Vyuziti enzymu pro analytické a vyzkumné Gcely

@ Enzymy jako analyticka €inidla
@ Stanoveni enzymovych aktivit

» Diagnostika (klinicka biochemie)

» Indikatory technologickych a jakostnich zmén v potravinarstvi
@ Priprava vzorku k analyse

» Rozruseni struktury vzorku

» Uvolnéni analysovane latky

» Odstranéni interferujicich latek
@ Jiné aplikace

» Strukturni studie

» RestrikCni enzymy



Enzymy jako analytickd Cinidla

Prednosti enzymovych metod Nevyhody

specifita vysoka cena

komplexnost vzorku interferujici latky

inhibice

rychlost

inaktivace

citlivost



Faktory ovlivhujici rychlost enzymove reakce

« koncentrace substratu
« koncentrace enzymu

* teplota

° pH

* jontova sila
 aktivatory
* Inhibitory

rychlost

aktiv




Enzymové analytické metody

Rovhovdzné metody

= kinetika O.radu

Enzymy s vysokou afinitou k substratu - | Km
Neni tfeba striktné dodrzovat reakCni podminky
VySsSi konc. E — kratSi doba stanoveni

Lze stanovit pouze substraty

Kinetické metody

= Kinetika 1.radu

= Enzymy s nizkou afinitou k substratu - 1 Km

» RozSifeni intervalu stanoveni kompetitivni inhibici
= KratSi doba stanoveni

v awv s

» |Lze stanovit substraty, aktivatory, inhibitory

itial velocity, V (uM/min)

Vinax Rovnovazné m

Kinetidgk&m

Substrate concentration, [S] (mM)




Aplikace enzymt k primému analytickému stanoveni

Lze stanovit latky jez jsou jejich:
a) Substraty
b) Inhibitory
c) Aktivatory
d) kofaktory



a) Substraty
Oxidoreduktasy:
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Priklady:

1) C,HsOH + NAD" CH;CHO + NADH + H"
2) L - laktdt + NAD===2>CH;COCOO" + NADH + H
3) D - glukosa + ATP G-6-P+ADP
G - 6 - P +NADP” 6 - P - glukondt +
NADPH + H
4) D - fruktosa + ATP F-6-P+ADP
F-6-P G-6-P

5)B - D - glukosa + FAD 8@ 1y § -1 - glukonolakton

+ FADH;
FADH, + O, - FAD + H,0,
6) L - asn + H,O L-Asp+NH,

L - Asp + ketoglutarat —=%=> oxalacetat + L - glu

oxalacetit + NADH + H—2> L - mal4t + NAD

GOT = glutamat oxalacetat transaminasa



Pokracovani...

Lecithin (Boehringer)

1) Lecithin + H,O

1,2 diacylglycerol + fosfocholin

2) fosfocholin + H,O cholin + PO,

3) cholin + ATP > fosfocholin + ADP

4) ADP + PEP > pyruvat + ATP

5) pyruvat + NADH + H* > laktat + NAD"



b) Inhibitory
Stanoveni organofosfati pomoci acetylcholin esterasy

Chemical structures of the pesticides

(parathion 0,5 — 2 mg/ml)
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Stanoveni aktivatoru

aktivator premenuje neaktivni/malo aktivni enzymy v
ucinneé katalyzatory

vzdy kineticka metoda

zavislost pocC. reakcni rychlosti na koncentraci aktivatoru

PO nasyceni enzymu reakéni rychlost s dalSim rustem
koncentrace techto slozek nestoupa



c) Aktivatory
Cu?* - polyfenoloxidasa

Zn?* - aminopeptidasa (5 — 100 pg/ml)

d) Stanoveni kofaktoru

ATP — luciferasa, hexokinasa, fosfoglyceratkinasa,
2-oxoglutaratdehydrogenasa

CoA - 3-hydroxyacyl-CoA-dehydrogenasa

FAD — oxidasa D-aminokyselin

NAD* - alkoholdehydrogenasa, glutamatdehydrogenasa
NADH — laktatdehydrogenasa

NADPH — glutamatdehydrogenasa, glutathionreduktasa



Imobilizovane enzymy

enzym, jehoz mobilita je omezena fyzikalnimi Ci chemickymi
prostredky,
iImobilizovany enzym si zachovava katalytickou aktivitu,

heterogenni katalyza (enzym a substrat jsou v oddélenych fazich)

Vvhody imobilizovanych enzymu:

1.
2.
3.

opakované pouziti (az 10 000x)

pouziti v kontinualnim procesu

imobilizace napodobuje prirozeny stav => stabilngjsSi, snasi vetsi
vykyvy pH a vyssSi teplotu

meéne citlivé k aktivatorim a inhibitorum => mensi riziko
interferenci => analyza komplexnich vzorku (napf. krevni sérum)



Zpusob imobilizace enzymu (proteinu)

Enzyme immobilization methods
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Adsorbce

enzymy zachycené na povrch nosiCe fyzikalnimi silami (van der
Waalsovi, iontové a vodikové vazby, hydrofobni interakce)

sorbenty = sklo, kfemicCitany, aktivni uhli, silikagel, slouCeniny
aluminia, ionexové pryskyrice, bentonit, ...

vyhody: jednoduchost, minimalni dusledky procesu na konformaci
biokatalyzatoru

nevyhody: mala pevnost vazby — zavisla na pH, teploté, iontove sile,
koncentraci substratu a pouzitém rozpoustedle => desorbce
navazaného enzymu




lontova vazba

zalozeno na elektrostatickeé pritazlivosti opacne nabitych
skupin nosiCe a enzymu

nosice - komercéni iontoménice - DEAE-celulosa a
DEAE-Sephadex

anex - vazba negativneé nabitych skupin enzymu a
opachné u katexu

vyhody: snadnost, setrné podminky, snadna regenerace
biokatalyzatoru

nevyhody: zména podminek (pH) a ionty s vétsi afinitou
k ionexu = desorbce navazaného enzymu




Kovalentni vazba na nerozpustny
NOSIC

nosiCe — organicke latky, prirozene i synteticke polymery

vlastnosti — nerozpustne, mechanicky stabilni a

hydrofobni Ci hydrofilni povrch

K vazbe se vyuzivaji a- a e-aminoskupiny, karboxyloveé,
sulfhydrylove, hydroxylove, imidazoloveé a fenolove
skupiny bilkovin

vazba pres funkcni skupiny enzymu, které nejsou
dulezité pro katalytickou funkci

vyhody: podobna situace v organismu — efektivngjsi,
vysSi stabilita (nepodleha zménam pH, teploté,
koncentraci substratu a pouzitém rozpoustedle)
nevyhody: podminky reakce => koncentracni zmeny =>
snizovani aktivity




Kovalentni prokrizeni
bi- a multifunkCnimi Cinidly

jednotky biokatalyzatoru se navzajem spojuji pomoci bi-
event. multifunkcnich Cinidel a vytvareji
vysokomolekularni nerozpustné agregaty bi- (event.
multi.) Cinidla poskytuji dvé (event. vice) skupin pro
vazbu biokatalyzatoru

homobifunkcni Cinidla - vazba prostrednictvim dvou
(event. vice) stejnych skupin (pf.
Hexymethylendiisokyanat, glutaraldehyd)

heterobifunkcni Cinidla - vazba prostrednictvim odlisnych
funkCnich skupin (pf. trichloro-o-triazin)

vyhody: jednoduchost, stabilita imobilizovaneho
biokatalyzatoru => kovalentni vazba

nevyhody: citlivost enzymu k vazebnym Cinidlum =>
iInaktivace, rosolovita konzistence




Imobilizacni reakce

Reactive group of carrier

Reacting group  Coupling reaction
of enzyme
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Reactive group of carrier Reacting group  Coupling reaction
of enzyme
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-@-Hgtl —SH mercury—enzyme interaction
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Matrix radical enzyme radical  y-radiation induced coupling
~NH, —~NH, peptide bond formation (in presence of condensing reagents)
Amine —COOH
—CONHNH, —NH, peplide bond formation (in presence of condensing reagents)
Acylhydrazide —COOH




Zapolymerovani do matrice gelu - entrapment

gelové materialy — polyakrylamidovy gel, agar, zelatina,
alginaty, karageenan, ...

substrat | produkt enzymu prostoupi pory gelové matrice
(jen nizkomolekularni latky)

vyhody: mirné reakcni podminky, bez zmeny
konformace enzymu=> imobilizace libovolného enzymu,
pouziti ve forme filmu (napf. na potazeni elektrody),
sloupce nebo i mechanicky dispergovany

nevyhody: tvorba volnych radikalt pfi polymeraci =>
nepriznivé ovlivheni enzymove aktivity




Enkapsulace

Vytvoreni polopropustné membrany na povrchu enzymu ve
vodnem prostreni — mikroemulze

Enzym v krystalickém stavu



Pozadavky na vlastnosti nosice

 biokompatibilita

 dostatcné velky povrch
 dostateCny pocet funkénich skupin
 Hydrofilni charakter

* nerozpustnost ve vodnéem prostredi
« chemicka a teplotni stabilita

* mechanicka odolnost a vhodny tvar Castic
* resistence k mikroorganismum

* regenerovatelnost

* (ne) toxicita

* nizka nebo opodstatnena cena

ReakcCni podminky imobilizacnich reakci - nedenaturujici



Vliv imobilizace na vlastnosti enzymu:

1.
2.

Inaktivace reaktanty nebo produkty imobilizaCni reakce

Podminky imobilizaéni reakce (pH, teplota, polarita
prostredi)

Vazebné sily fixuji enzym v neaktivni konfiguraci
vazebna reakce s fEnimi skupinami AK v aktivnim centru

Orientace enzymové molekuly na povrchu limituje
pristup substratu

Vliv funkénich skupin nosice

Enzyme activity —e=

pH —

a) Nosi¢ s kladnym nabojem

b) Nativni enzym

c) Nosi¢ se zapornym nabojem



Nové trendy
?nanotechnologie?

_ Enzyme
/ Modification

(W Single Enzyme
\ Vs / Nanoparticles
4 (SENs)

Enzyme

Fig. 3. Schematic comparison of SEN approach with enzyme modification
and encapsulation approaches.

Fig. 4. Schematic for SEN synthesis.

- Stabilizace enzymu
- limitace difusi



Analytické vyuZiti imobilisovanych biologickych systémii, enzymi zvldsté

a) Enzymové reaktory - detekéni systém fyzicky oddélen - FIA
b) Biosensory

C) ruzné



Biosensor: analytickeé zarizeni prevadejici biologicky signal na elektricky
(nebo jiny)

d b c d e

a) Biokatalyzator

2376 b) Detektor
c) Amplifikace signalu

d) Zpracovani signalu

3

€) zaznam

Reference—

Biosensory musi splnovat nékolik predpokladu:

a) specifita, stabilita skladovaci a operacni

b) Katalysovana reakce co nejméné zavisla na vnéjSich podminkach (michani, pH, teplota atd..)
c) Odpovéd rychla, pfesna, reprodukovatelna a linearni v pozadovaném rozmezi

d) Pro invasivni aplikace -

- klinické: biokompatibilni, nealergenni, miniaturni

e) cena, prenosnost, jednoduchost

f)  Schopnost konkurovat ,klasickym® analytickym postupim



Potenciometrické biosensory

(&) H*

GOD H,O
D-glukosa + O, — D-glukono-1,5-lakton + H,0, — D-glukonat+ H*

lipasa
TAG + H,O » glycerol + MK + H*

(b) NH,*

aminooxidasa
L-AA+ O, + H,O » ketokyselina + NH,* + H,0,

ureasa (pH 7.5)
H,NCONH, + 2H,0 + H* > 2NH,*+ HCO,




Amperometrické biosensory (glukosovy sensor, cholinovy

sensor)
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Flavinové oxidasy

FADH,-oxidase + O, — FAD-oxidase + H,O,

H,0, —® O,+2H"+2e

g-D-glucose FAD IFe

ferrocene + 2 H'

glucose oxidase
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,,Optické” biosenzory
a) Zmeéna absorpce svételného zareni

b) Emise svételného zareni - luminiscence

peroxidasa
chromogen(2H) + H,O0, — >  barevny produkt + 2H,0

luciferasa
ATP + D-luciferin + O, —— > oxyluciferin + AMP + PPi + CO, + hv (562 nm)

Ruzné: napf. diagnostické papirky



Enzymovd imunoanalysa

Vyuziti:

1. Lokalisace bunécnych komponent — imunohistochemie

2. mereni velmi nizkych koncentraci latek v biologickych materialech
3. imunodetekce na gelech nebo membranach

Kriteria pro vybér enzymu:

. mala Mh

. moznost vazby na protilatky — funkcni skupiny
. vysoka specificka aktivita

. vysoka stabilita

. vysoka Cistota preparatu

. snadna detekovatelnost produktu

. cena

Priklady:
peroxidasa, alkalicka fosfatasa
B-D-galaktosidasa, glukosaoxidasa



Imunodetekéni metody

Imunoblot
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