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Anotacija. Darbe atiekamas ampermetrinio biojutiklio su alosteriniu fermentu veikimo
matematinis modeliavimas. Matematinio modelio pagrindg sudaro reakcijos-difuzijos lygtys su
netiesiniais nariais. Dél netiesiskumo modelis analizi$kai sprendziamas tik konkre¢ioms parametry
reikSméms, o bendrai naudojami skaitiniai metodai. Matematinis modelis apraso biojutiklio veikima
vienmatéje erdvéje, sudarytoje i§ fermento ir iSorinés difuzijos sluoksniy. Sio darbo tikslas —
nustatyti, kokiomis savybémis pasizymi biojutiklis su alosterinio fermento sluoksniu ir kaip kinta
atsako priklausomybé nuo kooperavimo (Hill) koeficiento reikSmés, substrato koncentracijos bei
difuzijos sluoksnio storio.

Pagrindiniai zodziai: biojutiklis, alosterinis fermentas, matematinis modeliavimas,

kooperavimo koeficientas.
Ivadas

Biojutikliai yra matavimo jrenginiai skirti aptikti tiriamajai medZiagai tirpale arba jos
koncentracijai nustatyti (Sheller, Schubert, 1992). Biojutikliai placiai taikomi medicinoje,
aplinkosaugoje ir maisto pramonéje (Sheller, Schubert, 1992). Veikiant biojutikliui
tiriamoji medziaga, substratas, fermentinés reakcijos metu reaguoja su fermentu (Baronas ir
kt., 2010). Ampermetriniy biojutikliy atveju biojutiklio atsakas yra matuojamas kaip
anodiné ar katodiné srové ant elektrodo pavirsiaus, proporcinga reakcijos produkto
koncentracijai (Baronas ir kt., 2010; Sheller, Schubert, 1992). Matematiniuose biojutikliy
veikimo modeliuose fermentiné reakcija dazniausiai aprasoma naudojant netiesinius narius
(Baronas ir kt., 2010; Britz, 2005). Tokiais atvejais analiziniai sprendiniai egzistuoja tik
esant labai konkre¢ioms modelio parametry reik§méms (Baronas ir kt., 2010). Biojutiklis su
alosterinio fermento sluoksniu aprasomas naudojant netiesinius reakcijos narius (Trat,
2008; Yang ir kt., 2004).

Nagrinéjamas matematinis modelis biojutiklio veikima apraso vienmatéje erdvéje,
sudarytoje i$ trijy sri¢iy. Fermentinj sluoksnj sudaro alosterinis fermentas sugebantys vienu
metu jungti kelias substrato molekules (Kuhert ir kt., 2010), kuriame vyksta fermentiné
reakcija ir medziagy difuzija. Difuzijos sluoksnyje medziagos tik difunduoja, difuzijos
procesai matematiskai aprasomi taikant Fiko désnj.

Kuriant biojutiklius, labai svarbu perprasti juose vykstancius reiskinius. Kad pavykty
sukurti efektyvy ir patikimg biojutiklj, reikia sukurti biojutiklio modelj (Corcuera ir kt.,
2004; Ferreira ir kt., 2003). Nuo 1970 mety, kai buvo pradéti biojutikliy tyrimai, sukurta
nemazai matematiniy biojutikliy modeliy, modeliuojanciy konkreciy biojutikliy veikima
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(Mell, Maloy, 1975; Kernevez, 1980; Kulys, 1981; Bartlett, Whitaker, 1987). I$sami
biojutikliy modeliy apzvalga pateikta R. Barono ir kt. knygoje (2010). Alosterionius
fermentus ir jy straipsniy apzvalga aprasyta keliose straipsniuose (Kuhert ir kt., 2011; Yang
ir kt., 2005). Biojutikliy modeliuose nebuvo atsizvelgiama | iSorinj difuzijos sluoksnj.
Medziagy iSorinés difuzijos svarba ampermetrinio biojutiklio atsakui jau buvo tirta
(Simelevi¢ius, Baronas, 2011). Taikant skaitinj modeliavima buvo istirta iSorinés difuzijos
sluoksnio storio jtaka biojutikliams su sinerginiy substraty stiprinimu. Difuzijos sluoksnio
jtaka biojutikliams su alosteriniu fermentu nebuvo tirta, iki $iol Siems biojutikliams néra
paskelbta matematinio modelio, aprasancio substrato ir reakcijos produkto koncentracijy
dinamika, atsizvelgiant j viding ir iSoring medziagy difuzija.

Sio darbo tikslas yra sukurti dinaminj biojutiklio modelj, kuris uZtikrintu alosterinio
fermento pagrindu veikiancéio biojutiklio kompiuterinj modeliavima ir kurj baty galima
taikyti biojutiklio parametry jtakai iStirti. Matematinis modelis susideda i$ dviejy sriciy,
atitinkanciu tris biojutiklio fizinius sluoksnius.

1. Matematinis modelis
1.1 Biojutiklio struktira

Matematiniame modelyje laikome, kad biojutiklis yra elektrodas, kurio pavir$ius yra
padengtas plonu alosterinio fermento sluoksniu. Modeliuojami trys biojutiklio sritys:
fermento sluoksnis, kuriame vyksta visos biocheminés reakcijos ir medziagy difuzija,
difuzijos sluoksnis, kuriame vyksta tik difuzija ir buferinis tirpalas, kuriame palaikoma
vienoda medziagy koncentracija. Biojutiklio struktiira pavaizduota 1 pav.

Tirpalas
Difuzijos sluoksnis &
Fermento sluoksnis d
0 >

1 pav. Biojutiklio struktara.
Apibrézkime, kad nuo 0 iki d yra fermento sluoksnis, o nuo d iki d + & yra difuzijos

sluoksnis. Taip pat laikoma, kad uz $io sluoksnio ribos medziagy koncentracija yra vienoda

kiekviename taske ir laikui bégant nekinta.
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1.2. Biojutiklio veikimas

Darbe nagrinéjamas biojutiklis yra sudarytas i$ alosterinio fermento sluoksnio (Kuhert ir
kt., 2010). Substratas (S) jungiasi su alosteriniu (n) fermentu (E) virsta junginiu (ES,)
junginys skyla j produkta (P) ir atlaisvinamas fermentas. Si reakcijas aprasoma (Duane,
2010):

E+nS 2ES,->E+nP (1)

Apibendrinant schema galima teigti (Duane, 2010), kad biojutikliuose substratas
reaguodamas su fermentu gamina produkt greiciu:

. VmaxS?
shi k™

()

¢ia V — reakcijos greitis, Vipax yra Michaelio konstanta, # — kooperavimo (Hill)
koeficientas, § — substrato koncentracija.

1.3. Pagrindinés lygtys

Medziagy koncentracijy pokycius fermento sluoksnyje galima aprasyti Hillo lygtimi
(Varies, 2013),

0Se 02Se  Vmax Se”
at e 9x2? Kl + St
aP, 2P, Vipax So™ 3)

9t Peoxz T ght s
x €(0,d),h>0,t >0,
ia t — laikas, x — atstumas nuo elektrodo, Se(x,t) ir Po(X,t) yra substrato ir produkto
koncentracijos fermento sluoksnyje, d — fermento sluoksnio storis, Dg_ ir Dp_ yra difuzijos
koeficientai fermento sluoksnyje.
Koncentracijos pokycius dél difuzijos galima aprasyti remiantis Fiko désniu. Gauname
tokias lygtis:

9Sp _ 25y
at ~ Sb gxz’

ot Pp gx2’
x € (d,d+9), t>0,

¢ia § — difuzijos sluoksnio storis, Sp(%,t) ir P,(X,t) yra substrato ir produkto koncentracijos
difuzijos sluoksnyje, atitinkamai Dg,ir Dp,_ difuzijos koeficientai Siame sluoksnyje.

1.4. Pradinés salygos

Pradiniu laiko momentu (t = 0), visy medziagy koncentracijos visuose sluoksniuose yra

nulinés, i$skyrus pirmo substrato koncentracija Sy:

Se(x,0) =0, P(x,00=0, x€[0,d], (5)
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Sp(x,0) =0, P,(x,0) =0,

x €[d,d+6),

Sp(d+6,0) =S, Py(d+6,0)=0,
1.5. Krastinés salygos

Biojutikliui veikiant (t > 0) medZiagoms taikoma nepralaidumo salyga ant elektrodo
pavirsiaus. Tirpale medziagy koncentracija islicka pastovios, o difuzijos sluoksnis & islicka

nekintanti:
Sp(d+6,t) =Sy, Pp(d+6,t) =0,
Pe(O, t) = OJ

S,
Se 9x Ix =0

(©)
=0, t>0.

1.6. Derinimo salygos

Skirtingi biojutiklio sluoksniai turi skirtingus difuzijos koeficientus, todél siy sluoksniy
sandiiroms aprasyti reikalingos derinimo salygos (t > 0):

aS, B 6Sb|

Seox lx=d  Stoxlx=a’

Se(d,t) = S,(d, 1),

¢ b %
dP, daP,

Pe | _ g3 = Pb—| _ g
Oox \x=d ox lx =d

Pe(dl t) = Pb(dl t)l
1.7. Biojutiklio atsakas

Ampermetrinio biojutiklio atsakas yra elektros srovés stipris, kuris yra tiesiogiai
proporcingas produkto P1 koncentracijos srautui elektrodo pavirsiuje (Scheller, Schubert,
1992; Turner ir kt., 1987). Srové taip pat yra tiesiogiai proporcinga elektrodo pavirsiaus
plotui. Elektrodo pavirsiaus plotas néra svarbus biojutiklio parametras, todél | jj
neatsizvelgsime ir vietoje srovés naudosime srovés tankj. Biojutiklio srovés tankj galime

apskai¢iuoti remdamiesi Faradéjaus ir Fiko désniais:

9P
ax X:O’

¢ia Ne yra krivio mainuose elektrodo pavirdiuje dalyvaujanciy elektrony skaicius, F yra

i(t) = 1fleFDPe (8)

Faradé¢jaus konstanta F = 96486C/mol. Laikome, kad sistema pasiekia pusiausvyra, kai t —

I =lim,, . i(0), €)

¢ia I Zymi pusiausvyros biojutiklio srovés tankj.
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Siame straipsnyje nagrinésime biojutiklio atsako priklausomybe nuo sluoksniy storiy.
Tokiems skai¢iavimams pladiai naudojamas Biot skai¢ius Bi, kuris nusako nedimensinj
santykj tarp vidinio ir iSorinio sluoksniy (Aris, 1975),

Dg. d
Bi=w=s_b . (10)

S/Dsb Ds,6

1.8. Skaitinis modeliavimas

Analiziniai sprendiniai dazniausiai negalimi sprendZiant netiesines diferencialines lygtis
dalinémis i$vestinémis (Kernevez, 1980; Schulmeister, 1990; Britz, 2010). Biojutiklio
modeliavimo uzdavinys buvo iSsprestas skaitiniu baigtiniy skirtumy metodu (Britz, 2010;
Samarskii, 2001). Buvo sudaryta isreikstiné baigtiniy skirtumy schema naudojanti tolygujj
diskretyjj tinkla su 200 tinklo mazgy kickviename biojutiklio sluoksnyje. Skaitinj modelj
sprendzianti programiné jranga buvo realizuota Java programavimo kalba. Simuliacijos
laiku buvo pasirinktas momentas, kai biojutiklio srovés pokytis pasidaro nykstamai mazas,

tarp dviejy gretimy atsako reik§miy tampa mazesnis nei norimas dydis ~. Toks atsakas
pasickiamas per laikg T:

T = min;p>o {t:% |d;(tt)| < 6} (11)

Skai¢iavimuose naudojome € = 1072,

Dvisluoksniam matematiniam modeliui analizinis sprendinys Zinomas, kai substrato
koncentracija yra Sy & Ky ir kai Sy > Ky. Modelio adekvatumu jsitikinta didinat
parametro Ky reik§mg reakcijos greitis art¢ja prie 0, o didinant koncentracijg S¢ reikSmg
reakcijos greitis artéja prie Vipax (Baronas ir kt., 2010). Santykinis skirtumas tarp skaitinio
ir analizinio sprendiniy artéjo i nulj. Sios modelio parametry vertés nekito visuose

skaitiniuose eksperimentuose:
Ds, = Dp, = 300um?/s, n, =2, Ds, = Dp, =
600um? /s
Ky = 100 pM, Vigx = 100 uM/s, (12)
d=100um, § = 200um.

Dvisluoksnio biojutiklio veikimo modelio atsako priklausomybé nuo laiko, esant
skirtingiems kooperavimo koeficientas pateikta 2 pav. Skai¢iavimuose naudotos (12)
modelio parametry reik§més. Kooperavimo koeficientui jgyjant reiksmes: 1 (1), 1,2 (2), 1,4
(3), 2 (4) 2,5 (5).

Kaip matyti i§ 2 pav., reakcijos atsako srové mazéja taikant didesniais kooperavimo

koeficiento reik§més.

2. Rezultatai
2.1. Biojutiklio atsako priklausomybé nuo substrato koncentracijos

Buvo tirta biojutiklio atsako priklausomybé nuo substrato koncentracijos esant
skirtingoms kooperavimo koeficiento reik§méms. Rezultatai pateikiami 3 pav.
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Rezultatuose  pastebima  priklausomybé nuo substrato koncentracijos. Didéjant
koncentracijai atsakas stabilizuojasi ir nebepriklauso nuo kooperavimo koeficiento. Didelei
substrato koncentracijos kooperavimo koeficientas jtakos nebeturi. Skaitinis sprendinys

sutampa su analiziniu sprendiniu Sy > Ky ir sutampa su gautais modelio stebéjimais.

300 1 1 1 1 1
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t,s

2 pav. Biojutiklio atsakas skirtingoms kooperacijos koeficiento

reiksméms h: 1 (1), 1.2 (2), 1.4 (3), 2 (4), 2.5 (5); Sp= 1pM.
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3 pav. Biojutiklio atsako priklausomybé nuo substrato koncentracijos esant
skirtingoms kooperavimo koeficiento reikiméms h: 1 (1), 2 (2), 4 (3).

Biojutiklio atsako priklausomybé nuo substrato koncentracijos buvo tirta esant
kooperacijos koeficienty reikSmeéms h =1 (1), 2 (2), 4 (3).

I§ 3 pav. taip pat matome, jog mazoje substrato koncentracijoje kooperavimo
koeficientas keicia atsako stipruma, kuo didesné h reik§mé tuo mazesnis atsakas prie tokiy
paciy koncentracijy. Nealosterinis fermentas h = 1 (1) priklausomybé nuo koncentracijos
yra tiesiSka, o alosterinio fermento priklausomybé¢ kinta eksponentiskai.
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2.2. Biojutiklio atsako priklausomybé nuo kooperavimo koeficiento

Biojutiklio atsako priklausomybe nuo kooperavimo koeficiento buvo tirta

skirtingoms substrato Sy koncentracijy reikSmémis. Rezultatai pateikiami 4 pav.
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1000 Ly 4 ~. &
T T T T T T T
1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0 4,5 5,0
h

4 pav. Biojutiklio atsako priklausomybé nuo kooperavimo koeficiento esant

esant

skirtingoms substrato koncentracijoms Sg: 25 uM (1), 50 uM (2), 100 pM (3), 1000 uM (4).
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5 pav. Biojutiklio atsako priklausomybé nuo Bi esant skirtingoms kooperacijos

koeficiento reikSméms h: 1 (1), 2 (2), 3 (3), 4 (4); So= 1pM.

I$ grafiko matome, jog esant santykinai didelei koncentracijai biojutiklio atsako

kooperavimo koeficientas didelés reiksmés neturi. Tadiau esant mazai substrato

koncentracijai didéjant kooperavimo reiksmei atsakas silpnéja.

Galime daryti i$vada, kad jei gauname atsaka silpnesnj nei apskaiciuotas teorinis, tai visai

tikétina, jog fermentas yra alosterinis ir véliau | tai reikétu atsizvelgti.
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2.3. Biojutiklio atsako priklausomybé nuo sluoksniy santykio

Biojutiklio atsako priklausomybé nuo sluoksniy santykio pasinaudojant Biot skaiciy buvo
tirta esant parametrams kaip apradyta (12), tik kito d reik§mé. Rezultatai pateikiami 5 pav.

Kaip matome i§ grafiko esancio 5 pav., didéjant kooperavimo koeficiento reiks$mei
biojutiklio atsakas nuo difuzijos storio nepriklauso. Artéjant kooperavimo koeficiento
reik$mei prie vieneto (nealosterinio fermento) difuzijos sluoksnio storis daro jrakg atsakui.

Galime daryti i$vada, kad kuo didesné h reikmé tuo maziau atsakas priklauso nuo
sluoksniy storiy ir atsakas tampa nejautrus maiSymo intensyvumui.

I$vados

Matematinis modelis (3)—(7) gali bati s¢kmingai taikomas biojutikliy su alosteriniu
fermenty sluoksniu veiksenos désningumams tyrinéti. Modelis gali bati naudojamas kaip
biojutiklio parametry optimizavimo jrankis dar prie$ gaminant fizinj biojutiklj. Juo taip pat
galima patikrinti ar esan¢iame biojutiklyje fermento sluoksnis yra alosterinis.

Skaitinio modeliavimo rezultatai parodé, kad esant dideliai substrato koncentracijai
kooperavimo koeficientas jtakos neturi ir galima naudoti nealosterinio fermento modelius.
Esant mazai koncentracijai kooperavimo koeficientas mazina atsako reikSmg ir prailgina
reakcijos laika.

Alosterinis fermentas gali buti naudojamas tais atvejais, kai difuzijos sluoksnis yra
kintamas, nes prie didelés kooperavimo koeficiento reik$més biojutiklio atsakas nuo
sluoksniy storiy mazai priklauso. Tai labai gera savybeé, taciau reikia nepamirsti, kad atsako

srové mazéja.
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MODELING AMPEROMETRIC BIOSENSORS
BASED ON ALLOSTERIC ENZYMES
Liutauras Ric¢kus
Summary

Computational modeling of a biosensor with allosteric enzyme layer was investigated in this
study. The operation of the biosensor is modeled using non-stationary reaction-diffusion equations.
The model involves three regions: the allosteric enzyme layer where the allosteric enzyme reactions
as well as then mass transport by diffusion take place, the diffusion region where the mass transport
by diffusion and non-enzymatic reactions take place and the convective region in which the analyte
concentration is maintained constant. The biosensor response on dependency substrate
concentration, cooperativity coefficient and the diffusion layer thickness on the same parameters
have been studied.

Key words: biosensor, allosteric enzyme, mathematical modeling, Hill coefficient.
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