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1 Abstrakt

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra: Farmaceutické technologie

Skolitel: PharmDr. Ondfej Holas, Ph.D.

Posluchac: Helena Badalcova

Nazev diplomoveé prace: Piehled technik imobilizace proteinovych makromolekul

na polymerni nosice

Jiz od 70. let ziskavaji imobilizované enzymy zajem a pozornost nejen védeckych
a laboratornich pracovnik(, ale také primyslovych spole¢nosti. Enzymy,
jedine¢né biokatalyzatory vynikajici svou specifitou, Setrnosti k pfirodé a
schopnosti reagovat za mirnych podminek, totiz velmi snadno podléhaji
denaturaci &i inhibici. S ohledem na mnohdy vysokou pofizovaci cenu by jejich
vyuziti mohlo byt ¢asto nevyhodné. Imobilizacni techniky nabizi efektivni feSeni
tohoto problému a vyrazné zjednodusuji vyuZziti enzymu v pramyslu i vyzkumu.
Oproti volnym formam vykazuji imobilizované enzymy mimo jiné vySSi aktivitu,
stabilitu a umoznuji opakované pouziti i snadnéjsSi oddéleni od produktu.

V této praci je uveden pfehled zakladnich imobilizaénich metod — prosté fyzikalni
adsorpce a kovalentni vazby na nosi¢, entrapmentu, enkapsulace a
beznosiCovych technik vyuzivajicich cross-linking. Na zavér jsou nastinény
mozné biomedicinské aplikace a také vyuziti imobilizovanych enzymu

v biosenzorech.



2 Abstract

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of: Pharmaceutical Technology

Consultant: PharmDr. Ondfej Holas, Ph.D.

Student: Helena Badalcova

Title of Thesis: Immobilization of protein macromolecules onto polymer carriers:

An overview

Since the 70s, the immobilised enzymes have been getting the attention of not
only scientific and laboratory workers, but also industrial companies. Enzymes
are unique biocatalysts, which are distinguished by their specificity, environment-
friendliness and the ability to react under mild conditions can be easily subject of
denaturation or inhibition. With regard to the usually high cost of purchase, the
use of these enzymes could often be disadvantageous. Immobilization
techniques offer an efficient solution to this problem and greatly simplify the use
of enzymes in industry and research. Compared to the free forms, immobilized
enzymes show greater activity, stability and allow repeated use as well as easier
separation from products.

This thesis contains an overview of the basic methods of immobilization - physical
absorption and covalent bonds to the carrier, entrapment, encapsulation and
carrier-free techniques using cross-linking. Finally, we outline possible

biomedical applications as well as the use of immobilised enzymes in biosensors.



3 Cil

Cilem této prace je nastinit pfehled nejCastéji pouzivanych metod pro imobilizaci
enzymU a to jak v laboratornich podminkach, tak v primyslovém méfitku a
pomoci nejrozSifenéjSich nosiCl ukazat konkrétni priklady. Dale také zhodnotit
vyhody a nevyhody jednotlivych postupl a vzajemné je porovnat a nakonec

poukazat na mozné biomedicinské aplikace imobilizovanych enzymda.



4 Seznam zkratek

APTES — 3-aminopropyiltriethoxysilan

CLEs — Cross-linked dissolved enzymes
CLEAs — Cross-linked enzyme aggregates
CLECs — Cross-linked enzyme crystals
CSDEs — cross-linked spray-dried enzymes
CYCU — Chung Yuan Christian University
FAD — Flavinadenindinukleotid

FITC — Fluorescein-isothiokyanat

GA — Glutaraldehyd

GDH — Glukosadehydrogenaza

GO — Glukosaoxidaza

GOS — Galakto-oligosacharidy

HRP — Avidin-peroxidaza

MBS — Mezoporézni benzenosilikaty
MCM-41 — Mobil Composition of Matter no 41
MOF — Metal Organic Frameworks

MP-11 — Mikroperoxidaza 11

MPS — Mezoporézni silikaty

NAD — Nikotinamidadenindinukleotid

PCP — Porézni koordinacni polymery

PEG — Polyethylenglykol

PMO — Periodické mezoporézni organosilikaty
PNIPAAmM — Poly(N-isopropylakrylamid)
PQQ — Pyrolochinolinochinon

PVA — Polyvinylalkohol

SBA-15 — Santa Barbara Amorphous no 15
TPP — tripolyfosfat sodnym



5 Uvod

Enzymy jsou latky vykazujici vlastni biokatalytickou aktivitu, tedy urychlujici
reakce probihajici ve vSech organismech. Jejich vyuZiti je Siroce rozSifené
nejenom v primyslu a potravinarstvi, ale také v mediciné, genetickém inZzenyrstvi
Ci jako analytickych Ccinidel. Od pocatku 20. stoleti dochazi k Sirokému
uplatiovani mikrobialnich enzymu, zdokonalovani jejich ziskavani, Cisténi a
produkci (1). Oproti klasickym chemickym katalyzatordm jsou diky ziskavani
z obnovitelnych  zdroju  SetrnéjSi  k zivotnimu prostfedi, navic puUsobi
v pfiznivéjSich podminkach, kterymi rozumime fyziologické pH, mirnou teplotu i
tlak, vodné prostredi (2). Jednim z nastroju k jesté efektivnéjSimu vyuziti enzyma
je jejich imobilizace.

Prvni enzymova imobilizace byla sice poprvé popsana jiz v roce 1916 Nelsonem
a Griffinem, ale az teprve na konci 70. let mohl byt kazdy enzym imobilizovan
vhodné zvolenou metodou nebo na vhodny nosic¢ pfi konkrétnich podminkach
(3). Vyhody imobilizovanych enzym oproti jejich volnym formam jsou nesporné
— zvySeni stability a odolnosti k inhibitorim (4), moznost opakovaného pouziti,
zjednoduSeni oddéleni  produkti reakce vzhledem k nerozpustnosti
imobilizovanych enzym( a vétsi Cistota produktl. Velkym pfinosem je také
aktivita mnohych imobilizovanych enzymu v organickych rozpoustédlech, ackoliv
jejich volna forma vykazuje katalytickou aktivitu pouze ve vodném prostredi (5).
Mimo jiné muzeme zohlednit také ekologicky a ekonomicky aspekt, nebot ceny
enzym jsou vSeobecné velmi vysoké a jejich recyklace tedy mize vyrazné snizit

naklady.



6 Hlavni cast

6.1 Imobilizace enzymu — teorie

Metody imobilizace enzymu( lze rozdélit do nékolika zakladnich kategorii:

adsorpce, kovalentni imobilizace, entrapment, enkapsulace a cross-linking.

Jednotlivé metody Ize ovSem také kombinovat. Zakladni pfehled je uveden na

obrazku 1.
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6.1.1 Adsorpce nekovalentni

Adsorpce je nejstar§i metoda imobilizace enzymd. Mezi jeji vyhody patfi
jednoduchost, reverzibilita a také moznost zachovani vysokého stupné aktivity
enzymu oproti jinym metodam, protoZze nedochazi ke kovalentni chemickeé vazbé
a diky tomu ani k modifikaci struktury (3). Vazba enzymu na pevny nosic totiz
probiha prostfednictvim slabych vazebnych interakci, jako jsou van der Waalsovy
sily, které jsou ale pfilis slabé a proto musi byt podporeny jesté dalSimi silami -
iontovymi vazbami, hydrofobnimi interakcemi a vodikovymi mustky (6).
Elektrostatické sily ovSem mohou puUsobit i mezi molekulami imobilizovaného
enzymu, proto je vhodnéjSi provadét reakci pfi hodnotach pH blizkych
isoelektrickému bodu konkrétniho enzymu. Pribéh imobilizace mize rovnéz
ovlivnit teplota a samoziejmé i fyzikalné chemické vlastnosti pouzitého nosice
(jeho povrchova plocha, prumér pért i typy funkénich skupin) a koncentrace
substratu. Adsorpce mulze probihat jak na povrch nosiCe, tak v pérech
mezoporézniho materialu. Nevyhodou vyplyvajici ze slabé vazby je obvykle
nedostate¢na sila k udrzeni navazaného enzymu a jeho vymyvani z nosice (2).
Pro prevenci unikani enzymu z nosice je vhodné pouzivat enzymy imobilizované
pouhou adsorpci spiSe v hydrofobnim prostfedi (7). Pro uspéSnou imobilizaci je
nejen v tomto pfipadeé kliCové zvolit spravny nosic, kterych je k dispozici cela fada
(8). Vyhodou této metody je také moznost nosné matrice ve vétSiné pripadu

regenerovat (9).

6.1.1.1 Adsorpce na silikaty

Resenim slabé vazby enzymu mlze byt napfiklad vyuZiti specifickych a na miru
pfipravenych poréznich materialld jako nosicu, pfipadné chemicka uprava
povrchu nosi¢e nebo enzymu, jako napfiklad glykosylace enzymu, diky které
dojde k vytvofeni vodikovych mustk( mezi nosi¢em a proteinem. (10) Napfiklad
hydroxynitril lyaza ziskana z mandli stromu Prunus amygdalus se

diky glykosylované formé muze vazat na nosi¢e vodikovymi vazbami (11).
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Elektrostatické interakce mezi enzymem a silikatem jsou nejsilnéjsi, pokud je
adsorpce provadéna pfi hodnotach pH, pfi kterych enzym vykazuje pozitivni

naboj (tzn. hodnota pH nizSi nez pl zvoleného enzymu), ale zaroven pfi

kladny naboj proteinu, tim pevnéjSi je ovSem nejen vazba, ale také vyraznéjsi
vzajemné odpudiveé sily mezi adsorbovanymi molekulami enzymu, které mohou
vést az k desorpci (12). Takto je tedy mozné zménou pH ovliviiovat pribéh
reakce.

Dle definice IUPAC délime porézni materidly na mikroporézni (velikost
poru < 2nm), mezoporézni (2-50nm) a makroporézni (>50nm).

Za ucelem imobilizace enzymu jsou hojné vyuzivany mezoporézni silikaty (MPS)
a to jiz od 90. let od syntézy silikatu MCM-41 (13) a pozdéji také SBA-15 (s vétsi
velikosti poéru, ktera rozsSifuje moznost imobilizace i pro objemnéjsi proteiny) (14),
které byly rovnéz testovany napfiklad jako drug-delivery systémy. Jejich
prednosti je velky specificky vazebny povrch, jednotna a specificka velikost poéru,
ktera odpovida potfebam imobilizace biomolekul. KliCcové je vSak zvolit nosi¢

s odpovidajici velikosti pord pro imobilizovany enzym, jak je zobrazeno na
8 g8

:bréZlfu‘z. j B
““‘p
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A

Obrazek 2 A) Schéma mezoporézniho silikatu. (B) Enzym je prilis velky, aby se vesel do péri a

je adsorbovan hlavné na vnéjsim povrchu MPS. (C) Enzym je adsorbovany uvnitf pérd, v této
situaci se velikost pért a enzymu shoduje. (D) Opak pripadu B, péry jsou mnohem vétsi nez
enzym a ten je nachyiny k vymyvani. (15)

Pro vyrazné zvySeni kapacity nosi¢l MCM-41 a SBA-15 je stale vyvijeno mnoho
funkCnich i strukturnich uprav (14), napfiklad inkorporace kovovych, kupfikladu
hlinikovych nebo titanovych atom (12), nebo pfipojeni alifatickych uhlovodikd,
organosilanu, thiolovych, vinylovych, fenylovych, aminovych a perfluorovych

skupin (16). Vyskytuji se také raznorodé morfologické formy jako tycky,

12



hexagony, duta vlakna, aj. (17). Tyto nosiCe jsou vyuzivany napfiklad
k imobilizaci cytochromu c, trypsinu, papainu, peroxidazy, penicilin G acylazy,
avidin-peroxidazy, a-chymotrypsinu, a-amylazy, lysozymu, cytochromu P450 a
mnoha jinych (14, 18).

Dalsi modifikaci MPS jsou hybridni periodické mezoporézni organosilikaty
(PMO). Tyto latky maiji ve sténé poru zabudovanou organickou skupinu, obsahuiji
tedy organickou i anorganickou ¢ast. Poprvé byly uvedeny v roce 1999 (19). PMO
jsou pfipravovany s vyuzitim pfemosténych organosilanu, (R'O)3Si—-R-Si(OR')s,
jako prekurzort (20). Pro potfebu imobilizace konkrétnich enzym Ize tedy zvolit
vhodny substituent R. Napfiklad pro lipazy jsou vyuzivany pfedevsim hydrofobni
skupiny, které vytvari vyhodné prostiedi pro aktivni konformaci enzymu (15), diky
které je zachovana vysSi aktivita enzymu. Postupné jsou syntetizovany i odliSné
modifikace PMO: mezoporézni benzenosilikaty (MBS), jehoz struktura je

zobrazena na obrazku 3, aminopropyl-MBS, ethylendiamin-MBS a dalSi (21).

Obrazek 3 Schéma mezoporézniho benzenosilikatu (21)

DalSim typem mezoporézniho materialu vyuzivaného k adsorpci enzymu jsou
tzv. mezoporézni bunécéné pény (mesoporous cellular foams - MCF) s vétSim
objemem a rozmé&rem port. (22) Uspésnost imobilizace vSak zavisi na spravné
zvolené funkcionalizaci povrchu. Napfiklad modelové enzymy invertaza a
glukoamylaza vykazovaly vySSi aktivitu pfi imobilizaci na MCF s vhodné

modifikovanym povrchem nez na silica gel i nez enzymy ve volné formé (23).
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6.1.1.2 Adsorpce na MOF

Jako material s mimoradnymi vlastnostmi jsou oznacovany tzv. MOF (metal
organic frameworks) nebo také PCP (porézni koordina¢ni polymery). Jedna se o
porézni krystalické hybridni slou€eniny, kovové ionty jsou riizné propojeny
koordinacnimi vazbami s organickymi linkery. Tim vznika vSestranna
trojdimenzionalni struktura s mnoha vazebnymi misty (24).

MOF vynikaji vysokou chemickou i tepelnou stabilitou, moznosti predem
navrhnout poZzadovanou strukturu, modifikovatelnosti povrchu, nebyvalou vnitini
porozitou a rovhomeérnosti pord. Svym obrovskym povrchem prekonavaji dfive
znameé porézni materialy (25).

MOF jsou syntetizovany od 90. let a jejich hlavni vyuZiti tkvi ve skladovani a
separaci plynu, katalyze, testovany jsou také jako drug-delivery systémy.
A samoziejmé jsou pouzivany jako nosiCe pfi imobilizaci bioaktivnich molekul,
mimo enzymU napfiklad také DNA, IéCiv i jinych proteinu (24).

Jako centralni kovové ionty Ize vyuZzit prakticky jakykoliv kov, jeho koordinaéni
Cislo poté urcuje molekularné-geometrické usporadani materialu. Nejobvyklejsi
linkery jsou potom karboxylaty, aminy, nitraty, fosfaty nebo sulfonaty (24).
Adsorpce v porech nosie je bohuzel limitovana mensi velikosti poru, které se
obvykle nachazeji v fadu mikrometrd, proto mnoho z dilezitych rozmérnégjsich
enzymU nelze touto metodou imobilizovat. Souhra velikosti péru a molekuly
enzymu je pfitom v této metodé kliCova, jak je naznacno na obrazku 4. Pfesny

mechanismus vazby enzymu v pérech nebyl zatim zcela objasnén (26).

w

O\, —

Enzyme

Enzyme diffusion
into MOF pores

Obrazek 4 Schéma adsorpce enzymu v MOF (24)

Presynthesized MOF
Pfikladem vhodné zvoleného nosice je pfipad imobilizace mikroperoxidazy-11

(MP-11), kde je tento faktor jiz od poCatku zohledhovan. Enzym MP-11 je hemovy

undekapeptidovy zbytek cytochromu c, ktery si stale zachovava peroxidazovou
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aktivitu. Jeho uspésna imobilizace byla provedena pomoci fyzikalni adsorpce na
jeden z méala mezoporéznich MOF Tb-TATB, neboli Tb-meso MOF zalozeném
na trojmocnych iontech terbia a triazin-1,3,5-tribenzoatu jako organickém linkeru
(27), pficemz vznikly komplex imobilizovaného enzymu a nosiCe vykazoval
vyrazné lepsi vlastnosti nez srovnavaci vzorek vyuZzivajici jako nosi¢ MCM-41 i
nez volny enzym, ktery velmi rychle podléha agregaci (28).

Vynikajici vysledky vykazovala také prasecCi pankreaticka lipaza, jez byla dale
vyuzita k syntéze warfarinu, imobilizovana na nékolik druhG mikroporéznich
MOF. Imobilizace probéhla bez jakékoliv chemické modifikace enzymu, pouze
fyzikalni adsorpci, tudiz byla zachovana vysoka katalyticka uc¢innost enzymu a
opakovatelnost reakce (29).

Testovana byla také napfiklad imobilizace lakazy na dal§i mezoporézni Cu-MOF,
avSak vtomto pfipadé je potfeba podminky jesté optimalizovat. Pfi vysoké
zachované pocatecni aktivité (95%) totiz dochazi k rychlému poklesu aktivity po
opakovani biokatalytické reakce i pfi skladovani ve vodném prostredi
pravdépodobné kvuli velké velikosti pora, jenz zpusobuje vymyvani enzymu (30).
Jinou moznosti, kromé imobilizace v pérech nosice, je adsorpce na jeho povrchu.
Probiha pomoci navazani malych molekul barviva, ve velikosti v fadu
mikrometrl, na enzym. Barvivo poté diky svym malym rozmériam podléha
fyzikalni adsorbci v mikropérech nosice, zatimco enzym je diky tomu stabilné

zakotven na povrchu (obrazek 5).

(a) (b)
. Dye molecule J Enzyme

Obrazek 5 Adsorpce molekuly baviva navazané na
enzymu v MOF (24)

Jako pfiklad poslouzi konjugace trypsinu s fluorescein-isothiokyanatem (FITC) a

nasledna reakce s CYCU-4, tj. mikroporéznim MOF zaloZeném na iontech

15



hliniku. Stabilita i opakovatelnost katalytické reakce zlstala uspokojivé
zachovana. Znacnou vyhodou této metody je ovSem predevSim Casova
nenarocnost celého procesu, zejména v porovnani s ostatnimi postupy, u kterych
je nezbytna modifikace a funkcionalizace jednotlivych €inidel (31).

MOF jsou Siroce aplikované také v dalSich metodach imobilizace, pomoci

kovalentni vazby a in-situ entrapmentu, které budou zminény dale.

6.1.1.3 Adsorpce na jilové mineraly

Méné rozSifenym, pfesto stale vyuzivanym materialem jsou jilové mineraly.
Jedna se o hydratované hlinité nebo hofcikové fylosilikaty hojné se vyskytujici
v prirodé. Jsou tedy snadno dostupné a jejich pofizovaci cena neni tak vysoka.
Maji dvourozmérnou vrstvenou strukturu skladajici se z tetraedrd a oktaedra.
Vyznacuji se velkym povrchem, schopnosti bobtnat a vlastnostmi iontoménice.
DalSim vyuzivanym mechanismem imobilizace kromé prosté fyzikalni adsorpce
je kovalentni vazba enzymu (32).

Uspé&sné byla imobilizovana napfiklad glukoamyladza na montmorillonit, v némz
byl enzym interkalovan a to pomoci dvou metod, fyzikalni adsorpci i kovalentni
vazbou, ktera v tomto pfipadé vykazovala vy$Si aktivitu enzymu (66%), zatimco
pomoci fyzikalni adsorpce si imobilizovany enzym uchoval 49% své plvodni
aktivity (33).

Pro zvySeni efektivity adsorpce byly testovany také ruzné upravy jilového
materialu, napfiklad modifikaci bentonitu kovalentnim navazanim rdznych
aminokyselin do jeho mezivrstev, kupfikladu cysteinu pfi imobilizaci katalazy
(34), histidinu pfi imobilizaci 1IgG (35) nebo tryptofanu pfi imobilizaci lysozymu
(36). V jiném pripadé byl pozménén povrch bentonitu jednou az dvéma vrstvami
surfaktantu ke zvySeni lipofility pro uc€el imobilizace lipazy produkované
kvasinkou Candida rugosa. Jako nejvhodnéjSi se projevila jednoducha vrstva
surfaktantu, kde na rozdil od dvoijité vrstvy nedochazi k iontovym interakcim,

které snizuji aktivitu enzymu (37).
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6.1.2 Kovalentni imobilizace

Tento zpUsob enzymové imobilizace probiha prostfednictvim kovalentnich vazeb
mezi aktivnimi aminokyselinovymi zbytky z proteinu a funkénimi skupinami na
povrchu nosice (3), které je ovSem obvykle v pfipadé anorganickych materiall
potfeba upravit pfipojenim funkénich skupin a aktivovat (38).

Metoda vynika zejména pevnosti vazby, zvlast je-li mnohonasobna, ¢imz ucinné
Pfinasi s sebou ovSem riziko modifikovani vlastnosti enzymu, ke kterym dochazi
at’' uz z fyzikalniho, nebo chemického hlediska prave ireverzibilni vazbou a vlivem
konformacnich zmén (3), jezZ mohou vést i k deaktivaci enzymu. Z tohoto ddvodu
se nékteré zkuSebni imobilizace novych enzymu, provadéji v pfitomnosti
substratu, jeho analogu nebo inhibitoru enzymu. Ten reverzibilné obsadi aktivni
misto enzymu, pfi nasledné reakci s nosiCem pak nedojde k nezadouci zméné
konformace (39, 40). Néktefi zastupci nejbéznéji uzivanych skupin nosicu, jako
jsou biopolymery, syntetické pryskyfice nebo anorganické polymery (41) jsou

uvedeny nize.

6.1.2.1 Chitin a chitosan

Chitin a pfedevSim jeho hlavni deacetylovany derivat chitosan se fadi mezi
prirodni polyaminosacharidy. Jsou snadno dostupné, ziskavaji se precisténim
vedlejSich produktl potravinafského primyslu zpracovavajiciho morské
zivoCichy. V linearnim polyglukosaminovém fetézci chitosanu se v kazdém
monomeru nachazi jedna aminoskupina a dvé hydroxylové skupiny. V oblasti
fyziologického pH je nerozpustny (42), bazické aminoskupiny umoZznuji
rozpustnost ve vodném kyselém prostiedi, ve kterém dochazi k ionizaci
na —NHs" (43). Tento pozitivni naboj umozriuje reakci chitosanu s aniontovymi
zbytky enzymu a tim také imobilizaci formou adsorpce. Reaktivni aminoskupiny
glukosaminu mohou byt také snadno derivatizovany glutaraldehydem (GA) tak,
aby se zvySila mechanicka odolnost a stabilita chitosanu a také aby bylo mozné

kovalentné imobilizovat enzymy, schéma je zobrazeno na obrazku 7.
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Chitosanové kulicky jsou nejprve syntetizovany ionotropni gelaci s
tripolyfosfatem sodnym (TPP) a porogenem uhli¢itanem sodnym. Naslednym
pfidanim glutaraldehydu dojde k zesitovani (cross-linkingu) kladné nabitych

aminoskupin na inter- a intramolekularni urovni (44).

_l

TPP ( ) solution = 5 AN
supplemented with Na;COs ' L~

Chitosan droplet

Porous chitosan beads

Obrézek 6 Glutaraldehyd

- s ww w w ww

Obrazek 7 Schéma pripravy a derivatizace chitosanu (44)

Vlastnosti chitosanu je dale mozné upravovat také pouZzitim porogenu pfi jeho
pfipravé. Napfiklad na chitosanové kuliCky oSetfené pfi syntéze porogenem a
glutaraldehydem byla velmi Uspé&sné imobilizovana 3-d-galaktosidaza, vyznamny
enzym Siroce vyuzivany napfiklad v potravinarstvi k ziskani mlé€nych vyrobku
s nizkym obsahem laktozy i k syntéze galakto-oligosacharidi (GOS). (44)

Spolu se schopnosti tvofit gel, biologickou nezavadnosti a dalSimi pfednostmi se
jevi jako idealni sloucCenina pro pouziti v biotechnologii a mediciné.
Chitin/chitosan muzeme pouzit ve formé komeréné dostupnych vlocek, prasku,
kulicek nebo perlového gelu. RozmanitéjSich forem docilime pfipravou
v laboratofi, napfiklad dutych vlaken, viaken, membran, aj. Princip spociva
v rychlém rozpusténi chitosanu ve zfedéném roztoku organické kyseliny,

zvySovanim pH se tvofi viskozni roztok a nakonec reakci s polyanionickymi

slou€eninami vznikaji ve vodé nerozpustné ionotropni komplexy. (43)
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Napfriklad chitosanové kulicky, pfipravené pomoci zesitovani chitosanu
glyoxalem a nasledném oSetfeni glutaraldehydem, jenz zvysSuje jejich odolnost
vuci kyselému prostfedi, byly pouzity k imobilizaci pepsinu a katalazy, které po
imobilizaci vykazovaly zvySenou tepelnou a skladovaci stabilitu (45, 46).

Mimo jiné byl chitosan také uspé&sné pouzit pro imobilizaci proteazy a-
chymotrypsinu, a to ve formé& magnetickych nanoc€astic oxidu Zeleznato-
Zelezitého (FesOas). Tyto nanocastice jsou netoxické, biologicky kompatibilni a
Siroce uzivané v mnoha modifikacich jak v biotechnologii, tak v mediciné. Ackoliv
nejsou Skodlivé, nanocastice Fe3Os nejsou pfili§ stabilni a snadno podléhaji
oxidaci, jejich povrch musi byt tedy nalezité upraven ochrannou vrstvou. V tomto
pfipadé byla pouzita metoda tzv. double-crosslinking, Fe3O4 je nejprve aktivovan
glutaraldehydem a teprve poté reaguje s chitosanem za vzniku stabilni core/shell

struktury (obrazek 8) se superparamagnetickymi vlastnostmi (47).

s

CHITOSAN

Obrazek 8 Schéma vzniku core/shell struktury FesO4a chitosanu; GA - glutaraldehyd

Vyuziti komplexu Fe3Os@Chitosan jako nosiCe pro kovalentni imobilizaci a-
chymotrypsinu kromé ostatnich vyhod takto upravenych enzymu také velmi
snizuje naklady celého procesu zvlast pro pramyslové vyuZiti (48).

Také fada dalSich biokatalyzatord byla imobilizovana na tento magneticky

nanomaterial, napfiklad lipaza produkovana kvasinkou Candida rugosa, v tomto
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pfipadé bylo hlavni pfednosti mimo snizenych nakladu také snadné oddéleni
komplexu enzym-nosic€ z reakCni smési a to pfi zachovani velmi vysoké aktivity i
po nékolika cyklech (49).
Jako dalsi priklad poslouzi  imobilizace = modelovych enzymd,
acetylcholinesterazy a 3-glukosidazy jako relativné nizkomolekularniho proteinu,
na polystyrenové miktrotitracni desticky potazené vrstvou chitosanu. Pro zvySeni
efektivity procesu byl pouzit glutaraldehyd, jehoz molekula ma na obou stranach
aldehydy, které se kovalentné vazi na aminy, ¢imz vytvafi silnou vazbu mezi
chitosanem a biomolekulami. V porovnani s klasickou mikrotitracni destiCkou
vykazuje chitosanem pokryta destiCka vysokou vazebnou schopnost enzyma a
nabizi se tedy jako slibny zaklad pro vyrobu biosenzort. Nevyhodou této metody
je ovéem nestabilita chitosanu v kyselém prostiedi (50).
Dalsim typem nosiCe na bazi chitosanu jsou hybridni nanocastice chitosanu a
alginatu v poméru 1:1, jenz vytvafi polyelektrolytovy komplex s kladné nabitymi
aminoskupinami chitosanu a opacné nabitymi karboxylaty z alginatu. Tento nosi¢
je dale aktivovan epoxy skupinou z epichlorohydrinu, ¢imz je upravena jeho
hydrofobicita a je tudiz vhodny k imobilizaci lipaz (51, 52).

of

Obrazek 9 Epichlorhydrin

Aktivace hydroxyloveé skupiny glukosaminu byla provedena pfi imobilizaci lipazy
produkované kvasinkou Candida rugosa pomoci karbodiimidu, ktery se obecné
pouZziva jako karboxyl-aktivujici €inidlo pro amidovou vazbu s primarnimi aminy.
Hypotetické schéma je zobrazeno na obrazku 10. Aktivace hydroxylu je
efektivnim zplsobem pro imobilizaci lipaz s jedinym omezenim, a to nutnosti
provadét reakci na hydratovany chitosan, nebot jinak ve vodném roztoku podléha

bobtnani, které snizuje aktivitu enzymu (53).
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Obrazek 10 Hypotetické schéma imobilizace enzymu na chitosan pomoci aktivace

karbodiimidem

Upravit vlastnosti chitosanu Ize také inkorporaci zlatych nanocastic, které
vyrazné zlepSily stabilitu enzymu pfi nasledné pfipravé biosenzoru, a také se
zvysSila citlivost biosenzoru. Zlaté nanocastice silné vazou enzym (vazba probiha
zejména pres aminové skupiny a cysteinové zbytky), ¢imz se zabranilo jeho

vymyvani (54, 55).

6.1.2.2 Eupergit® C

Eupergit® C byl vyvinut mezi lety 1974 — 1980 firmou R6hm v Némecku. Jedna
se o0 makroporézni kulicky (beads) vzniklé polymerizaci methakrylatu. Diky své
struktufe je chemicky i mechanicky odolny v rozmezi pH 0 — 14, ani po vyraznych
zmeénach v tomto rozmezi nepodléha bobtnani nebo srazeni. Vyrazné opotfebeni
nevykazoval ani po 650 cyklech ve velkoobjemovém prutoéném chemickém
reaktoru (stirred tank reactor) (56).

Eupergit® C vaze proteiny prostfednictvim oxiranovych skupin (obrazek 11),
které reaguiji pfi neutralnim a alkalickém pH s aminoskupinami proteint za vzniku

kovalentnich vazeb, které jsou dlouhodobé stabilni v rozmezi pH od 1 do 12.
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Obrazek 11 Vazba enzymu na Eupergit® C prostfednictvim oxiranovych skupin (56)

Vazba muze probihat také prostfednictvim sulfhydrilovych a karboxylovych
skupin enzymu v kyselém, neutralnim i alkalickém prostfedi (56). Vyjimkou
ovSem neni ani vazba zprostfedkovana aktivaci glutaraldehydem.

Velké mnozstvi enzymu bylo uspésné imobilizovano na Eupergit® C, a to jak
v laboratornim, tak v primyslovém meéfitku. Napfiklad obtizné imobilizovatelna
cyklodextrin glukosyltransferaza (CGTaza) produkovana druhem
Thermoanaerobacter, ktera katalyzuje Ctyfi mozné reakce. Na konci té
vyuzivané v potravinarstvi, farmaceutickém a kosmetickém prumyslu. Oproti
ostatnim metodam si CGTaza v tomto pfipadé zachovala vétsi aktivitu a také
vysokou odolnost proti tepelné a acidobazické denaturaci (57).

Pro zvySeni stability enzymu je mozZné pouZit k imobilizaci vicebodovou
kovalentni vazbu. Princip spocliva v pocateCni reakci enzymu a nosiCe za
mirnych podminek pfi teploté 20°C a pH 7. V tomto prostifedi se vytvofi mensi
mnozstvi slabSich vazeb, protoZe tyto podminky nejsou vhodné pro reaktivni
skupiny enzymu, napfiklad lysinové zbytky (obrazek 12). DalSim krokem je
pricemz sledované proménné jsou teplota, hodnota pH a ¢as. Nakonec jsou
zbyvajici vazebna mista nosiCe zablokovana, aby nedochazelo k dalSim
interakcim s enzymem. Imobilizované enzymy poté vykazovaly mnohonasobné

vyS8Si konformacéni stabilitu nez volna forma (58).
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Obrézek 12 Schéma zvySeni stability enzymu pomoci vicebodové kovalentni vazby

zménou reakénich podminek (58)

Také lipaza byla imobilizovana na Eupergit® C, pro srovnani hned tfemi
metodami. Klasickou vazbou pfes oxiranovou skupinu (obrazek 11), pomoci
aktivace glutaraldehydem (obrazek 13 A.) a nakonec oxidaci enzymu jodistanem
sodnym a navazanim aminovych skupin na nosic a jejich naslednou vazbou pfes
uhlovodikovy fetézec (obrazek 13 B.). NejvySSi hydrolytickou aktivitu si enzym
zachoval posledni zminovanou metodou, stejné jako stabilitu ve vodném
prostfedi, zvySil se také poloCas enzymu oproti volné formé a to zvlasté pfi
vySSich teplotach (59).

Pfi imobilizaci B-glukosidazy byla nejprve zablokovana aktivni mista enzymu
reakci s inhibitorem (glukdézou) a teprve nasledné provedena imobilizace, ¢imz
se zvySil vytézek reakce o 20%. Pfi vynechani tohoto kroku dochazi totiz
k nezadouci inaktivaci enzymu interakci oxiranovych skupin Eupergitu s aktivnim
mistem enzymu. Pokud je po imobilizaci komplex dale inkubovan s bovinnim
sérovym albuminem (BSA), vytézek vzroste az o 30%, a to diky dodate¢nému

zablokovani vSech nezreagovanych oxiranovych skupin (60).
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Obrazek 13 A. Vazba enzymu na Eupergit pomoci aktivace glutaraldehydem (GA);

B. Oxidace enzymu jodistanem sodnym a nasledna imobilizace na Eupergit

6.1.2.3 Anorganické nosice

Anorganické nosi¢e maji oproti organickym polymerim o néco mensi pozornost
a to zejména diky snadné vyrobé poZadovanych struktur a dostupnosti
reaktivnich funk&nich skupin organickych polymeru (61).

Mezi rozSifené anorganické nosiCe pro kovalentni imobilizaci enzymu patfi jiz
vySe zminované mezoporézni silikaty. Vyhodou této metody na rozdil od fyzikalni
adsorpce je pevngjSi vazba a tim padem také omezeni vymyvani enzymu
Z nosice.

Napriklad B-galaktosidaza byla imobilizovana na rGdzné SBA-15 materialy
s odliSnou velikosti port, od klasickych pfes velké az k ultra velkym a na
komercéné dostupny amorfni material Sipernat®. Cilem bylo ziskat enzym
katalyzujici vznik galakto-oligosacharidi (GOS) s nejvy8Sim prebiotickym
efektem, tzn. tri-GOS a tetra-GOS. Tradicné se tento enzym pouziva pro

katalyzu hydrolytické reakce, ale ukazalo se, ze vySSi specifita pro pfipravu GOS
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ucel byl vyhodnocen material s nejvétsi velikosti pora, ktery umozniuje nejlepsi
pfistup substratu a nejvyéél' vytéZzek, ackoliv jeho specifita pro
Mezi popularni anorganické nosice patfi také sklenéné kulicky (glass beads).
Jejich vyhodou je nizka pofizovaci cena, dobra komercni dostupnost a také
obnovitelnost a moznost opakovaného pouziti. Velmi uspésné byla na tento
material imobilizovana a-amylaza, ktera je vyuzivana k hydrolyze Skrobu a
produkci maltézy. Povrch sklenénych kuli€ek musi byt funkcionalizovan, ¢asto je
silanizovan pomoci aminosilanu  3-aminopropyltriethoxysilanu  (APTES,

obrazek 14).

/\/\\/

(k

Obrazek 14 APTES - 3-aminopropyltriethoxysilan

Aminoskupiny katalyzuji tvorbu siloxanovych vazeb se silanoly na povrchu skla
a jsou také schopné reagovat s organickymi molekulami, které maji aldehydové
nebo epoxidové funkéni skupiny. Vtomto pfipadé byla kromé této
funkcionalizace jesté provedena reakce s ftaloylchloridem, ktery midze nasledné
kovalentné vazat enzym. Takto imobilizovany enzym poté vykazuje veétsi
termostabilitu a samozfejmé lepSi odolnost pro skladovani a opakované pouziti
(63).

Také soéjova peroxidaza a avidin-peroxidaza (HRP) byly imobilizovany na
sklenéné kuli¢ky, v tomto pfipadé byl nosi¢ modifikovan pomoci APTES, a to
silanizaci ve vodném prostfedi. Na rozdil od silanizace v organickych
rozpoustédlech vytvafi na povrchu nosi€e monovrstvu silanu s vysokou
hydrolytickou stabilitou a poskytuje vhodnéjSi podporu. Upraveny nosic byl potom
aktivovan glutaraldenydem a kovalentné spojen s enzymy prostfednictvim

dostupnych aminoskupin. Oba enzymy si zachovaly vysokou aktivitu — sojova
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peroxidaza 74% a HRP 78% i praktickou vyuZitelnost pfi odstrafovani fenolu
z odpadnich vod (64).

Také magnetické materialy jsou vyuzivany pro kovalentni imobilizaci enzym.
Jejich vyhodou je napfiklad usnadnéna separace pouzitim magnetu, kde se
odstrani bud roztok substratu, zatimco imobilizovany enzym je drzen na misté
magnetickym polem, nebo naopak. Tohoto jevu je vyuzivano v pfipadé lipazy
imobilizované na maghemitové (y-Fe203) magnetické nanocastice (65).
Magnetické nanocastice ziskaly popularitu jako imobilizujici nosi€e pro enzymy
také diky své nizké toxicité a chemicky modifikovatelnym povrchim. Vazba
proteinu pak probiha prostfednictvim ruznych funk&nich skupin v&etné
aminovych, aldehydovych, karboxylovych, epoxidovych, thiolovych a
maleimidovych (66).

funkcionalizovany karboxylovou skupinou. Nejprve je magnetitové jadro
potazeno vrstvou silikatu dle Stéberovy metody za vzniku core/shell struktury,
dale je na jeho povrch navazana aminoskupina a na ni kone¢né karboxylova
skupina. Na tento nosi¢ je nasledné imobilizovana praseCi pankreaticka lipaza,
ktera si zachovava vysokou aktivitu, zaroven ziskava lepSi chemickou stabilitu,

tepelnou a acidobazickou odolnost (67).
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6.1.3 Entrapment

Entrapment predstavuje fyzikalni ,zachyceni“ molekul enzymu. Protein je
obklopen monomernimi jednotkami nosicCe, které v jeho pfitomnosti polymerizuji
a tim jej uzaviraji do mfizky. Tato metoda muzZe byt vyuZzita nejen k imobilizaci
izolovanych enzymu, ale rovnéz celych bunék. K efektivni imobilizaci je oviem
nezbytné umoznit prichodnost pro molekuly substratu i produktu skrz membranu
nosice pfi souCasném zadrzeni enzymu, pfipadné buriky, v ramci mfizky. Toho
lze docilit naslednym upevnénim enzymu uvnitf matrix, napfiklad kovalentni
vazbou (3).

Pfi spravném provedeni je vyhodou této metody zachovani puvodni struktury
enzymu bez nezadoucich zmén. Rizikem ovSem jsou denaturace a
znehodnoceni enzymu béhem reakce, kdy dochazi ke zménam reak&niho
prostfedi. Problematické muze byt také samovolné unikani molekul proteinu
mimo matrix (68).

Jako matrix mohou slouzit jak tradicni biopolymery, napfiklad alginat pouzity pfi
imobilizaci komplexu peroxidazy z rostliny Brassica rapa a lektinu konkanavalinu
A, Cimz se snizilo unikani enzymu z membrany a zvySila odolnost viCi
denaturacnim agens (69). Vyuzivany je dale napfiklad také karagenan, v némz
byla zachycena mimo jiné i a-amylaza a to za ucelem zvySeni skladovaci stability
s moznosti dalSiho vyuziti v drug-delivery systémech (70). DalSi nosiCe jako

hydrogely a silikatové sol-gely (71) jsou popsany nize.

6.1.3.1 Sol-gel imobilizace

Sol-gel je proces, pfi kterém dochazi k transformaci koloidni suspenze (sol) na
pevnou latku (gel). Principem je série hydrolytickych reakci a kondenzacnich
polymeraci prekurzor(, pfevazné kovovych a polotuhych alkoxidl, alkoxysilanu
za vzniku matrice SiOz (vyuzivany jsou ale také oxidy titanu, zirkonu a hliniku),
ve které je zachycen enzym. Bézné vyuzivané jsou tetramethoxysilany (TMOS)

a tetraetoxysilany (TEOS), jejichz struktura je zobrazena na obrazku 15.
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Obrazek 15 vlevo TEOS a vpravo TMOS

Sol-gel pfechod probiha pfi laboratorni teploté a za mirnych podminek, coz z néj
¢ini vhodnou metodu pro praci s biomolekulami, které velmi snadno podléhaji
denaturaci (72). Sol je mirné koncentrovany koloidni roztok, v némz dochazi pfi
vhodnych podminkach ke vzajemnym interakcim dispergované latky a jejich
postupnému propojeni, coz se projevuje zvySovanim viskozity, az vznika gel.

Finalni morfologie sol-gell je poté urCena také tepelnym zpracovanim gell. Pfi
normalnim tlaku a bézném tepelném zpracovani vznikaji prasky — xerogely, ve
kterych se pfi kapilarnim stresu zpusobeném susenim smrstuji péry i vzniklé
enzymové nano klece. Pokud jsou jako prekursory spolu s alkoxidy pouZity také
alkylsiloxany, povrch sol-gelu je husté naplnén hydrofobnimi alkylovymi
skupinami a kapilarni napéti, které plsobi béhem odparovani, je z velké Casti
oslabené a poskytuje tzv. ambigely, ve kterych nedochazi ke kontrakci nano
kleci. Pfi superkritickych podminkach za zvySeného tlaku a teploty vznikaji
aerogely s vysokou porovitosti, nesmirné velkym vnitfnim povrchem a nizkou
hustotou, jak je zobrazeno na obrazku 16 (41). Vyhodou silikatd je moznost
prislusné gely snadno pfizpusobit podle konkrétnich potfeb, disponuji totiz
Sirokym spektrem poréznich textur, sitovych struktur, povrchovych funkci i
podminek zpracovani. Hodnota pH, doba gelovani, tvarovani, prihlednost nebo
hydrofobicita mohou byt pfizpasobeny konkrétnimu enzymu nebo aplikaci (73).
Aby bylo dosazeno vhodné velikosti poru a tedy dostupnosti substratu, je mozno
pouzit molekulu s rozméry podobnymi substratu jako Sablonu pro vznik p6ru a to
pfimo pfidanim do reakCni smési, jak je uvedeno napfiklad pfi imobilizaci

cellobiazy pomoci TEOS — zde byla uzita D-fruktoza (74).
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Obrazek 16 Sol-gel imobilizace: (a) Hydrogel se zachycenym enzymem, su$enim pomoci
odparfovani vznika (b) xerogel, pomoci odparovani ss hydrofobnim plastém vznika (c) ambigel;

susenim pfi superkritickych podminek vznikéa (d) aerogel (73)

Dulezitym faktorem pfi entrapmentu je dostupnost substratu v aktivnim
misté enzymu. Pfistupova cesta je ovliviiovana jak velikosti pora, tak interakci
substratu s matrici, které probihaji formou elektrostatickych a hydrofobnich
interakci, ale také vodikovych vazeb. V pfipadech, kdy mezi nosiCem a
substratem existuje silna odpudiva nebo pfitazliva sila, sol-gelova matrice
propousti substrat bud nedostatecné, nebo naopak nadmérné. Vzhledem k tomu,
Ze silikatova matrice je aniontova, muzeme predpokladat snadnéjsi vychytavani
kationtovych C€astic. Mohou byt ovSem také tak silné adsorbovany na povrch
nosice, Ze se k proteinu vibec nedostanou. To plati také pro polarni molekuly,
které jsou schopné vazat se na silikaty vodikovymi mastky. (75)

Jednim z prvnich enzymud imobilizovanych pomoci sol-gel entrapmentu byla
alkalicka fosfataza v roce 1990 (uplné pocatky sahaji az do 60. let). Jiz v tomto
experimentu byl vSak pozorovan negativni vliv denaturacniho agens, zde NaOH
a methanolu pouzitych ke kondenzaci solu, na naslednou aktivitu enzymu.

Imobilizovany biokatalyzator si pfesto uchoval pouze 30% puvodni aktivity. (76)
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Napfiklad pro entrapment lipazy je prostiedi SiO2 pravdépodobné pfili§ polarni
a pfi tomto zpusobu imobilizace vykazuje velmi nizkou aktivitu, proto je potfeba
pouzit hydrofobné&jsi prekurzory, jako je kupfikladu polydimethylsiloxan, ktery
disponuje nehydrolyzovatelnymi lipofilnimi alkylovymi skupinami. Béznym
rozSifenim této metody je pouZiti dalSich poréznich pevnych nosiCi béhem
procesu sol-gel. Tento typ "dvojité imobilizace" zahrnuje vazbu smési gel-lipaza
do rozmérnych pérl pevné latky (obvykle jsou vyuzivany silikaty). Tato uprava
zvySuje mechanickou stabilitu, ale také aktivitu enzymu. (77) Jedna se tedy o
kombinaci dvou metod — entrapmentu a fyzikalni adsorpce.

Siroce rozsitenou Upravou jsou tzv. ORMOSILy — organicky modifikované silikaty
a funkcionalizované siloxany. Alkoxidové monomery jsou funkcionalizovany
riznymi skupinami, napfiklad amino, glycidoxy, epoxy, hydroxy, aj. (78) Tyto
modifikace umoznuji manipulovat s hydrofilitou a hydrofobicitou, iontovym
nabojem a pufrovaci kapacitou, elektrickou vodivosti, poréznosti, smacitelnosti a
objemovymi mechanickymi vlastnostmi vysledné matrice (79).

Velmi zadanou strukturou odvozenou od sol-gell a vyuzivanou v biosenzorech
jsou tenké filmy — diky tenké vrstvé umozniuji snadnou dostupnost a rychlou
interakci a detekci analytu (78). Dulezita je také jejich transparentnost pro
nasledné hodnoceni optickymi senzory.

Kromé enzymu muizeme touto metodu vyuzit k entrapmentu neméné dulezitych

proteind — protilatek (80).
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6.1.4 Enkapsulace

Enkapsulace velmi pfipomina entrapment, narozdil od této metody vSak neni
enzym uzavien v matrix, ale v polopropustné membrané (3). Enkapsulace Ize
dosahnout napfiklad tvorbou liposomalnich vesikul nebo pomoci nanocastic.
Vyznamné se vyuZziva k tvorbé biosenzoru (81). Vyhodou enkapsulace oproti
ostatnim metodam jsou mirné reakcni podminky a také moznost imobilizovat
nékolik enzymd najednou za vzniku multienzymového komplexu. Pro ucely
tohoto prehledu a oddéleni od entrapmentu jsou uvadény enzymy zapouzdiené

ve sférickych membranach (3).

6.1.4.1 Alginaty

NejrozSifenéjSim nosiCem pro enkapsulaci, nebo také mikroenkapsulaci, je
pfirodni biopolymer alginat. Alginat je extrakt z morskych fas slozeny ze
stfidajicich se zbytku kyselin a-L-guluronové a B-D-manuronové. Alginatové
nosiCe se obvykle vyrabéji zesitovanim karboxylové skupiny kyseliny
a-1-guluronové roztokem kationtového sitovaciho Ccinidla, jako je chlorid
vapenaty, chlorid barnaty nebo poly(L-lysin). Alginatové matrice zesitované ionty
Ca?* (obrazek 17) jsou v8ak nestabilni ve fyziologickém prostifedi nebo v béznych

pufrovacich roztocich s vysokou koncentraci fosfatovych a citratovych iontu,

které mohou extrahovat Ca?* z alginatu a tim zkapalnit systém (42).

OH
OH 0 OH
-0 O 0 -0
HO%\ HO nO'
O OH]

(G) guluronate (M) mannuronate

Obrézek 17 Alginat zesitovany vapenatymi ionty (82)
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Pro imobilizaci modelového enzymu (-galaktosidazy byl pouzit komplex
chitosanu (s pozitivnim nabojem) a alginatu (s negativnim nabojem). Vysledna
core-shell struktura se sklada z alginatového jadra, které je tvofeno mikrosférami.
Jako sitovaci €Cinidlo byl pouzit chlorid vapenaty, ktery poskytuje tekuté prostredi,
a chlorid barnaty, ktery tvofi pevné jadro. Druhy jmenovany vykazoval v tomto
pripadé lepsSi vysledky. Tloustka propustné chitosanové membrany na povrchu
je ovlivnéna jak koncentraci, tak molekularni hmotnosti zvoleného chitosanu.
Pritomnost tohoto plasté pochopitelné negativné ovliviuje dostupnost substratu,

na druhou stranu zvySuje stabilitu a odolnost enzymu (42).

6.1.4.2 Syntetické polymery

Také syntetické polymery jsou vyuzivany jakou nosice pro enkapsulace enzymu.
Poly(N-isopropylakrylamid) neboli PNIPAAm byl pouzit pro imobilizaci lakazy ve
formé sférickych mikrogelovych Castic. Ukazalo se, Zze mnozstvi zachyceného
enzymu i jeho aktivita mulOzou vyrazné vzristat pfi souCasném pouziti
vinylimidazolu jako komonomeru. Funkcionalizaci PNIPAAm vinylimidazolem se
totiz zvétSuji elektrostatické interakce mezi opacnymi naboji imobilizovaného
proteinu a nosice (83).

DalSim prikladem vyuziti syntetickych polymerd je imobilizace lipazy tremi
riznymi zpusoby, adsorpci, pomoci cross-linkingu a enkapsulaci na
polyvinylalkoholové (PVA) mikrosféry. VSechny tfi techniky spojuje pocateéni
tvorba emulze, pfiCemz u enkapsulace probiha jiz s pfitomnosti enzymu,
nasledovana sitovaci reakci s glutaraldehydem, ktera stabilizuje vzniklé Castice.
Jako nejvhodnéjsi metoda se prokazala enkapsulace, kdy dochazi ke spravné
orientaci molekuly lipazy diky zachyceni v membrané, zvySeni operaéni stability

a zachovani nejvyssi aktivity enzymu (84).

6.1.4.3 Lipozomy

Lipozomy jsou sférické Castice vezikularniho typu. Jejich sténa je tvofena jednou
nebo vice dvouvrstevnych lamel z nerozpustnych amfifilnich fosfolipidd jako je

napfiklad fosfatidylcholin, fosfatidylserin, aj. Hydrofobni €asti tvofi hydrofobni
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vnitfek dvojvrstvy, zatimco polarni hlavi¢ky jsou v kontaktu s vodnou fazi uvnitf i
vné lipozomu. V zavislosti na zpusobu pfipravy mohou lipidové vezikuly byt
multi-, oligo- nebo unilamelarni, obsahujici mnoho, nékolik nebo jednu
dvojvrstvou. Prumér lipidovych vacka se muize pohybovat mezi asi 20 nm a
nékolika stovkami mikrometrt (85) .

Ve vnitfnim vodném kompartmentu je mozné zachytit — enkapsulovat
biomolekuly. Enkapsulace v lipozomu ovSem neznamena, ze by se enzym
nachazel pouze ve vodné fazi. Je mozné, ze béhem tvorby lipidové dvojvrstvy
hydrofobni ¢asti enzymu penetruji tuto lipidovou vrstvu, zatimco hydrofilni Casti
se nachazi extralipozomalné nebo intralipozomalné ve vodné fazi (86).

Zakladni schéma enkapsulace do lipozomu je rozpusténi pozadovanych lipidu
v organickém rozpoustédle, které je nasledné odpareno, lipidovy prasek je
nasledné dispergovan v roztoku obsahujicim enzym a lipozomalni vezikuly
vzniknou spontanné (86).

Nevyhodou lipozomu je jejich nizka stabilita, ktera ovsem muze byt vylepSena
zabudovanim hydrofobniho polymeru, kupfikladu methakrylatového monomeru,
do lipidového jadra. Tyto monomery jsou nasledné uvnitf membrany
polymerizovany pouze vlivem UV zareni, ¢imZ se vytvofi stabilizaCni sit, skrz
kterou mohou lipidy volné proplouvat. Timto zpidsobem byla imobilizovana (-
laktamaza, ochranny enzym bakterialnich bunék blokujici ucinek p-laktamovych
antibiotik. Jeji aktivita byla ovSem kvuli nepropustnosti membrany velmi nizka.
Jako feSeni tohoto problému byla 2zvolena inkorporace proteinového
membranového kanalu, kterym mize byt rovnéz kontrolovana selektivita
substratu. Vtomto pfipadé byl zvolen membranovy protein OmpF
z cytoplazmatické membrany Escherichia coli, jeden ztransmembranovych
proteinU vyskytujici se u Gram-negativnich bakterii, kde tvofi poriny naplnéné
vodou, které umoznuji pasivni difuzi malych rozpusténych latek, jako jsou ionty,
Ziviny nebo antibiotika pres biologickou membranu (obrazek 18). Casticim
s molekulovou hmotnosti vétsi nez 400 je prostup stericky blokovan. Vysledkem
tedy je, Ze enzym si zachovava plnou aktivitu, substrat je diky kanalim dostupny
a zaroven je protein chranén prfed Skodlivymi vlivy okolniho prostfedi (napf.

protedzami) (87).
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polymeric scaffold

ampicillin

ampicillinoic acid a . B-lactamase
Obrézek 18 Lipozom se zabudovanym membranovym proteinem OmpF (87)

Dalsi vyuziti potencialu lipozomu bylo provedeno pfi imobilizaci glukosaoxidazy
(GO), enzymu katalyzujicimu oxidaci glukozy za vzniku glukonové kyseliny a
peroxidu vodiku. Je znamo, Ze vznikajici peroxid vodiku se zvysujici se
koncentraci inhibuje funkci GO. K potlaeni tohoto jevu byla pouzita katalaza
rozkladajici peroxid vodiku na kyslik a vodu. Spole¢né s GO byla katalaza
imobilizovana uvnitf lipozomu. VyuzZito bylo také vySe zmifiovaného
membranového kanalu OmpF, ktery usnadnil transport glukdézy z vnéjSiho
prostfedi dovnitf lipozomu. Takto sestaveny bioreaktor vykazuje jak vysokou
aktivitu GO, tak vylepSenou stabilitu celého systému (88).

Lipozomy jsou vyuzity také jako pomocna Sablona pfi imobilizaci GO pomoci
enkapsulace v biomimetickém silikatu, tzn. silikatu formovaném podle urcitého
vzoru (tzv. molecular imprinting). Nejprve je enzym zachycen do lipozomu,
nasledné s pouzitim lipozomu jako templatu a polydimethyldialyl-amonia jako
induktoru byl prekurzor silikatu dehydratovan za vzniku silikatového obalu na
povrchu lipozomu. Nakonec byla lipidova vrstva odstranéna za pouZiti
Tritonu X-100. Cely tento proces zabranil nezadoucim interakcim enzymu
s reaktivnimi silanovymi skupinami, kdy by mohlo dojit ke kovalentni vazbé a
sniZeni aktivity enzymu. V porovnani s klasickou sol-gel imobilizaci probiha tato
reakce, biomimeticka silicifikace, v mnohem mirnéjSich podminkach. Tepelna
stabilita enzymu se zvysila, stejné jako odolnost vici denaturaénim agens (89).
Enzymy ov8em nemusi byt imobilizovany pouze uvnitf lipozomu. Napfiklad
extracelularni chitosanaza, jez katalyzuje vznik oligochitosanl, byla
imobilizovana na jeho povrchu. Lipozomy jsou dokonce za urcitych tepelnych

podminek schopny reagovat s povrchem buriky produkujicim chitosanazu a
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zvysit produkci a sekreci tohoto enzymu. Za pouziti inhibitoru signalni peptidazy,
Cimz je zabranéno odstfizeni signalniho peptidu odpovidajiciho za uvolnéni
zralého proteinu z membrany. Pfi vzrustajici teploté se také zvysi hydrofobicita
membran, dojde k fuzi membrany lipozomu a bunky, internalizaci enzymu do
membrany lipozomu a po snizeni teploty desorpce lipozomu a vznik komplexu

imobilizované chitosanazy na povrchu lipozomu (90).
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6.1.5 Cross-linking

Zesiténi, neboli cross-linking, patfi k velmi oblibenym a vzhledem k zachovani
aktivity enzymu pravdépodobné nejefektivnéjSim imobilizaénim technikam.
Vynika také svou jednoduchosti. Od ostatnich metod se odliSuje nevyuZzitim
pevného nosiCe. Samotné zesiténi probiha spojenim jednotlivych molekul
enzymu kovalentni vazbou aminoskupin enzymu pfes bifunkéni nebo
multifunkéni €inidlo — napfiklad glutaraldehyd, aj. Podle vychozi podoby enzymu
(prekurzort) rozliSujeme CLEs (cross-linked dissolved enzymes) a CSDEs
(cross-linked spray-dried enzymes) — vzhledem k nizkému stupni zachovani
aktivity méné rozSifené metody imobilizace enzymu, CLEAs (cross-linked
enzyme aggregates), CLECs (cross-linked enzyme crystals), zobrazeny jsou na

obrazku 19 (91).

Dissolved enzyme
egeo
o8 %o

Cross-linker

CSDE

Obrazek 19 Rozdélené pfistupl ziskavani beznosi¢ovych imobilizovanych

enzymd: (a) krystalizace, (b) agregace, (c) sprejové suseni, (d) rozpousténi (91)
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6.1.5.1 Glutaraldehyd

Pravdépodobné nerozSifenéjsi sitovaci agens je glutaraldehyd. Jedna se o
linearni pétiuhlikovy dialedhyd (obrazek 6). Glutaraldehyd je Cira, bezbarva az
slabé zabarvena, Stiplava, olejovita kapalina, ktera je rozpustna ve vSech
pomérech ve vodé a alkoholu, stejné jako v organickych rozpoustédlech.
K dispozici jsou predevSim kyselé vodné roztoky (pH 3,0-4,0), jejichz
koncentrace se pohybuje v rozmezi od méné nez 2% do 70% (hmotnost/objem).
Popularita glutaraldehydu spociva kromé vysoké reaktivity také v jeho komeréni
dostupnosti a nizkych pofizovacich nakladech. Rychle reaguje s aminovymi
skupinami (obvykle lysinové zbytky proteinu) v oblasti neutralniho pH a pfi
sitovani (cross-linking) je u€innéjsi nez ostatni aldehydy. Komer¢né dostupny
glutaraldehyd je ovSem multikomponentni smés, ve které se glutaraldehyd
nevyskytuje pouze jako monomer, ale také jako dimer, trimer a polymer. Jeho
chemické chovani se tedy midze mirné promérovat (92).

Pfi cross-linkingu je potfeba vénovat pozornost jak reakénim podminkam, tak
koncentraci enzymu i glutaraldehydu. Nizké koncentrace totiz zvysSuji
pravdépodobnost nezadoucich intramolekularnich interakci. P¥ili§ vysoka
koncentrace ovéem naopak vede k pfili§ intenzivnimu sitovani, pfi kterém muze

dochazet k zablokovani aktivniho mista enzymu a denaturaci (92).

6.1.5.2 CLECs

Zesiténé enzymové krystaly — cross-linked enzyme crystals (CLECs) jsou vysoce
aktivni, snadno manipulovatelnou, odolnou a recyklovatelnou formou
imobilizovanych enzymu. Prvni zesiténi krystalického enzymu bylo popsano jiz
vroce 1964 Quiochem a Richardsem a to pomoci glutaraldehydu. Pivodnim
uCelem ov8em nebyla imobilizace enzymu, nybrz stabilizace enzymovych
krystalu pro studium jejich struktury pomoci rentgenové difrakéni analyzy. Autofi
ovSem zaznamenali také katalytické vlastnosti materialu (93).

Technologie CLECs je mezi imobilizaCnimi metodami vyraznym zlomem, nebot

pfinasi stabilizaci a imobilizaci enzymu bez ztraty aktivity, pfiCemz proteinova
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matrice je jak katalyzator, tak i nosi¢. Tato metoda zahrnuje zesiténi enzymovych
mikrokrystall (v rozsahu 1-200 um s tim, Ze ¢im menSi jsou krystaly, tim vy$Si je
nasledna aktivita) s bifunkénimi Cinidly, nejCastéji glutaraldehydem. CLECs jsou
vysoce aktivni, pevné mikroporézni materialy, které maji rovnomérné rozmisténé
kanaly naplnéné rozpoustédlem prochazejici celym télem krystalu. Rozpoustédlo
pfitom tvofi 30-65% hmotnosti krystalu a usnadriuje volny transport substratu a
produktll do a z krystalu. Vyrobni proces CLECs se sklada ze dvou hlavnich
krokU: nejprve krystalizace enzyml a nasledné chemického zesiténi krystalu
takovym zplUsobem, Ze je udrzena aktivita proteinu a neni poru$ena krystalicka
mfizka (94).

Krystalizace je vynikajicim nastrojem pro Cisténi, izolaci a dlouhodobé skladovani
enzym0. Uginnost krystalizace je pro &istotu enzym( obvykle vétsi nez jakakoli
jind metoda. Obecné jsou enzymy mnohem stabilnéjsi v krystalické formé nez v
rozpustné nebo amorfni formé& a také koncentrovangjsi. Krystalizace
makromolekul vyZaduje vytvoreni pfesyceného stavu. Jedna se o nerovnovazny
stav, ve kterém je v roztoku pfitomno urcité mnozstvi nad limitem rozpustnosti
makromolekul. Pfi pfipravé CLECs kvalita krystalu urCuje stabilitu zesiténého
enzymu, protoze samotny krystal enzymu pUsobi jako vlastni nosi¢. Krystalizace
enzymU dosahneme uUpravou rychlosti odpafovani rozpoustédla, hodnotou pH a
teploty a také manipulaci s koncentraci proteinu a precipitantu. Jako precipitanty
jsou uzivany obvykle anorganické soli, organicka rozpoustédla a polymery typu
polyethylenglykolu (PEG) o rizné molekulové hmotnosti (95).

Samotny cross-linking poté vyrazné zvySuje odolnost enzymu. Inter- a
intramolekularni kovalentni kfizové vazby s linkovacim ¢inidlem poskytuji bariéru
proti deaktivaci katalyzatoru. Cross-linking brani molekuldam enzymu tvoficim
krystal od opétovného rozpousténi, imobilizuje molekuly enzymu na
mikrokrystalické Castice. Intermolekularni zesiténi je nezbytné k udrzeni
krystalovych struktur v jiném prostfedi, nez je krystalizaCni roztok. Rovnéz
zvySuje stabilitu pfi skladovani a to i pfi zvySenych teplotach.

Zatimco krystalizace proteinu tedy vytvaFi pfesné prostorové usporadani
molekul, nasledné zesiténi uvnitf krystalu zablokuje pfitomné proteiny.

RozliSujeme dva typy sitovacich €inidel — homobifunkéni a heterobifunkéni.
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Homobifunkéni Cinidla maji dvojici stejnych funk&nich skupin, jako jsou dva
aldehydy, dva aminy nebo dva thioly. Mezi tato Cinidla patfi napfiklad dialdehydy
(glyoxal, glutaraldehyd, sukcinaldehyd), diaminy (ethylendiamin,
hexamethylendiamin, oktandiamin), bis(imidoestery) a bis(sukcinimidylestery). V
heterobifunk&nich reakénich Cinidlech jsou tyto dvé reaktivni skupiny rizné, coz
umozniuje vytvareni kfizovych vazeb mezi riznymi funk&nimi skupinami. Proto
jsou také tato Cinidla vyuzivana ke cross-linkingu dvou odliSnych molekul,
napfiklad enzymu s protilatkou nebo nukleové kyseliny s IéCivem (95).

V obou krocich, krystalizaci i cross-linkingu, je dllezité vhodné optimalizovat
parametry. Napfiklad velikost krystalickych ¢astic muze byt ovlivnéna hodnotou
pH, teplotou, koncentraci, ale i rychlosti michani. Pro biokatalyzu je preferovana
velikost krystalt od 50 do 150 um, jelikoz vykazuji vhodnou kombinaci filtracnich
vlastnosti a aktivity (96).

S vyhodou jsou CLECs uzivany také v nefedénych organickych rozpoustédlech
a to pfi zachovani pomérné vysoké katalytické aktivity (96). Biotransformace v
nevodném prostfedi je aplikovana v mnoha syntetickych procesech a to presto,
Ze enzym ma v tomto prostfedi nizSi aktivitu nez v prostfedi vodném. Mnohdy
jsou totiz v reakéni smési ve vodé nerozpustné nepolarni slozky, vyhodou je také
vySSi tepelna stabilita enzymu, zménéna stereoselektivita enzyma, snadnéjsi
recyklace i regenerace enzym( pomoci filtrace nebo centrifugace, jednoduché
ziskavani produktu odparfenim pfi pouziti tékavého organického rozpoustédla
jako reakéniho média & zabranéni kontaminace zplUsobenou rustem
mikroorganism0, ktera je inhibovana organickymi rozpoustédly (97). P¥i
ovérovani vlivu rozpoustédla na katalytickou aktivitu enzymu byl jako modelovy
enzym pouzit subtilisin Carlsberg. Jedna se o extracelularni nespecifickou
bakterialni alkalickou proteazu produkovanou napfiklad kmeny Bacillus subtilis
(98) a Bacillus licheniformis. Jako rozpoustédlo byl pouzit oktan a acetonitril a
jejich smési s vodou. Enzym v organickych rozpoustédlech vykazuje vysokou
pusobi v enzymu jako ,mazadlo®, jeho pfidavani k organickym rozpoustédiim
zvySuje mobilitu enzymu a tim také jeho aktivitu. Proto byla aktivita enzym( po

pridani vody vyrazné vyssSi. V porovnani s volnym enzymem byla ovSem aktivita
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CLECs ve vSech a pripadech vyssi, stejné jako enantioselektivita, u které je tento

rozdil jesté markantnéjsi (97).

6.1.5.3 CLEASs

v s

Zesitované enzymoveé precipitaty jsou novéjsi, jednodussi a levnéjsSi metodou
imobilizace vychazejici z CLECs. Nakladna krystalizace je vSak nahrazena
agregaci, diky které disponuji imobilizované enzymy také vysoce zachovanou
aktivitou, vybornou stabilitu a moznosti opakovaného pouZiti. Tuto metodu
poprvé popsali vroce 2000 Cao a Sheldon. Jako modelovy enzym pouZzili
penicilin G acylazu, ktera ve formé CLEAs vykazovala dokonce vySSi aktivitu nez
CLECs (99).

Je vSeobecné znamo, Ze pfidanim soli (siran amonny), organickych rozpoustédel
(terc-butanol) a neiontovych polymerd (PEG) kroztoku proteinu dochazi
k agregaci proteinovych molekul a to bez poskozeni jeho puvodni struktury. Tyto
agregaty jsou k sobé vazany pouze nekovalentné a snadno se rozpadaji a znovu
rozpoustéji ve vodé. Pokud jsou ovSsem tyto pfedem fyzikalné agregované
molekuly enzymu dale zesitovany, dochazi ke vzniku CLEAs - cross-linked
enzyme aggregates. Jejich velikost mize dosahovat az 100 um (100).
Precipitace je jedna z nejCastéjSich metod cisténi enzymd, proto neni nutné
disponovat enzymem nejvyssi Cistoty. Je také mozné agregovat vice
enzymu/proteind najednou, pokud to umozni vychozi material. Tvorba CLEAs
s riznymi druhy enzym, tzv. combi-CLEAs pfinasi moznost sekvence dvou po
sobé jdoucich reakci, které mohou byt provedeny v této smési enzymu (101).
Po uspésné agregaci nasleduje cross-linking. Jako linkovaci Cinidlo je také
nejCastéji pouzivan glutaraldehyd. Reakce probihd podobné jako u CLECs
interakci volnych aminoskupin z lysinovych zbytk na povrchu sousedicich
enzymovych molekul s oligomery nebo polymery glutaraldehydu, jejichz
vysledkem jsou inter- a intramolekularni aldolové kondenzace, pfesny pribéh
reakce je ovlivnén hodnotou pH (102). V nékterych pfipadech, napfiklad u
enzymu nitrildzy, je v8ak toto Cinidlo nevhodné. Reaguje totiz s

aminokyselinovymi zbytky, které jsou v aktivnim misté enzymu, a jeho aktivita se
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poté vyrazné snizuje. Je to dano malou velikosti glutaraldehydu a tedy schopnosti
penetrovat do vnitfni struktury enzymu a inaktivovat ho. ReSenim je pouZiti
objemnéjSiho Cinidla, ktomuto ucCelu byly pouzity napfiklad objemné
polyaldehydy ziskané z dextrana (103).

Existuje také nékolik moznosti, jak proces cross-linkingu modifikovat za ucelem
dosazeni vylepSenych vlastnosti imobilizovaného enzymu. Pfi cross-linkingu je
mozné pridat do reakéni smési monomer, ktery za danych podminek podléha
polymerizaci. Napfiklad pokud je cross-linking proveden v pfitomnosti siloxanu,
vysledkem je komplex CLEA-silikat (obrazek 20). Podle pozadovanych vlastnosti
a charakteristik enzymu je mozné zvolit konkrétni siloxany. DalSi moznosti
upravy jsou "inteligentni" magnetické CLEAs provedenim zesiténi v pfitomnosti
funkcionalizovanych magnetickych nanocastic. Tyto mCLEA pak mohou byt

snadno oddéleny magnetickou dekantaci (102).

o
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X-linking ,‘g.’g? :
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@ o aggregation .. i
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i — 009 X-linking
® e.g. (NH).50, @ @ a‘)
or tert-butanol é ‘f'
Dissolved Aggregates ooh0ymerization )(P,')!'
Enzyme e.q. with RSI(OR), g@fe‘ﬁa
e %.g,

Silica-CLEA composite

Obrazek 20 Schéma pfipravy CLEAs a modifikovanych komplext CLEA-silikat

(102)
Dalsi moznosti je kombinace dvou metod imobilizace. Napfiklad a-chymotrypsin
a lipaza byly imobilizovany nejprve pomoci fyzikalni adsorpce na mesocelularni
mezoporézni silikat s velice pravidelnymi pory. Takto adsorbovany enzym byl
poté stabilizovan pomoci cross-linkingu a to reakci s glutaraldehydem. Tyto
CLEAs vyrazné omezi vymyvani enzymu a diky tomu velmi vzroste stabilita
enzymu v porovnani s pouzitim pouhé adsorpce. Zachovana aktivita je vSak
bohuzel pomérné nizka, pouze 30% puvodni aktivity volného enzymu (104).
PrestoZe se jedna o efektivni a univerzalni techniku, je pochopitelné nutné i v této

metodé pro dosazeni nejlepSich vysledkd vhodné optimalizovat parametry
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(teplota, pH, koncentrace, rychlost michani, precipitaéni Cinidlo, pfisady a

sitovaci €inidlo) pro jednotlivé enzymy (105).

6.2 Biomedicinské aplikace

Také medicina tézi z enzymové imobilizace. Imobilizované enzymy se osvédcily
pro mnoho aplikaci v oboru, v€etné drug-delivery systému a identifikace nadoru,
jakoz i glukézovych senzorl jako nastroje pro kontrolovani hmotnosti a diabetu
(8). Modifikované enzymy mohou pUsobit jako biosenzory pro diagnostiku
onemocnéni pomoci detekce, méfeni a zaznamenavani hladin biomarkeru. Dale
mohou byt imobilizované enzymy uziteCné pfi |1éCbé urcitych onemocnéni,
napfiklad pfi vrozenych  metabolickych vadach, kardiovaskularnich
onemocnénich, rakoving, stfevnich onemocnénich nebo pfi 1é€bé intoxikace.
Enzymy mohou Gc&inkovat zachycenim akumulaénich produktd urcité
metabolické cesty nebo eliminaci toxickych xenobiotik. Kromé& toho mohou
enzymy zlepSit nékteré patologické stavy, konkrétné oxidaCni stres a zanét.
Pouzitelnost izolovanych enzymi v mediciné je vS8ak omezena kvdli labilni
povaze téchto molekul, moznosti imunogenni reakce a jejich obtizné akumulaci
na cilovém misté (106). Imunogenni reakci by bylo mozné zabranit pouzitim télu
vlastniho nosiCe — erytrocytu. Enzymy enkapsulované v €ervenych krvinkach
mohou byt vyuZity mimo jiné pfi vrozené poruse tvorby nékterého enzymu a
nutnosti exogenniho dodani enzymu. Enkapsulace enzymu v erytrocytu by mohla
vyreSit nejen mozné alergické reakce Ci tkanovou toxicitu, ale také prodlouzit
kratky poloCas. Jejich klinické testovani je ovSem velmi omezené. Vyjimkou je
napfiklad L-asparaginaza, ktera rozklada aminokyselinu nezbytnou pro nadoroveé
bunky, a proto byla pouzita k IéEbé nékterych novotvarli, zejména akutni
lymfoblastické leukémie u pediatrickych pacient. Pokud je podavana jako volny
enzym, vykazuje velmi kratky polo¢as a navic bylo toto pouZiti spojeno s
imunologickymi zménami, s intoleranci a dokonce s toxicitou v nékterych
organech a tkanich, zejména v jatrech a pankreatu. Jeho enkapsulace v

erytrocytech mlze zmirnit tyto nevyhody, vyznamné snizit imunologické reakce
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a chranit je pfed plazmatickymi proteazami, ¢imz prodluzuje jeho polocas (107,
108)

DalSi oblasti je pouziti imobilizovanych enzym( s antioxidaénimi vlastnostmi.
Zvysené reaktivni formy kysliku (ROS — reactive oxygen species) se vyskytuji
v oblastech zasazenych oxidaCnim stresem, tj. zejména po urazech a pfi
patologickych zanétlivych stavech, napfiklad ateroskler6za, Parkinsonova
choroba, autoimunitni onemocnéni nebo rakovina, kdy dale poskozuji zasazené
buriky i tkané. ROS mohou byt neutralizovany antioxidaénimi enzymy, zejména
superoxid dismutazou (SOD). Vzhledem k velmi kratkému polo¢asu superoxid
dismutazy (asi 6 min) a nizké distribuci do bunék, je jeji imobilizace v drug-
delivery systému zasadni pro zajisténi dostatecného IéCebného ucinku, jenz je

vyuzivan také pfi infarktu myokardu (106).

6.2.1 Biosenzory

Biosenzory jsou citliva analyticka zafizeni, jez interakci s analytem generuji
fyzikalné chemicky signal, ktery dale pfeménuji a zesiluji do |épe méfitelné
podoby. Mohou byt povazovany za doplikové nastroje k béZznym analytickym
metodam, jako je napfiklad HPLC. Vyuzivany jsou v monitorovani zivotniho
prostfedi, potravinaiském primyslu i ke klinickym analyzam. Biosenzory
(obrazek 21) se skladaji ze dvou uzce spojenych prvku, bioreceptoru (ij. citlivy
imobilizovany biologicky prvek, napf. enzym) a pfevodniku, ktery se pouziva k

pfevodu biochemického signalu, jenz je vysledkem interakce analytu s

Bioreceptor Transducer
Physico :
c Electrical
oc o & chemical conal
LK [ . signd
Analvte: e m E- | signal
nalyte: . 3 G
Enzyme substrate ¥ _m —% \ 4
L] - n h =
m* > B=G=lc
= = | g
Immobilized biological Optical, electrochemical ,
molecule: enzyme thermic or gravimetric

Fig. 1. Scheme of a biosensor.

Obrazek 21 Schéma biosenzoru (109)
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bioreceptorem na elektrochemicky (nebo také opticky, gravimetricky,
kalorimetricky) signal (109).

Elektrochemicky senzor na bazi imobilizovaného enzymu je tvofen tenkou
vrstvou enzymu (enzymdu) na povrchu membrany elektrody. Monitorovany analyt
difunduje do enzymové vrstvy, kde dochazi ke katalytické reakci, kdy dojde bud
ke spotfebovani substratu, nebo vytvoreni produktu, ktery Ize elektrochemicky
detekovat. Produkované elektroaktivni Castice jsou monitorovany bud
potenciometricky nebo amperometricky, elektrochemicky signal koreluje s
koncentraci analyzované latky, ktera ma byt méfena. Imobilizani metoda muze
ovlivnit aktivitu imobilizovaného enzymu a muze tak vyznamné pfispét k citlivosti
biosenzoru. Kromé elektrochemickych transdukénich systému jsou znamé také
optické biosenzory, vyuzivané pro monitorovani glukézy, cholesterolu, fosfolipidu

a bilirubinu, které budou popsany dale (110).

6.2.1.1 Amperometrické biosenzory

Prvni biosenzor byl pfipraven jiz vroce 1962 Clarkem a Lyonsem spojenim
glukosaoxidazy s amperometrickou elektrodou pro meéfeni parcialniho tlaku
kysliku pO2(111).Od té doby za¢al o plivodné nazyvané tzv. enzymoveé elektrody
vzristat zajem a umérné roste i jejich klinické vyuziti. V sou€asnosti jsou
nejrozSifenéjSi a komercné dostupné biosenzory pro méreni glukdzy v piné krvi,
séru, plazmé a moci. Dlvodem tak velkého zajmu védecké obce i komeréniho
sektoru je potfeba diagnostikovat svétové Siroce rozSifeny diabetes mellitus a
pecClivé monitorovat hladinu krevniho cukru u pacienta trpicich timto
onemocnénim.

Amperometrie je specificka elektrochemicka technika, ktera vyuziva skute¢nosti,
ze urcCité chemické slou€eniny maji redoxni potencial (podléhaji redoxnim
reakcim) na elektrodach inertnich kovl, do nichz je vloZen konstantni potencial.
Indikacni (pracovni, polarizovatelna) elektroda je obvykle vyrobena z kovu, jako
je platina nebo zlato. Referencni elektroda poskytuje pevny potencial, proti
kteremu se méfi potencial aplikovany na indikacni elektrodu. Pokud je na

indikacni elektrodu vlozen kladny potencial vzhledem k referencni elektrodé,
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probiha na ni oxidacni reakce a je oznaCovana jako anoda elektrochemického
Clanku. Pfi aplikaci na biosenzory anoda monitoruje tvorbu produktu nebo
vyCerpani reaktantu, tj. analyzuje prubéh biochemické reakce (napfiklad
enzymem katalyzované reakce), které se v blizkosti povrchu elektrody ucastni
analyt. Analyty difunduji na povrch elektrody, kde podléhaji této redoxni reakci
(112).

Zakladni koncept glukézového biosenzoru je zaloZzen na skuteCnosti, ze
imobilizovana glukosaoxidaza katalyzuje oxidaci B-D-glukézy molekularnim
kyslikem za vzniku kyseliny glukonové, resp. glukonolaktonu a peroxidu vodiku
(obrazek 22). Aby mohla glukosaoxidaza pracovat jako katalyzator, vyzaduje
redoxni kofaktor flavinadenindinukleotid (FAD). FAD funguje jako pocate¢ni
elektronovy akceptor a redukuje se na FADH2. Reakci s kyslikem je kofaktor
regenerovan a vznika peroxid vodiku. Prvni generace biosenzoru byla zaloZzena
na detekci a méfeni peroxidu vodiku. Nevyhodou vSak byla nutnost udrzovat

konstantni hladinu kysliku (113).

Glukosa + GOx-— FAD* ——3 Glukonolakton  + GOx — FADH,

GOx-FADH, + 0O, ——>» GOx-FAD * H,0,

Obrazek 22 Zakladni princip glukosového biosenzoru, GOx - glukosaoxidaza

Druha generace biosenzoru pfichazi s nefyziologickym akceptorem elektronu,
jenz nahrazuje kyslik. Tyto syntetické akceptory se nazyvaji redoxni mediatory a
jsou schopné pfevadét elektron z enzymu na povrch indikacni elektrody (114).
Jako mediatory jsou bézné wuzZivany napf. ferrocen a jeho derivaty,
hexakyanoZelezitan, methylenovda modf, benzochinon a dalSi. Mediatory
umozniuji nizSi potencial na elektrodach a diky tomu jsou elektrody méné

nachylné k interferencim s jinymi latkami (115).
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Biosenzory tfeti generace jsou zaloZzené na pfimém pfenosu elektroni mezi
redoxnim centrem enzymu a elektrodou a vyména tak probiha bez difuzni bariéry

(116). Zakladni schéma je uvedeno v obrazku 23.
(A) (B)
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Obrazek 23 Schéma biosenzori: (A) prvni, (B) druhé, (C) treti generace (116)

Nezavisle na kysliku maze byt glukosa oxidovana také pomoci
glukosadehydrogenazy (GDH). Tato reakce probiha dvéma mechanismy
(obrazek 24), v prvnim pfipadé je kofaktorem NAD?*, jenz se redukuje na NADH
(117). Druhy zpusob je pouziti quinoprotein glukosadehydrogenazy, ktera
nevyZaduje kyslik ani NAD*. Jako kofaktor vyuziva pyrolochinolinochinon (PQQ),
je tedy oznaCovana jako PQQ-dependentni glukosadehydrogenaza (PQQ-GDH).
Jednotlivé déje jsou schematicky popsany v rovnicich. Tyto enzymy jsou rovnéz

vyuzivany pro méfeni glukosy v krvi.

Glukosa + GDH-NAD® ——3 Glukonolakton =+ GDH - NADH

Glukosa + GDH—PQQ(OX)4> Glukonolakton +  GDH-PQQyeq)

Obrazek 24 Schéma redoxnich déju pri vyuZiti enzymu glukosa dehydrogenazy

6.2.1.2 Optické biosenzory

Optické biosenzory jsou zaloZzeny na méfeni absorbovaného nebo emitovaného
svétla v disledku biochemické reakce. Obdobné jako u elektrochemickych
prevodniki se hodnoti dva typy reakci — vyCerpani reaktantu (tzv. afinitni
biosenzory zaloZené napfiklad na protilatkach nebo receptorovych bilkovinach)

nebo vznik produktu enzymatickou reakci (tzv. katalytické biosenzory) (118, 119).
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Svételné viny jsou vedeny optickymi viakny do vhodnych detektoru (120). Méfeni
se provadi napfiklad pomoci optickych spektroskopickych metod.

Jako priklad opét poslouzi Siroce rozSifeny glukosovy biosenzor (obrazek 25). Ve
vétSiné pfipadl je také zaloZzen na glukosaoxidaze jako bioreceptoru. U
optického prevodniku vSak nedochazi k tak vyraznym interferencim jako u
amperometrickych zafizeni. Stanoveni se provadi opticky sledovanim spotieby
kysliku nebo tvorby H202. Vzhledem k tomu, Ze kyslik je u¢inné luminiscencni
zhasedlo pro mnoho sloucenin, je vétSina glukézovych enzymatickych optickych
biosenzorl zalozena na ozarovani kysliku a sledovani jeho mnozstvi. Vyuzivany

jsou také pro domaci glukometry (119).

D-glucose w D-gluconolactone
Uz ”____.—-——___.‘-‘ HZOI

(Ox immobilised layer

TS, "f,’.-f'/ VA RN 0, transducer
excitation light emitted light

Obrazek 25 Zakladni schéma glukosového optického biosenzoru (120)

7 Zavér

V praci byl uc€inén zakladni pfehled technik pro imobilizaci enzyma. V praxi
samoziejmé vznika mnoho novych kombinaci, jsou nalézany dalSi nosiCe i
moznosti. Neexistuje vSak univerzalni hodnoceni, ktera ztéchto metod je
nejlepsi. Pro kazdy enzym je nutné volit metodu individualné s pfihlédnutim

k naslednému vyuziti imobilizovaného komplexu.
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