavu. Navazanim substratu
se uplatituje uvolnéni vazebné energie, ktera je motorem k indukovanému ptizptisobeni
enzymu. Enzym rovnéZ zastieSuje, aby se reagujici skupiny substratu k sobé ptiblizovaly
svymi orbitaly ve spravné orientaci. Pokud by timto zptisobem nebylo tranzitniho stavu
dosaZeno a nebyl by dostatecné stabilizovan, z velké pravdépodobnosti by k enzymatické

preméné nedoslo. [48, 49]
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Enzym kombinuje n¢kolik katalytickych procesti najednou. Napiiklad mulze
dochazet k do¢asnému donorovani protonu nebo naopak kjeho pfijeti, coz je
charakteristick¢é pro imidazolovou skupinu aminokyseliny His. Ta odjima proton,
aby mohlo vyustit Stépeni vazby v substratu, a nasledn¢ se schova jako kyselina,
ktera tento piebytecny proton poskytne odchdzejici skupiné. K dosazeni optimalniho
tranzitnitho stavu stabilizovanim reakéniho meziproduktu miize dojit na zakladé
elektrostatickych interakci. Parcialni pozitivni naboj na uhliku mutze byt stabilizovan
interakci s aniontem karboxylatu; obdobné negativné nabity oxoaniont se stabilizuje
iontem kovu, ktery vystupuje jako elektrofil. Soucasti aktivniho centra enzymu casto
byva nukleofilni molekula, ktera napomahd rychleji formovat intermediat,
jenz se posloupné rozpada. Touto vlastnosti disponuji kofaktory thiamindifosfat

nebo pyridoxalfostit, které z reakéniho centra intermediatu odtahuji elektrony. [49]

2.1.2 Inhibi¢ni méreni

Vedle ptfimého méfeni 1ze nepiimo stanovit koncentraci analytu skrze specifickou
interakci, kdy jsou inhibovéany biokatalytické vlastnosti imobilizovaného enzymu. D¢je
se tak prostfednictvim latek, které nevystupuji jako substrat, nybrz se vaZzou na enzym
nebo enzym-substratovy komplex a interferuji s enzymatickou reakci. Pozitivnim
faktorem nepfimého meéteni je vysoka citlivost na velmi nizké koncentrace inhibi¢nich
latek, coZ navysuje senzitivitu biosenzoru. [50]

Pro kvantitativni ur€eni parametrti je nutné rozeznat typ inhibice, kterou inhibitor
podnécuje. Inhibice enzymu miiZze byt bud’ reverzibilni, kdy 1ze vazbu inhibitoru zvratit
snizenim jeho koncentrace, nebo ireverzibilni, kdy kovalentni vazba inhibitoru vede
k trvalému zastaveni enzymatické reakce. Rozdilem mezi ireverzibilni inhibici
a ireverzibilni enzymovou inaktivaci jsou drastické podminky nevhodné zvoleného pH
nebo teploty, které zpusobuji destrukci celé proteinové skupiny. Inhibitor se mize
navazat na enzym tfemi riznymi zpusoby, které jsou popsany v tabulce 2.1. Typ inhibice
lze zjistit ze sestaveni kalibracnich kiivek prib&hu enzymatické reakce po inkubaci
s inhibitorem. Pribehy jednotlivych kiivek podle typli inhibice jsou zobrazeny
na obrazku 2.1. [50, 51]
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Tabulka 2.1 — Porovnani rtiznych vazebnych mechanismi inhibice a jejich efektu na kinetické

parametry
c e o g Kinetické
Typ inhibice Zpisob navazani
parametry

Kompetitivni Inhibitor se kompetitivné vaze na aktivni Vi se nemeéni,

vazebné misto, nebot’ je strukturné podobny Kwm se zvysuje

substratu. Uc¢inek 1ze odstranit zvySenim

koncentrace substratu.
Nekompetitivni  Inhibitor ma své vlastni vazebné misto a vaze Vi se snizuje,

se na samotny enzym nebo komplex ES. Ky se neméni

Akompetitivni  Inhibitor se vaZe na vlastni vazebné misto Vm se snizuje,

po zméné konformace vznikem komplexu ES. by
Kwm se snizuje

Poznamka: V,, odpovida maximalni rychlosti (nasyceni) enzymatické reakce;
Ku odpovida koncentraci substratu, kdy reakce dosahuje polovicni saturace enzymu.

Reakéni 1. Bez inhibitoru

rvchlost v 2. Kompetitivni inhibice

3. Nekompetitivni inhibice

4, Akompetitivni inhibice

Koncentrace substratu [S]

Obrazek 2.1 — Saturaéni kiivky, pfevzato a upraveno z [50]

Pti reverzibilni 1 ireverzibilni inhibici se enzymy regeneruji, aby z praktického
hlediska mohly byt opakované pouzivany k analyzdm. Vysledny signal biosenzoru
se nasledn¢ muize skazdym méfenim menit, az aplné utlumit ztoho duvodu,
7e po kazdém kroku inhibice-regenerace se &ast enzymatické aktivity ztraci. Cim déle
inhibitor ptisobi na enzym, ktery neni reaktivovan, u enzymu postupné dochazi k jeho
starnuti. Tento jev je pfimo katalyzovan enzymem samotnym, az po urcité¢ dob¢ zustava
regenerace enzymu bez odpovédi. Zatimco je regenerace enzymi inhibovanych
reverzibilné snazsi, ne-li vSak stoprocentni, komplexné&jsi piistup obnovy enzymatické
funkce vyZaduji enzymy zcela utlumené svym inhibitorem ireverzibiln€. Regenerace se

provadi pomoci oximd, EDTA nebo sloucenin thiold.
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1,3-bis(4-hydroxyiminomethylpyridinium)-propandibromid (TMB-4) se kuptikladu
pouziva na reaktivaci ireverzibiln¢ inhibované acetylcholinsterazy (AChE). Musi se
regenerovat do 10 minut po inhibici pro docileni maximalni reaktivace bez poSkozeni
vrstvy imobilizovaného enzymu. Ani zde neni regenerace pomoci TMB-4 stoprocentné
ucinnd. Po 11 krocich klesa enzymaticka aktivita AChE na 60 %. [52]

Odezva biosenzoru se urcuje posouzenim odchylky v enzymové aktivité predtim,
nez je enzym vystaven inhibitoru, a potom, kdy dochazi k inhibici, viz obrazek 2.2,
nanémz je zndzornén typicky model stanoveni koncentrace organofosfatii (OP),

které inhibuji AChE sprazenou s cholinoxidazou (ChOx). [53]

Proud I (A)

/ \ —Al

Cas t (s)

Obrazek 2.2 — Zéznam inhibice bienzymu AChE-ChOx
inhibitorem OP, pievzato a upraveno z [53]

Poznamka: (A) Pridavek substratu, (B) pridavek inhibitoru.

V prvnim kroku se stanovuje aktivita imobilizovaného enzymu pied expozici
inhibitoru (4¢). V druhém kroku se do reak¢ni smési zavadi substrat s inhibitorem a méfi
se aktivita imobilizovaného senzoru po expozici inhibitoru (4;). Vysledkem se stava
pokles signalu, ktery je pfimo umérny koncentraci inhibitoru. Koncentrace inhibitoru je
vycislena méfenim procenta inhibice (viz rovnice 2.2) pfed inkubaci a po inkubaci

s inhibitorem. [50]

104 = 2100 22)
Symboly
1(%) procento inhibice
Ao aktivita enzymu pted expozici inhibitoru
Ai aktivita enzymu po expozici inhibitoru
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2.1.3 Méreni multienzymovou kaskadou

Pokud na vystupu pfislusné enzymové reakce neni dobife detekovatelna latka,
do reakce se zakomponuje druhy indikatorovy enzym, ktery poskytuje kvantitativni udaj
o sledovaném analytu. Prace s vice enzymy vykazuje mnohem lepsi vysledky a Sirsi
uplatnéni pro praktické analyzy. [54]

Multienzymovy senzor je nejcastéji  sestaven tak, aby pracoval
v elektrochemickém usporadani, tedy na zaklad¢ potenciometrické nebo amperometrické
detekce. V takovém piipadé musi byt posledni substrat konvertovan na latku, kterd mtize
podléhat oxidacné-redukéni pfeméné oxidoreduktdzami. Na konverzi analytu se tak
mohou podilet jiné typy enzymi, jako jsou transferazy, hydrolazy, izomerazy nebo lyazy.
Kaskady téchto redoxnich a neredoxnich part vede ke generovani elektroaktivniho H203,
ktery je schopny vyvolat elektrochemicky signal. [54, 55]

Prvni bi-enzymovy systém sestaveny zimobilizované hexokinazy (HK)
a glukoza-6-fosfatdehydrogenazy (G6PD), kovalentné vazanych k polymerni matrix byl
navrzen v roce 1970 Klausem Mosbachem a kol. Ten pozd¢ji pfisel s tfi-enzymovym
systtmem, v némz HK a G6PD doplnila zasitovana (-galaktosiddza. V porovnani se
systémem, ktery obsahoval stejné enzymy, ale nezesitované do kaskady, vykazuje
multienzymovy senzor lepsi kinetické chovani. [56, 57]

Ptidatny enzym muzZe byt navic zahrnut, aby kompenzoval piipadné interference.
Piikladem je biosenzor ke stanoveni sachardzy, ktery je sestaveny z invertdzy
hydrolyzujici sachar6zu na D-fruktézu a smés anomert o-D-glukozy a B-D-glukozy.
a-D-glukdza je prevedena mutarotdzou na druhy anomer, ktery je konecné pfeménén
GOD a amperometricky detekovan za vyvolani prichodu elektrického proudu.
Interferovat zde mize endogenni glukdza z biologickych vzorkli nebo vzorki potravin.
Tu zachytava aditivni vrstva GOD umisténa pied invertazou. [58]

Vyssi selektivity a zesileni vysledného signalu jsou schopny systémy
se zacyklovanymi enzymy. Na této konfiguraci je sestaven senzor pro detekci kyseliny
mlécné, jak je patrné na schématu v obrazku 2.3. V pfitomnosti kysliku se molekula
laktatu oxiduje flavoproteinem laktatoxiddzou (LOD) na pyruvat a H>O,. Pyruvat je
vSak zpétné pfemenén laktatdehydrogenazou (LDH) na laktét, po ¢emz se cyklus opakuje

a vysledny zesileny signal je zavisly na spotiebé€ kysliku, nebo generovani H20,. [59]
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[ laktat pyruvat

NAD* ‘_w‘_ NADH

Obrazek 2.3 — Chemicka amplifikace signalu
v laktatovém senzoru, pievzato z [59]

2.2 Zakladni konfigurace enzymatického biosenzoru

Sestava biosenzoru s enzymatickou detekci (viz obrazek 2.4) je zaloZena
na specifické interakci urované apoenzymem. Ten se indukovanym zpiisobem
prizptisobi tvaru molekuly analytu v ptipadé, ze je komplementarni vici aktivnimu centru
enzymu. Cim je specifita vy$§i, tim niZ$i koncentrace analytu umi biosenzor zaznamenat.
Pro detekci jde o jednu zklicovych vyhod, nebot” odpada krok separacni tupravy,
protoZze enzym piemeéni pouze sob¢ specificky analyt ze smési. [60, 61]

Aby enzym mohl spliiovat své poslani, musi byt vhodnou metodou imobilizovan
na povrch pouZzivaného ptevodniku kvili formaci rekogniéni vrstvy. Do ni difunduji
z analyzovaného roztoku reaktanty, kdy vétSinova Cast znich podléha coby substrat
enzymatické reakci. Mezi enzymem a pfevodnikem pak kone¢né dochézi k monitorovani
pribéhu reakce tak, Ze je zaznamenan bud’ ptirtstek produktu, nebo nadbyteéné mnozstvi
reaktantd, které se enzymaticky nespotfebovalo. Z fyzikalniho hlediska lze z velikosti
uvolnéné energie pii enzymatické pfeméné odecist rychlostni konstanty pfemény,
az samotnou koncentraci substratu. Difuzi zadoucich ¢astic mezi vrstvami moderuji
semipermeabilni membrany, které jsou inkorporované na rozhranich pfed a za rekognicni
vrstvou. Vhodnou volbou vnégj$i polopropustné vrstvy se piedchdzi interferencim

zpusobenych inhibitorem. [59, 62]
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DIFUZNi ZONA A

—_—— VNEJSI| MEMBRANA
REKOGNICNI
ZONA ENZYM

R Rl hRRE R » VNITRNi MEMBRANA
TRANSDUKCNI reaktant AH
76NA produkt r

PREVODNIK

Obrazek 2.4 — Typicka sestava enzymatického biosenzoru, pfevzato a upraveno z [59]

2.3 Permselektivni membrany

Permselektivni membrany lze rozdélit do skupin podle zpusobu, jak zabraiuji
priniku nezddoucich castic. Acetatova vlakna zderivati celuldzy, polypyrrol
nebo polyanilin rozhoduji o difuzi ¢astic na zdkladé€ jejich velikosti a skupina membran
tvofenych Nafion™, polyvinylpyridinem a polyethersulfonem filtruji prinik ¢asticim
podle toho, jaky nesou celkovy naboj. Polymerni vrstvy se na povrch biosenzoru deponuji
metodami drop-casting, spin-coating, dip-coating nebo elektrochemickou polymeraci.
Jejich stabilita je zavisld na teploté¢ vngjSiho prostiedi nebo vlhkosti. Pro zvyseni
adekvatni protekce eliminaci interferenénich komponent se polymerni membrany
kombinuji nejCastéji v nasledujicim uspotadani:

e vnitini vrstva m-fenylendiaminu — enzym — vn¢j$i vrstva polyuretanu,

e vnitfni vrstva Nafion™, polyfenylendiaminu — enzym — vné&j$i vrstva
polyuretanu,

e vnitini vrstva chitosanu, chitinu — enzym — vnéj$i vrstva polyuretanu.

Polyuretanové membrany se z praktickych divodid ¢asto voli pro vnéjsi vrstvu
u implantabilnich senzorti vzhledem ke schopnosti rozSifovat detekéni rozsah meétent
a redukovat zavislost na kysliku u senzort oxida¢né zalozenych. [62, 63]

Filmy zprostfedkované elektropolymerizaci z pyrrolu, fenolu, fenylendiaminu
nebo substituovanych naftalenti se jako permeabilni membrany pouzivaly od dob
enzymatickych biosenzori prvni generace zaloZenych na modelu oxida¢niho méteni
glukozy. Obdobné designy se vyuZzivaji pro méfeni kyseliny askorbové, kyseliny mocové,

laktatu nebo N-(4-hydroxyfenyl)acetamidu v séru. [64, 65]
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Nafion™, polymer kyseliny perfluorsulfonové, vyuziva elektrostatickych
interakci pro odpuzovani zaporné nabitych aniontil, aby membranou prosel pouze peroxid
vodiku nebo jiné molekuly, nikoliv naptiklad kyselina askorbova nebo mocova. [66]

Chitosan a chitin jsou pfirodni, linedrni amidosacharidové polymery obsazené
v ulitich mékkyst a korysu. Chitin je slozen z N-acetyl-D-glukosaminovych jednotek,
zatimco chitosan je ziskdn deaminaci chitinu. Vzhledem k tomu, Ze se jedna o latky nizké
ceny a biologicky odbouratelné, jsou casto spfazeny senzymy kvuli pfitomnosti
aminovych a hydroxylovych skupin. Zajistuji hydrofobni prostfedi a snadno se vazou

na elektronegativni komponenty, ¢imz usnadniuji imobilizaci enzymu na pievodnik. [67]
2.4 Imobiliza¢ni techniky

Za 1imobilizaci se skryva proces, pomoci néhoz je enzym pieveden
na nerozpustnou stacionarni formu, ktera je fyzikalné nebo chemicky spojena s pevnym
materidlem pfevodniku tak, aby enzym ziistal katalyticky aktivni. Imobilizace nasledné
umoznuje vicenasobné pouziti enzymil pro méteni nebo jejich zapojeni do kontinualnich
procest. Dals§i vyhodou je jednodussi oddéleni produkti od reakéni smési, zastaveni
reakce odejmutim enzymu z reakéniho roztoku nebo zabranéni proteinové kontaminaci
z produktii. V porovnani s volnym a imobilizovanym enzymem vykazuje imobilizovany
enzym vySS§i stabilitu vici zméndm pH a teploty prostfedi, na néZ je enzym citlivy.
V takovém ptipadé je hodnota Km u volného enzymu az 1,25kréat sniZzena. Imobilizovany
enzym navic vykazuje zvySenou odolnost proti denatura¢nim = ¢inidlim
¢1 proteolytickému Stépeni. Jednotlivé techniky imobilizace jsou schematicky shrnuty

v obrazku 2.5 na stran¢ 42. [68, 69]
2.4.1 Adsorpce na pevny povrch

Adsorpce se fadi mezi prvni pouZitou techniku viibec, pfi niZ je enzym piimo
adsorbovan na pevny povrch pfevodniku nebo na pevny nosi¢. Imobilizaci
zprostfedkovavaji slabé elektrostatické interakce mezi sorbentem a enzymem, zejména
vodikoveé mustky, van der Waalsovy sily, kohezni sily, adhezni sily nebo hydrofobni
interakce. Vzhledem ke slabym interakcim muze v ptipad¢ vySSiho mnozstvi substratu
a vys$i iontové sile média dochéazet k samovolné desorpci, coz limituje dlouhodobé

pouzivani. Adsorbovat Ize az 1 g enzymu na gram nosice. Nej€ast&j$imi vyuzivanymi
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matricemi k adsorpci jsou aktivni uhli, porézni sklo, oxid hlinity, silikagel

nebo fosforecnany. [70]
2.4.2 Kovalentni vazba

Kovalentni vazba mezi enzymem a nerozpustnym nosi¢em vznikd na podkladé
jejich funkénich skupin. Na vzniku kovalentni vazby z funkénich skupin enzymi se
nejvice ucastni:

e 0, € nebo 3-aminoskupina,

e o karboxylova skupina,

e [} nebo y karboxylova skupina Asp, Glu,
e thiolova skupina Cys,

e hydroxylové skupina Ser, Thr,

e fenolové skupina Tyr,

e imidazolova skupina His.

Pro vznik kovalentni vazby s vySe zminénymi funkénimi skupinami enzymu se
nabizi jako nosiCe celuldza a jeji derivaty, polyakrylamid, zelatina, kolagen, silikaty,
oxidy kovil, nanotrubice nebo polymerni nanocastice. Mezi podminujici interakce
pro vznik kovalentni vazby se fadi diazotacni reakce, peptidova vazba, alkylace
¢isitovaci polyfunkéni ¢inidla (glutaraldehyd). Imobilizovat lze uz 0,02 g enzymu
na gram nosice. Ackoliv je kovalentni vazba v porovnani s adsorpci stabilnéjsi, celkovy
proces ma drasti¢téjsi pribeh, vlivem ¢ehoz mize dojit k ¢asteéné ztraté aktivity enzymu.
[32, 69]

2.4.3 lontova vazba

Polysacharidy a syntetické polymery disponuji vyménnou kapacitou iontového
ménice. Mezi vyménénym mistem a enzymem se nasledné mohou vytvofit iontové vazby,
které¢ neovliviiuji zménu aktivity enzymu. Jelikoz je vazba na ionex interakci
elektrostatického charakteru, tak vroztoku o vysoké iontové sile v kombinaci
s nevhodnym pH dochazi k oslabeni vazebnych sil, a to mé4 za nasledek Unik enzymu

z nosice. [71]
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2.4.4 Chelatace

Polarn€ nabité aminoskupiny se mohou vazat s ionty kovli pomoci koordinacné
kovalentni vazby za vzniku chelatu. Kov je uméme¢ inkorporovan k povrchu nosice
a k nému je slabou vazbou vazan ligand, ktery se nasledn€ vymeéni s enzymem. Vzhledem
k tomu, ze se jednd o reverzibilni vazbu, enzym lze vytésnit ligandem s vyssi afinitou
ke kovovému iontu. Piestoze nedochazi ke zméné v aktivnim centru enzymu a enzym
nema tolik snizenou dobu skladovani, pouziti takového senzoru je omezeno

kvtli reagenciim potencialné ohrozujicim zdravi. [71]

2.4.5 Sulfidicka vazba

Vazba enzymu na matrix pres sulfidicky mustek je zafazena mezi reverzibilni
vazby. Sulfidicky miustek se nejcastéji formuje mezi nosicem a volnou thiolovou
skupinou, kterou disponuje napiiklad Cys. Jedinou nevyhodou je vysokd citlivost
sulfidického mustku na zmény pH. Vhodnou matrici pro zprostiedkovani jsou silikaty

aktivované jodoacetdtem nebo maleimidem. [72]

2.4.6 Afinitni vazba

Pro imobilizaci 1ze vyuZit jednoduché, zato vysoko afinitni interakce na podkladé
komplexu antigen-protilatka. Imunosorbentovy nosi¢ je specidlné syntetizovan
proti specifickému typu enzymu. Na svém povrchu proto obsahuje protilatky mifené

proti povrchovy epitoptim enzymu. [71]

2.4.7 Zesitovani

Metoda zesitovani nebo kopolymerace se odliSuje od ostatnich tim,
ze k ireverzibilni imobilizaci neni zapotiebi nerozpustny nosi¢. Enzym neni kovalentné
vazan k matrici, ale je pfitomen vreakéni smési ve formé zesitovanych krystalli
nebo agregatll. Dle toho se rozliSuji dvé€ strategie — imobilizace zesiténych agregétii (cross
linking enzyme aggregates) a imobilizace zesiténych krystalii (cross linking enzyme
crystals). Princip stoji na propojeni molekul enzyml kovalentnimi vazbami do formy
nerozpustnych retikuli, které mohou byt nasmérovany na podkladovy material

nebo povrch senzoru. Zesiténi se nejastéji provadi glutaraldehydem, dextranem,
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derivaty isokyanatanti, N,N-polyethylenem, N,N'-ethylenem, bis-maleimidem,
benzidinem nebo diazoniovymi solemi. [32, 69-71]

Podnétem imobilizace pro enzym je ptitomnost fenolové skupiny na Tyr, thiolové
skupiny na Cys, imidazolové skupiny na His, a aminoskupiny nebo 3-aminoskupiny
na Lys. Naptiklad aminoskupina reaguje s aldehydickou skupinou glutaraldehydu
za vzniku iminu, ktery lze stabilizovat naptiklad redukci NaBH4 na amin. Pokud nelze
zesitovat enzym, enzym se kompletuje s inertni bilkovinou vynikajici velkym poctem
aminoskupin, jako je naptiklad albumin. Tvorbou retikula vSak dochazi ke zménam
v konformaci enzymu, coz se odrazi na jeho snizené aktivité, a proto je potieba zesitovat

vEtsi mnozstvi enzymu nez u jinych technik. [69]
2.4.8 Zachyceni

Enzym se zachycuje do ptfidatné matrice nebo polymernich vlaken na povrchu
senzoru ¢i podkladu, a jimi mohou prochézet jak substrat, tak produkty. Princip je zaloZen
na tom, ze enzym je makromolekuldrné vétsi nez produkt ¢i substrat, a vzhledem
ke své velikosti tak miize byt zastaven ve vhodné Sirokém poéru, jimz nasledné difunduji
pouze selektované ¢astice. Sitka poru je tedy rozhodujici vlastnosti. Cim mensi je jeho
velikost, tim méné enzymu lze touto metodou zachytit. Mezi nejpouzivanéjsi polymery
tvotici sité spadaji alginat, kolagen, Zelatina, agar6za, karagenan, polyakrylamidovy gel,

polyuretanova péna a acetatova vldkna. [69, 71]
2.4.9 Enkapsulace

Specialnim typem zachyceni je metoda enkapsulace, v niZ je enzym imobilizovan
jeho uvéznénim ve sférické semi-permeabilni membrané podobné kapsuli. U enkapsulace
se opét uplatiuje jednoduchy velikostni princip. Makromolekularni enzym neni schopny
difundovat skrze membranu. Tuto moznost maji opét pouze malé molekuly substrati
a produktt, které selektivné opousti pouzdro. [32]

Zapouzdieni je sloZzeno ze dvou posloupnych krokid. Makromolekularni enzym
musi samovolné zformovat ve vodném prostiedi utvary podobné kapickam. Ty vytiidi
dispergovany monomer v rozpoustédle nemisitelném s vodou. Po smichani obou médii
hydrofobni monomery polymeruji na rozhrani, kone¢n¢ kolem kapi¢ky enzymu, ¢imz se

vytvaii pouzdro. Vrstvy pouzder mohou byt jednoduché nebo dvojité a formovany jsou
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z alginatu, chitosanu, poly-L-lysinu, polyvinylacetatu, zelatiny, dextrinu, celuldzy
nebo z jednotek H3BOs. [71]

Na podobném principu je zaloZena metoda imobilizace vysouSenim, v némz se
polymeraci na rozhrani utvaii mikrokapsule, ktera je postupné vysusovéana. Takto
imobilizovany byly katalazy, lipazy a jiné enzymy zapouzdienim do ethylcelulozy

nebo do polyethylenovych vldken. [73]

A) ADSORPCE B) KOVALENTNI VAZBA C) IONTOVA VAZBA

|||| + + + +

[ Nosic ] [ Nosié ] [ Nosié ]
D) CHELATACE E) SULFIDICKA VAZBA F) AFINITNI VAZBA
YOO i1
> 3 S 3
[ Nosic ] [ " Nosit ] [ Nosic ]
G) ZESITOVANI H) ZACHYCENI 1) ENKAPSULACE
U~
(O
A~
</

Obrazek 2.5 — Metody imobilizace, pievzato z [71]
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3 VYUZITI ENZYMATICKYCH SENZORU

Senzory zalozené na enzymové detekci nachazi prakticka vyuziti v riznych
oblastech primyslu, potravinafstvi, zdravotnictvi, zeméd¢lstvi, zivotniho prostiedi
nebo také vojenstvi, v ptipadé detekce nebezpecnych chemickych ¢i biologickych agens.
[74]

Pro analyzu vzorku v téchto sektorech je pfi pouziti enzymatického senzoru
esencidlni jeho nizkd cena, spolehlivy, validni, pfesny vysledek, ktery 1ze zjistit v kratkém
¢asovém a prostorovém intervalu. Vzorky mohou byt métfeny separatné od mista vyskytu,
kdy se sledovany analyt metodou off-line vkladd do analytické soustavy s enzymem.
In vivo senzory jsou ve své rozdilné podstaté implantované a kontinudlné detekuji zmény
koncentrace sledovaného analytu v extracelularni tekutiné. Méné invazivni model,
ktery 1ze pouzit i nad rdmec preklinickych studii provadénych u laboratornich zvifat,
vykazuji on-line senzory, jez jsou integrované s odbérovym zafizenim a implantované

v t¢le nebo v biologickém materialu. [75]
3.1 Aplikace v mediciné

3.1.1 Stanoveni glukozy

Ukolem glukézového senzoru je monitorovani koncentrace glukozy v krvi,
zvlaste u osob trpicich hyperglykémii zptisobenou absolutnim ¢i relativnim nedostatkem
inzulinu. Bez striktni kontroly gluk6zovych hladin se u takového pacienta mohou
rozvinout vazné zdravotni komplikace v podobé metabolického rozvratu,
mikroangiopatii, neuropatii, rozvoji aterosklerézy nebo selhani Zivotné dilezitych
organt. Hladina glukézy v krvi se u zdravych osob pohybuje ve fyziologickém rozmezi
4,9-6,9 mM, zato u diabetikil pfevySuje hodnotu 40 mM. [76-78]

Senzor na glukozu operuje v amperometrickém ¢i fotometrickém uspoiadani
za katalyzy enzymem GOD. Glukoza je nésledné kvantifikovana mnozstvim vznikajiciho
peroxidu vodiku, nebo ubyvajicim kyslikem potfebnym pro zoxidovani glukozy.
V dnesni dobé¢ si hladinu glukézy dokaze zméfit i lajk za pouziti osobnich glukometri,
kter¢ nabyly kapesnich podob, a to bud invazivné lancetou zkapky krve,

nebo neinvazivné nositelnym zatizenim. [78, 79]
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3.1.2 Stanoveni cholesterolu

Vysoké hladiny celkového cholesterolu mohou poukazovat na rozvoj
kardiovaskularnich onemocnéni, které jsou spojené napiiklad s infarktem myokardu,
anginou pectoris, cévni mozkovou ptihodou, ischémii dolnich koncetin nebo hypertenzi.
Tyto degenerativni zmény jsou zpisobeny uklddanim nadbyte¢ného cholesterolu
na vnitini stran¢ cév, které takto ztraci svou elasticitu a zuzuji se. [80]

Biosenzor na cholesterol pracuje na stejném principu jako glukoézovy. Oxidaci
cholesterolu zde katalyzuje cholesteroloxiddza a kvantifikuje se mnozstvi vznikajiciho
peroxidu vodiku, nebo ubytku kysliku. Biosenzor operuje nejen na amperometrické bazi,

ale 1 na fluorescen¢ni, luminiscen¢ni a SPR. [81]
3.1.3 Stanoveni mocoviny

Mocovina je hepatdlnim produktem odbourdvani amoniaku, ktery vznika
z metabolismu amoniaku a proteini. Zvysené koncentrace se podileji na vzniku uremické
neuropatie, gastrointestinalniho krvaceni nebo vedou k selhani ledvin. SniZené hodnoty
maji za nésledek kachexii, nefriticky syndrom ¢i selhani jater. Pro stanoveni mocoviny
se pouziva enzym uredza (URE), ktera katalyzuje jeji hydrolyzu na NH4" a HCOs™ ionty,

které zpasobuji zmény pH roztoku méfené jinym typem pievodniku. [82]
3.1.4 Stanoveni laktatu

Urceni koncentrace laktatu je klicovym parametrem pro zachyt laktatové acidozy,
ktera mize vést k selhani levé komory srdec¢ni, jater, ledvin nebo také zptisobuje nastup
diabetu ¢i septického stavu. Stanoveni podmifiuje spoluprace bi-enzymatické katalyzy

LOD a LDH ve spfazeni s kvantovymi teckami a diamantovymi nanocésticemi. [83]
3.1.5 Stanoveni tumorovych markeri

Tumormarkery jsou molekuly proteinového charakteru, které¢ slouzi
jako laboratorni ukazatelé vyskytu zhoubného novotvaru. Obvykle se jedna o orienta¢ni
stanoveni, které varuje pfed rozvojem nadorového onemocnéni nebo podle n¢hoz se
urcuje primarni lokalizace malignity nebo posuzuje odezva 1é€by. Koncentrace markeru
zavisi na stagingu nadoru, gradingu jeho bunék a stupné prokrveni. Mezi tumormarkery

se napiiklad fadi enzymy alkalicka fosfatdza (ALP; tumory pohybového aparatu), kysela
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fosfataza (tumory prostaty), butyrylcholinesteraza (BChE; hepatdlni tumory),
neuronspecifickd enoldza (mozkové tumory, malobunécny karcinom plic),
thymidinkinaza (hematologické malignity), prostaticky specificky antigen (tumory

prostaty) nebo antigen skvamoéznich bun€k (tumory plic, cervixu, hlavy, krku). [84]
3.2 Aplikace v Zivotnim prostiedi

3.2.1 Stanoveni tézkych kovi

Kovové ionty jsou nedilnou soucasti kofaktord, jez jsou nezbytné pro ptrenos
elektront, atomt nebo molekul, aby mohlo dojit ke katalyze, a tim i k aktivaci enzymu.
Naopak mulize dochazet k inhibici enzymu, a to v mistech, kde ionty tézkych kovii
interaguji s thiolovymi nebo methylthiolovymi funkénimi skupinami aminokyselin.
Nékteré enzymy jsou proto vysoce efektivni u identifikanich analyz tézkych kovi,
které spocivaji v aktivaci, nebo inhibici specifického enzymu. [85, 86]

Pomoci nitratreduktazy lze stanovit Cd**, Cr**, Cr%, Cu**, Ni**, Pb*", Zn*".
Konjugovanym systémem URE a glutamatdehydrogenazy se stanovuje Cu**, Hg?*, Cd**,
Zn**. Cr* se vodpadnich vodich stanovuje inhibici tyrozinazy (TRZ).
Avidin-peroxiddzou (HRP) lze analyzovat Pd**, Cd*, Hg?', Hg,**. ALP vyhovuje
pro stanoveni Cd**, Ni**, Pb**, Co?**, Zn**, Bi**. GOD je mozné pouzit pro analyzu Ag",
Cd**, Cu*", Cr’*, Co**, Fe’", Mn*". URE lze navic stanovit Sr’" a mnoho dal$ich kovi.

[85]
3.2.2 Stanoveni organofosfata

OP (pesticidy, insekticidy, herbicidy) silné€ zatézuji Zivotni prostiedi, ekosystém
alidské zdravi coby nejvétSi zneciStovatelé pozemni vody, atmosféry a puady.
Mezi nejpouzivanéjS$i  OP v zemédélstvi spadaji  atrazin, kaptan, parathion,
methylparathion, malathion, diazinon, chlorpyrifos, fenitrotion, dichlorvos a fosmet.
Stanoveni spociva opét v inhibici specifického enzymu s tim rozdilem, Ze jde o ¢asové
stanoveni vyhovuji enzymy AChE, BChE, GOD, ChOx, cholinesteraza,

organofosfathydroldza ¢i fosfotriesteraza. [85, 87]
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3.2.3 Stanoveni sloucenin fenolu

Zdrojem fenolovych sloucenin, které se dostavaji do Zivotniho prostredi prevazné
z odpadnich vod, jsou tovarny zpracovavajici plasty, polymery, pesticidy, detergenty,
dezinfek¢éni prosttedky a barviva. 1 v minimélnich koncentracich byvaji casto
genotoxické, mutagenni, inhibuji cesty fotosyntézy, respiracni fetézec nebo enzymatické
kaskady. TRZ lze stanovit chlorfenol; laktazou (LAC) pyrokatechol, guajakol a jeho

derivaty; xantinoxidazou bisfenol A. [85, 87]
3.2.4 Stanoveni léciv

Léciva a jejich metabolity se ve znatném mnozstvi dostavaji do komunalnich
odpadnich vod, vnichZ jsou detekovatelné do nanogrami na litr. Mezi nejcastéji
antihypertenziva, antipsychotika a antibiotika. Stanovit je lze s pomoci peroxidazy (POD;

levetiracetam), LAC (methyldopa), TRZ (sulfonamidy) nebo HRP (paracetamol). [85]
3.3 Aplikace v potravinarstvi

3.3.1 Detekce mikroorganismi

Patogenni mikroorganismy nemusi vzdy pozménit organoleptické vlastnosti
potraviny, zato u konzumentii mohou byt ¢initelem rozvoje zavaznych zdravotnich potizi.
Potravinové produkty se proto preventivé ovéiuji na zachyt Campylobacter spp., Listeria
monocytogenes, E. coli a Salmonella spp. [88]

Napftiklad pfitomnost E. coli znacici fekalni znec€iSténi je mozné urcit ze zmén pH
nebo konduktivity zplisobené alkalizaci, nebot’ bakterie produkci URE uvoliiuji amoniak.
Tyto zmény jsou nasledné  kvantifikovany  hydroldzami  asociovanymi
s potenciometrickymi, konduktometrickymi nebo optickymi pievodniky. [89]

Dalsi moznosti je navazani enzymu kovalentni vazbou na specifickou protilatku
proti antigenim daného mikroorganismu. Konjugat HRP nebo alkalické fosfatazy
pak nasledné¢ metabolizuje substrat s chromogenem na barevny produkt. Intenzita
zabarveni konecné¢ koreluje s koncentraci ptitomného bakteridlniho antigenu. [88]

Na podobné bazi pracuji bakteriofagy pro detekci kontaminace potravin, kdy se

geny kodujici luciferdzu asociuji do genomu bakteriofdga. Bakteriofdg infikuje
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hostitelskou bakterialni buniku a diive nebioluminiscenéni mikroorganismus je detekovan

chemiluminiscen¢né. [90]
3.3.2 Kontrola kvality balenych produkti

Spatné zabaleny potravinovy vyrobek, jeho vystaveni teplotdm vy$§im,
nez dovoluji  kritéria, nebo pfitomnost Skodlivych hladin kysliku v atmosféte
potravinaiskych plyni mohou podporovat riist patogennich mikroorganismi, az vyvoj
tékavych plynti pti fermentaci. Pro detekci vznikajiciho ethanolu se pouziva chromogen
a 1imobilizovand alkoholdehydrogenaza (ADH) katalyzujici pfeménu ethanolu
na acetaldehyd a H>O», ktery slouzi jako substrat pro POD. Kvantifikovana je zména

intenzity zabarveni chromogenu. [91]
3.3.3 Fermentacni procesy

Koncentrace ethanolu se vedle balenych vyrobkl kontroluje u fermentac¢nich
procest pii vyrob¢ alkoholickych napoji, mlécnych vyrobkl, fermentovanych uzenin,
organickych kyselin, drozdi, zeleniny, syri nebo tésta. Napiiklad stanoveni ethanolu
v alkoholickych vyrobcich je zaloZeno na elektrochemické detekci pti oxidaci ethanolu
pomoci ADH s NAD". Pro udrzeni maximalni G¢innosti fermenta¢nich procesi se
kromé ethanolu detekuji 1 glukozové, lysinové, laktatové nebo glutamétové biochemické

parametry. [89]
3.3.4 Kontrola kvality masa a ryb

Kontrola Cerstvosti a kvality masa se zjiStuje méfenim glukdézového gradientu,
ktery odpovida aktivité¢ mikrobil na povrchu masa. Takovy glukézovy senzor je sestaven
atypicky se zaptfazenym nozem pro vsazeni do masa. Podobné se amperometrickym
senzorem s LOD stanovuji koncentrace laktatu. [91]

U masa ryb pifi mikrobidlni degradaci dochdzi k hromadéni histaminu,
ktery neovliviiuje morfologii masa ani se neodrazi v zdpachu. Na jeho detekci

se kuptikladu vyuziva biosenzoru s enzymem diaminooxidazou. [92]
3.3.5 Stanoveni volnych radikalu a antioxidanti

Antioxidanty jsou kli¢ovou slozkou pfi zpracovani, distribuci a kone¢né ptipravé

potravinovych produkti. Zabranuji oxidaci a vzniku volnych radikali, které neptiznive
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ovlivituji vlastnosti potravin. Do potravinovych vyrobki se proto ptidavaji rizné typy
antioxidantl. Mnozstvi volnych radikalti nebo antioxidanti se stanovuje enzymaticky
nejcastéji v amperometrickém usporadani: superoxid (cytochrom c, superoxiddismutéaza,
galaktdézaoxidaza), oxid dusnaty (HRP), glutathion (HRP, TRZ, glutathionperoxidaza,
glutathionreduktaza), kyselina mocova (urikaza, uratoxidaza, HRP), kyselina askorbova

(POD, askorbatoxidaza). [93]
3.4 Aplikace v biologické a chemické ochrané

Zbran¢ hromadného ni¢eni sestavené pro armadni nebo teroristické ucely maji
za nasledek fatalni Skody na zivotech, ekonomii a zivotnim prostedi. V primarnim zajmu
ochrany pted biologickymi a chemickymi agens stoji jejich snadnd, rychld a okamzita
detekce. Zatimco uméle vyrobend chemicka agens (vybusniny, nervové plyny, jedy,
pesticidy) maji rychly nastup ucinku, biologicka agens (bakterie, viry, toxiny, houby)
smrtnosti populace. [94]

Detekce biohazardnich agens zavisi na jejich interakci s organickou matrici.
Tu mohou napodobit magnetické mikro az nanocéstice piirodniho ptvodu.
Na magnetické bazi operujici elektrochemicky prfevodnik se nasledné kombinuje
s enzymovym biosenzorem, na némz je kvantifikovana enzymaticka aktivita, ktera je
v pfitomnosti bojové latky bud’ spusténa, nebo utlumena enzymatickym inhibitorem. [74]

Inhibici vyuZivaji 1 enzymové fluorescenéni biosenzory, jimiz je moZzné detekovat
naptiklad nervova agens. Princip je zaloZen na aktivit¢ AChE, kterd za normalnich
okolnosti hydrolyzuje acetylcholin, pii ¢emZ se doprovodné uvoliuje jeden proton.
Snizeni pH registruje pH-senzitivni fluorescencni znacka (fluorescein isothiokyanat),
jejiz intenzita se s postupnou acidifikaci snizuje. [95]

Zatimco na biologickd agens se Casto pouzivaji imunosenzory, kde enzym
vystupuje jako znacka, u botulotoxinu A a E lze vyuzit jeho enzymatické aktivity u SPR
instrumentace, kdy S$tépi imobilizovany fluorogenni peptid obsahujici prekurzor

SNAP25. [94]
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ZAVER

V poslednich letech se biosensing pomoci enzymu prokazal byt pfinosnym
pro kvalitativni a kvantitativni analyzu v medicin¢, zeméd¢€lstvi, potravinafstvi
nebo ochrané zivotniho prostfedi. Jednak svou vysokou citlivosti, stabilitou, rychlou
odpovédi, nizkou cenou, moznosti miniaturizace a jednak vzhledem k nizkému limitu
detekce, linearni odpovédi, jednoduché konstrukei a moznosti miniaturizace je s to se
vyrovnat, ¢i dokonce piedcit bézné analytické metody. Pfed analyzou je totiz mozné
obejit se bez predseparacniho kroku a vysledek z enzymatického biosenzoru dokaze
zprostfedkovat informace o analytu pfimo v redlném case. Uz ztéchto diivodi maji
enzymatické biosenzory Siroky zaptah v kazdodennim Zzivoté, at’ se jedna o domaci
monitoring diabetu nebo pfenosné analyzatory, které dokéze obsluhovat i laik.

Velkou nevyhodou se stava sniZzena selektivita a odpovéd’ pro in vivo systémy
z diivodu pfitomnosti ruSivych agens, které nabihaji k odstranéni interference matrice.
Praci enzymt zat¢zuji nevhodné zvolené teplotni a pH parametry, které pro méfeni musi
vytvaret co nejvhodnéjsi podminky. Pti vyvoji a konstrukci musi byt vyfeSen problém se
ztratou enzymové aktivity, k niz mize dochazet pii interakcich na imobilizovaném
pfevodniku, a problém s kratkou Zzivotnostni enzymu, k niz se poji jeho opakované
pouzivani.

Pro adresované problémy muiize byt feSenim enzymové inzenyrstvi, jehoz cilem je
zvysit stabilitu enzymu a minimalizovat endogenni interference, coZ jiz Céste¢né
kompenzuji biosenzory tfeti generace zaStitujici monitoring bez nutnosti pouZiti
reagencii, sekundarnich znacek nebo krokii k zamezeni interferenci.

Zbyla omezeni mohou pokryt nadéle pietrvavajici vyzkumy a vyvoje objevujici
nové¢ technologie, postupy, materidly a metody pro komercializaci novych kompatibilnich
biosenzord, které mohou najit SirSi uplatnéni ve sférach komercnich testovych kitd,

analyz na mikrofluidnim ¢ipu nebo v technologii bio€ipu.
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