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ABSTRAKT

Tato bakalarska praca je Cisto teoretického charakteru. Je zamerana na vysvetlenie principu
a podstaty fungovania biosenzorov a biomarkerov, ich vlastnosti, rozdelenie a vyuzitie pri
posudzovani kontaminacii Zivotného prostredia. Dalej popisuje ich praktické pouzitie. V prvej
Casti bakalarskej prace su popisané biosenzory. Biosenzory st kombinaciou biorekogni¢nej
molekuly a vhodného prevodniku, tato kombinacia umoznuje previest (bio)chemickou
informaciu na elektricky signal, ktory je mozné lahko zmerat a preto su stale viacej
vyuzivané k stanoveniu roznych latok. V druhej Casti si popisané vcasné varovné signaly,
takzvané biomarkery. Biomarkery poskytuju informacie o zmenach v ekosystéme skor ako je
eSte nendvratné poskodeny a mézeme vcas zasiahnut'’.

ABSTRACT

This bachelor thesis is purely theoretical. It aims to explain the principle and nature of
operation of biosensors and biomarkers, their properties, distribution and use in the
assessment of environmental contamination. It describes their practical use. In the first part of
the thesis are described biosensors. Biosensors combine biorecognition molecules and
a suitable converter, this combination allows you to convert (bio)chemical information into
electrical signals that can be easily measured and therefore are becoming more used for
determination of different substances. The second section describes the early warning signs
called biomarkers. Biomarkers provide information on changes in the ecosystem before it is
irreversible damaged, and we can intervene early.
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1 UVOD

Kazdy den sa dostavaju chemické latky do zivotného prostredia bez toho aby bola zndma
ich toxicita, ich u€inky a dopad na zdravie jedinca ¢i celej populécie v ekosystéme. Vela latok
pritomnych v zlozkach zivotného prostredia pdsobi na hormonalny systém organizmov
roznymi mechanizmami. K zisteniu tychto latok v environmentalnom prostredi sa okrem
chemickych analyz pouzivaju najroznejSie biotesty. Za Specifické typy biotestov je mozné
povazovat’ aj biosenzory.

Vyvoj a vyuzitie biosenzorov je progresivny analyticky odbor, ktory v sebe zahfiia
poznatky z oblasti biologie, chémie, fyziky a matematiky. Svojimi aplikacnymi vystupmi
zasahuje do oblasti fermenta¢ného, potravindrskeho a farmaceutického priemyslu, do
analytickej chémie, pol'nohospodarstva, mediciny, Zzivotného prostredia i petrochémie.
Biosenzor je zariadenie, ktoré pozostdva z biologickej Casti, ktord sa nachddza v tesnom
kontakte s fyzikalno-chemickym prevodnikom, alebo je sucastou prevodnika. Vysledkom
takéhoto usporiadania je elektronicky signal, ktory je proporcionalny koncentracii analytu.
Spojenie tychto dvoch odliSnych oblasti kombinuje v sebe Specificitu a senzitivitu
biologického systému so silou elektrotechniky a pocitacovej techniky. Takymto analytickym
zariadenim sa roz$iri Specificita i1 rozsah stanovitelnych substratov oproti senzorom
zalozenym na principe fyzikdlno-chemického prevodnika. Réznymi kombinaciami
biologickej Casti s prevodnikom mozno docielit’ vel’ké mnozstvo réznych konstrukeii [1].

Toxické latky, ktoré sa dostavaju do zivotného prostredia mozu organizmy, populdcie ale
aj celé spolocenstva poskodit’ eSte skor ako sme schopni tieto poskodenia odhalit” klasickymi
ekotoxikologickymi testami. Na rozpoznanie biochemickych a bunkovych mechanizmov
toxicity sa v ekotoxikologickych testoch vyuzivaju biomarkery, ktoré poskytuji vcasné
varovné signaly potencidlneho poSkodenia organizmu alebo celej populdcie aj bez
morfologickych zmien. Biomarkery umoziiuji aj =zistenie zmien bunkovych alebo
biochemickych zloziek, Struktar alebo funkcii vyvolanych cudzorodymi latkami, ktoré su
meratel'né v biologickej zloZke. Poskytuji citlivé a rychle odpovede poukazujice na
mechanizmus u¢inku, ktory predchadza viditelnym symptomom toxicity. Biomarkery st
najlepSie preStudované u vysSSich Zivocichov (cicavce, ryby) ale daju sa sledovat’ aj pri
organizmoch pouzivanych v Standardnych akvatickych biotestoch (riasy, makrofyta,
bezstavovce) [2].



2 CIELE PRACE

Formou literarnej reserSe spracovat’ problematiku vyuzitia réznych typov biosenzorov pri
posudzovani  znedistenia  Zivotného prostredia. Dalej sprehladnenie  zékladnych
biochemickych, fyziologickych a histologickych indikdtorov na zive organizmy, takzvané
biomarkery a ich vyznam pre odhad kontaminacie ekosystému.



3 BIOSENZORY

3.1 Definicia biosenzorov

Biosenzor je analyticky pristroj obsahujuci citlivy prvok biologického povodu, ktory je
bud’ stcastou alebo v tesnom kontakte s fyzikalno-chemickym prevodnikom. Poskytuje
priebezny elektronicky signal, ktory je priamo timerny koncentracii jednej alebo viacerym
chemickym latkam vo vzorke [3]. Sklada sa z troch hlavnych komponentov: biorekogni¢na
Cast’, prevodnik a vystupné zariadenie [4].

imiobilavany ZEArnamave
bickogicky Eafizeni
meaberial
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Obr. & 1: Obecné schéma biosenzoru [5]

Biorekogni¢na Cast’ alebo bioreceptor, je tvorend biologickym prvkom, ktory je naneseny
alebo inak zachyteny na povrchu prevodniku. Je to ¢ast’, ktora dava biosenzoru jeho unikatne
vlastnosti selektivity [6, 7]. Dalej je ju mozné delit’ do dvoch zakladnych skupin:

» Biokatalyticka - analyt podlieha premene v priebehu chemickej reakcie a obvykle
vystupuje ako substrat enzymovej reakcie (enzym, organela, bunka, organ, organizmus),

* Bioafinitna - analyt je Specificky viazany vo vznikajucom afinitnom komplexe (lektin,
protilatka, receptor, nukleova kyselina) [3].

NajcCastejSie pouzivanym bioreceptorom je enzym. Enzym dokaZe rozpoznat Specificki
cielova molekulu [4].

Fyzikalno-chemické prevodniky poskytuju najCastejSie elektricky alebo opticky signal,
ktory je priamo Umerny koncentracii analytu vo vzorke [6]. Prevodniky teda poskytuja
vhodny signal k d’alSiemu spracovaniu a mézu byt’ rozdelené do niekol’kych skupin:

=  Elektrochemické (potenciometria, amperometria, konduktometria, voltametria)

=  Optické (fotometria, fluorimetria, luminometria, nelinearna optika)

= Piezoelektrické a akustické

» Kalorimetrické [3]

Prevodnik sa niekedy oznacuje ako detektor, senzor alebo elektroda. Existuje vela
detektorov, ktoré mozu byt pouzité v biosenzoroch. Vyber je limitovany typom chemickej
interakcie, ktora prebieha medzi analytom a rekogni¢nou zlozkou [7]. Z dovodu ich lahkej
konstrukcie a nizkej ceny st prevodniky najvyuzivanejSie. Vyhodou optickych biosenzorov je
moznost’ miniaturizacie a ich prisposobivost’ [6].



3.2 Historia biosenzorov

Prvy chemicky senzor bola sklenend pH merna elektréda urcend k meraniu koncentracie
vodikovych jontov vo forme sondy umiestnenej vo vzorke [7].

V roku 1956 Leland C. Clark Jr., ktory je povazovany za zakladatel'a biosenzorov popisal
kyslikova elektrodu a spolocne v roku 1962 s Lyonsem spojili kyslikova elektrodu
s enzymom a vytvorili tak glukézovl elektrédu. Jednalo sa o glukézovy biosenzor, jeho
principom bolo meranie glukozy v krvi u pacientov s cukrovkou [7].

glukéza + O, — kyselinaglukonova +H, 0,

Prvy komerény biosenzor pre glukézu uviedla na trh Gspes$na firma Yellow Springs
Instrument Company (Ohio) v roku 1975. V tomto roku bolo navrhnuté pouzitie bakterialne;j
bunky miesto enzymu, ¢im sa za¢ina rozvoj vyskumu biosenzorov v Japonsku a vobec na poli
biotechnologie a ochrany zivotného prostredia. O rok neskdér Clemens zaclenil glukézovy
senzor do systému umelého pankreasu uvedeného na trh firmou Miles ako Biostator, firma La
Roche zase zaviedla biosenzor pre laktait LA 640 s umelym mediatorom ferrikyanidom.
Dalsim medznikom bol rok 1982, ked Schichiri popisal implantovatelny glukozovy
biosenzor - ihlovou enzymovou elektrodou. Doteraz najispesnejsi biosenzor je zaloZzeny na
ferrocene - prenasa¢ elektronov z oxidoreduktdz na elektrodu. Neskor bol vyvinuty firmou
Medisense lacny osobny biosenzor pre domace meranie krvnej glukézy diabetikmi [3].
Povodne mal format pera, neskor mal tvar kreditnej karty [8].

Obr. ¢ 2: Glukometer zalozeny na principe biosenzoru [9]
Dnes pokracuje explozivny narast vyskumu biosenzorov v celosvetovom meritku.
Biosenzory vystupuju z vedeckych laboratorii do realneho sveta [8].

3.3 Vlastnosti biosenzorov

3.3.1 Citlivost’

Citlivost’ biosenzorov vychadza z najnizsej koncentracie, ktoru je schopny detekovat’ [7].
Je to kone¢na ustalena zmena vystupného signalu biosenzoru v dosledku zmeny koncentracie
analytu [3]. Dynamické rozmedzie je obvykle definované ako pomer najvyssej a najnizsej
koncentracie, ktoru je konkrétna metoda schopna spolahlivo zmerat [7].
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V idealnom pripade by citlivost’ mala byt’ konstantna po celti dobu zivotnosti biosenzoru.
V realnych systémoch sa zmeny citlivosti kompenzujt rekalibraciou [3].

3.3.2 Kalibracia

Kalibracia spoCiva vo vystaveni biosenzoru réznym S$tandardnym roztokom o znamej
koncentracii analytu [3].

3.3.3 Rychlost’ odozvy

Rychlost’ odozvy je uréovand najmi fyzikdlnymi vlastnostami biosenzorov (velkost).
Zavisi na rychlosti difuzie analytu z okolit¢ho prostredia k povrchu biosenzoru a d’alej na
vnutornej difazii systému. Uplatituju sa koncentracie analytu, vel'kost’ difiznych koeficientov,
dizka difaznych drah (poéet vrstiev biosenzorov). Z praktického hl'adiska je vyhodné, pokial
je odozva limitovana difuziou a nie rychlost'ou bioreakcie [3].

3.3.4 Doba odozvy

Doba odozvy sa obvykle urcuje ako Cas potrebny k dosiahnutiu urcitej vel'kosti signalu
v kone¢nom ustalenom stave[3].

Ak biorekogni¢nu Cast’ tvori enzym, potom celkova rychlost’ reakcie je dana koncentraciou
enzymu a substratu. Ak je biologickou cCastou protildtka alebo bioreceptor, kinetika je
podobna vel’kosti afinitnej konstanty K, [7].

3.3.5 Selektivita

Odozva biosenzorov by mala byt vyvolana iba v pritomnosti stanovovanej latky, ostatné
latky by sa nemali prejavovat’. Prakticky je ¢asto nutné rusivé vplyvy eliminovat’ (zriedenie,
konverzia na nerusivé zluceniny, pridanie selektivnej bariéry) alebo ich prispevok na merany
signal paralelne ur¢it’ inym senzorom. Pri tomto diferencidlnom usporiadani sa pouZiju dva
rovnaké prevodniky, avSak biorekogni¢nou vrstvou je pokryti iba jeden. Druhy sluzi ako
referen¢ny, je ho mozné pokryt’” vhodnou indiferentnou vrstvou pre Vyrovnanie difiznych
podmienok [3].

3.3.6 Zivotnost’ biosenzorov

Zivotnost' je obvykle limitovana najslabsou &astou biesonzoru, ¢o je biorekogniéna &ast'.
Pritom je treba odlisit’ stabilitu pre skladovanie od operacnej stability, ktord moze byt’ zavisla
na pocte a druhu analyzovanych vzoriek. Pre dlhodobé uloZenie biosenzoru je obecne vhodna
nizSia teplota a skladovanie v suchom stave. Optimalne podmienky je vzdy treba hladat
individualne [3].

3.4 Vyuzitie biosenzorov v Zivotnom prostredi

Vyuzitie biosenzorov je vel'mi Siroké. V Zivotnom prostredi sa pouzZivaju hlavne pre
zistovanie kvality ovzdusia, detekcie Skodlivin v odpadovych vodach, kvality pitnej vody
alebo pody [5]. V désledku rozvoja priemyslu a Cinnosti ¢loveka boli a st do Zivotného
prostredia vypustané nebezpecné latky zo spalovacich alebo vyrobnych procesov. Pesticidy,
tazké kovy ¢i PCB spdsobuji vSeobecne zname znecistenie zivotného prostredia. Z dévodu
potreby detekcie tychto latok boli vyvinuté rozne typy biotestov a chemickych analyz. Okrem
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tohto testovania je k rychlemu stanoveniu obecnych kvalitativnych parametrov ako BSK
(biochemicka spotreba kyslika) ahodnotenie biologického znelistenia patogénnymi
organizmy, v sucasnej dobe mozne pouzit’ metddy zaloZené na biosenzoroch [10].

Pre organofosfaty a karbamatové pesticidy sa pouzivaji enzymatické biosenzory, na
zaklade c¢innosti cholin oxidazy a na inhibicii acetylcholinesterazy a butyrylcholinesterdzy.
U tazkych kovov to st celobunkové biosenzory, ktoré st schopne reagovat’ na vel'mi malé
mnozstva pritomnych jontov kovu pomocou luminiscenénych baktérii [11]. Pomocou
biosenzorov mozu byt’ detekované aj ostatné¢ dobre zname kontaminanty ako PCB a dioxiny,
fenoly, povrchovo aktivne latky, polycyklické aromatické uhl'ovodiky [12].

Zivotné prostredie nie je zneéistené iba priemyslovym zatazenim, ale velka Gast’ latok
pochadza z Cinnosti Cloveka, ¢o nie je mozné regulovat. Su to latky kazdodenného zivota
(antikoncepCne hormony, steroidy, antibiotika, saponaty - povrchovo aktivne latky). Tieto
latky su obzvlast’ nebezpecné v dévodu ich hojného pouzivania a pdsobenia na hormonalny
systém. Baktérie sa dokonca moézu stat’ rezistentné voci niektorym pripravkom, hlavne
lieCivam [12].

3.5 Rozdelenie biosenzorov podla fyzikalno-chemického prevodniku

3.5.1 Elektrochemické biosenzory

Elektrochemické systémy st najstar§ie a najviac rozSirené typy prevodnikov pre
konstrukciu katalytickych biosenzorov. Hlavnymi vyhodami st jednoduchd konstrukcia
meracieho systému, nizke naklady, vyborna citlivost’ a relativna nezavislost’ na interferencii
[3, 13]. Pre zostavenie elektrochemického meracicho systému st potrebné dve elektrody,
pracovna a referen¢na. Konstrukéné usporiadanie elektrod moze byt vel'mi réznorodé [3].

Elektrochemické biosenzory su zalozené na merani elektrickych parametrov:
konduktometria, amperometria a potenciometria [14].

a) Konduktometria

Je to metdda zaloZzenda na merani elektrickej vodivosti/odporu v roztoku pri pouziti
elektrického pola. Pri elektrochemickej reakcii st produkované jonty alebo elektrony a tim
padom sa meni aj celkova vodivost. Ma relativne nizku citlivost’ [15].

Touto metodou je mozné detekovat’ tazké kovy a organofosfaty [10].
b) Amperometria

V tejto metdde je meranym parametrom elektricky prad. Vysoko citlivy biosenzor dokaze
detekovat’ elektroaktivnu latku vyskytujicu sa v biologickej vzorke. Latkami méZzu byt
substraty reakcii (O, NADH), produkty (H.0,, benzochinon) alebo elektrochemické
mediatory, ktoré méZu priamo prenaSat’ elektrony z enzymu na povrch pracovnej elektrody
[15].

Touto metddou je mozné detekovat tazké kovy, organofosfaty, fenol a jeho derivaty,
halogenidy, kyanidy, genotoxické latky, progesteron, povrchovo aktivne latky a stanovit’ ich
toxicitu [10].
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c) Potenciometria

U tohto typu senzoru je merany elektrochemicky potencial, oxidacia alebo redukcia.
Potenciometrické biosenzory sa skladaju z jontovo-selektivnej alebo plynovej elektrody
potiahnutej biologickou vrstvou. Meria sa zmena napétia na elektrédach, ktoru vyvoldva
elektrochemicka reakcia vyvolana biologickym prvkom [15].

Touto metdédou je mozné detekovat' tazké kovy, kyanidy, povrchovo aktivne latky,
znecCist'ujuce plyny (CO>) a stanovit’ BSK [10].

3.5.2 Optické biosenzory

Zakladom je interakcia svetelného ziarenia s chemickymi latkami. Pre konStrukciu
katalytickych biosenzorov sa vyuzivaju optické techniky ako absorbancia, fluorescencia
a luminiscencia [3].

St to druhé najcastejSie pouZivane prevodniky po elektrochemickych. Hlavny opticky
senzor sa sklada zo svetelného zdroja, optickych Casti generujucich svetelny paprsok so
Specifickymi vlastnostami, modulaéného Ziarenia, ktoré svetelnym 14¢ smeruje a nakoniec
s fotodetektoru [16].

NajcastejSie sa jednd o zmenu farby, ktorli je mozno zaznamenat vizudlne alebo za
pouzitia pristroja, spektrofotometricky. Jedna sa o meranie absorbancie pri urcitej vinove;j
dizke. UV-VIS spektroskopia vyuziva zmeny, ktoré nastavaju v molekulach pri absorpcii
Ziarenia v rozmedzi vinovych diZkach 200 nm az 800 nm. Pokles absorbancie po prechode
meracou kyvetou je Umerny koncentracii stanovovanej latky. Pretoze absorbancia zavisi
taktiez na hrubke vrstvy, su rozmery meracicho priestoru limitujicim faktorom. Rozptyl
svetla sa obvykle zanedbava [3, 17].

Fluorescencia je velmi casto vyuzivana z dovodu vysokej citlivosti. Absorpcia
ultrafialového Ziarenia vedie k excitacii z vibraéného stavu na zakladnej elektrénove;j hladine
na jednu z mnoha vibra¢nych hladin v elektronovom stave. Fluorescencia sa prejavi pri
prechode na zakladnt elektronovi hladinu. Vystupna intenzita fluorescencie zavisi na
kvantovom vytazku a na koncentracii fluoreskujucej latky [3, 17].

Luminiscencia je sekundarne Ziarenie, ktor¢ latka vydava po absorpcii
elektromagnetického Ziarenia. Chemiluminiscencia nastédva, ked’ chemicka reakcia produkuje
elektronové excitované latky, ktoré emituji fotony aby dosiahli zakladného stavu.
V biologickych systémoch hovorime o bioluminiscencii [17].

NajcastejSie pouzivany opticky biosenzor, pre Ucely detekcie Skodlivych latok v Zivotnom
prostredi, je opticky prevodniky zaloZeny na povrchovej plazmovej rezonancii. St vhodné pre
priame optické zaznamenanie. Svetlo vstupujlice do pristroja je smerované na snimany povrch
a potom sa odrdza spat’ von. Vychadzajuce svetlo z pristroja je potom sledované a su
zaznamenavané zmeny, ktoré na povrchu nastali [15]. Skodlivymi latkami, ktoré je mozné
tymto biosenzorom zaznamenat’ su tazké kovy, pesticidy, herbicidy (atrazin, fenoly, triazin),
EDC (hormoény, bisfenol A, alkylfenoly, antibiotika) [10].
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3.5.3 Kalorimetrické biosenzory

Vyuzivaji zmenu teploty v priebehu enzymovej reakcie. Pri konstrukcii biosenzorov to je
skor okrajova zalezitost, ale existujii niektoré¢ analyty, pre ktoré mozu byt kalorimetrické
prevodniky zvlast vhodné. Medze detekcie byvaji do 10uM, rozlisSenie 0,001°C.
Prevodnikom je obvykle termistor, jeno odpor R zavisi na absolutnej teplote T [3]. Teplotné
zmeny st obvykle dané moznostami termistoru [14].

Vyhodou je, ze nevadia pripadné pevné cCastice vo vzorke, interferujiice latky alebo
sfarbenie. K pouzitiu kalorimetrickych biosenzorov sa pristupuje v pripadoch, ked’ iné metody
mozu byt tazkopadne [3]. V zivotnom prostredi nim detekujeme tazké kovy [10].

3.5.4 Piezo-elektrické biosenzory

Su pristroje zaloZené na takych materidloch ako su krystaly, ktoré vibruji pod vplyvom
elektrického pola. Frekvencia ich oscilacie zavisi na ich hrubke a priereze. Kazdy krystal ma
vlastnt rezonanénu frekvenciu [12, 14].

Pre kazdy piezo-elektricky krystal je zmena vo frekvencii Umernd mnoZstvu
absorbovaného materialu az do zmeny okolo 2%. Tato zmena frekvencie je jednoducho
detekovana relativne jednoduchymi elektrickymi obvodmi. Vyuzivaju sa pri detekcii
organofosfatov, EDC a patogénnych organizmov [15].

Hlavnou nevyhodou tychto zariadeni je interferencia atmosférickej vlhkosti a obtiaznost’
ich pouzitia pre stanovenie analytu vo vzorke. Viac-menej st lacné, malé a schopné dodavat’
rychlu odpoved’ [14].

3.6 Rozdelenie biosenzorov podla biologickej zlozky

3.6.1 Enzymové biosenzory

Biokatalytické senzory maju rekogni¢ny element enzym - bielkovinu  schopnu
biokatalyticky premenit’ urcity Specificky substrat na produkt [3].

Schéma interakecii:

. . L) . . K .
Enzym+ Substrat Enzym-— Substrat—=— Enzym-+ Produkt
G

Enzym je Casto vyberany ako biorekogni¢na zlozka biosenzorov z vel'a dovodov, hlavne
vd’aka ich Specifickym vdzobnym schopnostiam, rovnako ako ich katalytickej aktivite [14].
Pouziva sa prevazne v purifikovanom stave, avSak je taktieZ mozne pouZit' biologicky
material (bunky), obsahujici v dostatoénom mnoZstve poZadovani enzymovua aktivitu.
NajcastejSie sa pouzivaj iba jeden enzym , niekedy je ale vyhodnejsie pouZzit’ sucasne dva
alebo viacero enzymov, ktoré navzajom katalyzuja [3].

Analyt u tychto senzorov vystupuje najcastejSie ako substrat imobilizovaného systému.
Existuje cela rada roznych variant fyzikalnych prevodnikov pouzitelnych pre enzym. Skoro
vzdy je mozne pouzit’ elektrodu alebo opticky systém [3].
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3.6.2 Mikrobialne a tkanivové elektrody

V tychto biosenzoroch je biochemickd zlozka v aktivnom zivom stave. Jedna sa
0 mikrobialne, rastlinné alebo zivoc¢isne bunky, ich bunkové elementy alebo celé tkaniva ¢i
organy. Biokomponent je vo svojom prirodzenom biologickom prostredi, ¢o je hlavnou
vyhodou, lebo méze priaznivo ovplyvnit' ich aktivitu a stabilitu. NavySe je mozné pouzit’
miesto jediného enzymu celé metabolické reakéné sekvencie, optimalizované prirodzenou
cestou. Odpada taktiez nutnost’ izola¢nych a purifikaénych krokov, ¢o sa priaznivo odrazi na
cene. Biosenzory obsahujuce sucasne vedl'a mikrobidlnej ¢i tkaninovej zlozky eSte izolovany
enzym sa nazyvaji hybridnymi [3].

Mikrobidlne systémy mozu obsahovat’ bunky baktérii, sinic ¢i kvasiniek, imobilizované
bud’ na povrchu prevodniku (membranovy typ), alebo vo forme predradeného reaktoru [3]. Su
zalozené¢ na merani napriklad zmeny pH, ku ktorej mdze dojst’ pdsobenim Skodlivin na
metabolizmus mikroorganizmu [7].

NajuspesnejSou aplikdciou biosenzorov z tejto oblasti predstavujii systémy pre rychle
stanovenie biochemickej spotreby kyslika.(BSK, angl. BOD, biochemical oxigen demand).
Oproti klasickému parametru BSK5 sa moze znecistenie vod stanovit omnoho rychlejsie
pomocou biosenzoru tvoreného kyslikovou elektrédou a mikrobidlnou vrstvou. K vhodnym
mikroorganizmom patria Trichosporon cutaneum, Bacillus subtilis a Licheniformis. Meria sa
rychlost’ respiracie po pridavku vzorky, potrebna doba je pritom iba niekol’ko minit. Hodnoty
stanovené BOD biosenzorom s imerné parametru BSKS5, prevodny vzt'ah sa ur¢i kalibraciu.
Standardnymi kalibraénymi substratmi st obvykle zmes glukézy a kyseliny glutamovej [3].

Dalsou zaujimavou oblastou je detekcia toxickych latok vo vodnych tokoch (azidy,
kyanidy, pesticidy, fenoly, tazké kovy), kde sa vyuziva inhibicie respiracného retazca alebo
fotosyntézy vhodného indikaéného mikroorganizmu napriklad Synecoccus. Tieto
monitorovacie systémy st vhodné pre nepretrzité sledovanie, ale ich nevyhodou je, ze nie st
prilis $pecifické a maji pomerné nizku citlivost’ [3].

Huby a rastliny, ktoré st ve'mi lacnym zdrojom mo6zu byt’ d’alSou bioregni¢nou zloZkou.
NajcastejSie sa vyuziva Sampion ako zdroj tyrosindzy (polyfenol oxidasy) pre stanovenie
fenolu. U rastlin je potrebné vzdy otestovat’, v ktorej Casti sa nachadza Ziaduca enzymova
aktivita. Pouzivaju sa bud rastice casti (mladé listy) alebo zdsobné casti (plody ovocia
a zeleniny) [3].

Rastlinné tkanivo sa pouziva ako tenky rez prichyteny pomocou riedkej sietky na povrch
pracovnej elektrody. Problémom je selektivita odozvy, pretoze st pritomné najroznejsie
enzymové systémy. Stabilita tychto biosenzorov je radovo tyzdne az mesiace [3].

Tabulka ¢.1: Priklady biosenzorov s rastlinami [3].

Rastlina (pouzita ¢ast’) Enzym Analyt
Sampion (plodnica) fenoly
zemiak (hl'uza) tyrosindza fenoly

banan ( duzina) dopamin
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uhorka (Stava) askorbat oxidaza vitamin C, cystein
chren peroxidaza peroxid vodiku
sOja mocovina
ureaza
chryzantémy (okvetné listy) aminokyseliny

Stabilita tkaninovych rezov je niz$ia ako v rastlinnom systéme. V tabulke ¢.2 su uvedené
systémy spojené s NHj3 elektrodou [3].

Tabul’ka ¢.2: Priklady biosenzorov s tkanivovymi rezmi zivo¢isSneho pévodu [3].

Pouzita Cast’ Enzym Analyt
glutamin
l'advina (brav¢ova) katalaza glukosamin-6-fosfat

peroxid vodiku

katecholaminy
pecen (kralik)
guanin
monoamin OD
sval (kralik) AMP
¢revo (mys) adenozin

Dréazdivé bunky ako neurdény a myokardiocyty poskytuji tiez velmi citlivy zdroj pre
monitorovanie urcitych analytov. Obzvlast’ toxickych Cinitel'ov ako su lieciva a bojové latky
S ochromujicim u¢inkom na nervovu sustavu. Je ale tazsSie pouzit’ tito techniku v beZnom
Zivote, lebo drazdivé bunky st dost’ nestabilné [7].

Tento typ biosenzorov je obzvlast’ uzitocny pri stanoveni obsahu substancie vo vzorke,
ktora moze byt Skodliva pre bunky, ako k identifikacii Specifickych materidlov alebo ich
koncentracii [7].

3.6.3 Imunosenzory

Imunochemické afinitné biosenzory pouzivaji ako biorekogni¢ny element protilatku.
VyuZziva sa tu interakcia protilatka - antigén, pricom protilatka je bielkovina schopna
Specificky rozpoznat' iné molekuly. Antigény byvaju najcastejSie latky z vonkajSieho
prostredia [3, 18]. Pre ul'ahCenie detekcie sa antigény alebo protilatky znacia enzymami,
fluorescenénymi zla€eninami, elektrochemicky aktivhymi substratmi, radioaktivnymi
nukleotidmi alebo avidin-biotnymi komplexmi. Komplex protilatka - antigén je tak mozné
vyuzit vo vSetkych typoch senzorov. Tieto senzory sa vyznafuji vysokou selektivitou
a Specificitou, dokazu stanovit velmi malé mnozstva latok. NajcastejSimi prevodnikmi
imunosenzorov su piezoelektrické a optické systémy [18].
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Imunochemické stanovenie ma rdzne usporiadanie. Z dévodu pevnych vézieb protilatky
s antigénom st mnoh¢é imunosenzory casto iba na jedno pouzitie. Iné techniky vyzaduji
vymyvacie kroky k stanoveniu. Medzi tieto metdédy patri ELISA (Enzym - Linked
Imunoassay), ktora je najrozSirenejSia a je zaloZena na vzajomnom sutazeni volnej
a imobilizovanej protilatky o analyt a umoziuje jeho kvantitativne stanovenie. Vel'mi
perspektivna je identifikacia komplexu protilatka - analyt prostrednictvom povrchovej
plazmovej rezonancie, ktord je zalozena na opticko-elektrickom jave. Tento jav vznika na
rozhrani kov - dielektrikum pri totalnom odraze svetla na tomto rozhrani. Pri ur¢itom uhle
svetla dojde k maximalnemu preneseniu energie svetla na elektrony atémov kovov
Vv povrchovej vrstve takzvané plaznomy, ¢o sa navonok prejavi poklesom intenzity
odrazeného svetla. Dovol'uje vysoko citlivé a rychle stanovenie pritomnosti analytu [5].

Vyvoj najroznejSich typov imunosenzorov ma v prvom rade za ulohu zjednodusit’ pracu
spojent s imunochemickou analyzou, zmobilizovat’ systémy a zrychlit' priebeh stanovenia.
Klasicky ELISA format imunochemického stanovenia vyzaduje presne davkovanie vzorkou,
inkubaciu, separa¢né a premyvacie kroky. U vlastnych imunosenzorov funguje citlivy povrch
nie len ako nosi¢ imobilizovaného vdzobného partnera, ale priamo slizi pre generovanie a
meranie signalu [3].

Rozvoj je mozny vdaka velkému rozvoju metdd pre produkciu protilatok. Ziskavanie
protilatok priamo z krvného obehu imunizovanych zvierat je nahradzovany genetickymi
manipulaciami produkénych baktérii, konjugaciami nadorovych buniek s bielymi krvinkami
a podobnymi postupmi. Aj napriek tomu su protilatky stale pomerne drahé [5].

Imunoanalyza ziskala pozornost’ v réznych oblastiach kvoli selektivnemu a senzitivhemu
stanoveniu roznych latok. NajcastejSie zahfna klinické analyzy, kontrolu zivotného prostredia
a kontrolu kvality potravin [19, 20].

3.7 Podmienky merania s biosenzormi a poZitie v praxi

V pripade, Ze sa biosenzor nachadza priamo v sledovanom prostredi (rieka, tkanivo, krvny
obeh, atd’.) je potrebné aby jeho Cinnost’ nemala vplyv na okolité prostredie, teda aby sa
zabranilo vyc€erpaniu analytu v dosledku merania a ovplyvneniu toku inych latok. Je uZitocné
menit polohu biosenzoru kvoli ziskaniu dostatocnej informacie o distribucii analytu
Vv prostredi a kvoli odhaleniu pripadnych koncentraénych gradientov [3].

Dalsi spdsob merania je v uzavretej nadobe. Biosenzor je umiestneny vo vhodnej nadobke
s vodnym roztokom, kvoli temperdcii a magnetickym mieSadlam. Vycka sa na ustalenie
signdlu v pritomnosti pracovnych roztokov (pufrov). Prida sa vzorka a po ustdleni sa odcita
signal. Pridavanie vzorky je moZne niekol'kokrat opakovat’, dokonca je mozné niekedy celu
nadobu naplnit’ vzorkou (voda, mlieko, atd.). Toto usporiadanie je vel'mi jednoduché
a nenaro¢né na vybavenie, nevyhodou je potreba manualnej obsluhy[3].
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S.i.

Pridavicy vzoriek

Obr. & 3: Schéma merania v nadobke a jeho grafické zndzornenie pridavku vzorky v
zavislosti na case [3]

Posledny spdsobom merania je meranie s biosenzorom umiestnenim vo vhodnej
prietokovej cele. Su mozne dva sposoby ¢innosti. V prvom pripade sa nechajii systémom
striedavo pretekat’ zona zdkladného roztoku a zony vzoriek. Merany signal je teda vyvolany
priamo neriedenou vzorkou. Pri druhom sposobe neustale systémom pretekd pracovny roztok
zo vzorkou. Vzdy dojde k definovanému nariedeniu vzorky a signal ma charakteristicky tvar
piku, u ktorych sa vyhodnocuje bud’ vyska alebo plocha. Prietokové usporiadanie umoziuje
automatizovat’ meranie [3].

Aby sa biosenzor uplatnil v praxi mal by spiiat’ aspon niektoré z tychto kritérii:
» dostato¢na selektivita a stabilita pre ucely danej analyzy,
= opakovateI'né pouzitie (uplatnenie maju aj senzory na jedno pouzitie),

» reakcia v biosenzoroch by mala prebiehat bez Upravy vzorky, teda nezavislé na
fyzikalnych parametroch, ako su pH, teplota, mieSanie a podobne,

» odpoved senzoru by mala byt sprdvna, presnd, reprodukovatelna a linedrna v co
naj$irSom rozsahu koncentracii,

* biosenzor pouZitelny v medicine pre meranie zivych organov musi byt
biokompatibilny ( nesmie byt’ jedovaty, nesmie sposobovat’ alergické reakcie a podobne),

* biosenzor pouzitel'ny v biotechnologiach by mal byt sterilizovatelny,

» biosenzor by mal byt lacny, pokial’ mozno maly, prenosny a 'ahko pouzitel'ny. S jeho
pouzitim by si mala poradit’ aj menej odborne zdatn obsluha,

*  hotovy biosenzor by mal mat’ uplatnenie na trhu [5].
Verla biosenzorov vSak nesplituje vacsiu ¢ast’ vyssie uvedenych kritérii [5].

Vécsina trzieb v dneSnej dobe pochadza z biosenzorov pre lekéarske pouzitie. Vela
inStrumentacii pre medicinsku diagnostiku by mohli byt upravenych pre monitorovanie
zivotného prostredia. Aj ked biosenzory pre Zivotné prostredie nie su tak ekonomicky
vynosné ako v lekarstve, je ich vyvoj podporovany. Je vynalozené velké tusilie pre aplikaciu
biosenzorov na meranie znec€ist'ujucich latok a d’alsich environmentalnych rizik [21].
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Biosenzor zaloZeny na povrchovej plazmovej rezonancii (SPR) je najcastej$i komercne
dostupny senzor, ktory sa vyuziva na monitorovanie zivotného prostredia. Prvy biosenzor
zalozeny na SPR bol BlAcore systém, ktory predstavila firma Pharmacia Biosensor AB, teraz
Biacore AB (Uppsala, Svedsko) v roku 1990. Téato spoloénost ma teraz Siroku Skalu
biosenzorov, ktoré zahriiuje niekol’ko typov povodnych BIAcore systémov (séria 1000, 2000,
3000) ako aj dalSie konfiguracie systému, ktoré ponukaju rdzne stupne automatizacie
a Specifikacie parametrov. Na monitorovanie biomolekuldrnych interakcii postupujicich
v priebehu Casu bol vyvinuty BlIAcore 3000, ktorého vyhodou je, Ze nie je potrebné
oznacovat reaktanty [21].

Dal§imi komerénymi biosenzormi, ktoré sa uvadzaji na trh sa IBIS systém, systém
CELLIA (konfigurovany pre celé bunky alebo makromolekuly) a biosenzor s detektorom
Spreeta (konfigurovany pre priemyslové, ekologické a biologické aplikacie) [21].

Firma Affinity Sensors (Franklin, MA) vyraba néstroje 1Asys, ktoré pouzivaji technologiu
tlmenych vin v kontraste s REMEDIOS (celobuneéné biosenzory pouzité pre diagnostiku
kontaminovanych oblasti a pdd). Detekuju uroven toxicity, ktord ovplyviiuje metabolicku
aktivitu organizmu. Za normalnych podmienok biosenzor vyZaruje vidite'né svetlo. Svetelny
vykon je priamo umerny metabolickej aktivite. Bioluminiscencia poklesne priamo umerne
s iroviiou toxicity ak je vzorka (pdda, voda, sediment, kal) toxickd. Organizmy pre
biosenzory su vybrané ako zéstupcovia bakterialnych kmenov vyskytujucich sa v Zivotnom
prostredi, ako aj tie zapojené do procesu bioremediacie (pésobenim baktérii dochadza
k premene toxickych latok na netoxické) [21].
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4 BIOMARKERY

4.1 Definicia biomarkerov

Pojem biomarker alebo biologicky marker je mozne definovat’ na zéklade vyznamu slov
,,marker,, (z anglictiny) znamend nastroj k oznaceniu pozicie a slovo ,,bio,, znaci stvislost’ so
zivotnym prostredim [22]. Biologické markery st vyznamnymi indikatormi expozicie, ktora
je Skodliva zdraviu a indikatormi vnimavosti na vznik alebo prejav choroby [23]. Existuju
najroznejsie definicie tohto pojmu. Pojmom biomarkery oznacujeme vcasné varovné signaly
(early - warning signals) potencialneho poskodenia jedinca alebo celej populacie. Su to
akékol'vek meratel'né parametre, ktoré odrdzaju vzajomné posobenie biologického systému
anebezpecného Cinitela, ktory moze byt chemického, fyzikdlneho ¢i biologického
charakteru. Na obrazku ¢. 4 je zndzornena zmena biologickych odpovedi na roéznej trovni
organizacie, ktord stvisi s expoziciou alebo negativnymi tc¢inkami toxikantov v zivotnom
prostredi [24].

molekulirna aroven

,.viasné,, signaly

subbunetna droven

buneéna aroven

tlead

organ

organizmus

populicia

spolocensivoe

neskoré,, efekty ekosystém

Obr. ¢ 4: Schematické zndzornenie zmien urovni biologickych odpovedi vyvolané
toxikantom [24].

Utinky na vyssich Grovniach organizacie nie su bezne povazované za biomarkery, lebo sa
jednéd skor uz o prejavy zmien na urovniach nizSich. Poskytuju vSak dolezité informécie
o vyvolanych zmenach. Ekotoxikologovia tento pojem dalej vysvetluju detekciou
molekularnych, biochemickych, fyziologickych a bune¢nych zmien v Zivych organizmoch
[24, 25].

Biomarkery su ¢asto oznaCované ako ekologické indikatory alebo bioindikatory. Je potreba
rozlisit’ tieto terminy. Biomarker je potom definovany ako biologickd odpoved’ na chemicku
latku z prostredia, ktord je zaznamenana vo vnutri organizmu alebo v jeho produkte, a to na
urovni subindividualnej. Vykazuje odchylky od normélneho stavu, ktoré nemoézu byt
detekované u jedinca ako celku. Avsak ekologické indikatory si parametre ekosystému
popisujuce jeho Struktiru a funkcie a bioindikéatory su definované ako organizmus, ktory
svojou ne/pritomnost'ou alebo chovanim poskytuje informécie o vlastnom zivotnom prostredi
[26]. Este je potrebné odlisit’ biomarkery od bioakumulaénych markerov. Tie st definované
ako analyticko-chemické indikatory (mnozstvo latky v tele, v organe a podobne) [24].
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4.2 Historia biomarkerov

Prva oblast’, v ktorej boli biomarkery zaznamenané bolo lekarstvo a to slavnym lekdrom
Hippokratom, ktory diagnostikoval ochorenie pacienta podl'a jeho farby mocu. Preto prave v
lekarstve doslo k prvému rozvoju biomarkerov, ktoré slazili k identifikacii chor6b a ich
rozsirenia sa v tele [22].

Prvy publikovany clanok spojeny s biomarkermi bol vydany v roku 1965 v databaze
PubMed. Autorom tohto ¢lanku, ktory vysiel v zborniku Royal Society of Medicine pod
nazvom “The Environment and Disease: Association or Causation?”” bol Sir Austin Bradford
Hill. V rozmedzi rokov 1980-1990 bol velky narast pouzivania tohto pojmu. Sir Austin
presne a vyrecne popisuje devét faktorov, ktoré citil ze musi brat’ v tvahu pri posudzovani
vztahu medzi prirodnym faktormi a chorobami. Tieto faktory boli: pevnost, konzistencia,
Specifickost’, biologické sklony, docasnost’, sudrznost, experiment, analdgia a biologicky
gradient [27].

LCudia rozvijali priemysel a tim zacali do svojho prostredia uvolfiovat’ rézne chemické
latky, ktoré mali na nich skodlivy vplyv. To malo za nasledok vznik novych vednych oborov
toxikologie a neskor ekotoxikologie. Tie zacali spolupracovat predovsetkym s biochémiou
a molekularnou bioldgiou, ¢o sa prejavilo na vyraznom rozvoji pouzitia biomarkerov [28].

V dnesnej dobe je vyskum zamerany na biomarkery, ktoré zvysia schopnost’ identifikovat’
rizika spojené s dlhodobou expoziciou toxikantov (napr. rakovina) a skoré toxicity
v oblastiach ekotoxikologie a Zivotného prostredia [28]. Cielom je moznost predpovedat
dlhodobé efekty na nizkej biologickej urovni, odhadovat stav Zzivotného prostredia
a identifikovat’ mozné problémy ¢o najskor aby sa dalo zabréanit’ ich negativnym U¢inkom na
populaciu a nasledné na cely ekosystém. Velké snahy sa kladi na zvySenie citlivosti,
presnosti a reprodukovatelnosti, d’alej je potrebné najst nedeStruktivne a neinvazivne
biomarkery s nizkou cenou a vel’kou ¢asovou efektivnostou [22, 24].

4.3 Vlastnosti a vyhody pouzitia biomarkerov
Parametre a kritéria, ktoré by mal biomarker dosahovat’ su nasledovné:

= dostato¢na citlivost’ odpovedi biomarkerov (v€asny varovny signal) na expoziciu alebo
ucinky toxikantov,

* nizka cena a I'ahké prevedenie testu,
=  poznat’ faktory ovplyviujiuce odpovede biomarkeru,

= poznat' zékladné Udaje o biomarkeroch (rozliSenie medzi prirodzenym rozptylom
hodn6t (Sum) a signalom vyvolanym toxikantom),

* poznat’ zdkladny mechanizmus vztahu medzi odpoved’ - expozicia (davka, ¢as),
= zretel'na interpretacia jeho vysledkov a pouzitel'nost’ na vysSej urovni,
» poznat’ zdkladné informdcie o testovacich organizmoch (bioldgia a fyziologia),

= hlavne nedeStruktivne a neinvazivne biomarkery, aby chranili ohrozené druhy
a poukazovali na negativne vplyvy v prostredi [24]
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Hlavnou vyhodou dobrého biomarkeru oproti inym metédam stanovenia vplyvu latok na
organizmy je schopnost’ poskytnut’ rychlu biologicki odpoved’ a zaroven poukazat’ na
biodostupnost’ toxikantov. DalSou jeho vlastnostou oproti inym metéda je jeho schopnost
vykazovat' udaje o komplexnom podsobeni toxikantov vratane vzajomnych interakcii s
roznymi zlozkami prostredia. Biomarkery moézu okrem toho poskytnat pohlad do
mechanizmu pdsobenia toxikantov a vzt'ahy pri¢ina - i¢inok a davka - uc¢inok. Jedna sa o
studium subletalnych u¢inkov na trovni nizsej ako je jedinec. Tieto dlhodobé tcinky sa viazu
na celé populacie a spoloc¢enstva [29].

Vhodnost’ vyuzitia daného biomarkeru a interpretacia jeho odpovedi je vel'mi dolezita,
lebo ich nespravne vyuzitie méze viest' k zlym vysledkom a zdverom. To Co plati pre jeden
druh pre druhy platit’ nemusi. Stresova situacia zapriCinend toxikantom vyvola celu Skalu
biologickych odpovedi, pricom kazda z nich mdze byt pouzitd ako biomarker. Je potrebné si
davat’ pozor aj pri extrapolacii laboratornych vysledkov do prostredia [24].

4.4 Rozdelenie biomarkerov

Potencionalny biomarker je akdkol'vek zmena objavujiica Ssa ako reakcia na stresor
(xenobiotika, ochorenie, zmeny vo fyzikalnych podmienkach zivotného prostredia, ako
teplota alebo slanost’) a postva reakcie organizmu za hranice normalneho stavu [22, 24].
Potom teda plati, Ze kazdy marker je natol’ko premenlivy ako stresor, ktory ho vyvolava. Na
jeden typ stresoru moze reagovat’ niekol’ko biomarkerov. Takéto mnozZstvo biomarkerov sa
moze dalej delit’ podla stresoru, ktory reakciu vyvold. AvSak toto delenie sa nepouziva lebo
je nepraktické a nikdy nie je znama pri¢ina reakcie. Dalej je to podl'a toho, kde sa skiimana
zmena objavi (delenie podl'a biologickej trovni) alebo poslednym clenim, ktoré je vSeobecne
uznavané je delenie biomarkerov podl'a tcelu ich pouzitia [28].

Mnozstvo potencionalnych biomarkerov sa zvySuje s rasticou komplexnostou
biologického systému, ¢o mé za pri¢inu klesanie citlivosti a zvySovanie variability. Potom je
teda tazSie priradit pozorovanil biologickli zmenu ku konkrétnemu toxickému uc¢inku na
primarny ciel’ (na konkrétnu molekulu). Klesa Sanca zabranit' nendvratnému poskodeniu
jedincov alebo celej populacie, lebo sa zniZzuje moznost’ u¢inného zasahu proti toxickému
ucinku. V praxi je preto vyhodnejSie pouZit’ pri analyze rizik v Zivotnom prostredi biomarkery
stanovitel'ne na niz8ich biologickych trovniach. Tu st odpovede rychlejsie, citlivejSie a I'ahSie
interpretovatelné [25].

Biochemické markery su také typy markerov, u ktorych dochadza po vstupe cudzorodych
latok do organizmu alebo bunky k ich vizbe na bunkové receptory, ktoré kontroluju kl'a¢ové
pochody v bunke. Dalej v nich vznikaju reaktivne intermediatory a dochadza k inhibicii
urcitych enzymovych aktivit a dalSich procesov, ktoré predchddzaji toxickym a inym
negativnym ucinkom na urovni bunky, organov, organizmov a populdcii.

Toxické latky v subletdlnych koncentracidch spdsobujit zmeny hematologickych

a biochemickych hodnoét, ukazovatel'ov neSpecifickej imunity a vyvoldvaju histologicko-
patologické zmeny tkaniv. Tieto vSetky zmeny sa daji vyuzit’ ako biochemické markery.

Biochemické markery toxicity st vybrané parametre, ktorych meratelné zmeny st
prvymi véasnymi odpoved’ami na expoziciu cudzorodych latok. Indikuji mechanizmus
toxicity pre urcitll cudzorodu latku. Niektoré biochemické parametre mézu Specificky odrazat
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expoziciu niektorej skupine kontaminantov alebo latok. Biologickymi modelmi pre
biochemické parametre st najCastejSie peceniové tkanivo, primarne hematocyty alebo
permanentné linie odvodené z hepatocytov, pripadné odobrata krv alebo iné telesné tekutiny.
Vhodne vybrané biomarkery st vyznamnymi indikatormi zdravotného stavu organizmov v
monitorovanom ekosystéme. Prednostou biochemickych markerov je schopnost’ detekovat
toxické ucinky latok este pred manifestaciou ich ucinku, to je pred naruSenim fyziologickych
funkcii, akymi su napriklad rast, vyvin, reprodukcia [2].

Biochemické markery sa vyuzivaju ako skriningové metdédy s vysokou predikénou
schopnostou, ktoré su alternativou pre existujice metoddy. Pouzivaju sa v zdkladnom
toxikologickom, ekotoxikologickom a farmakologickom vyskume. Niektoré su vSeobecne
akceptované. Ako potenciadlne biochemické markery mézu byt testované mnohé parametre.
Daju sa potencidlne vyuzit' ako alternativne metody pre mnohé toxikologické hodnotenie
novych xenobiotik.

Vyhodou biologickych a biochemickych indikatorov kontamindcie je ich schopnost
predpovedat’ vplyvy znecistenia v celom jeho komplexe, so vSetkymi synergickymi
a antagonistickymi vplyvmi medzi jednotlivymi zne¢ist'ujicimi komponentmi [2, 30].

Vseobecné uzndvané delenie biomarkerov bolo vytvorené vedeckou organizaciou US
National Academy of Science Committe on Biological Markers v priebehu National Research
Coucil v roku 1987. Toto delenie je zalozené na tom ¢o dany biomarker indikuje [24].

RozliSujeme tri typy biomarkerov: biomarker expozicie, u¢inku a vnimavosti [22].

4.4.1 Biomarkery expozicie

Biomarkery expozicie pozostdvaji z merania xenobiotickej latky a metabolitu xenobiotika
alebo pesticidu, alebo z detekcie priameho ucinku tychto latok na organizmus. V lekarstve je
prikladom tychto biomarkerov expozicia anilinu na ¢loveka, tento mdéze byt detekovany
priamo pomocou anilinu alebo jeho metabolitu p-aminofenolu v krvi alebo moci. Pesticidy
alebo ich metabolity méZu byt’ priamo detekované v tkanivach ziskanych biopsiou zo zivych
organizmov alebo pitvou mitvych organizmov. Mo¢, krv, vydychovanom vzduchu, vykaly
a materské mlieko mozu tiez sluzit’ ako vzorky a stt vhodné na opakované meranie expozicie
po urcitd dobu. Uzito¢ny druh biomarkeru, ¢oraz viac pouzivanym v poslednych rokoch, je
zlozeny z aduktov xenobiotik alebo ich metabolitov v biomolekulach. Priamym prikladom
takéhoto aduktu meraného po mnoho rokov ako dbokaz expozicie je karboxy - hemoglobin
(COHD). Je produkovany vdychovanym oxidom uholnatym, ktory prejde do krvného obehu a
naviaze sa na hemoglobin (Hb). Rovnica priebehu reakcie:

0,Hb+CO — COHb+0,

Karboxy - hemoglobin ma zretelne odlisnu farbu na rozdiel od jeho okysli¢enej formy.
Preto je ho mozné merat spektrofotometricky. Rakovinotvorné zluceniny a karcinogénne
metabolity su vseobecne elektrofilné druhy, ktoré sposobuju biochemické zmeny. Tieto
zmeny vedu k rakovine tym, Ze pripajaju nukleofilné skupiny (bohaté na elektrony, viazu
atomy kysliku a dusiku) v biomolekulach, najmd v DNA. Tieto pridavky sluzia ako
biomarkery expozicie [31].
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Z environmentalneho hl'adiska biomarkery expozicie identifikuju v systéme latku
a interaktivny produkt medzi xenobiotikom a endogénnou zlozkou, alebo iné skutocnosti
Vv biologickom systéme vyvolané expoziciou. Charakterizuju mnozstvo toxikantu, ktoré
preniklo do organizmu. Neposkytuju vela informacii o nasledkoch expozicie a si rézne
Specifické [2].

K biomarkerom expozicie patria:

= stresové proteiny (proteiny tepelného Soku) - neSpecifické, indukované rastlinami aj
zivoc¢ichmi,
* inhibicia acetylcholinesterazy - enzym nervového systému zivocichov,

- Specificka odpoved’, ktora sa objavuje po expozicii organofosfatovym pesticidom
a karbamatom,

- acetylcholinesteraza (AchE) sa nachadza hlavne v mozgu, cCervenych krvinkach
aV plazme niektorych stavovcov a je zodpovednd za hydrolyzu acetylcholinu, ktory je
hlavnym prendSacom neurdnov. Inhibicia tohto enzymu silno ovplyviiuje prenos nervovych
signalov,

* metalotioneiny - cytoplazmatické bielkoviny viazuce kovy, ktoré¢ sa vyskytuju
u mnohych eukaryontov, ich indukcia nastdva po expozicii kovom,

- metalotioneiny st biomarkermi vplyvu toxickych kovov,

- su skupinou proteinov s nizkou molekulovou hmotnostou, vysokym obsahom
aminokyselin obsahujucich sulfthydrilové skupiny (hlavne cystein) a schopnostou viazat
tazké kovy,

- ich zvySena syntéza nastdva pri zvySenej koncentracii idnov ako esencidlnych tak aj
toxickych kovov,

* indukcia detoxika¢nych enzymov u rastlin aj Zivo¢ichov

- enzym [. fazy biotransformécie (monooxygendza so zmieSanou funkciou, enzym
cytochromu P 450). Cytochrom P 450 1A je biomarkerom expozicie dolezitych skupin
organickych latok a jeho hladina indukovand 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxinom
a pribuznymi latkami, PCB a PAH. Cytochrémy P 450 (CYP) st hemoproteiny schopné
viazat’ molekularny kyslik a vnéasat’ jeho jeden atobm do molekuly substratu, ktorym mozu byt
cudzorodé latky. Cudzorodé latky moéZu byt jednym alebo viacerymi cytochrémami
premienané tak, aby mohli byt’ z organizmu vylucene,

- enzymu II. fazy Dbiotransformacie -  glutation  S-transferaza  (GST),
uridindifosfoglukuronosyl transferaza, sulfotransferaza [2].
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Obr. & 5: Schéma fungovania biomarkerov expozicie [32]

4.4.2 Biomarkery tcinku

Biomarkerov ucinku su zmeny fyziologie, biochémie alebo spravania spOsobené
expoziciou xenobiotickych latok [30]. Indikuju biochemické zmeny, ktoré sa objavia ako
vysledok negativne] interakcie toxikanta a biologického systému a ktoré¢ mozu vyustit do
patologického poskodenia organizmu [2].

K biomarkerom ucinku patria:

= parametre oxidativneho stresu - si biomarkermi organo-chlorovanych pesticidov,
PCB, pesticidov typu paraquat a podobne,

- produkcia kyslikovych radikalov (superoxid, H2O,, hydroxylovy radikal),

- aktivita antioxidaénych enzymov (glutation peroxidaza, glutation reduktdza,
superoxidaza, katalaza),

- koncentracie neenzymovych antioxidantov,

- oxidativne poSkodenie makromolekul (peroxidacia lipidov, oxidativne adukty DNA,
produkty oxidacie proteinov,)

= parametre energetickej bilancie organizmu - obsah lipidov, proteinov, uhl'ovodikov
a aktivita elektronového transportu,

* indikitory naruSenia metabolizmu - metabolické enzymy pyruvatkindza,
laktatdehydrogenaza, izocitratdehydrogenaza,

* biomarkery zat’aZenia endokrinného systému - vitelogenin, hormény T3 a T4,
enzymy metabolizmu steroidnych horménov,

= genotoxické biomarkery - narusenie integrity DNA (zlomy v DNA, mikrojadierka),
» histologicko-patologické zmeny niektorych organov [2].
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Biomarkery u¢inku na endokrinny systém (stanovenie produkcie vitelogeninu)
- vitelogenin (VTG) je bielkovina, ktora produkuji peceniové bunky ryb, obojzivelnikov,
plazov a vtakov. Jej produkcia je indukovand vézbou estrogénu na pecenové receptory.
U samic je vitelogenin transportovany do vaje¢nikov, kde tvori stcast’ Zitkovych proteinov.
U samcov je hladina endogennych estrogénov prirodzene vel'mi nizka a preto je aj produkcia
vitelogeninu minimalna. Ak sa VTG stanovi v sére rybich samcov, da sa pouzit ako
biomarker expozicie estrogénnym latka. Po posobeni endokrinnych disrupterov
s xenoestrogénnym ucinkom ( napr. chlordan, toxafen, dieldrin, 4-nonylfenol) dochadza
u obidvoch pohlavi ku stimulacii tvorby endogénnych estrogénov a ku zvysSeniu hladiny
vitelogeninu. Naopak pdsobenim antiestrogénnych disruptorov (napr. metoxychlor) sa
produkcia vitelogoninu minimalizuje pod meratelnu uroven. Produkcia vitelogeninu sa
sleduje predovsetkym u ryb a obojzivelnikov [2].

POSKODENIE DMNA

!

BICMARKERY
UCINKU

/

| CHROMOZOMY |

e

Aberacie
Mikrojadra Bodowveé mutacie
SCE Delécie
Rekombinacie
Amplifikacie
OCHOREMNIA
Specifické Mutacie
nadorove zmeny Onkogeny
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Obr. & 6: Schéma fungovania biomarkerov ucinku [32]

4.4.3 Biomarkery citlivosti

Vlastnd alebo ziskand schopnost’ organizmu reagovat na expoziciu Specifickych
xenobiotickych latok, vratane genetickych faktorov a zmien receptorov, ktoré menia citlivost’
organizmu na tito expoziciu [22]. Pomahaju objasnit’ rozdiel v stupni odpovedi na expoziciu
toxikantom medzi jednotlivymi jedincami [30].

Premenlivost’ v reakciach jedincov méze byt spdsobend genetickou vybavou jedinca,
premenlivymi parametrami (metabolizmus, choroba) aj vplyvmi vonkajSieho prostredia
(strava, expozicia xenobiotiky v minulosti jedinca). NajdolezitejSim zdrojom variability v
organizme je metabolizmus latok [33].
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Takto su rozdiely v odpovediach jedincov spdsobené predovsetkym individudlnymi
modifikaciami metabolickych drah a to geneticky podmienenymi aj ziskanymi [2].

4.5 Podmienky merania s biomarkermi a pouzitie v praxi

Pri priprave testov vyuzivajucich biomarkery je potrebné pouzivat’ dobre charakterizovany
material tvoreny homogénnou populéciou jedincov. Faktormi, ktoré ovplyviiuji biomarkery,
su druh organizmu, jeho pohlavie, vek, vyvinové stadium a vyziva environmentalne faktory
(napr. teplota). Pri testoch je dolezité otestovat’ a nakalibrovat, v zavislosti od mnozstva
sledovanych parametrov, limitu detekcie a spotreby biologického materialu pre jednotlivé
metodiky, potrebné mnozstvo vzorky, na ktorej sa bude ui¢inok testovat’. Pri malych jedincoch
sa mOzu v testoch pouzivat’ aj zmesné vzorky z viacerych jedincov [2].

Mozné vyuzitie biomarkerov zahfiaju rutinné dlhodobé sledovacie programy,
posudzovanie rizik v urCitych miestach vypustania (toxickych latok), presadzovanie
dodrziavania pravnych noriem pre zivotné prostredie a monitorovanie ucinnosti napravnych
opatreni. Biomarkery by nemali byt aplikované samostatne, alebo v izolacii od ostatnych
typov merani, ale ako sucast dobre navrhnutého monitorovacieho programu, vratane
chemickej analyzy kontaminantov telesnej zataze, vSeobecné biomarkery zdravia zvierat,
napriklad mieru rast (miera dostupnej energie pre rast) u makkysov, alebo hormonalne zmeny
Vv rybach (Specifické biomarkery znecistenia , vratane patologickych zmien) [34].

Menej komplikované a komplexné programy s mensim poc¢tom biomarkerov mozno pouzit
na bezné monitorovanie, po zisteni problému v zivotnom prostredi sa pocet pouzitych
biomarkerov moze zvacsit' ak je potrebné podrobnejSie posudenie situacie. Program moze
vyuzivat' tzv. indikaéné druhy organizmov, pomocou zdravia tychto organizmov moZno
usudzovat’ na zdravie zivotného prostredia (kvalitu vody). Medzi pozadované vlastnosti
indikacnych Zivocichov patria, Sirokd geograficka distribacia, ich l'ahké zhromazd’ovanie,
nemenny Zivotny S$tyl alebo obmedzené teritérid na ktorych sa tieto zivocichy vyskytuju.
Taktiez je potrebné dobré porozumenie biologickych procesov u tychto organizmov, preto st
takymito indikacnymi organizmami vo vodnom prostredi musle ainé¢ bezstavovce, ryba
amorské vtaky. BeZzne uvaddzany a Casto diskutovany ciel §tadii biologickej odozvy je
predpovedanie zmien Vv populécii organizmov na zaklade zmien molekularnych, bune¢nych
alebo fyziologickych biomarkerov [35].

4.6 Obmedzenie pouZitia biomarkerov pri monitorovani znecistenia

Piatimi oblastami zaujmu pri pouziti biomarkerov sit zmeny Vv prirodzenych premennych,
Specificita, odozva na davku, mechanického porozumenie, technické znalosti a vybavenie
potrebné na vykondvanie a interpretaciu merani. Specifické aj vieobecné biomarkery sa mozu
menit’ v zavislosti od roéného obdobia (reprodukéného obdobia) alebo Vv zavislosti na inych
ukazovateloch spitych so Zivotnym prostredim (teplota, slanost’). Rozsah vplyvu tychto
ukazovatelov je potrebné stanovit. Specifickost je v studasnosti obmedzenia na hlavné
skupiny kontaminantov, niektoré organické zluceniny a kovy, v mensej miere organofosfaty.
Odozva na davku sa pozoruje alebo v laboratoriu alebo priamo v teréne. Tato je predmetom
zaujmu iba v pripade, ak je kladeny doraz na pouzitie biomarkerov ako biologickej miery
stavu znecistenia.
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Dokladné mechanické porozumenie je nevyhnutné pre vyklad a uplatiiovanie biomarkerov.
Toto existuje u niektorych biomarkerov pre stavovce, ako su ryby, ale ovel'a menej pre
bezstavovce a niektorych iné biomarkery. Odborné znalosti potrebné na vykonanie merani su
vysoké u niektorych biomarkerov, ale menej pre ostatné. VSetky si vyzaduji uréitd mieru
skusenosti v interpretacii, ale via¢sina z nich sa da zjednodusit’ alebo automatizovat’ [35].
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5 ZAVER

V tejto bakalarskej praci som sa v prvej Casti venoval biosenzorom, ich vlastnostiam,
rozdeleniu a schopnostiam posudzovat’ kontaminaciu zivotného prostredia. Biosenzory su
analytické zariadenia obsahujuce citlivé biologické prvky, ktoré st sucastou fyzikalno-
chemického prevodnika alebo su v jeho tesnom kontakte. Prevadzaja uréity fyzikalny alebo
chemicky signdl na iny signal lepSie meratelny s pristrojmi. Biosenzory nachadzaju
uplatnenie vSade tam, kde ich pouzitie je vyhodnejSie oproti klasickym nebiologickym
senzorom. Ich najvac¢sou vyhodou je vel’ka selektivita odozvy. Véac¢sina enzymov pouzivanych
v biosenzoroch katalyzuje premenu iba jednej chemickej latky. U mikrobidlnych buniek moze
byt selektivita vel'mi Sirokd, ¢o umoznuje jednym typom biosenzoru sledovat’ znecistenie
zivotného prostredia mnozstvom pribuznych latok. Medzi dalSie prednosti patri vysoka
rychlost’ odozvy, teda biosenzor dokdze reagovat na podnet okamzite. Pri ochrane zivotného
prostredia st biosenzory vyuzivane k detekcii znecCistenia. V tomto smere su vyhodne najma
celobunecné biosenzory, ktoré citlivo reaguju na urcité skupiny latok. Okrem detekcie
znecistenia st pouzivané pri stanoveni tzv. biologickej spotreby kyslika a k monitorovaniu
podnej mikroflory a metabolickej aktivity podnych organizmov. NajcastejSie sa biosenzory
vyuzivaju pri sledovani kvality vody, ale pomaly zacinaji prenikat’” do oblasti sledovania
kvality ovzdusia a pody.

Druha cCast’ bola zamerana na biomarkery. Biomarkery si merania na molekularne;,
biochemickej alebo bunkovej urovni bud’ volne zijucich populécii v kontaminovanych
lokalitach alebo v organizmoch experimentilne vystavenych zneCistujicim latkam.
Biologické markery namerané u volne zijicich zvierat mozu priamo prispiet k odhal’ovaniu,
kvantifikacii a pochopeniu vyznamu expozicie chemickych latok v zivotnom prostredi. Tieto
merania Vv oblasti zivotného prostredia jednotlivych druhov organizmov, mézu tiez pomoct’
posudit’ potencial ohrozenia c¢loveka latkami, zneistujucimi Zivotné prostredie, a pre
predpovedanie zdravotnych rizik. Doraz je kladeny na identifikaciu a hodnotenie expozicie
zivotného prostredia a vplyvov prostredia na zdravie réznych druhov organizmov a
neporusenost’ ich ekosystému.
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7. ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK, SYMBOLOV, KONSTANT

Ka

BSK
SPR

pH
UV-VIS
R

T

Konstanta afinity

Biochemicka spotreba kyslika

Povrchova plazmova rezonancia

Potencial vodiku

Spektrofotometria vo viditelnej a UV oblasti spektra
Elektricky odpor

Termodynamicka teplota
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8. ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK CHEMICKYCH NAZVOV

H20;
O,
PCB
NADH
CO,
NH3
EDC
AMP
Hb
COHb
O;Hb
DNA
AchE
PAH
GST
VTG

peroxid vodika

kyslik

polychlérované bifenyly

redukovana forma nikotinamid adenin dinukleotidu
oxid uhlicity

amoniak
1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-karbodiimid
adenozin monofosfat

hemoglobin

karboxy-hemoglobin

oxy-hemoglobin

deoxyribonukleova kyselina
acetylchorinesteraza

polyaromatické uhl'ovodiky

glutation S-transferaza

vitelogenin
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