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Santrumpos

BAM - biologiskai aktyvios medziagos.

Da — atominés masés vienetas, kurio dydis lygus 1/12 izotopo *2C masés.
EC — Fermenty komisijos paskirtas numeris, Enzyme Commision santrauka.
FAD - flavino adenino dinukleotidas.

GA — Gliukono rugstis

GLU - gliukozé.

GOx — gliukozés oksidaze.

pH — vandenilio potencialas, kuris yra vandenilio jony (H+) koncentracijos tirpale matas, parodantis

tirpalo riigS§tinguma ar Sarminguma.
Ppy — polipirolas

Trp — Triptofanas.

Tyr —tirozinas.

hex— fluorescencijos Zadinimo bangos ilgis.



IVADAS

Cukrinis diabetas — viena i§ sparCiausiai plintanéiy ligy pasaulyje. Remiantis tarptautinés
diabeto federacijos duomenimis, 2017m. $ia liga visame pasaulyje sirgo 425 milijonai zmoniy, 0

2045m. serganciyjy skai¢ius padidés beveik 50% iki 629 milijony [1].

Diabetas — tai létiné sutrikusios medziagy apykaitos liga, kuriai btuidingas nepakankamas
insulino i§skyrimas bei sutrikusi organizmo geba panaudoti gliukoze. Insulino trikumas (1 tipo
diabetas) arba sutrikusi insulino sekrecija (2 tipo diabetas) sukelia disbalansg organizmo veikloje
bei didelj diskomfortg dél invaziniy priemoniy batinumo: insulino leidimasis j kiing bei nuolatiné
gliukozés kiekio kontrol¢ [1]. Dazniausiai gliukozés kiekis yra nustatomas i§ paciento kraujo
meéginio. Per 10 mety laikotarpj sergantieji patiria net apie 30 000 diiriy. Nors Siuolaikinés adatos
yra labai plonos, taciau didelis duriy daznis sukelia nepageidaujamy simptomy: nuolat paZeidziama
kraujotakos sistema, sukeliamas skausmas bei ilgainiui padidéja pirSty jautrumas ir infekcijy

tikimybe.

Universalaus neinvazinio jutiklio sukiirimas palengvinty daugybés diabetu serganéiy zmoniy
kasdienybe bei bty naudingas biotechnologiniams matavimams. Sukiirus technologija leidziancia
nustatyti gliukozés koncentracija panaudojant jvairius kiino skys¢ius (aSaras, prakaita, $lapima,
seiles, audiniy skystj), biity galima neinvaziskai bei be jokio skausmo nustatyti gliukozés kiekj

kraujyje ne tik realiu laiku, bet ir registruoti koncentracijos kitima laike [2].

Gliukozés oksidazé (GOXx) yra flavoproteinas, kuris kaip fermentas randamas kai kuriose
bakterijose ir eukariotuose. GOx yra patogus biotechnologijos jrankis, kai reikia nustatyti gliukozeés
koncentracija biologiniuose objektuose ar terpése [3]. Siekiant sukurti neinvazinj biojutiklj GOXx
pagrindu, reikia suprasti §io fermento veikimg, susijusj su artimos aplinkos jtaka. Nepaisant
didé¢jancio GOx tyrimy skaiCiaus, yra pakankamai mazai informacijos apie S$io fermento

makromolekulinius kitimus dél terpés rtigstingumo (pH) bei temperatiiros poky¢iy [4].

Sio darbo metu buvo tiriamas GOXx ir flavinadenindinukleotido (FAD) spektroskopiniy
savybiy kitimas skirtingo riigStingumo terpése: trijuose skirtinguose buferiniuose tirpaluose, kuriy
pH vertés kito intervale [2+9]. Tyrimo metu buvo matuoti paruosty bandiniy stacionarios sugerties
ir fluorescencijos spektrai bei fluorescencijos gesimo kinetikos pikosekundinése ir nanosekundinése
laiky skalése. Taip pat buvo stebima, kaip keiciasi GOx ir FAD spektroskopinés savybés laikui

bégant - nuo tirpaly pagaminimo praéjus 1, 8, 15, 22 ir 29 dienoms.

GOx fermento aktyvumas buvo nustatomas dviem skirtingais budais. Spektrofotometrinis

GOx aktyvumo nustatymo metodas remiasi fermentinés reakcijos metu vykstanciu benzochinono
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virtimu ] hidrochinong. Hidrochinono susidarymas jvertinamas matuojant sugerties ties 290 nm
kitimg laike [5]. Kalorimetrinis aktyvumo nustatymas atliekamas naudojant komerciskai jsigyta
GOx aktyvumo tyrimo testa (MAKO097). Atliekant tyrimus fermento aktyvumas nustatomas i§
sugerties spektro kitimo ties 570nm bangos ilgiu. Apskaiciuoti fermento aktyvumai teikia

papildomos informacijos apie GOx fermento kitimus 29-y dieny laikotarpyje.

Siekiant kuo ilgiau iSsaugoti fermento aktyvumg, galimas jo imobilizavimas j polimero
matricg [6]. GOX stabilumo tyrimo metu kaip imobilizavimo matrica buvo naudojamas polipirolas.
29-y dieny laikotarpyje buvo stebimas polipirolo susidarymas, kuris stipriai paveiké GOx ir FAD
spektroskopines savybes bei lémé kompozity su FAD (Ppy/FAD) bei kompozity su GOXx
(Ppy/GOXx) susidaryma.

Darbas atliktas 2016-2018 metais Fiziniy ir technologijos moksly centro (FTMC)
Molekuliniy dariniy fizikos skyriuje, bendradarbiaujant su VU chemijos ir geomoksly fakulteto

Fizikinés chemijos katedra.
Darbo tikslas

Sio darbo tikslas nustatyti gliukozés oksidazés aktyvuma bei susieti jo pokyéius su

spektroskopiniy savybiy kitimais. Nustatyti polipirolo jtakg GOx fermento stabilumui.
Darbo uzduotys:

1. Paruosti skirtingus buferinius ir tiriamus (GOx, FAD) tirpalus bei uzregistruoti jy sugerties
ir fluorescencijos spektrus bei gesimo kinetikas skirtingose laiko skalése.

2. Apibendrinti GOx ir FAD spektroskopiniy savybiy kitimus 29 dieny laikotarpyje.

3. Nustatyti GOx fermento aktyvumus 29 dieny laikotarpyje bei susieti aktyvumo poky¢ius su
spektroskopiniy savybiy kitimais.

4. 1stirti polipirolo jtakg GOx fermento stabilumui, esant optimaliam raigstingumui (pH 6).



Darbo aprobacija. Sio darbo medziaga buvo skelbta viename straipsnyje, viename
zodiniame konferencijos praneSime (asmeniSkai) ir SeSiuose stendiniuose konferencijy

pranesimuose.
Straipsniai — 1

Urte Bubniene, Raminta Mazetyte, Almira Ramanaviciene, Vidmantas Gulbinas, Arunas
Ramanavicius, and Renata Karpicz, Fluorescence Quenching Based Evaluation of Glucose
Oxidase Composite with Conducting Polymer — Polypyrrole, 2018, The Journal of Physical
Chemistry C, 122, 9491 — 9498.

Zodinis praneSimas konferencijoje (asmeniskai) — 1

R. Mazétyté. U,Bubniené, A, Ramanavicius, R, Karpi¢; pH influence on spectroscopic
properties of glucose oxidase, 60™ International conference for students of physics and natural

sciences ,,Open Readings®, 2017, 55 psl.

Stendiniai praneSimai konferencijose — 6

R. Mazetyte, U. Bubniene, V. Gulbinas, A. Ramanavicius, R. Karpicz, Fluorescence
quenching based evaluation of glucose oxidase composite with polypyrrole, XI International

Conference "Electronic Processes in Organic and Inorganic Materials” (ICEPOM-11), 2018,

Ivano-Frankivsk, Ukraine, 72 psl.

R, Mazétyte, U ,Bubniené, A, Ramanavicius, R, Karpi¢, Spectroscopic properties and activity
of glucose oxidase, 61% International conference for students of physics and natural sciences
,Open Readings®, 2018, Vilnius, 260psl.

R, Mazétyté, U,Bubniené, A, Ramanavicius, R, Karpi¢, Impact of Polypyrrole on Fluorescence
Quenching of Glucose Oxidase, International Conference of Life Sciences ,,The COINS”, 2018,
Vilnius, 82 psl.

R, Mazétyté, U,Bubnien¢, A, Ramanavicius, R, Karpi¢, pH influence on spectroscopic properties of
glucose oxidase, 10" Nanoconference “Current Trends in Electrochemistry and Material Sciences®,
2017, Vilnius, 22 psl.

R, Mazétyté, U,Bubnien¢, A, Ramanavicius, R, Karpi¢, pH daroma jtaka gliukozés oksidazés
spektroskopinéms savybéms, 42-0ji Lietuvos nacionaliné fizikos konferencija, 2017, Vilnius, 314 psl.

R, Mazétyté, U,Bubniené, A, Ramanavicius, R, Karpi¢; pH influence on spectroscopic properties of

glucose oxidase, International Conference of Life Sciences ,, The COINS”, 2017, Vilnius, 86 psl.



1 LITERATUROS APZVALGA

1.1 Gliukozés oksidazé

Gliukozés oksidazé (GOx) yra — bakterijy ir Zemesniyjy eukarioty fermentas, kurio erdviné
struktiira vaizduojama 2.1 pav. GOx lemia vandenilio peroksido (H2O2) susidaryma, kuris suteikia
antibakterinj aktyvuma. Dazniausiai GOx yra iS§gaunama i§ pelésinio grybelio Aspergillus niger [7].
GOx fermentui, kaip ir kitiems biologiniams katalizatoriams buidinga tai, kad fermentinés reakcijos
metu did¢ja tik reakcijos greitis, o reakcijos pusiausvyra nesikei¢ia (fermento kiekis islieka

nepakites).

2.1 pav. Gliukozés oksidazeés struktira. Adaptuota pagal [8].

Vienos 1§ svarbiausiy fermentg apibiudinanciy savybiy yra selektyvumas ir fermentinis
aktyvumas, kuris gali bati reguliuojamas. Fermento selektyvumas substratui priklauso nuo erdvinio
substrato prijungimo prie fermento aktyviojo centro. Tuo tarpu fermento aktyvumg lemia jo
struktiira, kuriai kintant, pakinta ir fermentinés savybés. DaZznai aktyvuma lemia nebaltymine
prostetiné grupé — kofaktorius. Kofaktorius gali buti sudarytas i§ metaly jony arba i§ organiniy
junginiy, dar vadinamy kofermentai. Fermenty aktyvumui didelg jtaka daro ir aplinkos salygos:

terpés Sarmingumo, temperatiiros, slégio poky¢iais [9].

GOx katalizinés gebos priklausomybé nuo aplinkos temperatiiros yra pavaizduota 2.2 pav.
Optimali temperatiira — tai temperattira, kuriai esant fermentiné reakcija vyksta greic¢iausiai. GOx
fermentui optimali temperattira — 30°C [10]. Virsijus optimalia temperatiira, reakcijos greitis mazéja
dél didéjancio chaotisko molekuliy judéjimo. Molekuléms judant chaotiskiau, pakinta fermento
tretiné struktara ir aktyviojo centro erdviné strukttra. Jei temperattra didinama ir toliau, prasideda

fermento denatiiracija ir fermentinés reakcijos greitis staigiai sumazéja [9].
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2.2 pav. GOx santykinio aktyvumo priklausomybé nuo temperatiiros. Adaptuota pagal [10].

Selektyvus tik tam tikry substraty ar reakcijy katalizavimas lemia didele fermenty jvairove.
Siekiant sistemingai suskirstyti fermentus nuo 1961 m. pradéta vartoti fermenty klasifikacija, kurios
pagrindas yra fermento katalizuojama cheminé reakcija. Visi fermentai klasifikuojami j 6 klases.
Toliau klasés skirstomos j poklasius ir galiausiai kiekvienam fermentui priskiriamas unikalus EC

numeris [11].

Oksidazeés priskiriamos placiausiai gamtoje paplitusiai oksireduktaziy klasei, kuriy
7yméjimo numeris yra EC 1.1.3. Sie fermentai katalizuoja oksidacijos-redukcijos reakcijas. Nuo
oksiduojamo substrato perneSant H* jong deguoniui (O2), gali susidaryti vanduo (H20) arba

vandenilio peroksidas (H202) [9].

GOx fermentas (EC 1.1.3.4) yra homodimerinis glikoproteinas sudarytas i§ dviejy
subvienety, kuriy molekulinés masés po 80 kDa. Pirmingje subvieneto struktiroje yra 583
aminoriigsciy liekanos, iSsidésciusios polipeptidingje grandinéje. Tarp fermento molekuliy
fragmenty susiformuoja du disulfidiniai rysiai, o fermento sudétyje yra dvi sulthidrilinés grupés bei
du kofermentai. Kiekvienas subvienetas turi nekovalentiS$kai prijungta kofermenta — FAD [12].
Pavieniy molekuliy tyrimai parodé¢, kad 4 Trp ir 9 Tyr liekanos yra issidéste FAD prijungimo srityje
[4]. Fermentui pakeiciant savo struktirag, FAD yra iSlaisvinamas i§ aktyviojo centro, 0 fermentas

virsta apofermentu ir praranda savo aktyvuma [12].

GOx fluorescuoja dél fermente esanciy fluorofory: FAD, triptofano bei tirozino. Gliukozés
oksidazés sugerties spektre yra taip pat dvi FAD sugerties juostos ties 380 nm ir 450 nm bangos
ilgiais [13].



1.1.1 GOx fermento panaudojimo sritys
GOx tyrimy svarba susijusi su gausiu ir svarbiu Sio fermento pritaikymu ir panaudojimu
maisto bei gérimy pramonéje, farmacijoje, klinikinéje chemijoje, biotechnologijose [4], medicinoje,

tekstilés ir energetikos pramongje [14].

Placiomis taikymo galimybémis pasizymintis GOx yra svarbus tuo, kad jj galima
imobilizuoti, fermentas turi palankias elektrochemines savybes. Taip pat GOx substratas (gliukozé)
yra pigus ir nors pats fermentas yra komerci$kai brangus, taciau reikalingi mazi jo Kiekiai. Kita
svarbi savybé yra ta, kad fermentinés reakcijos metu, fermentas islicka nepakites, tad reakcijos

vyksta tol kol yra gliukozés [14].

Panaudojimas maisto pramonéje. Kepiniy pramonéje GOX yra naudojama kaip efektyvus
oksidantas duonos gamyboje. Fermentinés reakcijos metu susidargs H>O2 Kiekis pavercia teslg
elastingesne bei klampensne. Taip pat stebimas ir teslos sausinimo efektas. GOx naudojama kaip
maisto priedas kartu su kitais junginiais, kurie padeda pagerinti kepiniy kokybe. GOx fermento,
askorbo riigsties, ir alfa-amilazés naudojimas milty gamyboje, sumazina trupiniy kietumg ir
tvirtumg. Naudojant GOx fermentg gliuteno neturinciuose kepiniuose, padidinamas duonos tiris

[14].

Gérimy pramonéje GOx naudojama siekiant sumazinti alkoholio kiekj vyno gamybos metu.
Fermentas sunaudoja perteklinj gliukozés kiekj, kuris biity virtgs alkoholiu anaerobinio
fermentavimo metu. Taip pat susidargs H20:2 suteikia antibakterinj poveikj bei sumazina
fermentavimo metu susidaran¢iy mikroorganizmy kiekj. Jei H2O2 yra nepageidaujamas, tai jdéjus

mazg katalazés fermento kiekj H2O yra suskaldomas j deguonj bei vanden;.

Kiaus§iniy milteliy pramonéje GOx naudojama siekiant pasalinti gliukozés ir deguonies
kiekj, taip siekiama prailginti kiausiniy milteliy galiojimo laika. Susidares H>O> padeda sunaikinti

nepageidaujamus mikroorganizmus, kurie yra skystuose kiausiniuose.

Panaudojimas tekstilés ir energetikos pramonéje. Fermentinis balinimas tekstilés
pramonéje pasizymi natiiralaus pigmento spalvos sumazinimu. Naudojant GOx iSsiskiria H20g,
kuris yra pats efektyviausias $ioje pramonéje [15].

Biokuro gamyboje GOx fermentas naudojamas kaip biokatalizatorius generuojantis elektros
srove i§ gliukozés. Sios fermentu besiremianéios sistemos yra pladiai tyringjamos dél galimo

panaudojimo implantuojamuose prietaisuose [16].

Panaudojimas medicinoje. Gliukozés ir GOx fermentinés reakcijos metu susidaro gliukono

rugstis (GA), kuri lemia didelj vaidmen;j skirtingose maisto industrijose ir yra naudojama kaip



spalvos stabilizatorius, kildinimo medZiaga, antioksidantas. Pieno pramonéje GA naudojama strio
varSkés formavime bei aliuminio skardiniy valyme. Na, Ca, Zn, Fe druskos gaunamos i§ cheminiy
reakcijy su GA yra naudojamos jvairiy vaistiniy preparaty gamyboje. Natrio gliukonatas gali biti

naudojamas kartumo pasalinimui i§ maisto produkty [14].

Nors GA galima pagaminti biochemiskai, elektrochemiskai, bioelektrochemiSkai, taciau
fermentinis GA gavimo buidas (parinkus tinkamiausias aplinkos salygas ir reagenty koncentracijas)

yra ekonomiskiausias bei efektyviausias [14].

Dauguma maisto produkty savyje turi deguonies, kuris skatina bakterijy augima. Maisto
produktuose paruostuose ilgam laikymui skardinése, buteliuose labai svarbu panaikinti anaerobines
saglygas- paSalinti deguonj. Taip pat GOx daznai naudojamas kaip antimikrobiné¢ medziaga (GOX ir

laktroperoksidazé yra naudojamos burnos prieziaroje) [14].

Taip pat Gox naudojamas ir atliekant jvairius mokslinius tyrimus. DaZnai Sis fermentas
naudojamas pavieniy molekuliy fluorescencijos mikroskopiniuose tyrimuose siekiant i§ bandiniy
pasalinti deguonj. Deguonis stipriai gesina pavieniy molekuliy fluorescencija, tad $is fermentas

padeda gauti patikimesnj ir stipresnj signala.

1.1.2 Gliukozés biojutikliai
GOx biojutikliai yra dazniausiai naudojami maisto pramongéje bei klinikiniuose tyrimuose.
GOx placiai naudojama dél ypac didelio selektyvumo gliukozei ir atsparumo gelezies junginiams

[17].

Siomis dienomis populiariausi gliukozés jutikliai cheminj signalg apie gliukozés kiekj
kraujo lase pavercia elektriniu signalu bei konvertuoja ji 1 koncentracijos iSraisSkg. Taciau tokio
veikimo principo jutikliai yra invaziniai ir suteikia informacija tik apie realiu matavimo laiku esantj

gliukozes kiekj kraujyje.

Elektrocheminiai GLU biojutikliai skirstomi pagal veikimo principa j tris kartas, kuriy
schematiski veikimo principai pavaizduoti 2.3 pav. | kartos biojutikliuose gliukozés kiekio
nustatymas remiasi deguonies arba H.O> koncentracijos kitimo matavimu, nes vienos gliukozés
molekulés oksidavimo metu susidaro viena H2O2 molekulé. II kartos jutikliuose siekiant gauti
patikimesnius rezultatus yra naudojami tarpininkai ( schemoje Zzymimi Med), kurie padeda tiksliau
uzregistruoti elektrony srautus. 111 kartos jutikliai yra patys tiksliausi, nes juose yra registruojamas

tiesioginis elektrony perdavimas i§ fermento j elektroda [17].
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2.3 pav. Skirtingy karty biojutikliy registruojami gliukozés oksidacijos mechanizmai. Adaptuota pagal [17].

1.1.3 Neinvaziniai gliukozés biojutikliai

Skirtingos mokslininky grupés visame pasaulyje ieSko budy kaip neinvaziSkai nustatyti
gliukozés koncentracija panaudojant jvairius kiino skysCius. Yra Zzinoma, kad gliukozes
koncentracija kraujyje yra proporcinga gliukozés koncentracijai asarose, prakaite, Slapime, seilése ir
audiniy skystyje. Sukiirus technologija leidziancig tirti Zzmogaus kiino skyscius biity galima be jokio
skausmo nustatyti gliukozés kiekj kraujyje ne tik realiu laiku, bet ir registruoti koncentracijos kitimg
laike [2].

Siekiant sukurti neinvazinj jutiklj ir jj pritaikyti kasdieniniam naudojimui yra labai svarbu
atsizvelgti | keliamus reikalavimus: nesudétingas jutiklio valdymas, méginio paémimas turi buti
nebrangus bei sukeliantis kuo mazesnj diskomforta, neSiojamas bei Zmogaus organizmui
nekenksmingas detektavimo elementas, tikslus ir greitas gliukozés koncentracijos nustatymo

principas [18].

Tad neinvazinio gliukozés biojutiklio veikimas gali remtis dviem skirtingomis aptikimo
technologijomis: chemine arba optine. Cheminio signalo aptikimas susijes su gliukozés oksidazés
(GOx) fermento imobilizavimu ant elektrodo pavirSiaus. GOx fermentas katalizuoja gliukozes
oksidacijg ir reakcijos metu susidar¢ produktai teikia informacija apie jvykusiy reakcijy skaiciy,
kuris yra proporcingas gliukozés koncentracijai. Siekiant sukurti tokio tipo jutikli yra svarbu
tiksliai aptikti gliukozés kiekj kiino skysCiuose bei Zinoti tikslig priklausomybe tarp iSmatuoto ir

realaus gliukozés kiekio kraujyje [18].

Daug pastangy dedama ir ] optinés detektavimo sistemos kiirimg, kuri leisty per Sviesai

laidzius audinius (pirSta ar ausies kamput]) neinvaziskai iSmatuoti gliukozés koncentracija

11



kapiliaruose. Spektroskopiniai tyrimai yra visiskai neskausmingi, nealergizuoja odos pavirsiaus ir
yra atliekami greitai. Taciau yra daugyb¢ sunkumy, kuriuos biitina jveikti kuriant tokio tipo
detektavimo jrenginius. Vienas i§ pagrindiniy sunkumy yra biologiniy audiniy sugertis bei sklaida,
kuri paveikia tiek zondavimo, tiek detektavimo signalus bei kartu stipriai priklauso nuo Zmogaus

fiziologijos (riebalinio audinio storio, vaskuliarizacijos) [19].

Gliukozés kiekio nustatymas i8S seiliy méginio yra visiskai neskausmingas, bet leidzia nustatyti
tik realiu matavimo laiku esancig koncentracijg. Tokio tipo jutikliai labiausiai tikty vaikams, diabeto
profilaktikai ar sergant antrojo tipo diabetu. Svarbu paminéti, kad jutiklis turi biiti individualiai
pritaikytas pacientams, nes seiliy klampa tarp skirtingy pacienty gali skirtis. Klampumas taip pat
stipriai priklauso nuo aplinkos salygy (temperatiiros, drégmés) bei fiziologinés zmogaus bukles.
Siekiant kuo tiksliau nustatyti gliukozés koncentracija kraujyje reikia atlikti i§samesnius tyrimus
apie gliukozés koncentracijos rysj kraujyje ir seilése skirtingo amziaus grupése, priklausomybe nuo

lyties bei asmens sveikatos buklés [18].

Slapimo méginio analizé leido detektuoti gliukozés kiekj dar 1908m. Analizei buvo
naudojamas vario reagentas, kuris reaguodamas su Slapime esanciu cukrumi pakeisdavo tirpalo
spalva ir taip pagal pateikta spalvy gama buvo nustatoma gliukozés koncentracija. Metodas nebuvo
labai patogus bei tikslus, bet tai buvo pirmasis bandymas stebéti bei nustatyti gliukozés kiekj. Siuo
metu tobulinamos optinio jutiklio technologijos, kurios fiksuodamos sidabro nanodaleliy sugerties
spektro kitima bei leisty tiksliai nustatyti gliukozés koncentracija §lapime. Siuo atveju taip pat
susiduriame su neatitikimu tarp gliukozés koncentracijos kraujyje ir Slapime, bei kiekvieno

organizmo individualumu [20].
Glucose Tear

s

Increase of the
glucose level

2.4 pav. ISmaniojo lgsio modelis. Adaptuota pagal [21].

Vienas i§ patogiausiy biidy gliukozés koncentracijai nustatyti yra elekroniniai jutikliai, kurie
jmontuojami j iSmanyjj 1¢8j (2.4 pav.). Tokio tipo jrenginiai yra pranasis tuo, kad galima nuolatos
registruoti gliukozés kiekj asarose bei informacija siysti tiesiai j mobilyjj telefong. Tai pacientui
leidzia tiksliau nustatyti reikalingg insulino kiekj bei koreguoti mitybg. Remiantis jvairiais
moksliniais tyrimais yra nustatyta, kad sveiko Zmogaus aSarose yra vidutiniSkai 0.2 — 0.6 mM

gliukozés, taciau diabeto atveju koncentracija iSauga iki 0.9 mM. Kadangi kraujyje esancios
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gliukozés kiekis yra apie 30 karty didesnis, tad kuriant jutiklj butina atsizvelgti j koncentracijy

diapazong bei uztikrinti didelj jautrumg detektuojant mazus koncentracijos poky¢ius [21].

Kitas placiai tyrinéjimas ir pacientams patogus biidas - registruoti gliukozés difuzijg odos
pavirSiuje arba jos koncentracija prakaite. Modeliuojami jrenginiai yra neSiojami, lengvai
pritvirtinami ant odos pavirSiaus bei nesuteikiantys diskomforto. Vieni i$ patraukliausiy pavyzdziy
yra ant rieso nesiojamos iSmaniosios apyrankés, auskary pavidalo biojutikliai ar net tatuiruotés tipo
jutikliai. Epiderminis elektrocheminis gliukozés kiekio nustatymas remiasi tarpaudininio skyscio
bei prakaito sudéties analizavimu. Gliukozés aptikimas Siuose bioskysc¢iuose paremtas gliukozés
difuzija i§ kraujagysliy per endotelj bei prakaito liaukas, kuri atspindi gliukozés koncentracija
kraujyje. Taciau difuzijos procesai yra pakankamai léti, tad yra vélinimo laikas tarp gliukozeés
koncentracijos padid¢jimo kraujyje bei bioskysciuose. Taip pat gliukozés kiekiai prakaite ir
tarpaudininiame skystyje yra tikstantj karty mazesni, tad dar néra pakankamai tiksliy jutikliy, kurie

buti pardavinéjami rinkoje [22].

Nepaisant didéjancios paklausos, gausiy skiriamy investicijy (finansavimy) bei visame
pasaulyje vykdomy moksliniy tyrimy, néra technologijos galinCios tiksliai aptikti labai mazas
gliukozés koncentracijas kiino skys€iuose ar odos pavir§iuose bei gautus rezultatus susieti su

zmogaus individualumu.

1.2 Fermenty aktyvumas
Fermento aktyvumas iSreiSkiamas substrato arba susidariusio produkto koncentracijos
poky¢iu per laiko vieneta. Dazniausiai jis vadinamas dydziu U, kuris parodo koks kiekis fermento

katalizuoja 1pmol substrato per vieng minute optimaliomis saglygomis [9].

Fermenty veikima gali reguliuoti prie fermento molekulés prisijungusios mazos molekulinés
masés medziagos, vadinamos efektoriais. Efektoriai gali buti teigiami — aktyvikliai arba neigiami —
slopikliai. Aktyvikliai (Na*, Mg?*, CI ir kt) prisijungia prie ne tokio aktyvaus fermento, pakeisdami
jo konformacija, tuomet susidaro kataliziSkai aktyvi fermento forma. Slopikliai (neorganinés
druskos, metabolitai ir kt.) taip pat gali pakeisti fermento konformacijg ir lemti sumazejusj katalizinj
aktyvuma. Sie reiskiniai labai svarbiis medZiagy apytakos procesy reguliavime. Taip pat slopikliai
gali uzimti substrato vietg fermento aktyviajame centre ir taip blokuoti substrato prisijungima.
Tokiu atveju fermentas negali katalizuoti substrato virtimo produktu, tad jo aktyvumas yra

slopinamas [9].

Fermento slopinimas gali biiti grjztamasis arba negrjztamasis procesas. NegrjZztamo slopinimo

atveju, fermentas nesugeba atstatyti savo katalizing geba, 0 susidargs slopiklio ir fermento

13



kompleksas 1étai disocijuoja. Grjztamojo slopinimo atveju, sumazinus slopiklio koncentracija,

disociacija vyksta lengvai [9].
Fermenty aktyvumo tyrimo metodai

Fermentiniy reakcijy tyrimai remiasi substrato koncentracijos maz¢jimo arba produkto
susidarymo matavimais tam tikrame laiko intervale. Yra keletas skirtingy metody, kuriy taikymas
priklauso nuo specifiniy reakcijy, kurias katalizuoja fermentai. Visi fermenty tyrimy metodai

skirstomi j du tipus: fiksuoto laiko ir nuolatinio laiko [23].

Fiksuoto laiko tyrimuose matuojama fermento aktyvumas nustatytame laiko periode, kuris
susijes su susidariusio produkto arba su sunaudotu produkto kiekiu. Sis metodas remiasi
fermentinés reakcijos nutraukimu (po tam tikro laiko) ir susidariusio produkto matavimu.
Fermentinés reakcijos sustabdymui, naudojamos tam tikros medziagos (stiprios ragstys,
inhibitoriai) arba pakei¢iamos aplinkos salygos (didinama temperatiira), siekiant denattruoti

fermentg [24].

Nuolatinio matavimo tyrimas atlickamas siekiant jvertinti susidariusj produkta arba
sumazeéjus] substrato kiekj realiu laiku. Siekiant gauti geriausius fermento aktyvumo matavimy
rezultatus, fermentui optimalus pH turi biiti nustatytas iki tyrimo vykdymo. Nepertraukiamo tyrimo
trikumas yra tas, kad gali biiti matuojama tik viena reakcija [25]. Sis metodas yra daug patogesnis,
nes visi rezultatai matomi i§ karto. Taciau ne visy fermenty aktyvumas gali biti stebimas $iuo
metodu. Siuo biidu papraséiausia tirti fermenty kitimus, kurie lemia sugerties, fluorescencijos

spektry, pH ar kity fizikiniy parametry kitimus.

Fermentiniy reakcijy vaizdinimui optiniaiS metodais dazniausiai taikoma sugerties ir
fluorescencijos spektroskopija. Abu Sie metodai remiasi molekulés elektroninés konfigtiracijos
poky¢iais. Kadangi energijos tarpas tarp suzadintos ir pagrindinés biisenos yra didelis, tad sugerties
ir fluorescencijos matavimai gali biiti vykdomi regimosios Sviesos arba ultravioletinés Spinduliuotés

diapazone [26].

Spektrofotometrinis bei fluorimetrinis vaizdinimo biidas remiasi sugerties bei fluorescencijos
spektry kitimu laike. Ties tam tikru bangos ilgiu stebint spektrinés juostos intensyvumo didéjima
galima spresti apie didéjancig susidarancio produkto koncentracija. Nustacius juostos intensyvumo
maz¢jimg gauname informacija apie substrato maze¢jima, kuris teikia informacijos apie fermentinés

reakcijos greitj bei fermento aktyvuma [26].
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GOx aktyvumo priklausomybé nuo pH

Fermenty aktyvumo priklausomybe nuo pH salygoja baltymo funkciniy grupiy jonizacijos
poky¢iai, substrato joninés formos pasikeitimai, tiesioginis H+ ir OH- jony dalyvavimas reakcijoje.

Dideli terpés pH poky¢iai gali pakeisti baltymo struktiirg [9].

GOx fermentas yra jautrus terpés ragstingumo pokyciams. Fermentui optimaliausiu
rigStingumu vadinama pH verté, kuriai esant fermentinés reakcijos greitis yra maksimalus.
Optimalus rugstingumas priklauso nuo fermente esanc¢iy aminortigsciy liekany. Net mazi pH terpés
pakitimai keicia kataliziniy aminoriigs¢iy kruvj, dél kurio pasikeicia ir fermentinés reakcijos greitis
[27]. GOx optimali pH terpé yra 5,5 — 6,0, tac¢iau veikimo intervalas yra nuo 4,0 iki 8,0 pH [10].
Terpei tapus stipriai ragstine (pH < 3) arba stipriai Sarmine (pH > 9), fermento molekulé praranda

katalizing gebg ir denattiruoja [27].

GOx struktiiros ir konformacijos pokyciai yra stebimi, esant skirtingiems tirpalo rigStingumui
ir siejami su FAD fluorescencijos kitimais. Didziausias FAD fluorescencijos intensyvumas yra
stebimas pH 2 buferiniame tirpale. Taip pat fluorescencijos intensyvumas mazéja didinant buferinio
tirpalo pH. Fluorescencijos maksimumo padéties kitimas yra labai mazas. Palyginus optimaly pH su
buferinio tirpalo pH verte, kai fluorescencijos intensyvumas buvo maksimalus, nustatyta, kad tirpale
su pH 2 FAD fluorescencijos intensyvumas yra 4 kartus didesnis. Tokia intensyvi fluorescencija yra
siejama su FAD struktiiriniais pokyc¢iais. FAD fluorescencijos spektry kitimai esant skirtingiems pH
buferiniams tirpalams yra pavaizduoti 2.5 pav. FAD tirpalai buvo Zadinami su Aex=450 nm
spinduliuote [4].

400 q

H 2.0
350 4 'h
300 4 pH 9.0

2504

200 4

150 4

Fluor. intensyvumas, a. u.

480 490 500 510 520 530 540 550 560 570 580
Bangos ilgis, nm

2.5 pav. FAD fluorescencijos spektrai skirtinguose pH buferiniuose tirpaluose. Adaptuota pagal [4].
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I pH pakitimus reaguoja ne tik FAD, bet ir Tyr bei Trp. Suzadinto Trp (Aex =292 nm) liekanos
intensyviausiai fluorescuoja esant pH 6, kai fluorescencijos maksimumas yra ties 351 nm. Tuo tarpu
suzadinto Tyr (Aex = 274 nm) liekanos intensyviausiai fluorescuoja pH 7 buferiniuose tirpaluose, kai
fluorescencijos maksimumas yra ties 350 nm. Abiejy aminortgsciy fluorescencijos intensyvumai
maz€ja ragstéjant bei Sarméjant buferiniams tirpalams. Taip pat svarbu paminéti, kad riigStinant
buferinius tirpalus iki pH 4, fluorescencijos maksimumo padétys pasislenka per 7 nm Trp ir 6 nm

Tyr | trumpabangg sritj [4].

1.3 Fermentinés reakcijos

Fermenting reakcija schematiskai galima aprasyti (2.1) lygtimi [9]:
F+S «—> FS «—> [P <«—> F[+P (2.1)

F — fermentas; S — substratas; P — produktas.

FS ir FP — atitinkamai susidare substrato, produkto bei fermento kompleksai.

Substratas — tai cheminis junginys, kurio struktira pasikei¢ia fermentinés reakcijos metu.

Produktas yra po fermentinés reakcijos susidargs naujas junginys [27].

Vykstant fermentinéms reakcijoms substratas virsta produktu. Kadangi fermento molekulés
yra daug karty didesnés uz substrato molekules, tai cheminés reakcijos vyksta ne visame pavirsiuje,
o tik tam tikroje fermento srityje. Sritis, kurioje vyksta fermentinés reakcijos, yra vadinama
aktyviuoju centru. Aktyvyjj centrg sudaro aminortigsciy liekanos, kurios yra i§sidés€iusios jvairiose
fermento pirminés struktiiros vietose, bei kuriy Soninés grupés yra chemiskai aktyvios.
Formuojantis tretinei fermento struktirai, polipeptidin¢ grandiné susivynioja ir joje esancios
aminortgsciy liekanos priartéja viena prie kitos, taip sudarydamos lokalig aktyviojo centro vietg

fermento molekuléje [9]. Fermento ir substrato saveika yra pavaizduota 2.6 pav.

Substratas —a
l / Aktyvusis centras

Fermentas

2.6 pav. Fermento ir substrato komplekso susidarymas. Adaptuota pagal [28].

Rysiai susidarantys formuojant fermento ir substrato kompleksg gali buti skirtingi:
elektrostatiné sgveika, vandeniliniai rysiai, hidrofobiné sgveika, van der Valso jégos. Susijungimas
negali bati stiprus, nes fermentas tik padeda substratui virsti produktu [29].
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Fermentinés reakcijos metu kofermentai chemiSkai pakinta (oksiduojasi, redukuojasi,

prisijungia funkcines grupes), taCiau jie yra reguliuojami kity arba to paties fermento [9].
GOx katalizuojama fermentiné reakcija.

GOx fermentas savo sudétyje turi oksidacijos redukcijos reakcijos elementa FAD, kuris
lemia tai, kad GOx katalizuoja B-D-gliukozés oksidacija j D-gliukono-1,5-laktong. D-gliukono-1,5-
laktonas hidrolizuojasi iki gliukono ragsties (lygtis 2.1).

Vykstant oksidacijos-redukcijos reakcijoms (dar vadinamoms redokso), vyksta elektrony
prisijungimas ir atidavimas, FAD atlieka elektrony transporterio funkcija. GOx katalizuojamose
redokso reakcijose, FAD redukuojasi iki FADHy, prisijungdamas elektronus ir H* jonus.
Tolimesnése reakcijose FADH> reaguoja su molekuliniu deguonimi (O2) ir reoksiduojasi iki
oksiduotos FAD formos. Sios reakcijos metu susidaro vandenilio peroksidas (H202) (lygtis 2.2).

GOX, kurios sudétyje yra oksiduotas FAD, vél gali prisijungti GLU ir spartinti jos oksidacijg [27].

GLU+ GOx-FAD -  Gliukono rugstis + GOx-FADH_; (2.2)
GOx-FADH2+ O2 » GOx-FAD + H20;. (2.3)
OH
OH
Gox H COOH
H OH H OH
D - gliukono - § - laktonas Glukono rigitis
m
GOx-FADH; GOx-FAD
\\-___\_\_'_'__4—/;‘1
0Oz H:20;

2.7 pav. GOx katalizuojamy gliukozés virsmy atvaizdavimas. Adaptuota pagal [30].

Grafiskas vykstanc¢iy reakcijy atvaizdavimas pateikiamas 2.7 pav. GLU katalizavimo reakcija
gali biiti padalinama j redukcijos ir oksidavimo etapus. Redukavimo dalyje vyksta gliukozés
oksidacija j gliukono ragstj, kurios metu FAD redukuojasi [30].Vykstant substrato oksidavimui,
vyksta FAD redukavimas [27]. Oksidavimo dalyje redukuota FAD forma reaguoja su molekuliniu

deguonimi, kuris atlieka elektrono akceptoriaus funkcija. Taip susidaro vandenilio peroksidas [30].
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GOx fermento panaudojimas biojutikliuose remiasi deguonies, vandenilio peroksido arba
redukcijos-oksidacijos tarpininko koncentracijos pokyciy registravimu, prie elektrodo pavirSiaus

esanc¢iame sluoksnyje [6].
1.4 Flavino adenino dinukleotidas

Flavino adenino dinukleotidas (FAD) — kofermentas, dalyvaujantis oksidacijos-redukcijos
fermentinése reakcijose bei lemiantis GOX fermento aktyvumg. FAD yra nekovalentiskai
prisijunges prie fermento aktyviojo centro. Yra Zinoma, kad oksireduktaziy klasés fermentai,
strukttiroje turintys FAD kofermentg, oksiduoja substratus, kuriy molekulés turi [-CH2-CH>-]

fragmenta [27].

MM

ey

<’"rf/,1

| Adeninas

| °" °" Adenozinas

| Izoaloksazinas o |
|Flavino mononukleotidas (FMN) |
{Flavino adenino dinukleotidas (FAD)

2.8 pav. FAD struktiriné formulé. Adaptuota pagal [31].

FAD struktira sudaryta i§ flavoproteino ir adenino dinukleotido (2.8 pav). lzoaloksazino
ziedy sistema yra atsakinga uz FAD §viesos emisijg regimosios spektro dalies ruoze [32]. Ivairios
FAD formos yra gaunamos prie izoaloksazino ziedy sistemos N1 ir Ns atomy prisijungus elektronus

ir H" jonus [9].

FAD gali turéti tris skirtingas oksidacijos biisenas: oksiduota forma, tarpinis vienelektroninés
redukcijos produktas (semichinonas) ir pilnai redukuota forma. Taip pat kiekviena oksidaciné
biisena turi po tris riig§tines-bazines formas, kurios priklauso nuo pH ir yra vadinamos katijonine,
neutralia ir anijonine [33]. Galimos FAD struktiiros pavaizduotos 2.9 pav. D¢l didelés biiseny
jvairovés, FAD dalyvauja jvairiose biologinése veiklose, tokiose kaip apoptozé, detoksikacija,

redukcijos reakcijos. Jis labai svarbus lgsteliniam kvépavimui ir energijos gamybai [34].
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2.9 pav. Skirtingos FAD biisenos. Adaptuota pagal [33].

FAD skirtingos biisenos gali biiti nustatomos spektroskopiskai, kadangi skiriasi jy sugeriamos

Sviesos bangos ilgis. Oksiduoto FAD sugerties juosta ties 450 nm, todé¢l jis yra geltonos spalvos.

Protonuotas semichinonas (FADH) sugeria 560 nm S§viesg, o visiSkai redukuota forma FADH> yra

bespalvé [9]. Vienelektroninés redukcijos produktas (semichinonas) tirpale yra nestabilus. Sugerties

spektrui jtaka daro ne tik oksidaciné biisena, bet ir rugsStiné-baziné forma. Tuo tarpu FAD

fluorescencija stebima tik neutralioje formoje [35].

FAD i
ISvyniotas
,{5‘ Susuktas

2.10 pav. FAD erdvinés konfigtracijos.
Adaptuota pagal [34].

FAD gali turéti kelias skirtingas erdvines konfigiiracijas, kuriy
metu  kofermentas deformuojasi ir erdvéje iSsidésto
skirtingomis formomis. Galimos ,,i§vynioto“ bei ,,susukto®
FAD struktaros, pavaizduotos 2.10 pav. Straipsnyje [34]
nagrin¢jamas FAD tirpalo fluorescencijos gesimas ties 530 nm,
kuris aprasomas dvieksponentiniu désniu. Trumpesné gesimo
komponente atitinka FAD fluorescencijos gesima, esant
susuktai struktiirai, o ilgoji — esant iSvyniotai struktirai.
Susuktoje struktiiroje vyksta greitesné elektrono pernaSa i$
adenino fragmento | izoaloksazino ziedy sistema, todél ir
gesimo laikas trumpesnis [34]. Egzistuoja ir visiSkai susukto

FAD struktiira, kuri pasiZymi silpna fluorescencija ir

pikosekundinés trukmés fluorescencijos gesimu [35].

FAD konformacijos kitimas skirtinguose pH.

FAD fluorescencija stipriai priklauso nuo terpés riigstingumo, o fluorescencijos pokyciai yra

siejami su FAD molekulés struktariniais kitimais. Yra zinoma, kad FAD fluorescencijos kvantinis
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(2.11 pav.) naSumas yra didziausias esant pH 2,5 riig§tingumui. Kvantinis naSumas mazéja iki pH 5
ir pH 5-9 intervale praktiskai nekinta. Sj kvantinio na§umo sumazéjima lemia susiformuojantys
visiS8kai susukti FAD konformerai, kurie fluorescuoja silpnai dél vykstancios vidumolekulinés
elektrono pernasos i§ adenino fragmento j flavino fragmentg (izoalaksazino ziedg). Kvantinis
nasumas lygus nuliui esant pH 1 ir pH 12 vertéms. Tai siejama su skirtingomis oksiduotos biiseny
savybémis: katijoninés (FLH) ir anijoninés (FL’) formos flavinai pasizymi
fluorescencija [35].

labai silpna
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|
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003 K

000 —

Eorantinis nasumas
»

pH

2.11 pav.FAD kvantinio na§umo priklausomybé nuo buferio riigitingumo. Adaptuota pagal [35].

FAD erdvinés konfigiiracijos kitimai skirtingo riigStingumo terpése pavaizduoti 2.12 pav.
Ragstinése terpése (iki pH 3) FAD budinga iSvyniota struktiira, kuri nulemia didelg¢ fluorescencijos
relaksacijos laiky jvairove. Stipriai ragstinése terpése susiformuoja protonuotas adenino junginys,
kuris pasizymi silpna fluorescencija. Nuo pH 3 iki pH 10 yra galimi jvairis FAD i$sidéstymai:
i§sivyniojes, visiskai susisukes bei visos tarpinés struktiiros. Kiekviena i§ erdviniy konfigliracijy
lemia fluorescencijos gesimo trukmeés verte. Kaip jau minéta anksc¢iau, visiskai susuktai FAD
formai buidinga labai trumpa 5-9 ps gesimo trukmé dél vidumolekulinés elektrono pernasos.
ISvyniota FAD struktira siejama su 4 ns fluorescencijos gesimo trukme. FAD esant dalinai
susuktoje konfigiiracijoje adenino fragmentas ir izoaloksazino ziedy sistema néra visiskai
susijungusios, taciau sgveikauja tarpusavyje ir lemia fluorescencijos gesimo laika apytiksliai lygy
2,2 ns. Terpés ragstingumo intervale nuo pH 3 iki pH 10 vyrauja susukta arba dalinai susukta FAD

struktdiros. Sarminése terpése (nuo pH 10) susidares anijoninis flavino fragmentas saveikauja su
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neigiamg kriivj turinCiomis fosfatinémis grupémis ir FAD keicia strukttirg — 1§ susuktos pereina |

iSvyniota [35].
AH' A ° A
$ S ¢ © §
® , ® b ® .
\ v/
v
FL FL
FL “w , 4 FL & A
J e
0.18-276 ns ~9 ps ~4.0ns ~22ns  ~10-13ps ~90ps
pH=05t0pH<3.0 | pH=3.0 topH=10 pH > 10

Izoaloksazino ziedo

fragmentas A Adenino fragmentas Fluorescencija

‘ Fosfatiné grupé

A Anijoninis izoaloksazino

< AH' Protomiotas adenino fragmentas
ziedo fragmentas

2.12 pav. Struktiiriniais FAD kitimai skirtingo riigétingumo terpése. Adaptuota pagal [35].

1.5 Pirolas ir polipirolas

Pirolas — heterociklinis aromatinis junginys. Sis organinis monomeras yra bespalvis, tadiau,
kaip ir dauguma aminy, jgauna rudg spalvg sglycio vietoje su oru ir Sviesa. Tokie spalvos pakitimai

atsiranda dél to, kad tirpale susiformuoja polipirolas ir amino oksidai [36].

Polipirolas — elektrai laidus, organinis polimeras, kuris sudarytas i§ pirolo monomery.
Polimeras susidaro pirolo monomerams susijungus j ilgas m-n konjuguotas grandines. Elektroninis
laidumas atsiranda dél delokalizuotos elektroninés struktiiros i$ilgai konjuguotos grandinés. Pirmieji

didelj polipirolo elektrinj laidumg aprasé Weiss et al 1963 metais [37].

Polipirolo kaip ir kity elektrai laidZiy polimery savybés stipriai priklauso nuo polimerinés
grandinés ilgio bei sintetinimo buido. Dazniausiai konjuguotas polimeras sudarytas 1§ keleto Simty
monomery, susijungusiy j viena granding. Siy polimery jvairios savybés gali bati pakeistos j
polimero struktiirg jterpiant jvairias priemaiSas. Toks polimery legiravimas praplecia jy pritaikymo

galimybes [6].

Polimerizacija gali buti dviejy rusiy: elektrocheminé arba cheminé. Atliekant elektrochemine
polimerizacija, netirpus polipirolas nuséda ant elektrodo (anodo) paviriaus. Si reakcija
efektyviausiai vyksta esant pastoviai 0,8 V jtampai. Cheminé polimerizacija vyksta naudojant
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oksidatoriy. Sios polimerizacijos metu gaunamas didelis polimero kiekis. DaZniausiai naudojami
oksidatoriais: (NH4)2S20s, H20,, bei Fe*3, Ce™, Cu™?, Cr*®, Mn*" [9]. Chemigkai susintetintas

polipirolas tirpale nuséda tamsiy nuosédy pavidalu.

Polipirolas  dazniausiai naudojamas elektrocheminiuose biologiniuose jutikliuose.
Bioanalizinése sistemose jis lengvina analizinio signalo perdavimg darbiniam elektrodui, kadangi
turi didelj elektrinj laiduma. Polipirolas gali buiti naudojamas ir kaip imobilizavimo matrica, skirta
biologiskai aktyviy medziagy (BAM) imobilizavimui. Polipirole imobilizuotos BAM ilgesnj laika
iSlaiko savo biologinj aktyvuma. Kita svarbi savybé yra ta, kad polipirolas pasizymi imobilizuojamy

junginiy fluorescencijos gesinimu [6].
1.6 Fermenty imobilizavimas
Fermentai fermentai gali biiti imobilizuojami skirtingais btidais [38]:

1. Adsorbcija ant stiklo arba ant specialios matricos. Fermentui adsorbuojantis, cheminiai
rySiai nesusidaro, taciau jo aktyvusis centras gali buti uzblokuotas dél matricos pavirSiaus
nelygumy. Tai gali paveikti fermento aktyvuma: jei aktyvusis centras uzblokuojamas, tai
fermento aktyvumas sumazéja.

2. Membraniné pagava. Imobilizavimo metu fermentas patalpinamas ] netirpig sfera, taciau tai
apsunkina substrato ir produkto difuzija.

3. Kovalentinis prijungimas. Tai cheminis imobilizacijos budas, pasizymintis dideliu
efektyvumu. Vykstant cheminei imobilizacijos reakcijai, fermento aktyvusis centras néra

uzblokuojamas, tad substratas gali lengvai jj pasiekti.

Konstruojant biojutiklj, svarbu atkreipti démesj | dvi svarbias charakteristikas: stabilumg ir
biosuderinamumg. Imobilizavimo matrica turi uZtikrinti fermento stabilumg bei buti laidi elektros
srovei. GOx imobilizavimui kaip imobilizavimo matrica yra naudojamas polipirolas.
Polimerizacijos tirpale GOx katalizuoja gliukoze ir vykstant redokso reakcijoms FAD redukuojasi.
Redukuota FAD forma reaguoja su deguonimi (Oz) ir susidaro vandenilio peroksidas (H20z). Prie
fermento aktyviojo centro lokaliai pasikeites pH (pazeméjes) bei auksSta vandenilio peroksido

koncentracija inicijuoja polipirolo sinteze ir GOx imobilizavima [38].
1.7 Jablonskio diagrama

Grafinis molekuléje vykstanciy Suoliy ir energijos biliseny atvaizdavimas pateikiamas
Jablonskio diagramoje (2.13 pav.). Diagramoje pavaizduotos elektroninés singletinés (So,S1,S2)

biisenos ir virpesinés energijos lygmenys. Simboliu T1 pazyméta suzadinta elektroniné tripletiné
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busena. Kiekviena horizontali elektroniné biisena turi virpesiniy lygmeny sistemag (v=0, 1, 2, 3...)
[39]. Vertikaliomis spalvotomis rodyklémis pazyméti spinduliniai vyksmai: sugertis, fluorescencija,
fosforescencija. Vertikalios banguotos rodyklés vaizduoja viding konversija (VK) — nespinduling
relaksacija ] zemesnés energijos buseng. Horizontali banguota rodyklé pavaizduoja
interkombinacing konversija (IK) i§ Si (singletinés) j Ti (tripleting) biisena. Suolio metu keidiasi

elektrono sukinys ir suzadinta molekulé pereina i tripleting biiseng.

S, oy
VKo
VK 2
A S S
S A3 % % N
A T
T
\hvex
VK
T N hvel,, ¢ hVem VK

Sugertis Fluorescencija Fosforescencija
2.13 pav. Jablonskio diagrama. Adaptuota pagal [40].

1.7.1 Sugertis

Sugertis arba absorbcija — tai spindulinis fotovyksmas, kurio metu sugeriamas S$viesos
kvantas. Tai elektromagnetinés spinduliuotés salygojamas procesas tarp dviejy stacionariy
molekulés energetiniy lygmeny, turin€iy tam tikras energetines biisenas. Jei elektromagnetinés
spinduliuotés energija atitinka energijos skirtumg tarp Eo ir E: buseny, tuomet gali vykti
elektromagnetinés spinduliuotés kvanto sugertis (formulé 2.4). Molekulé, sugérusi fotong, jgauna
perteklinés energijos, kuri gali biiti panaudojama tolimesniems fotofizikiniams, fotocheminiams ir
fotobiologiniams vyksmams inicijuoti bei vykdyti [39]:

AE=E1—E0=hv=h%. (2.4)
h — Planko konstanta; h=6,626 -10°* [J-s];
v— elektromagnetinés spinduliuotés daznis [Hz];
A— elektromagnetinés spinduliuotés bangos ilgis [m];

Cc — Sviesos greicio konstanta; ¢ = 299792458 [m/s].
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Sugerties matavimo eksperimentas paremtas Bugerio, Lamberto ir Bero désniu. Tiriamasis

tirpalas patalpinamas j kiuvetg bei apSvieiamas intensyvumo |, monochromatine spinduliuote.
Tirpalui sugérus Sviesg, per ji per¢jusios spinduliuotés intensyvumas | sumazés. Peréjusios ir
krintancios $viesos intensyvumy santykis yra vadinamas pralaidumu ir Zymimas T [39]:

T=-— (2.5)

Io

Peréjusios Sviesos intensyvumas priklauso nuo tirpalo koncentracijos, $viesos nueito kelio

bei ekstinkcijos koeficiento ir iSreiSkiamas priklausomybe [39]:
I =Iye*, (2.6)

c — tirpalo koncentracija [mol/l] = [M];
| — optinio kelio ilgis, kiuvetés storis [cm];

¢ — ekstinkcijos koeficientas [M*cm™].

Spektroskopijoje daznai naudojamas dar vienas fizikinis dydis — optinis tankis, kuris yra
zymimas D. Pagrindinis spektroskopijos désnis teigia, kad tirpalo optinis tankis yra tiesiogiai

proporcingas sugerian¢iy molekuliy koncentracijai [39]:
D = ecl. (2.7)

Optinio tankio sarysis su pralaidumu:
g (%) —ecl=D arbaT = 107>, (2.8)
1.7.2 Liuminescencija

Liuminescencija — Sviesos emisijos vyksmas, kuris suteikia informacijos apie biologiniame
objekte vykstancius procesus bei placiai naudojamas molekuliy tyrimuose. Vykstant Sviesos kvanto
sugerc¢iai, molekulés iSorinés orbitalés elektronas perSoka j vieng i$ laisvy elektroniniy lygmeny ir
molekulé tampa suzadinta. Molekulé esanti suzadintoje biisenoje yra nepusiausvira, tad ji stengiasi
pasiekti energetiSkai palankiausig - Zzemiausig biiseng. Molekulé gali relaksuoti | pagrinding biiseng
vienu 1§ Siy galimy biudy: pertekling energija perduoti kitoms molekuléms, atlikti nespinduling
relaksacijg transformuojant pertekling energija i savo atomy virpesing/rotacing energijg arba

i§spinduliuoti energijg fotono pavidalu — liuminescuoti [39].

Liuminescencijos sgvoka apjungia du optiskai suzadintos molekulés energijos relaksacijos

kelius — fluorescencija ir fosforescencija. Fluorescencijos metu elektronas atlieka Suolj tarp vienodo
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multipletiSkumo (singletiniy) baseny. Fluorescencijos Suolio tipiSka trukmé — apie 10 ns.
Fosforescencija — spindulinis Suolis tarp skirtingo multipletiSkumo (tripletinés ir singletinés)

biiseny. Fluorescencija trunka nuo 10 s ir gali siekti net kelias sekundes [39].

Relaksacijos tikimybe lemia energijos tarpas tarp lygmeny. Kuo energijos tarpas tarp
singuletiniy suzadintos ir pagrindinés biisenos lygmeny yra didesnis, tuo vidinés konversijos
tikimybé yra mazesné, o fluorescencijos tikimybé didesné. Taigi fluorescencijos tikimybé priklauso
nuo konkuruojanciy reiSkiniy, kuriy metu molekulé i§ suzadintos blisenos pereina j pagrinding.
Fosforescencijos tikimybé nedidelé deél ilgos tripletinio lygmens gyvavimo trukmés, o kambario

temperatiiros sglygose fosforescencija yra stipriai gesinama vidiniy ir vidumolekuliniy procesy [39].

Fluorescencijos Suolis vyksta i§ Zemiausios energijos suzadinto lygmens ] pagrindinés
biisenos So vibracinius lygmenis. Suolio metu yra i$spinduliuojamas fotonas, kurio energija atitinka
energijy skirtuma tarp lygmeny. Lyginant su sugerties spektru, fluorescencijos spektras yra
pasislinkes ] ilgesniy bangy puseg, dél energijos nuostoliy. Vykstant sugerciai, elektronas sugeria
fotong ir atlicka Suolj j suZzadintos biisenos virpesinj lygmenj, kuris nebiitinai yra Zzemiausios
energijos. Tuomet vyksta virpesiné relaksacija, kurios metu elektronas relaksuoja j ZemiausioS

energijos suzadintg lygmenj bei pertekling energija perduoda atomy virpesiams.

Stokso désnis apibrézia, kad dél energijos praradimo fluorescencijos Suolio energija yra
visada mazesné uz sugerties Suolio energija. Taciau srityje, kurioje ilgabangé sugerties spektro dalis
kertasi su trumpabange fluorescencijos spektro dalimi Stokso désnis negalioja. Sj Stokso désnio
prieStaravimg pasalino Liomelis teigdamas, kad liuminescencijos spektras ir jo maksimumas
viusomet yra pasislinkes sugerties spektro ir jo maksimumo atzvilgiu j ilgabangg pusg¢. Stokso ir
Liomelio désnj galima uzrasyti [39]:

hvg ™ < hy"**, (2.9)
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2  TIRIAMOS MEDZIAGOS

2.1 Tirti bandiniai

GOx ir FAD tirpalai buvo paruosti VU chemijos ir geomoksly fakulteto Fizikinés chemijos
katedros bei Fiziniy ir technologijos moksly centro Molekuliniy dariniy fizikos skyriaus

laboratorijose.

Matavimai buvo atliekami periodiskai nuo tirpaly paruosimo dienos praéjus 1, 8, 15, 22, 29
dienoms. Tyrimo metu buvo iSmatuoti 118 tirpaly sugerties ir fluorescencijos spektrai, bei gesimo
kinetikos ties 450 nm ir 530 nm. Atliekant ultrasparc¢ios fluorescencijos gesimo trukmés tyrimus,

buvo matuojami 6 tirpalai.

Matavimo salygos tapacios. Visy spektroskopiniy prietaisy parametrai matavimo metu
nekito. Kiuvetés su tirpalais budavo jstatomos vienodose padétyse, taip uztikrinant lazerio

spinduliuotés tapaty optinj kelig bandiniuose.
Visi tirpalai buvo laikomi kambario temperatiiroje tamsioje vietoje.

2.2 Tirpaly paruosimas
Skirtingy pH tirpaly paruosimas

Tirpaly paruoSimui buvo naudojami keletas skirtingy buferiniy tirpaly.

1. Acetatinis (0,05 mol/l) buferis su KCI. Kei¢iant KCI1 koncentracijg gaunamas norimas
buferinio tirpalo ragstingumas, kurio vertés kito nuo pH 3 iki pH 8.

2. Acetatinis—fosfatinis buferis. Tirpalai buvo ruosiami i§ CH3COONa, Na,HPO4-2H-0,
KH2PO4, KCI vandeniniy tirpaly. Rigstinimui naudojant HCIl, o Sarminimui NaOH gaunamas
norimos rugstingumo vertés pH [2+9] intervale.

3. Citriny ragsties natrio fosfatinis buferis. Tirpalai buvo ruoSiami i$ citriny rtgsties
(CeHgO7-H20) ir natrio fosfatinés druskos (NazHPO4-2H20) vandeniniy tirpaly. Pagaminti 0,1 M
citriny rugsties (21,01 g/l) ir 0,2 M natrio fosfatinés druskos (35,61 g/l) tirpalai sumaiSomi
atitinkamais santykiais, siekiant gauti skirtingo riigStingumo buferius, kuriy pH kinta 2,6 — 7,6
diapazone.

Tiriamieji tirpalai buvo ruo$iami tirpinant GOx (fermentas iSgautas i§ Aspergillus Niger) ir
FAD (C27H31015NgNazP2 x 2H20, M=865,55 g/mol) buferiniuose tirpaluose. GOx koncentracija
visuose matuotuose tirpaluose buvo 1,1 mg/ml. Tirpaluose su FAD, jo koncentracija buvo mazesné
ir sieké 0,011 mg/ml arba 0,022 mg/ml.

Po tirpaly paruosimo praéjus ~ 24 h. jie buvo patalpinami } PMMA kiuvetes, kuriy optinis

kelio ilgis 1 cm. Kiuvetés buvo naudojamos visiems optiniams matavimams ir tirpaly laikymui.
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Imobilizavimo tirpaly paruosimas

Polimerizacijos acetatiniai tirpalai buvo sudaryti i$ keturiy pagrindiniy komponenty:
1) pirolo (polimerizuojamasis monomeras). Tirpaluose pirolo koncentracija buvo 236 mM.
2) gliukozés oksidazés (fermentas, gaminantis vandenilio peroksida). GOx koncentracija buvo 1,1
mg/ml.
3) gliukozes.
4) istirpusio deguonies (0ksidacijos substrato).
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3 METODIKA

3.1 Sugerties spektry matavimas

Sugerties matavimai dazniausiai atliekami su standartiniais  spektrofotometrais.
Spektrofotometras — spektrinis prietaisas skirtas matuoti tiriamojo bandinio sugerties spektrus.
Siame prietaise bandiniai yra matuojami atitinkamo optinio kelio kiuvetése. Viena i§
spektrofotometro sudedamyjy daliy yra spinduliuvotés Saltinis, kuris skleidzia iStisinj spektra.
Dispersinis elementas (prizmé, gardelinis monochromatorius) suskaido spinduliuote j spektrines
dedamasias. Toliau monochromatiné spinduliuoté krinta j pluosto daliklj, kuriame yra padalinama j
du pluostelius. Vieno i§ padalinty pluosty kelyje jstatoma kiuveté su bandiniu, o kito pluosto kelyje
— kiuveté su tirpikliu. Tokia schema leidzia vienu metu matuoti krintancios (lo) ir per bandinj
praéjusios (1) spinduliuotés intensyvumus, kurie uZregistruojami jutikliu. Zinant I ir loir naudojantis
(formulé 2.6) yra apskai¢iuojama bandinio sugertis. Kei¢iant dispersinio elemento konfigtracija,

iSmatuojamas visas sugerties spektras [39].

Uzregistruotas sugerties spektras yra tiriamo bandinio optinio tankio priklausomybé nuo
sugeriamos $viesos bangos ilgio. Remiantis Bugerio, Lamberto, Bero désniu yra zinoma, kad
optinis tankis priklauso nuo bandinio storio, ekstinkcijos koeficiento bei yra tiesiogiai proporcingas
sugerianly molekuliy  koncentracijai. Taciau jei Sviesos srautas yra nepakankamai
monochromatiSkas ar jvyksta tam tikri cheminiai pasikeitimai tirpale, tuomet atsiranda netiesiné
optinio tankio priklausomybé nuo molekuliy koncentracijos. Esant didelei sugerian¢iy molekuliy
koncentracijai, molekulés pradeda sgveikauti tarpusavyje bei formuoti agregatus — dimerus.
Suformuoti dimerai turi maZesnj sugerties skerspjiivi nei monomerai, tad pasikeiia sugerties
spektras. Siekiant i§vengti iy nukrypimy, tiriamy bandiniy koncentracija negali biiti labai didel¢, o

optinis tankis nevirSyti 1 [39].

Sugerties spektrai buvo matuojami su Jasco V-670 spektrofotometru. Spektrai buvo
matuojami 300 nm — 800 nm diapazone. Tirpalai buvo laikomi ir matuojami PMMA 1 cm

kiuvetése.

3.2 Fluorescencijos spektry matavimas

Fluorescencijos matavimams reikalinga sglyga yra matuojamy molekuliy suzadinimas.
Sviesos kvanto sugérimas suteikia molekulei energija, kuri lemia elektrono $uolj j aukstesnés
energijos elektroning orbitale [41]. Spektras matuojamas per visg emisijos intervala, Zadinant vieno
bangos ilgio Sviesa. Suzadinta molekulé gali iSspinduliuoti Sviesos kvantg | visas puses vienodomis

tikimybémis, tad spinduliavimas néra kryptingas. Geriausias biidas detektuoti suzadinty molekuliy
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spinduliavimo spektrg yra registruoti jg 90° laipsniy kampu nuo Zadinimo spinduliuotés krypties

[39].

Kadangi zadinama su intensyviu lazeriu, tai labai svarbu uztikrinti, kad fluorescencijos
spektro matavimuose detektorius uzfiksuoty tik iSfluorescuotus fotonus. Siekiant nufiltruoti

zadinancia spinduliuote yra naudojami jvairas filtrai [39].

Fluorescencijos matavimai pasizymi ypac¢ dideliu jautrumu, tad galima tirti mazy
koncentracijy tirpalus. Fluorescencijos signalas tiesiSkai priklauso nuo fluorofory tirpale
koncentracijos. Taciau reikia atkreipti démesj, kad fluorescencijos matavimai nebuty atlieckami
esant per auks$tai fluorofory koncentracijai. Suzadintos pavienés molekulés iSspinduliuoja
atitinkamo bangos ilgio fotona, kuris turi sklisti bandiniu, pereiti per kiuvete ir biti
uzregistruojamas detektoriumi. Esant didelei koncentracijai, padidéja klitciy pasiekti detektoriy, tad

fluorescencijos intensyvumas Zenkliai sumazéja. Sis reiskinys vadinamas vidiniu filtro efektu [26].

Fluorescencijos spektrai buvo registruojami su spektrometru Edinburgh Instruments F900.
Suzadinimui buvo naudotas pikosekundinis diodinis lazeris EPL-375, kuris skleidzia
monochromatinius 375 nm pikosekundinés trukmés impulsus. Impulsy trukmé buvo 57 ps, 0
impulsy pasikartojimo daznis 2 MHz (T=500 ns). Vidutiné impulsy galia 0,15 mW/mm?. Visy
matavimy metu lazerio spinduliuotés intensyvumas buvo maksimalus, o diafragmos plySys — 5 nm.
Fluorescencijos spektrai buvo registruojami 390 nm — 700 nm diapazone. Taip pat buvo atliekta

spektriné korekcija per visg matuotg fluorescencijos spektra.
3.3 Fluorescencijos relaksacijos trukmiy matavimas

Fluorescencijos gyvavimo trukmiy matavimui buvo naudojamas laike koreliuoty pavieniy
fotony skai¢iavimo metodas (angl. time—correlated single—photon counting, TCSPC). Metodas
taikomas, kai bandinio suzadinimui naudojamas didelio impulsy pasikartojimo daznio lazeris.
Lazerio impulsu suzadinta molekulé¢ po tam tikro laiko A4¢ iSspinduliuoja fotong. Suzadinus
molekul¢ daugybe karty ir matuojant Az laikus, gauname fotony i$spinduliavimo laiky tikimybinj

pasiskirstymg. Metodo eksperimentiné schema pavaizduota 3.1 pav. [42].

Lazerio siunciami ultratrumpieji impulsai patenka j bandinj. PluoSto dalikliu dalis lazerio
spinduliuotés nukreipiama j fotodioda, kuris generuoja elektronini impulsg. I diskriminatoriy
patekes diodo impulsas virsta skaitmeniniu elektroniniu impulsu (vadinamas ,,start™), kuris toliau
patenka ] laiko-jtampos keitiklj ir jj aktyvuoja. Bandinio iSspinduliuotg fluorescencijos fotong

uzregistruoja jautrus fotodaugintuvas. UZregistruotas fotodaugintuvo signalas diskriminatoriuje taip

29



pat tampa skaitmeniniu elektroniniu impulsu (vadinamas ,,stop®) bei patenka j laiko-jtampos

keitiklj.
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3.1 pav. Laike koreliuoto pavieniy fotony skai¢iavimo eksperimento schema. Adaptuota pagal [42].

Laiko-jtampos keitiklyje atsiranda jtampa, kuri yra proporcinga laiko tarpui tarp dviejy
elektroniniy signaly (,,start” ir ,,stop) pasirodymo. Kitaip tariant, jtampa atitinka trukme tarp
bandinio suzadinimo ir fotono iSspinduliavimo. Jtampos vertés uZregistruojamos
daugiakanaliniame analizatoriuje. Jame skirtingos vertés patenka ] skirtingus kanalus, kuriuose
sumuojamas patekusiy verCiy skaicius. IS rezultaty gauname fluorescencijos gesimo histograma,
kurioje kanalai, atitinkantys daZniausiai stebimas fluorescencijos uZzlaikymo trukmes, sukaupia

didziausias vertes. Galiausiai, duomenys pateikiami kaip fotony skaiCiaus priklausomybé nuo laiko
[42].

Fluorescencijos gyvavimo trukmé (z) — tai vidutinis laikas, kurj gyvuoja suzadintosios
busenos molekulé. Si trukmé priklauso nuo fluorescencijos gesimo biido. Fluorescencijos gesimas
aprasomas eksponentiniu désniu ir nusako fluorescencijos intensyvumo mazéjima. Eksponentinis

gesimo vyksmas apraSomas formule [39]:

I = Iy exp(—kt), (3.1)
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lo — pradinis intensyvumas laiko momentu t = 0;
k — grei¢io konstanta, sudaryta i§ spindulinio (tsp) ir nespindulinio (tnesp) gesimy

konstanty;

k=—+— =2 (3.2)

Tsp Tnesp T

Fluorescencijos gesimo trukmés buvo matuojamos su laike koreliuoto pavieniy fotony
skai¢iavimo spektrometru Edinburgh-F900, ties fluorescencijos maksimuma atitinkanciais bangos
ilgiais — 450 nm ir 530 nm. Matavimai buvo atliekami 150 sekundziy 0 — 50 ns diapazone. Kaip ir
fluorescencijos matavimuose buvo naudojamas diodinis lazeris EPL-375, Zadinantis 375 nm
pikosekundiniais impulsais, kuriy pasikartojimo daznis 2 MHz (T=500 ns). Visy matavimy metu
lazerio spinduliuotés intensyvumas buvo maksimalus, o diafragmos plysys taip pat iSliko pastovus

ir buvo lygus 5 nm.

3.4 Ultraspar¢iosios fluorescencijos relaksacijos trukmé registravimas

Bandiniy ultraspar¢ios relaksacijos kinetikos buvo matuojamos su fotoelektrony kamera
,Hamamatsu“. Metodas remiasi elektroniniu laiko skyros fluorescencijos registravimu, o
registracijos schema pavaizduota 3.2 pav. [42].

Sviesa Elektronai Sviesa

~=SEDaaneBis

Y/

/ |&jimo optika ISéjimo optika
CCD kamera
|éjimo plysys fotokatodas
Mikrokanaly
Greitinantis ploksté
tinklelis
Kreipiantieji Fosforo
elektrodai ekranas

3.2 pav. Fotoelektrony kameros principiné schema. Adaptuota pagal [42].

Bandinys yra suzadinamas tam tikro bangos ilgio Sviesa. Bandinio i$spinduliuoti
fluorescencijos fotonai pataiko j fotokatoda ir iSmusg i§ jo elektronus. Fotokatodas yra pagamintas
1§ mazg iSlaisvinimo darbg turin€iy medziagy. Fotonai paverciami elektronais, kuriy skaiCius yra
proporcingas signalo intensyvumui. ISmusti elektronai pagreitinami elektriniame lauke, o jy
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trajektorijos iSkreipiamos kintamu elektriniu lauku. Kreipianciojo lauko kitimas yra sinchronizuotas
su zadinan¢iu impulsu, todél vertikaly nuokrypj lemia laiko momentas, kuriuo atéjo elektrong
ismuses fotonas. Sis elektrinis laukas pastoviai stipréja, todél véliausiai atkeliavusiy elektrony
trajektorijos bus smarkiausiai uzlenktos. ] fosforo ekrang pataike elektronai registruojami Su jautria
CCD kamera. Siekiant padidinti prietaiso jautruma, pries fosforo ekrang yra jtaisoma mikrokanalé
plokstelé, kuri atlieka daugintuvo funkcija. Kadangi skirtingo laiko momentais islaisvinti elektronai
fosforo ekrang pasiekia skirtingose padétyse, tai suformuotas erdvinis pasiskirstymas teikia

informacijg apie signalo intensyvumo pasiskirstyma laike [42].

Kadangi elektronai kreipiami tik vertikalia kryptimi, tai horizontalioji kryptis gali bati
naudojama spektrinei informacijai. Tai suteikia didelj privaluma, nes iSkart registruojamas

fluorescencijos spektras (200-1600nm) ir gesimo kinetikos.

Tyrimy metu naudojama ,,Hamamatsu“ fotoelektrony kamera pasizymi itin didele laikine
skyra ~1,9 ps. Fotoelektrony kamera itin naudinga norint iSmatuoti tik pacig bandinio suzadinimo
gesimo pradzig. Sistema naudoja ~3W optinés galios, 1030 nm bangos ilgio lazerj (,,Pharos*
osciliatorius) ir generuojant trecig harmonika(,,Hiro* harmoniky generatorius) gaunami 343 nm

bangos ilgio impulsai.

3.3 pav. Gliukozés oksidazés pH 6 spektriné kinetika uzregistruota 1-aja diena su fotoelektrony kamera.

3.5 GOx aktyvumo nustatymo metodas

Spektrofotometrinis GOx aktyvumo nustatymas remiasi fermentinés reakcijos metu
vykstan¢iu benzochinono virtimu j hidrochinong, kurio greitis matuojamas ties 290 nm bangos ilgiu
[5]. Paveikslélyje 3.4 pav. vaizduojama schematiska reakcijos eiga. Vykstanéios fermentinés
reakcijos metu benzochinonas veikia kaip elektrony akceptorius. Viena hidrochinono molekulé

susidaro fermentui oksidavus vieng gliukozés molekulg.
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GOx-FAD + B-D-gliukozé — GOx-FADH, +D-gliukono-3-laktonas

0 OH
¢ ¢ GOXFADH: —» <j .
0 OH

Benzochimonas . :
Hidrochinonas

3.4 pav. Benzochino redukcija iki hidrochino vykstanti GOx katalizuojamos fermentinés reakcijos metu [5].
Tyrimui reikalingi tirpalai:

e 1 mol/l B-D-gliukozés vandeninis tirpalas, kuris turi bati paruosStas maziausiai prie$
24h iki matavimo. Reikiamas taris 0,5 ml.

e Citriny riigsties natrio fosfatinis pH 5 buferis. Reikiamas tiiris 0,225 ml.

e 0.1 % benzochinono vandeninis tirpalas. Reikiamas tiris 0,25 ml.

e Gliukozés oksidazés tirpalas. Reikiamas turis 33 pl.

Ruosiamos dvi kiuvetés, kuriy optinio kelio ilgis 1 c¢cm. Bandinio kiuveté paruoSiama
sumaiSius reikiamus gliukozés tirpalo, buferio, benzochinono tirpalo bei gliukozés oksidazés tiirius.

Atraminéje kiuvetéje vietoj gliukozés oksidazés tirpalo jmaiSoma 33 pl distiliuoto vandens.

Matavimai atliekami registruojant optinio tankio ties 290 nm kitimg laike. Matavimai
atliekami 120 s. 1-osios dienos GOx aktyvumo tyrimy pavyzdys pavaizduotas 3.5 pav. GOXx

fermento aktyvumas apskaic¢iuojamas pagal formule [5]:

Aktyvumas = S — (3.3)

Ixex VfX tXc

A4 — Optinis tankio skirtumas ties 290 nm;

Vt — viso tirpalo turis ( 1,008 ml);

Vi— fermento tiris ( 0,033 ml);

L — optinio kelio ilgis (1 cm);

¢ — ekstinkcijos koeficientas (2,31 mmolicm?);
t — reakcijos laikas (1 min);

¢ — gliukozés oksidazés koncentracija (mg/ml);
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3.5 pav. Gliukozés oksidazés aktyvumo tyrimai 1-3ja dieng.

3.6 Kalorimetrinis GOx aktyvumo nustatymo metodas

Siekiant tiksliau ir patikimiau jvertinti fermento aktyvumg buvo naudojamas komerciskai
jsigytas gliukozés oksidazés aktyvumo tyrimo testas (MAKOQ097). Gliukozés oksidazés aktyvumas

nustatomas 1§ sugerties spektro kitimo ties 570nm bangos ilgiu.

Rinkinyje yra 5 skirtingi elementai, kurie sumaiSomi reikiamomis koncentracijomis.
Aktyvumo nustatymas remiasi gliukozés fermentinés reakcijos metu susidariusiu vandenilio
peroksido kiekiu, kuris reaguoja su kita medziaga ir lemia avietinés spalvos produkto susidaryma.
Taip bespalvis tirpalas laikui bégant jgauna spalva, o kitimo greitis tiekia informacijos apie

susidariusio H>O; kiekj, kuris yra proporcingas gliukozés oksidazés aktyvumui.

Tyrimui atlikti batina nustatyti standarting kreive: tirpalo optinio tankio priklausomybg nuo
vandenilio kocentracijos (3.6 pav.). Naudojamas O, 1, 2, 3, 4, 5 nmoliy vandenilio peroksido
tirpalas, kuris reaguoja su reakcijos tirpalu ir salygoja tam tikra optinj tankj. Gauta tiesé yra
aproksimuojama ir nustatomi koeficientai, kurie tolimesniy skai¢iavimy metu padeda nustatyti

sugeneruoto H>O> kiekj.
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3.6 pav. Gliukozés oksidazés aktyvumo tyrimo standartiné kreive.

Atliekant gliukozés oksidazés tyrimus, j reakcijos tirpalg jlasinamas nustatytas gliukozés
oksidazés kiekis. IS karto po sumaiSymo kiuveté patalpinama } kaitinimo krosnele, jkaitintg iki
37°C, ir joje laikoma 5 min. Po to registruojamas sugerties spektras kas viena minutg. Sugerties
juostos ties 570nm kitimas teikia informacijos apie sugeneruoto peroksido kiekj kuris yra tiksliai
nustatomas 1§ standartinés kreivés duomeny. Galiausiai aktyvumas apskaic¢iuojamas pagal formulg:

Aktyvumas = 5 (3.3)

t XV Xc

B — sugeneruotas H>O> kiekis nmol per laika t;
t — reakcijos laikas (min) ;

V — bandinio taris (ml);

¢ — gliukozeés oksidazés koncentracija (mg/ml);

Remiantis formule apskaiciuojamas milivienety skaiCius esantis vienama g. 1 vienetas tai

GOx fermento kiekis, kuris sugeneruoja 1 umol H202 per 1 minute 37° C temperatiiroje.
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4 REZULTATAI IR JU APTARIMAS
4.1 FAD ir GOx spektroskopiniai tyrimai skirtingo riig§tingumo terpése

4.1 pav. ir 4.2 pav. pavaizduoti skirtingose acetatinio-fosfatinio buferio pH terpése
uzregistruoti flavinadenindinukleotido (FAD) ir gliukozés oksidazés (GOx) tirpaly sugerties ir

fluorescencijos spektry pokyciai, atsirade 22—y dieny laikotarpyje.

Regimajame spektro ruoze stebimos dvi, oksiduotai biisenai budingos, FAD sugerties juostos,
kurios atitinka elektrono Suolius j suzadinty biiseny Sy ir Sy elektroninius lygmenis. Stebint 1-osios
dienos sugerties spektrus, nustatyta, kad pirmoji sugerties juosta yra ties 375 nm ir jos maksimumo
padétis skirtingo riigS§tingumo buferiuose nesikeicia. Antroji sugerties juosta uzregistruota ties 450
nm. Ji taip pat paklaidy ribose nekito. Sugerties spektrai, esant skirtingiems pH, sutampa, tad 1—3ja

matavimo dieng visuose tirpaluose FAD yra oksiduotos biisenos.

4—3j3 matavimo dieng stebimas pH 2 tirpale esan¢io FAD antrosios sugerties juostos
intensyvumo sumazéjimas. Vélesniy matavimy metu pH 2 sugerties spektruose atsirado daugiau
pakitimy. Nuo 8-0sios dienos sugerties spektro forma stipriai pakito nuo pradinés: antroji sugerties
juosta sumazéjo, o pirmosios juostos maksimumo padétis pasislinko j ilgesniy bangy puse. Taip pat
galima pastebéti, kad 22—y dieny laikotarpyje pirmoji sugerties juosta ne tik slenkasi j ilgesniy
bangy puse, bet ir platéja. Sie kitimai siejami su FAD struktiiriniais poky¢iais pH 2 acetatiniame—
fosfatiniame buferiniame tirpale. Esant $iam riigstingumui oksiduotas FAD prisijungia H* jonus ir
virsta redukuota FADH> forma, kuri lemia sugerties formos kitimg [34]. Taip pat esant pakankamai
dideliam riigStingumui gali susiformuoti katijoniné oksiduoto FAD forma, kurios sugerciai buidinga

viena juosta ties 390 nm [33].

Nuo 15-osios matavimo dienos matomi FAD sugerties spektro kitimai ir pH 3, 7, 8, 9
tirpaluose. Kaip ir aptartu pH 2 atveju, pH 3 tirpale susidaro redukuota FAD biisena. Sarminiuose
buferiuose taip pat vyksta FAD sgveika su buferio jonais, kuri lemia sugerties spektro kitimus.
Kitimy metu atsiranda ne tik sugerties intensyvumo pakitimai, bet ir maksimumo padétis pasislenka
] ilgesniy bangy pusg¢. Svarbu paminéti, kad pH 5 — 6 tirpaluose sugerties forma, maksimumy

padétys bei santykiniai intensyvumai nekito 22—y dieny intervale.

Oksiduotos FAD bisenos fluorescencijos spektras sudarytas i§ vienos intensyvioS juostos,
kurios maksimumas uZzregistruotas ties 530 nm [34]. Stebint 1-osios ir 4-osios dienos
fluorescencijos spektrus matome, kad fluorescencijos juostos maksimumo padétis nekito skirtingo

ragstingumo buferiniuose tirpaluose.
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Matavimy metu stebime fluorescencijos intensyvumo kitimo tendencija: fluorescencijos
intensyvumas yra didziausias pH 2 tirpale ir didinant pH fluorescencija mazéja, 0 pats maziausias
intensyvumas uzregistruotas pH 6 tirpale. Intensyviis fluorescencijos juostos kitimai siejami su
FAD erdvinés konformacijos [35] poky¢iais. Rgstinése terpése dominuoja iSvyniota FAD erdviné
struktiira, o intervale nuo pH 3 iki pH 10 vyrauja dalinai susukta, iSvyniota arba visiskai susukta

struktiros.

Nuo 8-osios matavimo dienos matome rysky fluorescencijos intensyvumo sumazéjima pH 2
tirpale, kuris siejamas su FAD katijoninés biisenos susidarymu. Sugerties juostos ties 450 nm
intensyvumo mazéjimas tai patvirtina. Taip pat Sarminiy tirpaly fluorescencijos spektruose
matome, kad 450 — 460 nm intervale isryskéja nauja fluorescencijos juosta, kuri siejama su
redukuotos FADH: struktiiros susiformavimu. Redukuota FADH: struktiiros fluorescencijos juosta

stebima pH 9 buferyje.

Kaip ir sugerties atveju, 15-o0sios ir 22—osios dieny fluorescencijos spektruose matome
ryskiausius kitimus. FAD fluorescencijos intensyvumas dar labiau sumazéja, o ypa¢ didelis
sumazéjimas stebimas pH 3 tirpale. Taip pat dar labiau ryskéja fluorescencijos juosta tie 450 — 460

nm. Tai reiskia intensyviai vykstantj redukuotos FADH: atsiradima.

Regimajame spektro ruoze stebimas GOX sugerties spektras susidedantis i§ dviejy FAD
budingy sugerties juosty, kuriy intensyvumai ir maksimumy padétys kito laike bei skirtingy pH
tirpaluose. Stebint 1 — 8 dienomis uZregistruotus sugerties spektrus, nustatyta, kad pH 2 buferyje
GOx sugerties juostos yra ties 374 nm ir 445 nm. Taip pat sugerties spektras stipriai skiriasi nuo
kity spektry optinio tankio sumazéjimu, kuris siejamas su fermento sgveika su buferinio tirpalo
jonais. Sgveikos metu fermentas keicia savo erdving konformacija ir sugerties ekstinkcijos

koeficientas sumazéja.

Acetatiniuose—fosfatiniuose buferiniuose pH 3 — 4 tirpaluose GOx sugerties juostos
uzregistruotos ties 372 nm ir 462 nm bei nustatyta, kad pirmoji sugerties juosta yra intensyvesné uz
antrgja. Esant pH 6 — 9 riigStingumui, sugerties juostos yra ties 383 nm ir 452 nm, o intensyvesné
yra antroji sugerties juosta.. Taip pat buferiuose, kuriy pH 5 — 8, GOX sugerties antroji juosta yra
intensyvesné uz pirmajg. Pastebéta, kad Sarminat terpe, GOx tirpalams buidingas pirmosios sugerties

juostos pasislinkimas j ilgabange puse, o antrosios — j trumpabangg.

15-o0sios ir 22—-osios dienos sugerties spektruose, kaip ir FAD atveju, atsiranda pastebimi
pokyciai. Esant pH 2 ragstingumui, GOx antroji sugerties juosta sumazéja, 0 pirmosios juostos
maksimumo padétis pasislenka j ilgesniy bangy puse¢ per 5 nm. Esant Siam riig§tingumui fermentas

yra pakeites savo struktirag, o FAD kofermentas yra disocijaves i§ fermento aktyviojo centro.
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Laisvas FAD ragstinéje terpéje prisijungia H jonus ir virsta redukuota FADH; forma, kuri lemia

sugerties formos kitimg.

Stebint GOx pH 3 — 4 tirpalus, matome antrosios sugerties juostos mazéjimag ypa¢ pH 3
tirpaluose. Kity ragstingumy buferiuose (pH 5 — 7), GOx sugerties juosty padétis ir intensyvumas
kito tik paklaidy ribose. Sarminiuose pH 8 — 9 tirpaluose, stebimas sugerties sklaidymas, kurj sukélé

artefaktai.

GOx fluorescencijos spektras pasizymi dvejomis fluorescencijos juostomis: mazo
intensyvumo juosta yra ties 450 nm, o intensyvi fluorescencijos juosta yra ties 530 nm. Matavimy
atlikty skirtingomis dienomis metu bei esant skirtingam terpés riigStingumui, keitési fluorescencijos

juosty padétys bei fluorescencijos intensyvumai.

Pirmoji fluorescencijos juosta 1-aja bei 4—3ja matavimo dienomis nekito pH 2 — 9 intervale.
Sios juostos pokyg&iai, kaip ir FAD atveju, uzfiksuoti tik vélesniy matavimy metu. 8-3ja matavimo
dieng, intensyvumas labiausiai padidéjo GOx pH 2, 3, 9 tirpaluose. 15—aja bei 22—3ja dieng $i
fluorescencijos juosta intensyviausia pH 9 buferiniame tirpale. Fluorescencijos juostos ties 450 —

460 nm didéjimas siejama su redukuotos FADH2 struktiros susiformavimu.

GOx fluorescencijos juosta ties 530 nm siejama su oksiduotos FAD struktiiros fluorescencija.
Si juosta visy matavimy metu intensyviausia rigstiniuose (pH 3 — 4) GOXx tirpaluose. Si santykinai
didelio intensyvumo fluorescencijos juosta yra siejama su FAD disociacija i§ fermento dél
panaikinto nekovalentinio rySio. Lyginant fluorescencijos spektrus uZregistruotus skirtingomis
matavimo dienomis, bendros fluorescencijos intensyvumo kitimo tendencijos nustatyti negalime,
bet pirmosiomis matavimy dienomis intensyvumas dazniausiai padidédavo, o nuo 15-0s dienos

pradédavo mazéti.

Taip pat nustatyta, kad maziausias fluorescencijos intensyvumas yra GOx pH 5 — 6 tirpaluose.
Sis tirpalo riigitingumas yra optimaliausias GOx fermentui, dél to fermento aktyvumas tose terpése
yra pats didziausias [27]. Silpna fluorescencija yra siejama su tuo, kad GOx aktyviajame centre
esanc¢io FAD fluorescencija yra gesinama fermento apvalkalo. Taip pat fluorescencijos gesinimas
vyksta dél vidumolekulinés elektrono pernasos i$ adenino fragmento j tirozina, esantj GOx fermento
apvalkale [41]. Taip pat esant optimaliam rigstingumui, néra palankiy salygy FAD disociacijai.
Buferiuose, kuriy pH 7 — 9, stebimas labai nedidelis fluorescencijos intensyvumo pokytis lyginant
su optimaliu pH 1-osios ir 4—osios dienos matavimo metu. Tadiau vélesniy matavimy metu

fluorescencijos intensyvumas padidéjo bei fluorescencijos juosta pasislinko j trumpesniy bangy

puse.
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Tyrimo metu matavimai buvo atliekami 3 skirtinguose buferiuose: acetatiniame,
acetatiniame-fosfatiniame bei citratiniame. Lygindami duomenis pastebéjome, kad katijoniniy bei

redukuoty FAD struktiiry susidarymo laikas priklauso ir nuo buferio sudéties.
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4.2 pav. GOX, istirpinto acetatiniuose—fosfatiniuose buferiuose, sugerties ir fluorescencijos spektrai 1, 4, 8, 15,

22 dienomis.
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4.2 Integralinio fluorescencijos intensyvumo kitimai 29 dieny laikotarpyje

Grafikuose 4.3 pav. ir 4.3 pav. pavaizduoti skirtingose pH terpése uZregistruoti
flavinadenindinukleotido (FAD) ir gliukozés oksidazés (GOx) tirpaly integraliniai fluorescencijos
intensyvumy kitimai, atsirade 29—y dieny laikotarpyje. Fluorescencijos integraliniai intensyvumai
buvo koreguoti atsizvelgiant j tirpaly optinj tankj ties zadinimo bangos ilgiu (Aex=375 nm).

Grafikuose vaizduojami 12 serijy matavimy suvidurkinti duomenys.
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4.3 pav. Integraliniai FAD fluorescencijos intensyvumy kitimai 29—y dieny laikotarpyje.

Esant pH 2 — 8 rigstingumui, stebimas FAD fluorescencijos intensyvumy mazéjimas 29—y
dieny laikotarpyje. Fluorescencijos slopimas riigstiniuose tirpaluose siejamas su katijoninés FAD
formos susidarymu, kuri pasizymi labai silpna fluorescencija [35]. Pats intensyviausias FAD
fluorescencijos intensyvumy kitimas, matomas pH 2 — 3 tirpaluose, nes S§is riigStingumas

palankiausias FAD strukttiros kitimui.

Maksimalus FAD fluorescencijos integralinis intensyvumas uzregistruotas pH 2 — 3
tirpaluose. Tai patvirtina literatiroje pateikiamus duomenis, kad maksimalus FAD kvantinis
nasumas yra stebimas pH 3 rigstingumo terpéje [35]. Taip pat yra zinoma, kad kvantinis naSumas
tirpaluose, kuriy pH 5 — 8, yra beveik 3 kartus mazesnis uz maksimaly. Lyginant 4.3 grafike
pateiktus duomenis, matome, kad pH 6 integralinis fluorescencijos intensyvumas ir yra beveik 3

kartus maZzesnis uz intensyvumag pH 2 — 3 buferiniame tirpale.
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Nagrinéjant GOx integralinius fluorescencijos intensyvumy kitimus 29—y dieny laikotarpyje,
matome, kad pats didziausias intensyvumy maz¢jimas yra pH 2 buferiniame tirpale. Taip pat Siame
buferyje fluorescencijos intensyvumas yra apie 10 karty didesnis nei optimaliame pH 6 tirpale.
Intensyvig fluorescencijg lemia tai, kad rugstinéje terpéje FAD disocijuoja 1§ GOx fermento ir jo
fluorescencija nebéra gesinama fermento apvalkalo bei tai, kad FAD fluorescencijos kvantinis
nasumas yra didziausias rugstinéje terpéje. Tirpaluose, kuriy pH 3 — 9 fluorescencijos integralinis
intensyvumas didéja 8-osios dienos matavimo metu. Sis didéjimas siejamas su FAD disocijavimu i§

fermento aktyviojo centro bei GOx aktyvumo mazéjimu.
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4.4 pav. Integraliniai GOXx fluorescencijos intensyvumy kitimai 29—y dieny laikotarpyje.

Lyginant 4.3 ir 4.4 grafikuose pateiktus duomenis, matome, kad 1-3ja matavimo dieng pH 2
tirpaluose FAD bei GOx integraliniai fluorescencijos intensyvumai yra patys didZiausi. Tai leidZia
patvirtinti prielaida, kad esant Siam riigStingumui didzioji dalis FAD yra disocijaves i§ GOX
aktyviojo centro. Taliau esant optimaliam pH 6, FAD ir GOx fluorescencijos integraliniai
intensyvumai 1-3ja matavimo dieng skiriasi apie 8 kartus, vélesniy matavimy metu Sis santykis
sumazéja. GOx tirpaluose fluorescencija silpnesné, nes FAD yra nekovalentiskai prijungtas prie

fermento aktyviojo centro, tad jo fluorescencija yra gesinama fermento apvalkalo.
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4.3 Fluorescencijos relaksacijos trukmiy kitimas

Tyrimy metu fluorescencijos gesimo kinetikos buvo matuojamos ties 450 nm ir 530 nm,
taciau detalesnei analizei pasirinkta intensyvesnés fluorescencijos juostos kinetika ties 530 nm.
Fluorescencijos gesimo kinetikos buvo aproksimuotos dviem eksponentémis (72, 73) , i§ kuriy buvo
apskaiCiuota vidutiné relaksacijos trukmé (zvig). Ultrasparti fluorescencijos gesimo trukmé (z1)
atspindi viso fluorescencijos spektro 440 — 620 nm gesimg ps skaléje. Lentelése 1, 2 pateikiamas
apibendrinti 12 serijy fluorescencijos relaksacijos trukmiy palyginimai 22—y dieny laikotarpyje.

Sugerties bei fluorescencijos spektry kitimai leidzia spresti apie FAD oksiduotos struktiiros
bei rugstinés—bazinés formos [33] pokycius, o fluorescencijos relaksacijos trukmés teikia
informacija FAD erdving konformacijg [35]. FAD erdviné struktira stipriai priklauso nuo terpés
ragstingumo, tad uzregistruoty kinetiky Kitimams daro jtakg buferio pH bei matavimo laikas.
Vidutineés relaksacijos trukmeés verté priklauso nuo vyraujancios iSsuktos, susuktos ar dalinai
susuktos FAD struktiiros. FAD bei GOx fluorescencijos gesimo kinetikos skirtingo rigstingumo
terpése bei skirtingose laiko skalése pavaizduotos 4.5 pav. ir 4.6 pav. grafikuose. Lentelése pateikti

12 serijy matavimy suvidurkinti gesimo laiky duomenys, kuriy paklaida yra =0,1 ns.
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4.5 pav. FAD fluorescencijos gesimo kinetiky palyginimas 1 ir 22 dienomis citratiniame buferyje, (a) sunormuotos

fluorescencijos (440 - 620 nm) gesimo kinetikos (Aex=343 nm), (b) gesimo kinetikos ties 530 nm (Aex=375 nm).
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4.6 pav. GOx fluorescencijos gesimo kinetiky palyginimas 1 ir 22 dienomis citratiniame buferyje, (a) sunormuotos

fluorescencijos (440 - 620 nm) gesimo kinetikos (Aex=343 nm), (b) gesimo kinetikos ties 530 nm (Aex=375nm).

1-3ja matavimo dieng FAD vidutiné relaksacijos trukmé pH 2 tirpale yra lygi 2,5 ns. Siame
rigStingume vyrauja molekulés iSsidéstymas iSsukta strukttra. Esant pH 6 rtgStingumui, vidutiné
fluorescencijos relaksacijos trukmé yra 2,9 ns. Taciau Siame riigStingume stipriai padidéja > gesimo
komponentés indeélis, kuris siejamas su susukta FAD struktiira. Esant pH 8 rigstingumui matavimy
rezultatai yra artimi pH 6 duomenims. Taip pat pH 6, 8 tirpaluose yra stebimas ultraspartus

fluorescencijos gesimas, kurio trukmé atitinkamai lygi 10 ps ir 16 ps.

1-3j3 matavimo dieng GOx vidutiné fluorescencijos relaksacijos trukme pH 2 tirpale yra lygi
2,7 ns. Siame riigitingume, kaip ir FAD atveju, vyrauja molekulés i$sidéstymas i$sukta struktiira.
Esant pH 6 rigStingumui, vidutiné relaksacijos trukmé sumaZzé¢ja iki 2,5 ns. Taciau Siame
rugStingume padidéja 72 gesimo komponentes indélis iki 14%. Esant pH 8 riig§tingumui matavimy
rezultatai yra artimi pH 6 duomenims. Kaip ir FAD atveju pH 6, 8 tirpaluose yra registruojama

ultrasparti fluorescencijos gesimo trukmé, kuri yra lygi 6 ps.

Vélesniy matavimy metu (22—3j3 matavimo dieng) stebimas FAD vidutiniy fluorescencijos
relaksacijos trukmiy padidéjimas pH 6-9 terpése. Rugstinése terpése (pH 2-5) vidutiné relaksacijos
trukmé keiiasi nezymiai. Tafiau GOx tirpaluose, vidutiniy relaksacijos trukmiy kitimai yra
intensyvesni ir pasireiSkia pH 5-9 terpése. Taip pat padid¢ja ilgosios gesimo komponentés indélis.
Ultraspartus fluorescencijos gesimas islieka tik GOx tirpaluose, kuriy riigStingumas pH 6, 8. Be to

stebimas gesimo trukmés padidéjimas 8 ps (pH 6) ir 12 ps (pH 8).
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1 lentelé. Fluorescencijos gesimo trukmés (ties fluorescencijos maksimumu 530nm, Aex=375 nm.)

FAD GOx
pH diena
7a, NS | 71, NS (%0) 72, NS (%) 7a, NS | 71, NS (%) | 12, NS (%0)
1 2,5 0,9 (6%) 2,6 (94%) 2,7 1,2 (9%) 2,9 (91%)
8 2,6 0,8 (7%) 2,7 (93%) 2,9 1,2 (10%) | 3,1(90%)
pH2 15 2,6 0,8 (8%) 2,8 (92%) 2,7 1 (9%) 2,9 (91%)
22 2,5 0,8 (10%) 2,7 (90%) 2,7 0,9 (9%) 2,9 (91%)
29 2,6 0,8 (15%) 2,9 (85%) 2,9 0,9 (10%) | 3,1 (90%)
1 3,2 1 (7%) 3,4 (93%) 38 1, (4%) 3,9 (96%)
8 3,2 1 (7%) 3,4 (93%) 3,9 0,9 (4%) 4 (96%)
pH3 15 3,2 0,9 (7%) 3,4 (93%) 3,9 0,9 (5%) 4 (95%)
22 3,2 1 (9%) 3,4 (91%) 4,1 1 (4%) 4,2 (96%)
29 33 1 (7%) 3,5 (93%)
1 3,2 1,3 (15%) 3,5 (85%) 4 0,9 (5%) 4,2 (95%)
8 3,1 1,3 (14%) 3,4 (86%) 4,1 0,8 (5%) 4,3 (95%)
pH4 15 31 1,2 (12%) 3,4 (88%) 4,1 0,9 (7%) 4,3 (93%)
22 3,2 1,2 (14%) 3,5 (86%) 4,1 0,8 (6%) 4,3 (94%)
29 33 1,2 (14%) 3,6 (86%)
1 2,9 1,7 (37%) 3,6 (63%) 3,2 0,7 (10%) | 3,5(90%)
8 2,8 1,7 (40%) 3,6 (60%) 4 0,7 (5%) 4,2 (95%)
pH5 15 2,8 1,6 (37%) 3,5 (63%) 4 0,7 (8%) 4,3 (92%)
22 2,7 1,2 (23%) 3,2 (77%) 39 0,7 (12%) | 4,3 (88%)
29 2,7 1,3 (27%) 3,2 (73%)
1 2,9 1,8 (46%) 3,8 (54%) 2,5 0,4 (14%) | 2,8 (86%)
8 3,2 1,7 (33%) 4,0 (67%) 3,9 0,5 (8%) 4,2 (92%)
pH6 15 3,4 1,5 (24%) 4,0 (76%) 4 0,6 (9%) 4,3 (91%)
22 38 1,2 (12%) 4,3 (88%) 4 0,7 (8%) 4,3 (92%)
29 4,1 1,2 (9%) 4,4 (91%) 4 0,6 (8%) 4,3 (92%)
1 3 1,8 (40%) 3,8 (60%) 2,6 0,4 (15%) 3 (85%)
8 3,4 1,7 (28%) 4,1 (72%) 4,2 0,5 (5%) 4,4 (95%)
pH7 15 38 1,1 (12%) 4,2 (88%) 4,2 0,7 (6%) 4,4 (94%)
22 4,05 0,9 (10%) 4,4 (90%) 4,1 0,6 (8%) 4,4 (92%)
29 4 1 (15%) 4,5 (85%) 4,4 0,6 (5) 4,6 (95%)
1 3 1,8 (42%) 3,9 (58%) 2,5 0,4 (14%) | 2,8 (86%)
8 3,4 1,6 (28%) 4,1 (72%) 4,1 0,6 (10%) | 4,5 (90%)
pH8 15 3,6 1,2 (18%) 4,1 (82%) 4,2 0,9 (7%) 4,5 (93%)
22 3,9 1,1 (12%) 4,3 (88%) 4,1 0,9 (10%) | 4,5 (90%)
29 3,8 1,3 (20%) 4,4 (80%) 4,4 0,7 (5%) 4,6 (95%)
1 3 1,7 (39%) 3,8 (61%) 2,5 0,3(12%) | 2,8 (88%)
8 3,6 1,5 (18%) 4,1 (82%) 4 0,6 (7%) 4,3 (93%)
pH9 15 38 1,1 (12%) 4,2 (88%) 4,2 0,7 (5%) 4,4 (95%)
22 3,9 1,2 (14%) 4,3 (86%) 4,2 0,8 (8%) 4,5 (92%)
29 3,9 1,2 (20%) 4,6 (80%) 4,1 0,9 (10%) | 4,5 (90%)
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2 lentelé. FAD ir GOXx fluorescencijos relaksacijos trukmés skirtingose pH terpése.

pH2 pH 6 pH 8
FAD GOx FAD GOx FAD GOx
1 diena
AFl, NM 530 530 530 530 530 530
IF,. arb.un. 3853623 2670492 970648 52568 919053 61437
T1, pS* - - 10 6 16 6

2,08 (%)  09(6%)  1,2(9%)  1,8(46%) 04 (14%) 1,80 (42%) 0,4 (14%)
3,08 (%)  2,6(94%) 2,9(91%) 3,8(54%) 2,8(86%) 3,9 (58%) 2,8 (86%)

Tvid, NS 2,5+0,1 2,7+0,1 2,9+0,1 2,5+0,1 3+0,1 2,5+0,1
22 diena

AFl, NM 500 530 530 530 450, 520 450, 520

IF,. arb.un. 1231267 1349158 779714 78545 666308 243658

T1, pS* - - - 8 - 12

,ns (%)  08(10%) 09(9%)  1,2(12%) 07(8%)  1,1(12%) 0,9 (10%)
3,08 (%)  2,7(90%) 2,9 (91%) 4,3 (88%) 4,3(92%) 4,3(88%) 4,5 (90%)
Tvid, NS 2,50, 1 2,7+0,1 3,840, 1 440,1 3,9+0,1 4,140,1

* matavimai atlikti su fotoelektrony kamera Aex=343 nm.

Lyginant GOx relaksacijos trukmiy kitima su FAD, pastebime, kad GOx vidutinés
fluorescencijos relaksacijos trukmés kinta didesniame intervale. Nagrinéjant 7> ir 73 gesimo
komponentes pastebéta, kad FAD atveju rugstinése terpése dominuoja ilgoji (z3) Qgesimo
komponenté, o GOx tirpaluose §i komponenté¢ dominuoja visuose pH. Sarminant FAD tirpalus
pradeda keistis 73 gesimo komponentés dominavimas nuo 94% iki beveik 60%, vélesniy matavimy
metu komponentés indélis kei¢iasi nuo 85% iki 80%. GOx atveju Sarminant terpe 73 komponentés
dominavimas islicka apie 90% 0 ir vélesniy matavimy metu komponentés indélis beveik nekinta.

Taciau keiciasi skaitinés 72 ir 73 komponenéiy vertés.

4.7 pav. yra apibendrinti FAD molekulés struktiiriniai ir vidutiniy fluorescencijos gesimo
trukmiy Kitimai 1 ir 29 dienomis. Pavaizduota skirtingy terpiy (pH 2, 6, 8) daroma jtaka
izoaloksazino ir adenino fragmentams. 1-gja matavimo dieng pH 2 terpéje FAD yra iSvyniotos
buisenos, o pH 6, 8 terpéje dominuoja dalinai susuktos FAD konfigiiracijos. FAD esant dalinai
susuktoje konfigiiracijoje atstumas tarp adenino fragmento ir izoaloksazino ziedy sistemos padidéja,
taciau silpna tarpusavio saveika islieka ir lemia fluorescencijos gesimo laikg apytiksliai lygy 2,2 ns
[35]. Taip pat Siuose pH egzistuoja ir visiskai susuktos FAD struktiiros, kurioms pasizymi keliy ps

fluorescencijos gesimo trukme dél vidumolekulinés elektrono pernasos.
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29—3j3 matavimo dieng pH 2 terpéje susiformavo katijoninés FAD struktiiros. Nors vidutinés
fluorescencijos relaksacijos trukmés pakito nezymiai, bet apie FAD pakitimus informacija teikia
pokyciai sugerties bei fluorescencijos spektruose. Esant pH 6 rhgstingumui matomas
fluorescencijos gesimo trukmés pailgéjimas, kuris yra siejamas su iSsuktos struktiiros
susiformavimu. Apie molekulés iSsivyniojimg rodo ir iSnykes ultraspartus fluorescencijos gesimas.
Esant pH 8 rigstingumui, FAD molekulé taip pat iSsivynioja bei vidutinés fluorescencijos
relaksacijos trukmés pailgéja. Taciau lyginant su pH 6 terpe, fluorescencijos spektruose matome
naujos juostos ties 450 nm atsiradima, kurios vidutiné fluorescencijos relaksacijos trukmé yra lygi

3,3ns. Fluorescencijos juosta ties 450 nm yra susijusi su redukuotos FADH struktiiros susidarymu.

pH 2 pH 6 pH 8

1 diena
hv
hv @
2.5ns
10 ps; 2,9 ns
29 di &
iena
hy A
@ w
@D 20m GO
4,1 ns
/ A, =375 nm
1zoaloksazino ziedo Adenino / Fluorescencija 530nm
fragmentas fragmentas _/" Fluorescencija 450nm

4.7 pav. FAD molekulés struktiiriniai ir vidutiniy fluorescencijos gesimo kinetiky kitimai 1 ir 29 dienomis.
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4.4 GOx aktyvumo tyrimas

Fermento aktyvumas iSreiSkiamas substrato arba susidariusio produkto koncentracijos
poky¢iu per laiko vienetg. GOX fermento aktyvumas buvo nustatomas A. Ciucu aprasytu metodu
[5]. Spektrofotometrinis GOx aktyvumo nustatymas remiasi fermentinés reakcijos metu vykstan¢iu
benzochinono virtimu j hidrochinong (benzochinono metodas). Metodo paklaida siekia daugiau nei
20%. Netikslumus lemia aplinkos veiksniai (temperatiira, drégmé), cheminés reakcijos naSumas ir
eksperimentinés paklaidos (medziagy svérimas, tirio tikslumo matavimas). Hidrochinono
susidarymas jvertinamas registruojant sugerties juostos ties 290 nm intensyvumo kitima laike.

Apskai¢iuoti GOx aktyvumo kitimai 29-y dieny laikotarpyje pavaizduoti 4.8 pav.

Gliukozés oksidazés aktyvumo vienetu (U) yra laikomas toks fermento kiekis, kuris
katalizuoja 1 mM benzochinono virtimg hidrochinonu per vieng minute¢ optimaliomis sglygomis

(25°C) [5]. Yra zinoma, kad tyrimuose naudojama GOx pasizymi >100000 U/g aktyvumu [43].
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4.8 pav. Benzochinono metodu nustatyti GOx aktyvumo kitimai 29-y dieny laikotarpyje.

1-3j3 matavimo dieng nustatyta, kad esant pH 2 riigStingumui, GOx fermentas yra visiSkai
neaktyvus. Pats didziausias aktyvumas yra pH 6 riigStingume. Taip pat svarbu paminéti, kad
fermento aktyvumas yra pakankamai didelis pH intervale nuo 6 iki 8. Tai sutampa su literatiroje

pateiktu GOx veikimo intervalu, kuris yra nuo 4 — 8 pH [10].
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Esant pH 2 ragstingumui, GOx fermentas yra visiSkai neaktyvus visame 29-y dieny
laikotarpyje. Esant pH 4,5 rigStingumui, matome fermento aktyvumo maz¢jima, taCiau net
maksimali aktyvumo verté nepasiekia 100000 U/g aktyvumo. 3 savaites GOx aktyvumas pH 6
terpéje buvo didesnis uz nominaly aktyvuma. Nustatyta, kad 29-y dieny laikotarpyje GOx

aktyvumas sumazg¢jo dvigubai.

Nejprastas GOx aktyvumo Kkitimas stebimas pH 7 terpéje. Visy matavimy metu GOX
intensyvumas buvo didesnis uz nominalyjj bei laikui bégant kito nezymiai. Esant pH 8, fermento
aktyvumas 29-y dieny laikotarpyje sumazéjo beveik 2 kartus. GOx esant pH 9 terpéje, pastebime,
kad fermentas buvo minimaliai aktyvus tik 1-gja matavimo dieng, o vélesniy matavimy metu

aktyvumas stipriai sumazéjo.

Siekiant tiksliau ir patikimiau jvertinti fermento aktyvumg buvo naudojamas komerciskai
jsigytas gliukozés oksidazés aktyvumo tyrimo kalorimetrinis metodas (MAKO097). Metodo paklaida
siekia 10+15%. Netikslumus lemia aplinkos veiksniai (temperatiira, drégmé), cheminés reakcijos
nasumas ir eksperimentinés paklaidos (ttrio tikslumo matavimas). Gliukozés oksidazés aktyvumas
nustatomas i§ sugerties spektro kitimo ties 570nm bangos ilgiu. Aktyvumo kitimai 29-y dieny

laikotarpyje pavaizduoti grafike 4.9 pav.
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4.9 pav. GOx aktyvumo kitimai 29-y dieny laikotarpyje.
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Atliekant aktyvumo tyrimus nustatéme, kad pH 2 terpéje fermentas yra visiskai neaktyvus.
Pats didziausias GOx aktyvumas yra pH 6 rigStingume, taciau remiantis $iuo metodu GOx
aktyvumo intervalas Siek tiek pakinta: nuo pH 5+7. Esant pH 4 ir pH 9 GOx fermento aktyvumas

nepasiekia nominalaus.

IS fluorescencijos spektry (4.4 pav. ) ir GOx aktyvumo matavimy (4.8 pav., 4.9 pav.) tyrimy
rugstinése terpése (pH 3+4), galima pastebéti, kad pH 2 terpéje integraliniai fluorescencijos
intensyvumai FAD ir GOx patys intensyviausi, nes beveik visas FAD yra disocijaves i§ GOx
aktyviojo centro. Siuo atveju GOx fermentas yra visikai neaktyvus, o aktyvumo tyrimai patvirtina
Sig prielaidg. Didéjant fluorescencijos juostos ties 530 nm intensyvumui, kuri yra priskiriama

oksiduotai FAD busenai, GOx aktyvumas sumazg¢ja.

Esant optimaliam terpés rigstingumui (pH 6) GOx fluorescencijos intensyvumas yra pats
maziausias, o tuo paciu aktyvumas didziausias. 4 savai¢iy laikotarpyje, fermento aktyvumas
sumaz¢ja dvigubai. Tuo tarpu fluorescencijos intensyvumas beveik nekinta, bet keiCiasi
fluorescencijos gyvavimo trukmé nuo 2,5 iki 4 ns. Esant didesniam terpés pH (pH 8+9),

fluorescencijos intensyvumas didéja, o aktyvumas sumazéja lyginant su pH 6 atveju.

Lyginant GOx ir FAD integraliniy fluorescencijos intensyvumy santykj ir jy dinamika, o taip
pat ir fluorescencijos gesimo trukmiy dinamikg 4 savaiéiy laikotarpyje, galime pastebéti, kad
rugstinése terpése beveik visas FAD (daugiau nei 80%) disocijuoja i§ GOx. MaZ¢jant terpes
rugStingumui tik dalis FAD disocijuoja (iki 20%). Esant optimaliam terpés rugsStingumui tik apie
5% FAD disocijuoja i§ GOx pirmg pagaminimo dieng, o laikui bégant (5-10 dienos) acetatiniame-
fosfatiniame buferyje FAD disocijavimas padidéja iki 10%. Disocijaves FAD pakeicia savo

konformacijg — i§sisuka.

Visgi, negalime vien i§ fluorescencijos spektry kitimy spresti apie GOx aktyvumga.
Fluorescencijos intensyvumo kitimui jtakos turi oksiduoto FAD struktiiriniai kitimai: susidarancios
rigStinés—bazinés struktiros, redukuotos buisenos kitimai bei pacios organinés molekulés sen¢jimo

procesai.
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45 GOx stabilumo tyrimas

Gliukozés oksidazés sugerties ir fluorescencijos spektrai yra nulemti kofaktoriaus FAD, tad

siekiant aiSkiau suprasti GOx spektroskopiniy savybiy kitimus buvo registruojami ir gryno FAD

spektroskopiniy savybiy kitimai. Stabilumo matavimams buvo pasirinkta pH 6 riig§tingumo terpé,

kurioje GOx fermentas pasizymi dideliu aktyvumu.

Grafikuose pavaizduoti 4.10 pav. ir 4.11 pav. pavaizduoti acetatiniame pH 6 buferyje

uzregistruoti FAD ir GOx tirpaly sugerties ir fluorescencijos spektry pokyciai, atsirade 29—y dieny

laikotarpyje. Sugerties spektrai sudaryti i§ dviejy sugerties juosty. Laikui bégant stebimas sugerties

juosty intensyvumo padidéjimas. 22-3 matavimo dieng FAD ir GOx sugerties spektry intensyvumai

buvo didziausi, o po savaités intensyvumas nezymiai sumaZzéjo. Sie kitimai siejami su FAD

erdvinés konfigiiracijos kitimais.
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4.10 pav. FAD sugerties ir fluorescencijos spektrai (a), fluorescencijos gesimo kinetikos ties 530 nm nanosekundinéje

laiko skaléje (b) ir fluorescencijos gesimo kinetikos pikosekundinéje laiko skaléje (c) 29-y dieny laikotarpyje.
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4.11 pav. GOx sugerties ir fluorescencijos spektrai (a), fluorescencijos gesimo kinetikos ties 530 nm nanosekundingje

laiko skaléje (b) ir fluorescencijos gesimo kinetikos pikosekundingje laiko skaléje (c) 29-y dieny laikotarpyje.
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FAD fluorescencijos spektre matoma viena juosta ties 530nm, kuri 29—y dieny laikotarpyje
pasislinko j trumpesniy bangy pus¢ per 5 nm. Laikui bégant stebimas fluorescencijos intensyvumo
didéjimas iki 8 karty. Kaip ir sugerties atveju, 22-3 matavimo dieng FAD ir GOx fluorescencijos
spektry intensyvumai buvo didziausi. Lyginant GOx ir FAD fluorescencijos spektrus nustatéme,
kad GOx fluorescencijos intensyvumas yra 20 karty mazesnis uz FAD fluorescencijg. Tai leidzia

daryti prielaida, kad po GOx tirpaly pagaminimo 5% FAD disocijavo i$ fermento aktyviojo centro.

IS GOx aktyvumo tyrimy matyta, kad laikui bégant fermento aktyvumas mazéja. Vienas iS$
budy siekiant kuo ilgiau i$saugoti fermento aktyvumg yra imobilizavimas. Polipirolo (Ppy)
polimeras buvo naudojamas kaip imobilizavimo matrica GOx stabilumo tyrimuose. Tyrimo metu
buvo stebimas fermentinés reakcijos salygotas Ppy susidarymas, Kuris stipriai paveiké GOx ir FAD
spektroskopines savybes. 4.12 pav. pateikiami polipirolo kompozito su FAD (Ppy/FAD), polipirolo
kompozito su GOx (Ppy/GOx) bei gryno pirolo (py) sugerties ir fluorescencijos spektry pokydiali,
atsirade 29—y dieny laikotarpyje.

Pirolo oligomery sugerties spektruose yra keletas sugerties juosty — ties 380 nm, 462 nm ir
550 nm. Laikui bégant sugerties intensyvumas padidéjo daugiau kaip 7 kartus. Sis intensyvumo
didéjimas siejamas su pirolo oligomery susidarymu. Tuo tarpu, fluorescencijos spektre stebimas
vienos juostos ties 420nm intensyvumo kitimas. Taip pat nuo 15-os dienos atsirado papildoma
fluorescencijos juosta 460-550 nm regione. 1-3ja savait¢ fluorescencijos intensyvumas augo, taciau
tolimesniy matavimy metu jis prad¢jo mazéti. Fluorescencijos didéjima salygojo py oligomery

susidarymas bei polipirolo formavimasis, o fluorescencijos mazéjimas siejamas su Ppy savigesimu.

Ppy/FAD ir Ppy/GOx spektroskopiniy savybiy kitimai stipriai skiriasi nuo Ppy tirpalo
dinamikos. Ppy/FAD kompozito tirpalo sugerties spektre uzregistruotos kelios sugerties juostos. 1-
aja dieng sugerties juosta uzregistruota ties 448 nm, o 29-0s dienos matavimuose uzfiksuota ties 461
nm. Sugerties juostos intensyvumas 4 savaiciy laikotarpyje padidéjo 3,2 karto. Sugerties juosta ties
573 nm galima iSskirti tik nuo 15-os dienos matavimy, tac¢iau jos maksimalus intensyvumas 8,5
karto silpnesnis. Si sugerties juosta yra siejama su didesniy pirolo oligomery susidarymu. Taip pat

spektro srityje ties 300 — 400 nm, stebime didéjancia sugert;.

Ppy/GOx kompozito sugerties spektruose, kaip ir Ppy/FAD atveju, yra keletas sugerties
juosty. 1-gja matavimo dieng ilgabange sugerties juostg uzregistruotg ties 445 nm, o ties 380 nm
galima matyti neryskia juosta, kurios po savaités atlikty matavimy metu jau negalime isskirti. Po
29-iy dieny sugerties juosta pasislinko per 16 nm ir atsiddré ties 461 nm. Si juosta priskiriama
imobilizuotos GOx sugerciai, o jos intensyvumas 4 savaiciy laikotarpyje padidéjo 2,5 karto. Nuo 7—

osios dienos matavimy pradéjo rySkéti kita silpna sugerties juosta ties 575 nm, priklausanti pirolo
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oligomery sugeréiai. Juostos intensyvumas 29—gjg matavimy dieng buvo 5 kartus silpnesnis uz
pagrindinés sugerties juostos intensyvuma. 29-iy dieny laikotarpyje, taip pat stebime sugerties
padidéjima, spektro srityje ties 300 — 400 nm.
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5.12 pav. FAD/Ppy (a), GOx/Ppy (b), Ppy (c) sugerties ir fluorescencijos spektrai, fluorescencijos gesimo
kinetikos ties 530 nm (d-f) 29-y dieny laikotarpyje.

Ppy/FAD fluorescencijos spektras turi dvi juostas. Pirmoji sugerties juosta 1-aja matavimo
dieng uzregistruotas ties 434 nm ir pasieké maksimaly intensyvumg 8-3ja dieng, tuo metu jos
intensyvumas padidéjo 10%. Po to intensyvumas pradéjo mazéti ir pasieke pradinj. Antroji juosta 1-
3ja dieng uzfiksuotas ties 526 nm ir maksimaly intensyvumg pasieké 22-3 matavimy dieng. Tuo
metu intensyvumas padidéjo 1,5 karto. Sis maksimumas pasislinko j trumpesniy bangy puse per 11
nm. 29-gja dieng maksimumo intensyvumas Siek tiek sumazéjo. Antroji fluorescencijos juosta
siejama su FAD fluorescencija FAD/Ppy komplekse, kuri yra stipriai gesinama lyginant su gryno

FAD fluorescencija.

Ppy/GOx komplekso fluorescencija pasizymi dvejomis fluorescencijos juostomis.
Fluorescencijos juosta ties 430 nm siejama su pirolo oligomery ir Ppy fluorescencija. Sios juostos
maksimalus intensyvumas pasiektas 8-osios dienos matavimo metu ir yra 13% intensyvesnis
lyginant su 1-osios dienos matavimy duomenimis. Véliau intensyvumas sumazéjo ir pasieké

pradinj. Nuo 8-0s dienos fluorescencijos spektre atsiranda pakitimai bei ties 530 nm pradeda ryskéti
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antroji juosta, kuri atitinka GOx fluorescencijg. Toje vietoje, remiantis 29-osios dienos matavimy

duomenimis, intensyvumas padid¢jo 1,7 karto.

Palyginus matavimo rezultatus matome, kad FAD/Ppy ir GOx/Ppy fluorescencijos juostos ties
530 nm intensyvumai skiriasi 2 kartus. Grynuose FAD ir GOx fluorescencijos spektruose
fluorescencijos intensyvumy tiek 530 nm santykis yra apie 40. Zinant, kad FAD ir GOx optiniai
tankiai taip pat skiriasi 2 kartus, galime daryti iSvadg, kad FAD koncentracijos GOXx ir gryno FAD
tirpaluose skiriasi taip pat dvigubai. Atsizvelgiant j koncentracijos skirtumus, gauname, kad
FAD/Ppy ir GOx/Ppy fluorescencijos juostos ties 530 nm intensyvumai praktiskai sutampa ir, kad
Ppy gesina tokig pacig FAD fluorescencija. IS duomeny analizés darome iSvada, kad Ppy iStraukia

visg FAD ir fermento aktyviojo centro.

Pirolo oligomerai sukuria stabily kompozita su izoaloksazino fragmentu ir taip neleidzia FAD
visiskai atitrikti nuo GOX. Panasus reiSkinys buvo apraSytas ir Y. Xiao et al grupés darbuose,
kuomet aukso nanodalelés sudaré kompozitg su FAD [44]. Yra zinoma, kad Ppy yra puikus p-tipo
laidus polimeras ir yra elektrony akceptorius FAD/Ppy kompozite.

3 lentelé. Fotocheminiy FAD, GOx, FAD/Ppy, GOx/ Ppy ir Ppy savybiy palyginimas 1-3ja ir 22-3ja diena.

(Tirpalai paruosti acetatiniame buferyje)

FAD GOx FAD/Ppy GOx/Ppy Ppy

1 diena
AFl, NM 530 450, 533 434,521 430 424
IF1,, arb,un, 1180750 61150 465160 391860 189420
T1, ps* 4,4+0,3 5,4+0,3 8,6+0,3 6,6+0,3
T2, ns (%) 1,2 (29%) 0,8 (10%) 0,55 (84%) 0,35(52%) 0,3 (64%)
T3, ns (%) 3,6 (71%) 2,9 (90%) 2,5 (16%) 2,8 (48%) 1,6 (36%)
Tvid, NS 2,9+0,2 2,7+0,2 0,9+0,2 1,5+0,2 0,65+0,2

22 diena
AFl, NM 530 450, 533 440, 520 440, 525 425, 495
IF1,, arb,un, 7942050 336700 625200 524540 409800
T1, ps* - 10+0,3 10,8+0,3 6,0+0,3
T2, Ns (%) 1,2 (2%) 1 (2%) 0,7 (71%) 0,55 (46%) 0,6 (45%)
T3, s (%) 4,5 (98%) 4,5 (98%) 2,8 (29%) 2,9 (54%) 2,8 (55%)
Tvid, NS 4,4+0,2 4,4+0,2 1,3+0,2 1,8+0,2 1,8+0,2

* matavimai atlikti su fotoelektrony kamera Aex=343 nm.

Tirty tirpaly fluorescencijos gesimo Kinetikos pavaizduotos 4.10, 4.11, 4.12 pav. 3 lenteléje
pateiktos fotofizikinés tirty medZziagy savybés. IS pateikty duomeny matyti, kad 29—y dieny
laikotarpyje Ppy/FAD vidutinés fluorescencijos gesimo trukmés kito nuo 0,9 ns iki 1,3 ns, tuo tarpu
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Ppy/GOx — nuo 1,5 ns iki 1,8 ns. Lyginant su GOx ir FAD vidutinémis fluorescencijos gesimo
trukmémis matome, kad Ppy beveik du kart sumazina fluorescencijos gesimo trukmes. Taip pat Ppy

stipriai sumazina ir fluorescencijos intensyvumus.

Stabilumo tyrimai apibendrinami modelyje, pateiktame 4.13 pav. 3 savaiciy laikotarpyje
FAD, acetatiniame pH 6 buferyje, pakeité erdvinj iSsidéstyma: i§ susuktos biisenos pirmosiomis
matavimy dienomis ] i$suktg struktiirg. Pakite fluorescencijos relaksacijos trukmés tai patvirtina.
Tuo tarpu Ppy sulétina iSsivyniojimo procesg bei lemia silpnesnj fluorescencijos spektry ir

gyvavimo trukmiy kitima.

Kai GOx fermentas buvo iStirpintas acetatiniame pH 6 buferyje, beveik 5% FAD disocijavo i§
GOx aktyviojo centro j buferine terpe. Disocijaves FAD taip pat laikui bégant i$ susuktos biisenos
per¢jo | iSvyniota. Svarbu paminéti ir tai, kad GOx tirpalas islaiké ultrasparty fluorescencijos
gesimg 22-y dieny matavimo laikotarpyje. Kaip ir FAD atveju, Ppy stipriai gesina fluorescencijos
intensyvuma bei sumazina fluorescencijos gesimo trukmg. Polimeras sukuria stabily kompozitg su

disocijavusiu FAD ir neleidzia jam pilnai atitrtkti nuo fermento.

N (e f

4.41ps; 29ns 3.4 ns 4.5 ns 0.9ns 1.1ns 1.3ns

laikas laikas
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4.13 pav. Schematinis jvairiy FAD struktiiry (A), FAD/Ppy kompozito (B), GOx (C) ir GOx/Ppy kompozito (D)

dinamikos kitimo modelis.

55



PAGRINDINIAI REZULTATAI IR ISVADOS:

1.

2.

Matavimy rezultatai parodo, kad nuo 8-osios dienos riigstiniuose acetatiniuose-fosfatiniuose
(pH 2 — 3) FAD tirpaluose formuojasi katijoniné FAD struktiira. Nuo 8—0sios matavimo
dienos FAD ir GOx fluorescencijos spektruose atsiranda neintensyvi fluorescencijos juosta
ties 450 nm, kuri siejama su redukuotos FADH> struktiiros formavimusi.

Nustatyta bendra GOx aktyvumo kitimo tendencija: laikui bégant GOx aktyvumas mazéja.
Esant pH 2 ragstingumui, GOx fermentas yra visiSkai neaktyvus visame 29-y dieny
laikotarpyje bei pasizymi maksimaliu fluorescencijos intensyvumu. Mazéjant terpés
rugStingumui (pH 3-4), fluorescencijos intensyvumas mazéja, o fermento aktyvumas
padidéja lyginant su pH 2 terpe. Esant optimaliam terpés rugstingumui (pH 6) GOx
fluorescencijos intensyvumas yra pats maziausias, o tuo paciu aktyvumas didZiausias.
Acetatinése-fosfatinése riigStingose terpése beveik visas FAD (daugiau nei 80%) disocijuoja
i§ GOx. Mazéjant terpés rugstingumui, disocijuoja tik dalis FAD (iki 20%). Esant
optimaliam terpés ragstingumui (acetatiniuose-fosfatiniuose ir acetatiniuose buferiuose) tik
apie 5% FAD disocijuoja i§ GOx pacig 1-3ja pagaminimo dieng. Laikui bégant
acetatiniame-fosfatiniame buferyje disocijavusio FAD kiekis padidéja iki 10%, o
acetatiniame buferyje disocijavusio FAD koncentracija nekinta.

Polipirolas stipriai gesina FAD ir GOx fluorescencija bei sumazina fluorescencijos gesimo
trukmes. Polimeras paskatina FAD disocijavimg i§ GOx fermento bei tuo paciu sukuria

stabily kompozitg su disocijavusiu FAD.
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SANTRAUKA
Raminta Mazeétyté

GLIUKOZES OKSIDAZES AKTYVUMO IR STABILUMO TYRIMAI

Cukrinis diabetas — viena i§ sparCiausiai plintan¢iy ligy pasaulyje [1]. Universalaus
neinvazinio jutiklio sukiirimas palengvinty daugybés diabetu serganciy Zzmoniy kasdienybe bei biity
naudingas biotechnologiniams matavimams. Sukiirus technologija leidzianéig nustatyti gliukozés
koncentracijg panaudojant jvairius kiino skysCius (aSaras, prakaitg, Slapima, seiles, audiniy skystj),
bty galima neinvaziskai bei be jokio skausmo nustatyti gliukozés kiekj kraujyje ne tik realiu laiku,
bet ir registruoti koncentracijos kitimg laike [2]. Veiklioji biojutiklio dalis buity elektrodo pavirsiuje
imobilizuotas gliukozés oksidazés (GOx) fermentas. Siekiant sukurti neinvazinj biojutikli GOx
pagrindu, reikia suprasti Sio fermento veikima, susijusj su artimos aplinkos jtaka. Nepaisant
didé¢jancio GOx tyrimy skaiCiaus, yra pakankamai maZai informacijos apie S§io fermento

makromolekulinius kitimus dél terpés riigstingumo (pH) [4].

Sio darbo tikslas buvo nustatyti gliukozés oksidazés aktyvuma bei susieti jo pokyéius su
spektroskopiniy savybiy kitimais.Taip pat nustatyti polipirolo jtaka GOx fermento stabilumui. Sio
darbo metu buvo tiriami GOx ir flavinadenindinukleotido (FAD) spektroskopiniy savybiy kitimai
skirtingo riigS§tingumo terpése: trijuose skirtinguose buferiniuose tirpaluose, kuriy pH vertés kito
intervale [2+9]. Tyrimo metu buvo stebimi stacionarios sugerties ir fluorescencijos spektry bei
fluorescencijos gesimo kinetiky (pikosekundinése ir nanosekundinése laiky skalése) kitimai 29—y
dieny laikotarpyje. GOx fermento aktyvumas buvo nustatomas dviem skirtingais btidais, o GOXx

stabilumo tyrimo metu kaip imobilizavimo matrica buvo naudojamas polipirolas.

Darbo metu nustatéme, kad nuo 8-osios dienos ragstiniuose acetatiniuose-fosfatiniuose (pH
2 —3) FAD tirpaluose formuojasi katijoniné FAD struktiira, kuri lemia fluorescencijos intensyvumo
sumazgjima tolimesniy matavimy metu. Taip pat nuo 8—osios matavimo dienos, bazinése terpése,
FAD ir GOx fluorescencijos spektruose atsiranda neintensyvi fluorescencijos juosta ties 450 nm,

kuri siejama su redukuotos FADH: struktiiros formavimusi.

Sugerties bei fluorescencijos spektry kitimai leidzia spresti apie FAD oksiduotos struktiiros
bei riigstinés—bazinés formos [33] pokycCius, o fluorescencijos relaksacijos trukmés teikia
informacijg apie FAD erdving konformacijg [35]. Tyrimy metu fluorescencijos gesimo kinetikos
buvo matuojamos ties 450 nm ir 530 nm, tacCiau detalesnei analizei pasirinkta intensyvesnés
fluorescencijos juostos kinetika ties 530 nm. Fluorescencijos gesimo kinetikos buvo aproksimuotos

dviem eksponentémis (z2 ir 3), i§ kuriy buvo apskaiCiuota vidutiné relaksacijos trukmé (zig).
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Ultrasparti fluorescencijos gesimo trukmé (z1) atspindi viso fluorescencijos spektro 440 — 620 nm

gesima ps skaléje.

FAD erdviné struktira stipriai priklauso nuo terpés ragStingumo ir kinta 4 savaiiy
laikotarpyje. I$ vidutiniy fluorescencijos gesimo kinetiky kitimy nustatéme, kad 1-3j3 matavimo
dieng pH 2 terp¢je FAD yra iSvyniotos biisenos, o pH 6, 8 terpéje dominuoja dalinai susuktos FAD
konfigtracijos. Taip pat Siuose pH egzistuoja ir visiskai susuktos FAD struktiiros, kurioms pasizymi
keliy ps fluorescencijos gesimo trukme dél vidumolekulinés elektrono pernasos. 29—3j3 matavimo
dieng esant pH 6, 8 riigStingumui matomas fluorescencijos gesimo trukmeés pailgéjimas, kuris yra
siejamas su iSsuktos struktiiros susiformavimu. Apie molekulés iSsivyniojimg rodo ir iSnykes

ultraspartus fluorescencijos gesimas.

Atliekant fermento aktyvumo tyrimus buvo nustatyta bendra GOx aktyvumo Kkitimo
tendencija: laikui bégant GOx aktyvumas mazéja. Esant pH 2 rugstingumui, GOx fermentas yra
visiSkai neaktyvus visame 29-y dieny laikotarpyje bei pasizymi maksimaliu fluorescencijos
intensyvumu. Mazéjant terpés rugstingumui (pH 3-4), fluorescencijos intensyvumas mazgja, o
fermento aktyvumas padidéja lyginant su pH 2 terpe. Esant optimaliam terpés riigStingumui (pH 6)
GOx fluorescencijos intensyvumas ties 530 nm yra pats maZiausias, o tuo paciu aktyvumas

didziausias.

Taip pat i§ GOx stabilumo tyrimy nustatéme, kad polipirolas stipriai gesina FAD ir GOx
fluorescencija bei sumazina fluorescencijos gesimo trukmes. Polimeras paskatina FAD disocijavima

i§ GOx fermento bei tuo paciu sukuria stabily kompozita su disocijavusiu FAD.
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SUMMARY
Raminta Mazeétyté

ACTIVITY AND STABILITY OF GLUCOSE OXIDASE ENZYME

Diabetes is one of the fastest-spreading diseases in the world [1]. The creation of a universal,
non-invasive biosensor would facilitate the daily routine of many people with diabetes and help
benefit biotechnological measurements. By creating a technology to detect glucose concentrations
by using various body fluids (tears, sweat, urine, gums, tissue fluid), it is possible to determine the
level of glucose in a non-invasive and painless manner in real time and also to continuously record
the changes of glucose concentration [2]. The active part of the biosensor is the glucose oxidase
(GOx) enzyme immobilized on the surface of the electrode. In order to create a non-invasive
biosensor based on GOX, it is necessary to understand the properties of this enzyme related to the
influence of the surrounding environment. Despite the increasing number of GOx studies, there is

little information about the pH influence on macromolecular variations of this enzyme[4].

The purpose of this research was to evaluate absorption and fluorescence spectra changes
and to associate them with changes of GOXx activity. Also, the impact of Ppy composites on stability
of GOx enzyme was investigated. During this work, the changes of the spectroscopic properties of
GOx and flavin adenine dinucleotide (FAD) were investigated in different acidic medium: in three
different buffering solutions with pH values in the range [2 + 9]. During the study, changes in
stationary absorption, fluorescence spectra, and fluorescence emission kinetics (picosecond and
nanosecond time scale) were observed during the 29-day period. The activity of the GOx enzyme
was determined in two different ways, and in the study of GOXx stability polypyrrole was used as the

immobilization matrix.

During the work we found that from the 8th day in acid acetate-phosphate (pH 2 - 3) FAD
solutions, a cationic structure of FAD was formed, which caused a reduction of the fluorescence
intensity. Also, from the 8th day of measurement, in the basic medium, a non-intense fluorescence
band at 450 nm appeared in FAD and GOx fluorescence spectra. This band is associated with the

formation of a reduced FADH2 structure.

The changes in absorption and fluorescence spectra make it possible to determine the changes
of a structure of the FAD and the acid-base form [33], while the relaxation time of the fluorescence
provides information on the spatial conformation of the FAD molecule [35]. In the studies,
fluorescence lifetimes of GOx and FAD have been measured at fixed 530 nm wavelength. The

fluorescence decay kinetics were well approximated by two exponents (t2, 13), those were used to
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calculate the average relaxation time (ta). The ultrafast fluorescence decay kinetics (t1) reflect the

total decay of fluorescence spectrum (440 - 620 nm) on a ps scale.

The spatial structure of the FAD strongly depends on the acidity of the medium and varies
within a 4-week period. We found out that, on the 1st day of the measurement, the FAD in the pH
medium 2 is in open (unstacked) conformation, while in pH 6, 8, the dominated partially stacked
conformations. In these pHs, there are also fully stacked conformations of FAD with a shortened
lifetime of 5-9 ps due to the excited state intramolecular electron transfer from adenine to flavin
moiety. On the 29th day of measurement, pH 6, 8 shows the changes of the fluorescence lifetimes,
which are associated with the formation of the unstacked conformation.

The tendency of GOx activity changes was determined: GOx activity decreases over time. At
pH 2, the GOx enzyme is completely inactive throughout the 29-day period and has the maximum
fluorescence intensity. With decreasing acidity of the medium (pH 3-4), the fluorescence intensity
decreases and the enzyme's activity increases as compared to the pH 2 medium. At optimal medium
acidity (pH 6), the GOx fluorescence intensity at 530 nm is the smallest and, at the same time,

enzymatic activity is the highest.

Also, from the stability study of GOx, we found that polypyrrole strongly quenches the FAD
fluorescence in both FAD and GOx solutions. On the contrary, Ppy aggregation causes Ppy
fluorescence in the same spectral region as FAD fluorescence impedes its investigations. Identical
FAD fluorescence quenching in FAD and GOx solutions suggests that Ppy causes a release of all
FAD molecules from GOx. The polymer induces the dissociation of FAD from the GOx enzyme

and at the same time creates a stable composite with FAD.
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