Univerzita Karlova

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmaceutické technologie

Diplomové prace

Imobilizace proteinovych

makromolekul na polymerni nosice

Protein macromolecules immobilization onto polymer

carriers

Michaela Sitnerova
Vedouci prace: PharmDr. Ondiej Holas, Ph.D.
Hradec Kralové

2017



Diplomova prace, 2017

Prohlasuji, Ze tato prace je mym pivodnim autorskym dilem. VeSkera literatura
a dalsi zdroje, z nichZ jsem pii zpracovani Cerpala, jsou uvedeny v seznamu pouzité
literatury a v praci fadné citovany. Prace nebyla vyuzita k ziskani jiného nebo

stejného titulu.

V Hradci Kralové dne: Podpis:



Diplomova prace, 2017

Dé&kuji PharmDr. Ondieji Holasovi, Ph.D. za odborné vedeni a cenné rady pfi
vypracovani diplomové prace a pplk. prof. RNDr. Miroslavu Pohankovi, Ph.D., DSc.

za ochotu a pomoc pfi realizaci zadanych ukolt.



Diplomova prace, 2017

Abstrakt

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra: Farmaceutické technologie

Skolitel: PharmDr. Ondfej Holas, Ph.D.

Poslucha¢: Michaela Sitnerova

Nézev diplomové prace: Imobilizace proteinovych makromolekul na polymerni

nosice

Enzymy jsou pro své vlastnosti unikdtnimi biokatalyzatory. Jsou vysoce
specifické, selektivni a funkéni 1 pfi mirnych reakénich podminkach. Ke zvySeni
jejich operacéni stability, aktivity a moznosti opétovného uziti je vyuzivana metoda
imobilizace. Tento proces umoznuje Siroké uplatnéni enzymu v primyslu. Naptiklad
v oblasti potravinaistvi, zeméedélstvi, analytické chemie, chemické syntézy ¢i ve
farmaceutickém primyslu. Cilem mé prace byla imobilizace enzymu
acetylcholinesterasy (AChE) na pelety z mikrokrystalické celulosy (MCC).
Vyuzivana byla metoda prosté sorpce, imobilizace pomoci glutaraldehydu a oxidace
MCC pomoci TEMPO. K méfeni aktivity AChE slouzila dobfe znama Ellmanova
metoda.  Absorbance  roztoku simobilizovanou @ AChE byla méfena

spektrofotometricky pii vinové délce 412 nm.
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Abstract

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of: Pharmaceutical Technology

Consultant: PharmDr. Ondfej Holas, Ph.D.

Student: Michaela Sitnerova

Title of Thesis: Protein macromolecules immobilization onto polymer carriers

Enzymes are unique biocatalysts because of their properties. They are highly
specific, selective and functional even under mild reaction conditions. The method
of immobilization is used to increase their operational stability, activity and possible
reuse. This process allows the wide use of enzymes in industry, for example
in the food industry, analytical chemistry, chemical synthesis
and in the pharmaceutical industry. The aim of my thesis was immobilized enzyme
acetylcholinesterase (AChE) on the surface pellets of microcrystalline cellulose
(MCC). Used method was simple sorption, immobilization using glutaraldehyde,
and TEMPO oxidation using MCC. Well known Ellman‘s method served to measure
the activity of AChE. The absorbance of the solution with the immobilized AChE

was measured spectrophotometrically at 412 nm.
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Seznam zkratek

ACh — acetylcholin

AChE — acetylcholinesterasa

Asp — asparagova kyselina

ATChCI — acetylthiocholin

BChE - butyrylcholinesterasa

BSA — bovinni sérovy albumin

CLEAs — crosslinked enzyme aggregates
CLECs — crosslinked enzyme crystals
DTNB - 5,5'-dithio-bis-2-nitrobenzoova kyselina
FET — tranzistor fizeny elektrickym polem
GA - glutaraldehyd

Glu — glutamova kyselina

GPI — glykofosfatidylinositol

His — histidin

MCC — mikrokrystalicka celulosa

Phe - fenylalanin

Ser — serin

Trp — tryptofan

Tyr — tyrosin

VNS — vegetativni nervovy systém



Cil prace

Cilem teoretické Casti této prace je zndzornéni struktury acetylcholinesterasy,

objasnéni imobiliza¢nich technik a zdiraznéni vyhod, které ptinase;ji.

Naplni experimentalni casti prace je pak vlastni imobilizace proteinové
makromolekuly na polymerni nosi¢ — konkrétné acetylcholinesterasy na pelety
z mikrokrystalické celulosy. Dale hodnoceni parametri enzymové aktivity a sestaveni
vhodného imobiliza¢niho protokolu. Zvolend metoda imobilizace by meéla byt
maximalné Setrnd k pouzitému enzymu, aby nedoslo k poSkozeni jeho funkce a byla

zachovana co mozna nejvyssi méfitelnd aktivita.
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Uvod

Enzymy jako biokatalyzatory vykazuji fadu velmi vyhodnych vlastnosti
v porovndni s konvencnimi chemickymi katalyzatory. Jsou vysoce aktivni, specifické
a funk¢ni 1 za mirnych podminek tlaku, teploty a pH (1). Prace s enzymy je vysoce
ekonomickd 1 Setrnd k zivotnimu prostiedi. Aplikovany jsou v potravindistvi,
zemed€lstvi, v oblasti analytické chemie, organické syntézy 1 v mediciné

a ve farmaceutickém primyslu.

Béhem manipulace vSak enzymy ztraceji svou piirozenou strukturu, funkénost,
stabilitu a aktivitu. Metoda imobilizace je krokem k zachovani, optimalizaci ¢i zvySeni
enzymové aktivity (2). Imobilizovany enzym lze navic pouzit opakované, ¢imz
se vyrazné snizi jeho pocate¢ni cena. Jednotlivé imobiliza¢ni techniky, které budou
diskutovany nize, mizeme rozdélit dle ptvodu nosi¢e nebo dle principu fixace
biokatalyzatoru (3). Rozebrany budou imobilizace na nosi¢, zachyceni do membran
1 zesiténi enzymil tzv. crosslink. Jako pfedlohova molekula enzymu byla v této praci
zvolena acetylcholinesterasa. Jeji struktura a vyznam funkce v organismu znazoriuje
prvni kapitola. Imobilizované enzymy jsou hojné vyuzivany ke konstrukci biosenzorti
majici velky potencidl zejména v medicin€, monitorovani polutantll Zivotniho prostiedi
a ve farmaceutické analyze. V praci bude pojednano o optickych a elektrochemickych
biosenzorech a o biosenzorech zaloZzenych na acetylcholinesterase. V nésledujicich
letech bude potieba fada dalSich vyzkumu a studii imobilizac¢nich technik, aby byly

vySe zminéné vlastnosti, kterymi enzymy disponuji, plné vyuZity.

10



Diplomova prace, 2017

Teoreticka cast

1 Acetylcholinesterasa

1.1 Vyznam a funkce v organismu

Acetylcholinesterasa je enzym ze skupiny esteras Stépici molekulu acetylcholinu
na bazicky cholin a kyselinu octovou, ¢imz je kontrolovana spravna doba trvani pfenosu
cholinergniho signalu. V aktivnim centru se nachazi katalytickd tridda Ser — 200,
His — 440, Glu — 327 (sekvence aminokyselin AChE elektrického thote) obdobné jako
u dalgich o/p hydrolas (4). U¢inek acetylcholinu trva velmi kratce. Je tak zabranéno

poskozeni organismu vlivem hyperstimulace membran cholinergnich neuroni (5-6).

Mezi cholinergni neurony patii presynaptické neurony vegetativniho nervového
systému, postsynaptické neurony parasympatické casti VNS a taktéz neurony
vegetativnich ganglii a nervosvalovych plotének. Dle stavby receptorovych proteinti
rozliSujeme muskarinové a nikotinové receptory acetylcholinu. Muskarinové receptory
odvozené od specifického u¢inku muskarinu z muchomirky cervené (Amanita
muscaria) jsou spojeny s G-proteinem, zatimco nikotinové, odvozené od ucinku
nikotinu, siontovym kanidlem (6). AChE lze kromé nervového systému nalézt
1 v krevnim feciSti — v erytrocytech, proto nékdy byva oznacovéana také jako krevni
cholinesterasa (4). Parasympatomimetické ucinky acetylcholinu zplsobuji midzu
a pokles nitroo¢niho tlaku, zvySeni motility hladkého svalstva zaludku, stfev
a mocCového méchyre, relaxaci sfinkter, zvySeni sekrece Zlaz, konstrikci bronchi
a vasodilataci mimo oblast srdce. V centralnim nervovém systému ma acetylcholin
taktéZ nezastupitelnou roli jako excitatni a v nékterych piipadech 1 inhibi¢ni

neuromediator (5).

11
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Obrazek 1 Acetylcholinova neurotransmise (7)

1.2 Struktura enzymu

Molekula AChE je tvofena dvéma peptidovymi fetézci oznaCovanymi jako a a .
B-tetézec obsahuje B-anionické misto — lokalizované na povrchu enzymu a oblast
hydrofobnich interakci, kterd byva oznaCovana jako y-anionické misto ¢i aromatické
hrdlo. Tato mista obsahuji vét§i mnoZstvi aromatickych aminokyselin jako je Tyr, Trp
a Asp (5,7). Aromatické hrdlo umoziuje selektivitu AChE k ACh, jehoz penetraci
dovoluje kation — m interakce mezi kvartérnim amoniem ACh a m — elektrony
aromatickych jader Phe, Trp a Tyr. B-anionické misto je cilem mnoha inhibitor
enzymu (4).

Aktivni misto enzymu, kde je rozkldddna molekula ACh, je umisténo v a-fetézci
na konci dlouhé a uzké dutiny. Obsahuje jednak o-anionické misto tvofené Asp
poptipadé¢ Glu, ale 1 estratick¢é centrum, v némz hraje nezbytnou roli Ser (5,7).
a-anionickd cast interaguje s kvartérnim amoniem AChE a je zodpovédna za jeji

spravnou orientaci (4).

12
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Interakce ACh s AChE je obdobou vazby acetylcholinu na cholinergni receptory.

Prvnim krokem k vytvotfeni vazby mezi ACh a AChE je pravé vazba amoniové skupiny
a a-anionického centra. Neméné dulezitou ulohu zde zaujimaji i hydrofobni interakce.
Cholin je nasledné uvolnén a zbytek kyseliny octové esterifikuje serinovy hydroxyl
estratického centra, ¢imz vznikne acetylovana AChE. Ke spontannimu navratu aktivity

enzymu dochézi velmi rychlym hydrolytickym odstépenim kyseliny octové (5,7).

V usporadani kvartérni struktury AChE pirevazuje tetrametr G4, mize se vSak
objevit 1 ve form€ mono-, di- ¢i trimeru. Jednd se o amfifilni molekulu, obsahujici
hydrofilni 1 hydrofobni oblasti. Ve struktufe se nachdzi 1 jedna ne-katalyticka
podjednotka P o molekulové hmotnosti 20 kDa, kterd je asymetricky vazana ke dvéma
G podjednotkdm. Z chemického hlediska jde o glykofosfatidylinositol (GPI)
oznacovany jako GPI kotva. V pfipad¢ lidské AChE je lipofilni ¢asti kotvy GPI
palmitat. Dle experimentli je dohromady volnych i membranové vazanych molekul

AChHE 83% amfifilnich a jen 17% hydrofilnich (4).

Obrazek 2 3D struktura AChE (8)
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Obrazek 3 Detailni struktura aktivniho centra acetylcholinesterasy (9)
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1.3 Inhibitory AChE

Inhibitor je latka snizujici aktivitu enzymu, aniz by zpusobila jeho destrukci.
Inhibice mlze byt kompetitivni, kdy se inhibitor vaze do stejného mista jako substrat
¢1 nekompetitivni, kdy inhibitor, vazici se do jiného nez aktivniho mista, méni
konformaci enzymu. Vazba muze byt ireverzibilniho nebo reverzibilniho charakteru

(10,11).

Toxiny inhibujici AChE spadaji do dvou hlavnich skupin — organofosfaty
a karbamaty. Organofosfaty jako naptiklad bojové plyny, nékteré pesticidy a léky
ireversibilné inhibuji AChE vazbou na Ser v aktivnhim centru enzymu. V piipadé
karbamat dochazi po pseudoireverzibilni inhibici ke spontanni hydrolyze karbamoylu.
Takrin, ktery byl pouzit pfi experimentu je po chemické strance
1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-amin inhibujici a- i B-anionické misto AChE. V minulosti
byl pod znackou Cognex preferovanym lékem v terapii Alzheimerovi nemoci. Takrin je
metabolizovan komplexem cytochromti P450, nejvice pak izoformou 1A2. Pro svou

hepatotoxicitu byl v§ak stazen z trhu a nadale se jiz nepouziva (12).

1.4 Stanoveni aktivity AChE

V této praci byla ke stanoveni aktivity acetylcholinesterasy pouzita dobie zndma
Ellmanova metoda. Substraitem AChE je namisto acetylcholinu acetylthiocholin, ktery
hydrolyzou poskytuje thiocholin a kyselinu octovou. Thiocholin nésledné spontanné
reaguje s kyselinou 5,5'-dithio-bis-2-nitrobenzoovou (DTNB). Reakci vzniké intenzivné
zlutd kyselina 5-thio-2-nitrobenzoovd, jejiz absorbanci lze zméfit pomoci

spektrofotometrie pii vinové délce 412 nm (7).
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Obrazek 4 Rozklad acetylthiocholinu na kyselinu octovou a thiocholin (13)
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/N\ S-S
8]
thiocholin DTNB
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+ —
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Obriazek 5 Stépeni ¢inidla DTNB a vznik Kyseliny 5-thio-2-nitrobenzoové (13)

NO, NO,
_S/Q%-‘/DH - Sifg/\"/UH
0 0

Obriazek 6 Pifechod na oxo — formu, ktera je detekovana pri vinové délce 412 nm (13)
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2. Mikrokrystalicka celulosa

Nosi¢i imobilizovanych enzymi jsou casto rozmanité biopolymery. Napiiklad
nerozpustné¢ polysacharidy — celulosa, Skrob, agarosa a chitosan ¢i biopolymery

proteinové struktury — Zelatina, albumin.

Cim mensi je velikost ¢astic nosice, tim vétsi je povrch pro imobilizaci enzymu.
Byla testovana jiz fada nanocastic a nanovlaken s vysokou stabilitou (14).

Celety neboli pelety z mikrokrystalické celulosy pouzité v experimentalni ¢asti
prace jsou vyrabény pouze z mikrokrystalické celulosy dle Ph.Eur./USP a ¢isténé vody
bez dalSich pomocnych latek. Uplatnéni nachazeji predev§im jako universalni jadra pro

vicecasticové 1€ékové formy (15).

17
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2.1 Vlastnosti MCC a jeji vyznam v klinické praxi
Celety jsou dokonale kulovité, inertni ¢astice s nizkou drobivosti a tizkou distribuci
velikosti €astic, coz zajiStuje jejich extrémni stabilitu. Jsou bez chuti a bez zapachu.
Nerozpustné ve vodé, etanolu, acetonu, toluenu, zfedénych kyselindch a roztocich
hydroxidu sodného (50 g/1). Velikost Castic celet 100 se pohybuje v rozmezi mezi
100-200 um a celet 200 mezi 200-355 um. Vzhledem ke svym vlastnostem jsou celety
vysoce snasenlivé a bezpecné pro pacienty. Pouzivaji se predevsim do tablet ve funkci

plniva (15).

Obrazek 8 Celety 200 (15)

18
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2.2 Oxidace MCC pomoci TEMPO

Chemicky je TEMPO 2,2,6,6-tetramethylpiperidinyl-1-oxy, pficemz nesparovany
elektron je delokalizovan mezi atomy dusiku a kysliku. Oxidace polysacharidii pomoci
TEMPO je vysoce selektivni a probihd i za mirn}'Ich a snadno kontrolovateln}'/ch
N2O4, coz vedlo knizké ucinnosti a specificnosti reakce. Dochazelo také
k depolymerizaci sacharidi a vzniku nechténych vedlejSich reakci. TEMPO katalyzuje
regioselektivni oxidaci primdni alkoholové skupiny oxoamoniovym kationtem
vznikajicim béhem reakce. Pro regeneraci TEMPO in situ se jako vhodny oxidant
ukdzal NaOCl v kombinaci s katalytickym mnozstvim NaBr. Reakce probiha pii
nizkych teplotach 0-4 °C v bazickém prostiedi pii pH 9-12. Takto modulovana struktura
celulosy vykazuje zlepSené fyzikalné chemické vlastnosti, proto

1 v experimentalni ¢asti této prace byla oxidace pomoci TEMPO vyuzita (16).

HsG™ "N “CHj

O.

Obriazek 9 Struktura TEMPO (17)

o
'\‘—_.'Eg._ —~0 H C’O
‘_-:.\ 0— N o
n OH
'\.\ N
— Cormresponding
/ \ Palyuronic acid Polyuronate
2 COOH COONa
9 -0 NaOH -0
. +
\

—0— T T, | O—

IHWIT : n

Regeneration loop

2
NaOBr NaBr

NaOCl NaCl

Obrazek 10 Oxidace polysacharidia zprostifedkovana TEMPO poskytujici odpovidajici
polyuronové kyseliny (16)
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3. Imobiliza¢ni techniky

Enzymy maji fadu vyhodnych vlastnosti, jakymi jsou vysoké stabilita, selektivita
a specifita, avsak jejich Siroké vyuziti v primyslu nese fadu omezeni. V dnesni dob¢ je
jiz mnoho dostupnych technik poskytujicich zlepSeni vybranych enzymovych funkci.
Imobilizace fesi fadu problému stability a selektivity, obnovu aktivity a op&tovné

pouziti enzymu ¢i redukci inhibice zpsobené meziprodukty a produkty syntézy (18).

3.1 Vyhody a nedostatky imobilizovanych enzymu

Imobilizace je rychlym procesem probihajicim za mirnych reakénich podminek —
fyziologické pH a teplota s pouzitim biodegradabilniho, vysoce aktivniho a selektivniho
biokatalyzatoru v prostfedi rozpoustédel Setrnych k Zivotnimu prostfedi. Neexistuje
vSak 7z4dnd univerzalni metoda vhodna pro vSechny chemické reakce a enzymy. Velmi
slibnou strategii se jevi kombinace imobiliza¢nich technik a proteinového inzenyrstvi

(19,20).

Primyslova aplikace enzymi je casto omezovana nedostatkem dlouhodobé
operacni stability a moZnosti opétovného pouziti. Zde jsou zcela patrné diavody
k vyuziti imobilizovaného enzymu. PohodIngj§i manipulace poskytujici snadnou
separaci z produktu, ¢imz je minimalizovana ¢i upln€ eliminovana proteinova
kontaminace produktu. Dal$i vyhodou je u¢inna reaktivace drahych enzymul a Casto
zlepSena stabilita béhem skladovani i vlastni operace. Nedochdzi k denaturaci vlivem
vysokych teplot, organickych rozpoustédel ¢i autolyzy. Stabilizace zabrafuje
intermolekularnim interakcim, vytvari ptiznivé mikroprostfedi v okoli enzymu a chrani
pred disociaci podjednotek enzymu. To vSe umoziuje vysSi produktivitu reakce.
Imobilizace nabizi také lepSi piistupnost enzymu k molekuldm substratu. Diky
rekombinantnim DNA technologiim je v principu mozZné produkovat vétSinu enzymi za

komer¢né dostupné ceny (19,21).

Je ovSem tieba zdlraznit, Ze imobilizace miZe indukovat konformaéni zmény,
které mohou zptisobit ¢astecnou nebo Uplnou ztratu aktivity. Imobilizovany enzym, tak
muze byt mén¢ stabilni neZ samotny enzym, neni-li imobilizacni protokol sestaven
spravné. Pfi volbé vhodného postupu je také nutné zohlednit naro¢nost a nakladnost

celého procesu (7,21).
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3.2 Typy imobilizace

V podstaté mizeme rozliSovat tii zakladni metody imobilizace, kterymi jsou vazba
na nosi¢ pomoci fyzikalni adsorpce, iontové nebo kovalentni vazby, zachyceni enzymu

a zesiténi tzv. crosslink.

3.2.1 Zachyceni — zapouzdreni enzymu

Zachyceni je definovdno jako zafazeni enzymu do polymerni sité¢ — gelové
organické ¢i anorganické miizky, membrany ¢i mikrokapsli. Syntéza této polymerni sité
musi probihat jiz v pfitomnosti enzymu (19,21). Vzhledem k slabé sile této vazby, ktera
muze zpusobit unikani enzymu, je Casto pozadovano pfidané kovalentni piipojeni.
Rozdil mezi zachycenim a vazbou na nosi¢, kterd bude vysvétlena nize, neni zcela
zfejmy. V této diplomové praci, obdobné jako v piedlohovych ¢&lancich, bude
definovana vazba na nosi¢ jako vazba na pfedem aktivovany nosi¢ nehledé na to, zda je
enzym vazan vn¢ nebo uvniti svého nosice. Technika zachyceni je obvykle uzivana pfi
reakci s celymi bunikami, spiSe nez s volnymi enzymy (22). Byva aplikovana ptedevsim
u nosicu z fad ptirodnich polymerti, jakymi jsou kolagen, chitosan a celulosa vzhledem
k jejich biodegradabilité, biokompatibilit¢ a neantigenni povaze. Jednd se o pomérné
jednoduchou operaci, ktera nezplsobuje modifikace struktury enzymu a zabrafuje
nekterym nechténym interakcim tim, Ze brani pfimému kontaktu enzymu s prostiedim.
Napftiklad interakcim s plynovymi bublinkami ¢i s hydrofobnimi rozpoustédly (19,21).

Mezi nevyhody patii nékdy velikd velikost porti, ktera miize zplsobit unikani
enzymu do okoli nebo naopak maléd velikost porii, kterd zabranuje difusi velkych

molekul substratu do gelu. Podminky béhem imobilizace pak mohou vést k destrukci

enzymu ¢i je koncentrace enzymu piili§ nizkd pro dosazeni optimalni aktivity (21).
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3.2.2 Vazba na nosi¢
Vazba na nosi¢ miize byt fyzikdlni, iontovd nebo kovalentni. V zavislosti na
imobilizacnim protokolu je enzym imobilizovan uvnitt por6ézniho nosi¢e ¢i vné na
pevném povrchu. Je tedy zabranéno nékterym inaktivacim jmenovanym vyse a neni
mozna ani autolyza a proteolyza enzymu. Dalsi vyhodou této imobilizacni metody je
stabilita, kterd dovoluje vyuziti biokatalyzatorti v riznych reaktorech. Nicméné vSak
dochazi k vyraznému poklesu aktivity enzymu, jelikoz nosi¢ zaujima na 90-99 %
celkového objemu katalyzatoru, coz ve vysledku znamena niz$i produktivitu reakce

(19,21).

Fyzikalni adsorpce je nejjednodussi, nejrychlejsi a nejlevnéjsi metodou k ptipraveé
imobilizovaného enzymu. Biokatalyzator je vtomto piipadé tvofen enzymem
adsorbovanym na pevném nosi¢i pfedev§im pomoci slabych vazebnych interakci,
jakymi jsou van der Waalsovy vazby, elektrostatické a hydrofobni vazby. Metoda navic
dovoluje opétovné pouziti cenoveé nakladnych nosicl i po inaktivaci imobilizovaného
enzymu. Fyzikalni sily vSak nejsou pfili§ silné a nékteré¢ z imobilizovanych proteinti
mohou byt desorbovany zpovrchu nosice béhem reakce. Mezi nosice pouZzivané

k adsorpci patii obnovitelné membrany z celulosy, pektin a chitosanové castice (23).

Kovalentni pfipojeni je jednou z nejvice pouZivanych technik imobilizace. Vazba
mezi enzymem a nosicem je dostatené stabilni, coz zabrafiuje uvoliiovani enzymu do
okolniho prostfedi. Chitosan, agarosa, Zelatina a pektin mohou byt pouzity ve funkci
nosice. Nejvice zajimavou a slibnou strategii je pak vicebodova kovalentni imobilizace
na preaktivované nosi¢e (21). Usp&iné byla pouzita u akrylovych a methakrylovych
pryskyftic (22,27). Naptiklad penicilinovd amidasa imobilizovand na Eupergit C

zachovava 60 % jeji pocatecni aktivity (22).
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K dosazeni stabilizace je tifeba fadna volba nosiCe, reaktivni skupiny

1 imobiliza¢nich podminek. Optimalni vysledky poskytuji aminoskupiny aktivované
glutaraldehydem, epoxid a glyoxyl nosice. Je tfeba zdUraznit, Ze uziti primyslové
vyrabénych nosicli umoznuje vybér zadoucich vlastnosti daného nosice. K vyznamnym
charakteristikam patii vyskyt, distribuce a hustota funkcnich skupin, inertnost, vysoka
porozita a velky povrch, fyzikdlni sila, stabilita, rezistence k mikrobidlni kontaminaci
a schopnost zvySovat enzymovou stabilitu, specifitu a aktivitu a minimalizovat inhibici
vyvolanou produktem reakce. Nosice mohou byt klasifikovany jako anorganické
a organické, které jsou dale rozd€leny na ptirodni (agarosa, chitosan, dextran, karagen,

celulosa, pektin) a syntetické (polyamidy, polystyren, polyakrylamid) (21).

3.2.3 Zesiténi tzv. crosslink

Dalsi strategii, kterd si v poslednich letech ziskala pozornost je imobilizace skrze
tzv. crosslink neboli zesiténi enzymovych molekul. Dochazi tomu tak naptiklad
extenzivnim zesiténim aminoskupin na povrchu enzymu s bifunkénim cinidlem.
Biokatalyzator je tak velmi stabilni s vysokou enzymovou aktivitou. Nékteré metody
studuji pfipravu imobilizovanych enzymi bez nosice tzv. zesiténych krystalizovanych
enzyml — crosslinked enzyme crystals (CLECs) a zesiténych agregati enzyml —
crosslinked enzyme aggregates (CLEAs). Nevyhodou CLECs je potieba krystalizace
enzymu, kterd vyzaduje enzym o vysoké Cistoté. Na druhou stranu CLEAs mohou byt
jednoduse piipraveny ve dvou krocich, znichz prvnim je precipitace proteinovych
molekul a néasledné stabilizace agregati pomoci sitovani obvykle s glutaraldehydem.

Glutaraldehyd je navic levnou a snadno komeréné dostupnou surovinou (21).
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Crosslinked enzyme crystals (CLECs)

Enzym krystalizuje z vodného roztoku pfi optimalnim pH a naslednym piiddnim
¢inidla — obvykle glutaraldehydu dojde k zesiténi krystali. CLECs maji velikost
od 1 po 100 um v zavislosti na pouzitém enzymu. Pro svou odolnost vii¢i denaturaci
vyvolané teplem, organickym rozpoustédlem ¢i proteolyzou se zdaji vhodnymi pro
pramyslové vyuziti, avSak jiz zminény pozadavek vysoké Cistoty enzymu znamena

nepfiméfené vysoké naklady (22).

Crosslinked enzyme aggregates (CLEAs)

Jednodussi a levné&jSi variantou krystalizace je pravé precipitace. Penicilin G
amidasa, kterd je nezbytnd pro syntézu semisyntetickych penicilinovych
a cefalosporinovych antibiotik, vykazuje nizkou teplotni stabilitu a toleranci vici
organickym rozpoustédlim. Uspéiné konstruované CLEAs penicilin G amidasy
potvrzuji ucinnost této katalyzy. V piipadé CLEAs neni zapotiebi vysoka Cdistota

enzymu a velikost jejich ¢astic se pohybuje v rozmezi 5 az 50 um (22).

Vyuziti glutaraldehydu a bovinniho sérového albuminu (BSA)

Glutaraldehyd je jednim z nejrozSifenéjSich univerzélnich reaktantd v oblasti
enzymové technologie. VyuZivan je pro ptipravu CLEAs, pro inter — a intramolekularni
zesiténi enzymu, které zabraiiuje jejich unikani z povrchu nosiCe a zvySuje jejich
stabilitu a dale k preaktivaci nosi¢l nesoucich aminoskupiny. Jedna se o bifunkcni
¢inidlo se schopnosti polymerizace (23-25). Ptevazuji reakce s primarnimi
aminoskupinami proteinti, avSak muliZe reagovat i s thioly, fenoly ¢i imidazoly. JelikoZ
se glutaraldehyd vyskytuje jak v monomernim tak polymernim uspotfadani, probihaji
reakce riznymi mechanismy. V kyselém a neutrdlnim prostfedi dochazi ke vzniku
Schiffovy baze nukleofilnim atakem na e-aminoskupinu Lys. Baze je ov§em nestabilni,
proto je nutnd redukce NaBH; nebo NaBCNH; na sekundarni amin ¢i inkubace
v HCI 6 M pii 110 °C po dobu 24 hodin. Monomer i1 polymer glutaraldehydu muze také
vytvafet  poloacetal, ktery nukleofilni substituci  hydroxyskupin  reaguje

s aminoskupinami Lys (24).
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Obrazek 11 Reakce glutaraldehydu s enzymem v neutralnim a kyselém prosti-edi (24)

V bazickém  prosttedi dochazi k intramolekularni  aldolové  kondenzaci
glutaraldehydu tvotici jeho polymerni formu. Ta nasledné reaguje ] aminoskupinami
Michaelovou adici. Nasledkem Vysoke kapacity zesiténi reaguje glutaraldehyd
1 s dal§Simi molekulami glutaraldehydu a s jiz modifikovanymi aminoskupinami, proto

na jednu aminoskupinu vystac¢i jedna az dv€ molekuly glutaraldehydu (24).

OHC

Obrazek 12 Tvorba Schiffovy baze (1) a Michaelova adice (2) v bazickém prostiredi (24)
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V pfipadé¢ nedostatku Lys na povrchu enzymu, Ize precipitovat enzym

s polymerem obsahujici vétsi mnozstvi volnych aminoskupin jako naptiklad
poly-L-lysin, polyethylenimin nebo s dal§im proteinem, ktery nese zbytky Lys jako
naptiklad hovézi sérovy albumin (BSA) (22).

Vybér biokatalyzatoru pro priimyslové pouziti by mél byt skutecné konkurence
schopny. Imobilizovany enzym by mél byt vyrdbén za rozumné ndklady, proto
se zekonomického hlediska jevi pfirodni biopolymery jako vhodnd alternativa
syntetickych material. Pro kazdou aplikaci imobilizovaného enzymu je nezbytny vybér
nejjednodussiho a nejlevnéjsiho imobilizacniho protokolu, jehoz vysledkem je vysoka
aktivita a operacni stabilita enzymu (21).
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Obrazek 13 Metody imobilizace: (A) kovalentni pFipojeni, (B) adsorpce enzymu, (C) zesiténi

tzv. crosslink, (D) enkapsulace, (E) zachyceni (28)
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4. Terminologie uzivana pro imobilizaci enzymu

Vyskytuji se tfi nejCastéji pouzivana kritéria pro hodnoceni uspeSnosti

imobiliza¢niho postupu.

4.1 Vytézek imobilizace

Vytézek imobilizace popisuje procento celkové aktivity enzymu z volného roztoku
enzymu, ktery je imobilizovan. Aktivita po imobilizaci je méfena jako zbytkova aktivita
enzymu, ktera ziistava v roztoku po imobilizaci, jez je nasledn¢ odectena od celkové
pocatecni aktivity. V nckterych piipadech je vhodné vyuzit blank ke kompenzaci

deaktivace volného enzymu vlivem imobiliza¢nich podminek (22).

Vytéiek (%) = 100 x (aktivita enzymu po imobilizaci/pocdtecni aktivita) (22)

4.2 Uéinnost imobilizace

Tato charakteristika popisuje procento vazané enzymove aktivity, kterd je
pozorovana v imobilizatu. Teoreticky miiZze byt tedy u¢innost imobilizace 0%, piestoze
je jeji vytézek 100%, jestlize je vSechen enzym v roztoku imobilizovan, ale béhem

reakce dojde k jeho deaktivaci ¢i se stane nepfistupnym pro katalyzu (22).

Ucinnost (%) = (pozorovand aktivita/imobilizovand aktivita) (22)

4.3 Obnova aktivity enzymu

Zotaveni enzymu je vyjadieno jako vytézek imobilizace vynasobeny jeji u€innosti.
Tim padem déava toto kritérium jasnou piedstavu o UspéSnosti celého imobilizacniho
procesu. Za aktivitu enzymu se vzdy povazuje jeho celkova aktivita (v jednotkach
napiiklad pmol.min™") nikoliv specifické aktivita (naptiklad U.mL™" ¢ U.mg™). K uréeni
vSech charakteristik enzymu by pak mély byt béhem reakce dodrzeny vzdy stejné

reak¢ni podminky (22).

Obnova aktivity (%) = (pozorovand aktivita/pocdtecni aktivita enzymu) (22)
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5. Imobilizovany enzym ve funkci biosenzoru

Vyznam biosenzoru s navazanym imobilizovanym enzymem spocivad v rychlé,
levné a prikazné analyze celé¢ fady latek. Jsou doplitkem klasickych analytickych
metod, jakymi je kapalinova chromatografie (23). Tato prace pojednava o imobilizaci

AChE, jejiz biosenzory jiz byly uspésné konstruovany.

Napriklad komeréné dostupny biosenzor Agri — Screen Ticket (Neogen
Corporation, Lansing, Michigan, USA) zalozeny na indoxylacetatu a imobilizované
AChE. AChE hydrolyticky rozkladd molekulu indoxylacetatu a nasledné dochazi

k oxidaci na modie zbarvené indigo (7).
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Obriazek 14 Hydrolyza indoxylacetitu a oxidace na indigo (7)
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5.1 Biosenzory acetylcholinesterasy

Cholinesterasy jsou velmi citlivé na pisobeni Siroké skupiny neurotoxickych latek
jako jsou nervové paralytické latky vyuzivané ve vojenstvi, pesticidy a léCiva rizné
chemické povahy. Inhibice AChE témito latkami je vyuzivana k diagnostice otrav
a enzym tak funguje jako prikazny marker. Inhibitory se vazi do nékteré z dulezitych
¢asti enzymu a zablokuji tim jeho funkci. Ireverzibilni do estratické Casti aktivniho
centra esterovou vazbou na hydroxylovou skupinu Ser — organofosforové inhibitory ¢i
pseudoireverzibilni karbaméatové inhibitory u nichz dochdzi ke spontanni hydrolyze
karbamoylu a k obnové funkcnosti enzymu. V piipadé biosenzorti zalozenych na
cholinesterasach neni zapotiebi dlouhodoba stabilita a moznost opakovaného méieni
analytu, jelikoZ jsou pfednostné vyuzivany ve funkci jednordazovych prikazniki, které
stanovuji nékteré inhibitory, zejména ty organofosforové, které enzym inhibuji trvale.
Pti volbé vhodného imobiliza¢niho postupu je tfeba zohlednit narocnost a ekonomickou
nakladnost celého procesu. Nejdraz$i komponentou byva obvykle samotny enzym,
proto je nutné, aby byla imobilizace co nejSetrnéjs$i. Nejjednodussi metody byvaji

zpravidla 1 t€émi nejvhodnéjSimi a to 1 z hlediska limitu detekce analyzovanych latek (7).

Aplikace biosenzori je zejména v oblasti testovani toxickych forem pesticida.
Jejich vyuziti pro analyzu nervové paralytickych latek, 1é¢iv a pro prukaz pritomnosti
pesticidli v Zivotnim prostfedi, nese fadu uskali. Nadale probihd dalsi vylepSovani

a vyzkum v oblasti pfipravy a vyuZiti téchto biosenzori (7).

5.2 Optické biosenzory

Piednosti optickych biosenzorli oproti naptiklad elektrochemickym je moZnost
hodnotit pribéh reakce i pouhym okem. K vyuZivanym metoddm méfeni patii
spektrofotometrie, kolorimetrie a fluorimetrie. Dobfe znamou spektrofotometrickou
metodou meéteni aktivity AChE je Ellmanova metoda. Jak jiz bylo zminéno vyse, tato
metoda pracuje s acetylthiocholinem pro reakci s AChE ¢i s butyrylthiocholinem pro
BChE, které reakci s DTNB v pfitomnosti enzymu poskytuji Zluté zbarveni. Jelikoz
DTNB neni stabilni slou¢eninou, metoda je znaéné citlivd k interferencim s nizko
1 vysoko molekularnimi thioly a oximy. FaleSné negativni vysledek tak muze byt
fatalni, jestlize je pfitomna nékterd z nervové paralytickych latek — sarin, soman, tabun

(7,26).
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Aktivita obou cholinesteras mtze byt obecné detekovana vSemi zminénymi

metodami s uzitim indoxylacetatu a jeho derivati. Jedna se o dvou krokovou reakci, pii
niz spontanné vznikd modré zbarveni — indigo. Ne¢kolikandsobné vyssi stabilita
indoxylacetatu a dalSich sloucenin tvoficich indigo je hlavni vyhodou jejich pouziti

oproti Ellmanové metod¢ (7,26).

Nanokrystaly vyrobené z polovodi¢ovych materidli tzv. quantum dots jsou
v poslednich letech vyuzivany jako perspektivni pievodniky vhodné ke konstrukci
biosenzorit AChE zalozZené na fluorescenci. Pro své unikatni vlastnosti jsou vhodné jak
v modernich technologiich, tak v mediciné 1 analytické chemii. Byly vyrobeny
biosenzory konstruované s nanokrystaly z kadmia a telluru — CdTe quantum dots
a s navazanou AChE a cholinoxidasou. Biosenzor funguje na jednoduchém principu.
AChHE hydrolyzuje ACh na kyselinu octovou a cholin, ktery je nasledné transformovéan
na betain a peroxid vodiku pomoci cholinoxidasy. Peroxid vodiku zhasi fluorescenci

vyvolanou nanokrystaly CdTe (26).

- H20 -
——"N“’"‘\/O\n/ o =M cHc00 4 1Y
| O  AChE |
20,

i‘N+“\/OH \~ - 2—3N+/YO + H0;

| cholinoxidasa | om j

zhaSeni fluorescence nanokrystalii CdTe

Obrazek 15 Princip fluorimetrického biosenzoru s navazanou AChE, cholinoxidasou a

nanokrystaly CdTe (26)
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5.3 Elektrochemické biosenzory

Mezi elektrochemické metody se fadi potenciometrie a voltametrie
(amperometrie). Vyuzivanymi jsou v potenciometrii pH — senzitivni elektrody, které
jsou schopné méftit aciditu — bazicitu roztoku. Obdobné¢ je tomu u imobilizované AChE
na potenciometricky biosenzor, kdy béhem rozkladu ACh dochézi ke vzniku kyseliny
octové, kterd nasledné zpisobuje acidifikaci celého roztoku. Reakce jsou provadény
s tranzistory fizenymi elektrickym polem tzv. field effect transistor (FET), které jsou
vysoce citlivé k vyvolanym zménam pH. Cholinoxidasa neni vhodna pouze ke
konstrukei optickych biosenzort, ale miize byt vyuzita i béhem voltametrie. Peroxid

vodiku vznikajici pii oxidaci cholinu, mize byt snadno rozloZen a nasledn¢ méten (26).

Biosenzory s navazanymi cholinesterasami funguji obvykle pouze jako modelové
struktury slouzici k rozvoji novych biosenzorli, nanotechnologii a imobiliza¢nich

technik.
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Experimentalni ¢ast

6. Material a pouzité metody

Za modelovou strukturu proteinové makromolekuly byla pro své vlastnosti zvolena
molekula enzymu AChE a funkci polymerniho nosi¢e pak =zastdvaly pelety
z mikrokrystalické celulosy. K meétfeni aktivity enzymu byla vybrana tradi¢ni

a jednoducha Ellmanova metoda.

6.1 Chemikalie a pristroje

VSechny chemikalie byly pofizeny od firmy Sigma — Aldrich. Fosfatovy pufr
(PBS) byl ptipraven na pracovisti Katedry toxikologie Fakulty vojenského zdravotnictvi
v Hradci Kralové a byl kalibrovan na patiicné pH pomoci potenciometrické titrace. Pro
meéfeni absorbance byl pouzit spektrofotometr Helios Zeta UV — VIS (Fisher Scientific,
Loughborough, Spojené Kralovstvi).

6.2 Metody méreni

6.2.1 Mikroskopie

Pomoci analytickych vah a mikroskopie byla testovana stabilita celet ve vodném
prostiedi po dobu 24 hodin. Na vahach bylo navazeno pét vzorki celet 100 a pét vzorkt
celet 200 o pfiblizné pfesné hmotnosti 2 g. Tyto navazky byly néasledné suspendovany
v 10 ml destilované vody a inkubovéany po dobu 0,5, 1, 2, 6 a 24 hodin. Po uplynuti
pozadované doby inkubace celet, byla pfebyte¢nd destilovana voda slita a vzorek byl
suSen pii 60 °C po dobu 30 minut a nasledné mikroskopovan pii zvétSeni okularu

i objektivu 10.
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6.2.2 Ovéreni aktivity AChE pfi rizném pH

Provadéno bylo méfeni aktivity enzymu pfi fyziologickém pH 7,4 a rovnéz pii pH
kyselejsim 6,6 a zasaditéjSim 8,0 v prostfedi fosfatového pufru (PBS). Do kyvety bylo
napipetovano 400 pul DTNB, 25 ul AChE, 475 ul PBS a 100 pl acetylthiocholinu
(ATChCI) o razné koncentraci. Po uplynuti doby inkubace bylo provedeno meéieni
absorbance pii 412 nm. Spektrofotometr byl kalibrovan na blank obsahujici misto
AChE 25 ul PBS. Z naméfenych hodnot absorbanci byly, po dosazeni do nésledujiciho

vzorce, vypocteny celkové aktivity enzymu za riznych podminek. Aktivita je v celé této

préaci uvadeéna v katalech.
Vypocet aktivity enzymu:

AA
£.60000

£=14150 mol'.cm™

6.2.3 Méreni aktivity AChE po inhibici takrinem

Pro zjisténi vlivu inhibitoru takrinu na aktivitu AChE byla zvolena koncentrace
vodného roztoku substratu ATChCl 1 mM. Postup prace byl témét totozny
s pfedchozim meéfenim. Do kyvety bylo odpipetovano 400 pul DTNB, 25 ul AChE,
25 pl takrinu o koncentraci 0,025 uM az 50 pM, 450 pl PBS a 100 ul ATChCI. Byl
pfipraven 1 kontrolni vzorek bez pouziti inhibitoru. Absorbance byla meéfena pii

412 nm.

6.2.4 Méreni aktivity AChE v prostiedi etanolu

Aktivita enzymu byla téZ hodnocena v prostiedi etanolu. Cast PBS byla nahrazena
koncentrovanym roztokem etanolu o objemu 400, 200, 100 a 50 ul. Pfipraven byl

kontrolni vzorek obsahujici pouze 475 ul PBS.
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6.2.5 Test imobilizace BSA

BSA je protein nesouci na svém povrchu zbytky Lys, které mohou vytvaret
fyzikédlni vazby. BSA se bézn€ pouziva jako stabilizacni agens pro fyzikdlni sorpci
proteint. Byly pouzity roztoky o koncentraci 0,1, 0,5 a 1 %. Po navéazeni pfiblizn¢ 2 g
celet 100 a 200 pro kazdou koncentraci BSA byly vzorky suspendovany ve 4 ml dan¢ho
roztoku BSA. Nésledn¢ byly 24 hodin inkubovany, proplachnuty destilovanou vodou a
suseny pii 37 °C. Na analytickych vahach byl zji§tén piirtistek nebo bytek hmotnosti

vzorkd.

6.2.6 Méreni aktivity AChE po imobilizaci metodou prosté sorpce

Byly navdzeny 3 vzorky celet 100 a 200 o piiblizné hmotnosti 15 mg
s imobilizovanou AChE odpovidajici 25 pl AChE. Imobilizace enzymu byla provedena
prevrstvenim celet AChE a néaslednou 24 hodinovou inkubaci, po jejimz ukonceni byly
celety promyty destilovanou vodou k odstranéni nenavazaného enzymu a vysusSeny
dosucha pfi teploté 37 °C. Absorbance vzorkll byla méfena pii koncentraci ATChCI
1 mM a pii vinové délce 412 nm. Opakované byla absorbance proméiena po
10 minutach, kdy doslo k ustaleni zbarveni roztoku v kyveté. Nasledné byla vypoctena

hodnota AA a ptfepoctena aktivita dle nasledujiciho vzorce.

Prepocet aktivity imobilizovaného enzymu:

_ AA
~ £.60000.10
Vzorky byly uloZzeny do lednice a méfeni bylo znovu opakovano po 24 hodinach

a poté po 5 dnech.

6.2.7 Méreni aktivity imobilizované AChE spolu s glutaraldehydem (GA)

Nejprve bylo navazeno od obou velikosti celet 5 vzorkl s ptibliznou hmotnosti
1,2 g a fedénim destilovanou vodou byly pfipraveny 12,5, 5, 2 a 0,5 % koncentrace GA
ze zasobniho 25 9% roztoku. Celety byly inkubovdny sroztoky GA, ¢imz se
funkcionalizoval jejich povrch. Nésledné byla navazana AChE mechanismem zesiténi
pomoci bifunkéniho GA. Absorbance byla opét méfena Ellmanovou metodou pii
412 nm. Aktivita AChE byla vypoctena podle vzorce uvedené¢ho vyse u imobilizace

metodou prosté sorpce.

34



Diplomova prace, 2017
6.2.8 Méreni aktivity AChE imobilizované na oxidované celety pomoci

TEMPO

Na  z&vér experimentu  prob¢hla  oxidace enzymu pod  vlivem
2,2,6,6-tetramethylpiperidinyl-1-oxy tzv. TEMPO. 1,2 g celet bylo suspendovano ve
vodném roztoku obsahujicim TEMPO (0,16 g/1) a NaBr (1 g/l). Oxidace byla iniciovana
ptidavkem 0,27 g NaClO v mnozstvi odpovidajicim 3 mmol/g celulosy (obr. 10).
pH roztoku bylo udrzovano na hodnoté 9 pomoci boratového pufru. Po dvaceti

minutach byly oxidované celety promity destilovanou vodou.

Oxidovana celulosa byla poté aktivovana pomoci
1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimidu ~ (EDC). Reakce probihala ve
fostatovém pufru za ptitomnosti katalyzatoru N-hydroxysuccinimidu (NHS) podporujici
stabilitu vzniklého intermediatu O-acylisourey, kterd reaguje s aminy za vzniku amidu

kovalentné spojujiciho celulosovy nosi€ a proteinovou makromolekulu.
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7. Vysledky

Stabilita celet

Tabulka 1 Stabilita celet 100

doba inkubace (hod) navazka vzorku (g) ubytek hmotnosti (g)

0,5 2,0086 0,0914
1 2,0087 0,0809
2 2,0075 0,0789
6 2,0091 0,0758

24 2,0084 0,0305

Tabulka 2 Stabilita celet 200

doba inkubace (hod) navazka vzorku (g) ubytek hmotnosti (g)

0,5 2,0096 0,0831
1 2,0023 0,0842
2 2,0012 0,0813
6 2,0077 0,0795

24 2,0049 0,0305

Obrazek 16 Celety 100 pri zvétSeni objektivu a okularu 10
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Obrazek 17 Celety 200 pri zvétSeni objektivu a okularu 10
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Aktivita AChE pii pH 7,4

Tabulka 3 Méfené absorbance roztoki a vypocet aktivity AChE pri pH 7,4

¢ ATChCl(mM) A A po 1min AA primér AA  aktivita AChE
0,546 0,705 0,159
0,618 0,734 0,116
15 : : : 0,120 1,4075E-10
0,578 0,688 0,110 ’ ’
0,560 0,653 0,093
0,624 0,769 0,145
0,592 0,724 0,132
1 : ’ ’ 1 1,8316E-1
0 0,783 0,959 0,176 0,156 8316E-10
0,785 0,954 0,169
0,999 1,144 0,145
0,972 1,105 0,133
5 0.974 1102 01258 0,134 1,5783E-10
0,948 1,078 0,130
0,887 1,043 0,156
1 0,991 1,181 0,190 0,157 1,8453E-10
0,768 0,892 0,124
0,995 1,130 0,135
0,5 0,713 0,798 0,085 0,103 1,2132E-10
0,736 0,825 0,089
0,617 0,691 0,074
0,538 0,602 0,064
2 : ’ ’ 2 100E-11
0,25 0,612 0,679 0,067 0,07 8,5100
0,609 0,693 0,084
0,073 0,083 0,010
0,085 0,094 0,009
1 ; - . 1 E-11
0.0 0,082 0,092 0,010 0,009 0306
0,084 0,090 0,006
0,036 0,040 0,004
0,043 0,049 0,006
0,005 0,04 0,046 0,004 0,005 5,3004E-12
0,040 0,044 0,004
0,020 0,021 0,001
0,016 0,017 0,001
1 : ’ ’ 1 ,8339E-1
0,00 0,016 0,016 0,000 0,00 8,8339E-13
0,022 0,023 0,001
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aktivita AChE

2,0000E-10
1,8000E-10
1,6000E-10
1,4000E-10
1,2000E-10
1,0000E-10
8,0000E-11
6,0000E-11
4,0000E-11
2,0000E-11
0,0000E+00

Aktivita AChE

X aktivita AChE

0 3 6 9 12 15 18
c ATChCI (mM)

Graf 1 Aktivita AChE p¥i pH 7,4
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Aktivita AChE pii pH 6,6

Tabulka 4 Méfené absorbance roztoki a vypocet aktivity AChE pri pH 6,6

¢ ATChCI (mM) A A po 1min AA primér AA aktivita AChE

0,335 0,415 0,080

15 0,355 0,449 0,094 0,087 1,0208E-10
0,373 0,459 0,086
0,274 0,335 0,061

10 0,381 0,475 0,094 0,081 9,5014E-11
0,384 0,471 0,087
0,407 0,514 0,107

5 0,406 0,496 0,090 0,092 1,0876E-10
0,391 0,471 0,080
0,389 0,499 0,110

1 0,397 0,537 0,140 0,110 1,2917E-10
0,319 0,398 0,079
0,403 0,502 0,099

0,5 0,339 0,409 0,070 0,091 1,0679E-10
0,385 0,488 0,103
0,301 0,381 0,080

0,25 0360 0454 0,004 0,087 1,0247E-10
0,085 0,092 0,007

0,01 0,077 0,081 0,004 0,006 7,0671E-12
0,097 0,104 0,007
0,037 0,045 0,008

0,005 0,049 0,053 0,004 0,010 1,1386E-11
0,030 0,047 0,017
0,008 0,009 0,001

0,001 0,007 0,008 0,001 0,001 1,1779E-12
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1,4000E-10
1,2000E-10
1,0000E-10
8,0000E-11
6,0000E-11
4,0000E-11
2,0000E-11
0,0000E+00

aktivita AChE

Aktivita AChE

X aktivita AChE

5 10 15 20
¢ ATChCl (mM)

Graf 2 Aktivita AChE p¥i pH 6,6
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Aktivita AChE pii pH 8,0

Tabulka 5 Méfené absorbance roztokii a vypocet aktivity AChE pri pH 8,0

¢ ATChCI (mM) A A po 1min AA prumér AA aktivita AChE

0,290 0,374 0,084

15 0,335 0,421 0,086 0,090 1,0601E-10
0,360 0,460 0,100
0,274 0,342 0,068

10 0,356 0,449 0,093 0,084 9,9333E-11
0,322 0,414 0,092
0,414 0,528 0,114

5 0,310 0,395 0,085 0,128 1,5116E-10
0,681 0,867 0,186
0,695 0,885 0,190

1 0,738 0,937 0,199 0,203 2,3910E-10
0,850 1,070 0,220
0,792 1,009 0,217

0,5 0,639 0,816 0,177 0,211 2,4853E-10
0,908 1,147 0,239
0,654 0,825 0,171

0,25 0,643 0,806 0,163 0,172 2,0220E-10
0,726 0,907 0,181
0,088 0,103 0,015

0,01 0,075 0,091 0,016 0,015 1,7668E-11
0,077 0,091 0,014
0,055 0,063 0,008

0,005 0,052 0,059 0,007 0,008 9,0302E-12
0,043 0,051 0,008
0,023 0,024 0,001

0,001 0,016 0,018 0,002 0,001 1,5705E-12
0,014 0,015 0,001
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Aktivita AChE
3,0000E-10
2,5000E-10
X
w 2,0000E-10 =k
S
<
& 1,5000E-10 X
2 X aktivita AChE
= p X
® 1,0000E-10 7S
5,0000E-11
P
0,0000E+00 . . . .
0 5 10 15 20
c ATChCI (mM)

Graf 3 Aktivita AChE pi¥i pH 8,0
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Aktivita AChE po inhibici takrinem

Tabulka 6 MéfFené hodnoty absorbance roztoki a vypocet aktivity AChE po inhibici takrinem

¢ takrinu (uM) A A po 1 min AA  pramér AA aktivita AChE

0,524 0,665 0,141

0 0,634 0,801 0,167 0,165 1,9474E-10
0,703 0,891 0,188
0,017 0,020 0,003

50 0,016 0,019 0,003 0,003 3,5336E-12
0,014 0,017 0,003
0,019 0,022 0,003

45 0,014 0,016 0,002 0,003 3,1410E-12
0,018 0,021 0,003
0,022 0,026 0,004

40 0,026 0,030 0,004 0,004 4,7114E-12

0,023 0,027 0,004
0,022 0,026 0,004

35 0,030 0,033 0,003 0,003 3,9262E-12
0,034 0,037 0,003
0,039 0,045 0,006

25 0,032 0,036 0,004 0,005 5,4967E-12
0,031 0,035 0,004
0,048 0,055 0,007

10 0,046 0,052 0,006 0,006 7,4598E-12
0,055 0,061 0,006
0,106 0,127 0,021

2,5 0,084 0,104 0,020 0,019 2,2379E-11
0,074 0,090 0,016
0,314 0,391 0,077

0,25 0,341 0,423 0,082 0,108 1,2691E-10
0,354 0,441 0,087
0,706 0,891 0,185

0,025 0,591 0,740 0,149 0,149 1,7511E-10
0,461 0,573 0,112
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aktivita AChE

2,0000E-10

1,5000E-10

1,0000E-10
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c takrinu (pM)

60

Graf 4 Aktivita AChE po inhibici takrinem

Aktivita AChE v prostiedi etanolu pvi pH 7,4

Tabulka 7 Méiené hodnoty absorbance roztokii a vypocet aktivity AChE v prostiedi etanolu

¢ EtOH (%, v/v)

0

40

20

10

A
0,445
0,502
0,490
0,095
0,090
0,054
0,150
0,173
0,097
0,393
0,408
0,479
0,444
0,475
0,451

A po 1 min

0,552
0,619
0,599
0,099
0,104
0,063
0,180
0,213
0,119
0,496
0,512
0,600
0,558
0,593
0,567

AA
0,107
0,117
0,109
0,004
0,014
0,009
0,030
0,040
0,022
0,103
0,104
0,121
0,114
0,118
0,116

prumér AA aktivita AChE
0,111 1,3074E-10
0,009 1,0601E-11
0,031 3,6121E-11
0,109 1,2878E-10
0,116 1,3663E-10
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Ucinnost imobilizace BSA na celety MCC
Tabulka 8 Ubytek hmotnosti celet 100

pocatecni hmotnost hmotnost vzorku po

(1)
¢ BSA (%) vzorku (g) imobilizaci BSA (g)
0,1 20,0552 20,0027
0,5 17,4227 17,3932
1 19,3386 19,3200

Tabulka 9 Ubytek hmotnosti celet 200

¢ BSA (%) pocatecni hmotnost hmotnost vzorku po

vzorku (g) imobilizaci BSA (g)
0,1 20,9323 20,9030
0,5 19,9434 19,9160
1 18,7477 18,7291
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celkovy ubytek
hmotnosti (g)
0,0525
0,0295
0,0186

celkovy ubytek
hmotnosti (g)
0,0293
0,0274
0,0186

Aktivita AChE po imobilizaci metodou prosté sorpce

Celety 100

Tabulka 10 Aktivita imobilizované AChE

vzorek ¢. navazka (mg) A A po 10 min
1 15,04 0,347 0,525
2 15,30 0,431 0,583
3 15,68 0,433 0,558

Tabulka 11 Aktivita imobilizované AChE po 24 hodinach

vzorek ¢. navazka (mg) A A po 10 min
1 15,38 0,056 0,188
2 15,12 0,052 0,175
3 15,23 0,060 0,183

Tabulka 12 Aktivita imobilizované AChE po 5 dnech

vzorek ¢. navazka (mg) A A po 10 min
1 15,00 0,056 0,110
2 15,58 0,070 0,133
3 15,28 0,074 0,141

AA  aktivita AChE
0,178 2,0966E-11
0,152 1,7903E-11
0,125 1,4723E-11 |

aktivita AChE

0,132 1,5548E-11
0,123 1,4488E-11
0,123 1,4488E-11

aktivita AChE

0,054 6,3604E-12
0,063 7,4205E-12
0,067 7,8916E-12

46



Celety 200

Tabulka 13 Aktivita imobilizované AChE

vzorek €. navazka (mg) A A po 10 min
1 15,07 0,477 0,535
2 15,18 0,491 0,543
3 14,92 0,463 0,526

Tabulka 14 Aktivita imobilizované AChE po 24 hodinach

vzorek ¢. navazka (mg) A A po 10 min
1 15,58 0,017 0,175
2 15,46 0,027 0,188
3 15,48 0,056 0,201

Tabulka 15 Aktivita imobilizované AChE po 5 dnech

vzorek ¢. navazka (mg) A A po 10 min
1 15,53 0,099 0,136
2 15,09 0,079 0,120
3 15,28 0,087 0,136
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AA
0,058
0,052
0,063

AA
0,158
0,161
0,145

AA
0,037
0,041
0,049

aktivita AChE
6,8316E-12
6,1249E-12
7,4205E-12

aktivita AChE
1,8610E-11
1,8963E-11
1,7079E-11 |

aktivita AChE
4,3581E-12
4,8292E-12
5,7715E-12 |
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Tabulka 16 Aktivita imobilizované AChE, celety 100

c GA (%) A A po 10 min

25 0,028 0,057
0,025 0,062

0,038 0,082

12,5 0,054 0,102
5 0,135 0,153
0,125 0,165

5 0,172 0,188
0,142 0,158

0.5 0,158 0,174
0,146 0,162

Tabulka 17 Aktivita imobilizované AChE, celety 200

c GA (%) A A po 10 min

25 0,025 0,055
0,038 0,065
0,055 0,068

12 S b
> 0,048 0,074
5 0,107 0,140
0,116 0,146
5 0,124 0,156
0,111 0,146
0,123 0,154
0.5 0,131 0,162

Aktivita AChE po imobilizaci

karboxylu

Celety 100

Tabulka 18 Aktivita imobilizované AChE

AA
0,029
0,037
0,044
0,048
0,018
0,040
0,016
0,016
0,016
0,016

AA
0,030
0,027
0,013
0,026
0,033
0,030
0,032
0,035
0,031
0,031

A po 5 min

Vzorek ¢. navazka (mg) A
1 15,32 0,230
2 15,08 0,186
3 14,90 0,199
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Aktivita imobilizované AChE po aktivaci glutaraldehydem

pramér AA aktivita AChE

0,033

0,046

0,029

0,016

0,016

3,8869E-12

5,4181E-12

3,4158E-12

1,8846E-12

1,8846E-12

primér AA aktivita AChE

0,029

0,020

0,032

0,034

0,031

AA
0,253
0,220
0,241

3,3569E-12

2,2968E-12

3,7102E-12

3,9458E-12

3,6514E-12

metodou aktivovaného

aktivita AChE
5,888E-11
5,181E-11
5,676E-11
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Tabulka 19 Aktivita imobilizované AChE po 24 hodinach

Vzorek ¢. navazka (mg) A A po 5 min
1 15,68 0,313 0,533
2 15,39 0,380 0,578
3 14,21 0,367 0,547

Tabulka 20 Aktivita imobilizované AChE po 5 dnech

Vzorek ¢. navazka (mg) A A po 5 min
1 15,77 0,350 0,519
2 15,09 0,369 0,562
3 14,56 0,377 0,552
Celety 200
Tabulka 21 Aktivita imobilizované AChE
Vzorek ¢. navazka (mg) A A po 5 min
1 15,35 0,098 0,392
2 15,26 0,084 0,349
3 14,71 0,103 0,411

Tabulka 22 Aktivita imobilizované AChE po 24 hodinach

Vzorek ¢. navazka (mg) A A po 5 min
1 14,88 0,250 0,495
2 15,08 0,239 0,457
3 15,33 0,222 0,443

Tabulka 23 Aktivita imobilizované AChE po 5 dnech

Vzorek ¢. navazka (mg) A A po 5 min
1 15,05 0,261 0,497
2 15,09 0,302 0,549
3 14,14 0,294 0,505

AA
0,220
0,198
0,180

AA
0,169
0,193
0,175

AA
0,294
0,265
0,308

AA
0,245
0,218
0,221

AA
0,236
0,247
0,211
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aktivita AChE
2,591E-11
2,332E-11
2,120E-11

aktivita AChE
1,990E-11
2,273E-11
2,061E-11

aktivita AChE
6,924E-11
6,242E-11
7,254E-11

aktivita AChE
5,771E-11
5,131E-11
5,205E-11

aktivita AChE
5,588E-11
5,817E-11
4,970E-11
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Oxidace MCC pomoci TEMPO

Obrazek 18 Celety 100 po oxidaci TEMPO

Obrazek 19 Celety 200 po oxidaci TEMPO
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8. Diskuse

Béhem testovani stability celet ve vodném prostiedi nedoSlo k zadnym
pozorovatelnym zménam. Velikost a tvar celet 100 i 200 byla nadale dokonale sféricka
s uzkou distribuci velikosti ¢astic. Ubytek hmotnosti celet 100 byl v priméru 0,0715 g
a celet 200 0,0717 g. Tyto vysledky potvrzuji stabilitu a nerozpustnost celet ve vodé,
coz z nich ¢ini idealni material pro imobilizaci biomolekul. Méfitelny tibytek hmotnosti
byl pravdépodobné zplisoben pouze nedokonalym slitim destilované vody, kdy doslo
k nechténému odstranéni Castic celet. Jako dalsi pfipadné vysvétleni se nabizi zbaveni

naadsorbované vzdusné vlhkosti suSenim.

Vysledky méfeni enzymatické aktivity volného i imobilizovaného enzymu jsou

shrnuty v tabulkach 3-23.

Nejvyssi meéfitelna aktivita AChE pii fyziologickém pH 7.4 byla zjiSténa pii
koncentraci ATChCl 1 mM. Tato koncentrace byla proto vybrana i pro nasledujici
meéteni. Pii kyselejSim pH 6,6 byla aktivita enzymu nizsi nez pti pH 7,4, vyjimku tvofili
koncentrace ATChCl 0,25, 0,005 a 0,001 mM, kde byla zjisténa aktivita nepatrné vyssi.
Naopak pfi zasaditéjsim pH 8,0 byla aktivita enzymu od koncentrace 1 mM ATChCI
vy$§i. Aktivita pfi nefyziologickém pH byla méfena jako referencni hodnota s ohledem

na skute€nost, Ze pii imobiliza¢nich procesech dochazi k vykyvim pH.

Prosttedi riznych koncentraci etanolu namisto fosfatového pufru se ukézalo jako
nevyhodné, jelikoz aktivita AChE poklesla o jeden fad, nicméné imobilizované enzymy
byvaji Casto vyuZity i pro katalyzu reakci v organickych rozpoustédlech. Fyziologicka
funkce AChE byla ovéfena pomoci inhibice takrinem. Porovnani téchto parametri pro
volny a imobilizovany enzym bylo z ¢asovych diivodli z harmonogramu experimenti

vyfazeno a bude pfedmétem dalSich experimenta.

Imobilizace AChE pomoci stabilizace BSA na povrch celet MCC byla zcela
neuspésnd. Nepodafilo se zachytit a navazat ani minimalni mnoZstvi BSA. Nebyl
pozorovan pfirtistek hmotnosti, ale naopak ubytek, ktery byl zplsoben zifejmé
nedokonalym proplachem a naslednym slitim destilované vody, kdy doSlo k odstranéni
nenavdzaného BSA 1 c¢astic celet. Vysvétleni je tfeba hledat ve velmi omezenych

interakcich hydrofilniho BSA s ve vod¢ zcela nerozpustnou celulosou.
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Imobilizace AChE pomoci metody prosté sorpce byla UspéSna. Bylo naméfeno

9,68 % ptvodni aktivity AChE pfi pH 7,4 na povrchu celet 100 a 3,68 % celet 200.
Oproti aktivit¢ AChE pfti pH 6,6 13,83 % pro celety 100 a 5,26 % pro celety 200. Pii
pH 8,0 bylo procento zachované aktivity nizsi, jelikoz volnd AChE vykazovala pfi
tomto pH aktivitu vys§i. Pro celety 100 bylo méteno 7,47 % ptvodni aktivity AChE
a pro celety 200 2,84 %. Celety 100 diky své mensi velikosti, kterd se pohybuje
v rozmezi 100-200 um a dokonalému sférickému tvaru zachytili vyssi procento aktivity
AChHE oproti celetdm 200. Vysvétlenim je vétsi efektivni povrch celet 100. Stabilita
enzymu klesa v ¢ase, jak se je u podobnych protokoli obvyklé (19). Vyssi aktivita celet

200 po 24 hodinéach od prvniho méteni byla zfejmé zplisobena chybou méfeni.

Funkcionalizace povrchu celet pomoci GA a naslednd imobilizace AChE
mechanismem zesiténi se nezdafila. Aktivita enzymu klesla o celé dva tady oproti
aktivit¢ volného enzymu. GA jako agens sit'ujici preferencné pomoci aminoskupiny
se ukézal jako nevhodna volba, pfestoze existuji studie vyuzivajici GA jako sitovadlo
pomoci primarni alkoholické skupiny. Za selhdnim tohoto experimentu byla s velkou

pravdépodobnosti inertnost celulosy.

Imobilizace AChE metodou aktivovaného karboxylu se ukazala jako nejvhodné;si.
Byl proveden experiment (data nejsou uvedena) s cilem imobilizovat AChE pomoci
funkcionalizace karboxylem bez mezikroku s EDH a NHS nicméné reaktivita
takovéhoto karboxylu se ukézala jako velmi nizka a aktivita imobilizovaného enzymu
byla pod hladinou statistické vyznamnosti. Aktivace karboxylu na O-acylisoureu vedla
ke znaénému zvyseni aktivity. Pro celety 100 byla aktivita imobilizovaného enzymu
30,32 % plvodni aktivity pti pH 7,4, 43,27 % aktivity pii kyselejsim pH 6,6 a 22,38 %
aktivity pfi pH 8. Pro celety 200 byla hodnota zachované aktivity volného enzymu pfti
pH 7,4 36,82 %. Pro pH 6,6 a 8 byly hodnoty 52,54 % respektive 27,53 %. Lepsi
hodnoty pro celety 200 jsou vysvétlitelné nizsim stupném desintegrace celet pii procesu
oxidace. Casova stabilita je u tohoto typu imobilizace velmi dobra, 10,47 % po péti
dnech skladovani pro celety 100 a dokonce 29,47 % pro celety 200 je velkym piislibem

do budoucna.
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9. Zaver

V praci byla pfipomenuta struktura a vyznam funkce enzymu acetylcholinesterasy.
Byly vysvétleny jednotlivé imobilizacni techniky a zdGraznény vyhody i nevyhody,
které pfinaSeji. Imobilizované enzymy nachdzeji Siroké uplatnéni v pramyslu.

Pojednano bylo o jejich mozném vyuziti ve funkci biosenzoru.

V experimentalni  Casti  prace byla provedena  vlastni  imobilizace
acetylcholinesterasy na povrch celet z celulosy. Jako nejSetrnéjs$i metoda se ukazala
imobilizace pomoci prosté sorpce. Pii fyziologickém pH 7,4 bylo zaznamenano 9,68 %
puvodni aktivity enzymu na povrchu celet 100 a 3,68 % celet 200. Hodnoty aktivity
imobilizovaného enzymu metodou aktivovaného karboxylu byly ftadové vyssi.
Uspokojiva byla i stabilita béhem skladovani. Nicméné toho bylo dosazeno za cenu
jistého stupné desintegrace nosice. Hodnoceni dalSich parametrii enzymové aktivity
a sestaveni imobiliza¢niho protokolu nebylo vlivem nizké aktivity imobilizované AChE
mozné. V nasledujicich letech je zapotiebi dalSich experimentii a studii imobiliza¢nich

technik pro plné vyuziti unikatnich vlastnosti enzymd.
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