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ANOTACE

Cilem diplomové prace bylo pfipravit nosi¢ s imobilizovanou lakdzou, ktery byl
nasledné pouzity pii selektivni oxidaci kyseliny hyaluronové, konkrétné hydroxylovych
skupin na aldehydové. Lakéza v systému jednak zajiSt'uje regeneraci pouzitého oxida¢niho
¢inidla (napi. TEMPO) a zaroven umoznuje eliminovat dalsi latky (NaOCI, NaBr). Teoreticka
Cast se zabyva strukturou a vlastnostmi enzymu lakazy a stejné tak i kyseliny hyaluronové.
Pozornost je vénovana pouzivanym oxida¢nim ¢inidlim se zaméfenim na kombinaci
s enzymem lakazou. V rdmci experimentélni ¢asti prace byl enzym lakéza imobilizovan na
vybrané druhy magnetickych Castic a stanovena jeji aktivita po imobilizaci. Byly zavedeny
metody cilené oxidace kyseliny hyaluronové svyuzitim vybranych oxida¢nich ¢inidel.
Vysledkovéa cast shrnuje dosazené vysledky, byly vytipovany magnetické ¢astice vhodné pro
imobilizaci lakazy a pfi oxidaci kyseliny hyaluronové byla hleddana nejucinnéj$i metoda
oxidace s cilem zavedeni aldehydovych skupin vhodnych pro nésledné zesitovani molekuly

kyseliny hyaluronové do nanocéastic.

KLICOVA SLOVA

kyselina hyaluronova, lakaza, enzymova aktivita, TEMPO, magnetické ¢astice, imobilizace,

oxidace

TITLE

Preparation of the carrier with immobilized Laccase for controlled oxidation of hyaluronan

ANNOTATION

The aim of the thesis was to prepare carriers with immobilized lasace, which was
subsequently used in selective oxidation of hyaluronic acid, namely hydroxyl groups on
aldehyde. Laccase system but also ensures the regeneration of the oxidizing agent (e.g.
TEMPO) and also allows to eliminate additional agents (NaOCI, NaBr). The theoretical part
deals with the structure and properties of the enzyme laccase as well as hyaluronic acid.
Attention is paid to the oxidants, which are used, with a focus on combination with the

enzyme lazy. In the experimental part of the thesis the laccase enzyme was immobilized on



selected types of magnetic particles and its activity determined after immobilization. Methods
of targeted oxidation of hyaluronic acid have been introduced using selected oxidizing agents.
The result section summarizes the results obtained, magnetic particles suitable for the
immobilization of the laccase were selected and the most efficient oxidation method was
sought for the oxidation of hyaluronic acid to introduce aldehyde groups suitable for
subsequent crosslinking of the hyaluronic acid molecule into the nanoparticles.
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0 Uvod

Kyselina hyaluronova (HA) je diky svym kyselym a hydroxylovym skupindm ve své
molekule idealnim kandidatem na chemickou modifikaci, ma Siroké uplatnéni nejen v oblasti
biomedicinskych aplikaci. Ztohoto pohledu je vyznamna i jeji biokompatibilita
a biodegradabilita, kdy je vyuzitelna v oblasti cilené distribuce 1é¢iv nebo jako nosi¢ riznych

bioaktivnich latek.

Modifikaci, kterd nasledné¢ umoziujezesitovani do 3D struktur, je oxidace pravée
hydroxylovych nebo karboxylovych skupin kyseliny hyaluronové. Pro oxidaci jsou vyuZzivana
rizna ¢inidla, napi. 1.3.2 2,2,6,6-tetramethylpiperidin-1-oxylem (TEMPO), jeho kombinace
s NaOCIl a NaBr pro oxidaci hydroxylovych skupin, nebo NalO,4 pro oxidaci karboxylovych
skupin molekuly. V kombinaci s TEMPO existuji v literatufe studie, které vyuzivaji enzym

lakézu, kterd dokaze TEMPO regenerovat a udrzet ho tak v reaktivni formé.

Cilem této diplomové préace proto bylo otestovat moznosti oxidace molekuly kyseliny
hyaluronové s vyuzitim enzymu lakazy, se kterym jiz bylo v laboratofi imunochemie
pracovano Vv ramci jiného vyzkumu. Pti oxidaci kyseliny hyaluronové je lakaza ptidavana
do reakéni smési v solubilni formé. Sohledem na fadu vyhod, které piinasi pouziti
imobilizovanych enzymi jsme se v praci zaméfili na pfipravu nosice s imobilizovanou lakéazu
a pouzit ho pro cilenou oxidaci kyseliny hyaluronové. Jednim z cilti bylo i vyuziti oxidované
kyseliny hyaluronové, v souc¢innosti s jinou diplomovou praci realizovanou na stejném
pracovisti, pro pfipravu nanocastic urCenych jako potencidlni radioprotektivum plic

po ozatfovani. Tento krok se vSak s ohledem na dosazené vysledky nepodaftilo zrealizovat.
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1 Teoreticka c¢ast

1.1 Kyselina hyaluronova

Kyselina hyaluronova (HA) patii mezi polysacharidy vyskytujici se pfirozené ve vSech
zivych organismech. Za fyziologickych podminek se HA vyskytuje jako sodna sil
(oznaCovana jako hyaluronan). To znamena, Ze se mize vyskytovat jak v kyselé formé jako
kyselina hyaluronova nebo ve formé zasadité jako soli, které pievazuji ve tkanich [15, 17, 18,
19]. Pii hodnotach pH vyssich, nez je jeji pKa (pKa = 2,9) mé charakter aniontového
polysacharidu [1, 3].

Kyselina hyaluronova byla poprvé izolovana v roce 1934 jako neznama chemicka latka
z o¢niho sklivce hovéziho dobytka. Karl Meyer a John Palmer, ktefi ptsobili na Kolumbijské
univerzité v New Yorku, tuto nezndmou latku pojmenovali pravé jako kyselinu hyaluronovou.
Poprvé byla HA komer¢né pouzivand v roce 1942 jako nahrazka vajecného bilku v pekafstvi.
V 50. letech pak doslo k prvni 1ékaiské aplikaci hyaluronanu, kdy byl pouzit jako sklovita

nahrada béhem o¢ni chirurgie [24].

HA mize byt extrahovana z hovéziho sklivce a z dalSich Zivoc¢isnych tkani, napf.
kohoutiho hiebinku nebo lidské pupecnikové Sndry. V soucasnosti se vSak HA vétSinou

ziskava fermentaci Str. zooepidemicus [1, 3].

1.1.1 Chemicka struktura HA

Ze strukturniho hlediska je kyselina hyaluronova negativné nabity linearni
glykosaminoglykan, ktery je tvofen opakujicimi se disacharidovymi jednotkami, slozenymi
z B(1,3)-D-glukuronové kyseliny a B(1,4)-N-acetyl-D-glukosaminu v poméru 1:1 (viz obrazek
1). Hodnoty molarni hmotnosti fetézci jsou vysoké, pohybuji se v rozmezi 0,2 — 10 MDa.
Nejcasté€jsi rozsah molarni hmotnosti je 2 — 5 MDa [20]. Jednotlivé monomery maji ve své
struktufe nepolarni vodikové atomy a polarngjsi postranni fetézce. Zatimco vodikové atomy
jsou umistény ve stericky méné ptiznivé axialni poloze, polarni fetézce jsou tvofeny
skupinami, jakou jsou napf. hydroxylové nebo karboxylové. Tyto polarni fetézce jsou
ve stericky vyhodnéjsi ekvatorialni pozici. Toto uspofadani piispiva k energetické stabilité
HA, ktera ovliviiuje jeji chovani ve vodnych roztocich [21]. Odlisnosti HA od ostatnich

glykosaminoglykant je to, zZe se nevdze na proteinové jadro a neobsahuje sulfatovou skupinu
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[22]. Difrakci rentgenovym zafenim bylo potvrzeno, ze soli HA mohou tvofit levoto¢ivou

jednovlaknovou Sroubovici se tiemi disacharidovymi jednotkami na jednu otacku [23].

karboxyl hydroxyl
O /
H |l
C-OH H
-0
9 HO
HO
H OH
o - H o=¢
I
CH,
l Kyselina D-glukuronova I N-acetylglukosamin |

Obrézek 1: Struktura kyseliny hyaluronové. Ptevzato a upraveno z [96].

1.1.2 Syntéza a biodegradace HA

HA je produkovana jak prokaryotickymi, tak eukaryotickymi buiikami. VétSina
glykosaminoglykanli je tvofena v Golgiho aparatu. Kyselina hyaluronova je pfirozené
syntetizovana enzymaticky pomoci skupiny integralnich membranovych proteind, tzv.
hyaluronan syntdz HAS (z angl. hyaluronic acid synthase). Jsou to membranové enzymy,
které syntetizuji HA na vnitinim povrchu plazmatick¢ membrany. Pomoci struktur podobnych
porim je poté syntetizovand HA vytlaCovana do extracelularniho prostiedi. U obratloveu
se vyskytuji 3 typy HAS: HAS1, HAS2 a HAS3. V zavislosti na tom, kterym membranovym
proteinem je HA tvofena, se béhem syntézy urcuje jeji konkrétni velikost. Uvadi se, ze HASI
a HAS2 syntetizuji HA o vysoké molekulové hmotnosti (>500 kDa), zatimco HAS3 je spojen
se syntézou HA o nizs§i molekulové hmotnosti (<300 kDa) [46, 47]

Asi tretina z celkového mnozstvi HA v lidském téle je kazdy den degradovéana a znovu
syntetizovana. Polocas rozpadu kyseliny hyaluronové v krvi je 3 - 5 minut, v kiizi méné nez
jeden den a v chrupavce 1 az 3 tydny. Hyaluronan je v téle rozkladan pfevazné enzymatickou

cestou, kde se uplatiiuji hyaluronoglukosaminidazy, znaméjsi pod nazvem hyaluronidazy. HA
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je degradovana hydrolyzou p-1,4-glykosidické vazby na fragmenty rtznych velikosti

v zavislosti na typu hyaluronidazy [47, 48].

1.1.3 Vyskyt HA

Kyselina hyaluronova je S$iroce zastoupena v riznych tkanich lidského téla (viz

tabulka 1). Predevsim v extracelularni matrix, pokozce, kloubni chrupavce, synovialni

tekuting, o¢nim sklivci nebo jak jiz bylo zminéno, v bunééné sténé nekterych bakterii (napf.

Str. zooepidemicus) [12, 13, 14, 16].

Tabulka 1: Vyskyt HA a jeji koncentrace v ruznych tkanich. Pfevzato z [45].

Tkan nebo télesna tekutina

Koncentrace (mg/ml)

Poznamky

Zivocisna tkan s nejvetsim obsahem

Kohouti hfebinek 7500
HA.
. Tkan s relativné vysokou molekularni
Lidska pupecni siitira 4100 .
hmotnosti HA.

Objem synovidlni tekutiny se zvySuje

Synoviélni tekutina 1400 — 3600 pfi zanétlivych stavech. To vede k

poklesu koncentrace HA.
Koncentrace HA se zvySuje pfi zrani
Oc¢ni sklivec 140 — 340
tkané.
_ ' Koncentrace HA je vys$i kolem bunék,
Pokozka (epidermis) 100 ) o
které syntetizuji HA.
Hrudni miza 0,2-50 -
Moc je vyznamnym zdrojem enzymu
Mo¢ 0,1-0,3 ey Y o ! Y
hyaluronidaza.
HA je ve vyssi koncentraci v séru
Sérum 0,01-0,1 starSich lidi, stejn€ jako u pacientd

s artritidou a cirhozou jater.
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1.1.4 Funkce a vlastnosti HA

Biologicka funkce kyseliny hyaluronové zavisi na jeji molekulové hmotnosti. HA
o vysoké molekulové hmotnosti organizuje extracelularni matrix, zatimco HA o nizké
molekulové hmotnosti najdeme v poranénych tkanich nebo nadorech. Ve farmaceutickém
prumyslu se uplatiiuje HA s vysokou molekulovou hmotnosti, stejné tak i v plastické chirurgii
nebo 1é¢bé popélenin ¢i artritid, kdy je injek¢né aplikovana piimo do kolenniho kloubu [1, 2,
3]. Oproti tomu HA s nizkou az stfedni molekulovou hmotnosti se uplatituje v prozanétlivych
mechanismech. Stimuluje makrofagy k produkci zanétlivych chemokind, indukuje interferony
a cytokiny I1L-12 [44] (viz obrazek 2).

Kyselina hyaluronova je soucasti synovialni tekutiny a diky svym viskd6znim
a elastickym vlastnostem putsobi v kloubech jako lubrikant, ktery tlumi tlakové néarazy

a snizuje nadmérné tieni [45].

kdy napomaha pfi regeneraci poskozené tkan¢€. Urychluje hojeni zanétli a ran nejen na kazi,
ale i na epitelu sliznic (napf. délozniho ¢ipku, dutiny Gstni) [15]. Pro své hydrata¢ni ucinky,
kdy je schopnd vazat vodu, nachazi uplatnéni pii artroskopickych a endoskopickych
operacich, pfi terapii mo¢ové inkontinence, osteopordze a ptidava se i do o¢nich nebo nosnich
kapek. Pro jeji schopnost obnovovat pruznost pokozky a redukovat vrasky je Casto pridavana
do kosmetickych vyrobku [19]. Dale ma HA schopnost vyménovat ionty prostfednictvim
negativniho naboje proteoglykanu (jednomocné proti dvojmocnym kationtim). Moduluje
zanét indukci cytokinti a chemokind, zhasi volné radikaly, ovliviiuje proliferaci a diferenciaci

bunek [17, 18].

Kapoor a kolektiv (2011) popisuji hyaluronan jako nejhojnéji zastoupeny
vysokomolekularni  glykosaminoglykan (GAG) v extracelularni matrix —mékkych
ucinky pfi 1écbé zanétu dasni a parodontitidy. Lokaln€ se pouziva napf. jako 0,2% roztok pro
1é¢bu afti v duting tstni. Komeréné se jedna o ptipravky s hyaluronadtem sodnym v kombinaci
s polyvinylpyrrolidonem (PVP) a glycyrrhetinovou kyselinou. Kazda ze slozek ma svoje
specifické vlastnosti. PVP je hydrofilni polymer zlepSujici tkanovou hydrataci. Kyselina

-----
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Vyuziti v o¢ni mediciné

Aplikace v koznim lékaistvi Rozsireni tkani

Derivaty hyaluronanu

Vyuziti pii lé¢be rakoviny Kloubni mazivo

Obrézek 2: Souhrn biomedicinskych aplikaci kyseliny hyaluronové nebo jejich derivati.

Pfevzato a upraveno z [91].
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1.1.5 Biopolymerni nanocastice

Kyselina hyaluronova ma tadu vlastnosti, které 1ze vyuzit v oblasti biomedicinskych
aplikaci. Konkrétné, HA je biokompatibilni, biologicky odbouratelny, netoxicky
a neimunogenni polymer s vysokou afinitou k vodé. Kromé toho piitomnost nékolika
kyselych a hydroxylovych skupin v molekule HA je idedlnim kandidatem na chemickou
modifikaci [83].

Prvni navrzené biopolymerni nanocastice (NPs, z angl. nanoparticles) byly tvofeny
albuminem a biologicky nerozlozitelnymi syntetickymi polymery, jako je polyakrylamid nebo
polymethylakrylat. Riziko toxického zatizeni organismu vyvolané nedegradovatelnymi
polymery je sniZeno navrzenim nanocéstic z biokompatibilnich, biologicky rozlozitelnych
a neimunogennich polymera [69, 70]. Proto jsou pouzivany pfirodni polymery, jako jsou
proteiny, polypeptidy a polysacharidy s piesné definovanou strukturou, ktera je klicova pro
jejich funkci in vivo [71, 72]. Mezi nejcastéji pouzivané biopolymery hned vedle celulozy,

chitosanu, alouminu, kolagenu, skrobu ¢i alginatu patii pravé i kyselina hyaluronova [70].

Stabilni HA nanocastice lze ziskat kovalentnim zesiténim karboxylovych skupin
nachézejicich se na linearnim fetézci kyseliny hyaluronové pomoci diaminu (napf.
2,2‘(ethylendioxy)bis(ethylamin)) v pfitomnosti ve vodé rozpustného karbodiimidu
ve vodném prostiedi, jak bylo popsano v ¢lanku Magdolna Bodnara, ktery byl publikovan
v roce 2009 [73, 74].

Karbodiimidy jsou tzv. situjici cinidla, ktera vytvaii amidové vazby mezi
karboxylovou a aminoskupinou nebo fosforamidové vazby mezi fosfatem a aminy. Jedna
se nejznaméjsi typ sit'ujicich €inidel, které G€inné tvoii konjugaty mezi dvéma molekulami
bilkovin, mezi peptidy a proteiny, mezi oligonukleotidy a proteiny a dalS$imi molekulami.
Rozlisuji se dva typy karbodiimidl, ve vodé rozpustné a ve vod¢ nerozpustné. Pii reakci
karbodiimidu s karboxylovou kyselinou dochazi ke vzniku vysoce reaktivniho meziproduktu,
derivatu karbodiimidu O-acylisourey, ktery ma velmi kratkou zivotnost. Tento derivat poté
reaguje s nukleofilni skupinou, jako je amino skupina, za vniku amidové vazby a
za soucasného uvolnéni substituované mocoviny. Vysledkem této reakce je chemické zesiténi

sousednich HA fetézct a tvorba nanocastic [75, 76].

Derivatizaci karboxylovych, hydroxylovych nebo acetamidovych skupin je mozné
ovlivnit fyzikalné chemické a biologické vlastnosti HA a vyvinout tak nové produkty

pro biomedicinu a kosmetiku. Naptiklad oxidace C6 primarnich hydroxylovych skupin N-
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acetyl-d-glukosaminové jednotky HA poskytuje kyselinu polyuronovou, tj. karboxy-HA
(nebo perkarboxylovanou HA) (viz obrdzek 3). Karboxy-HA se vyrazné lisi ve vlastnostech
od prirozené kyseliny hyaluronové, protoze ma lepSi rozpustnost ve vodé a neobvykle
vysokou stabilitu vic¢i plisobeni hyaluronuridazy, coz je dualezité napi. pro vyvoj l1éki s

prodlouzenym tcinkem [82].

OH
COOH TEMPO*
: 0 Hoﬂ/o\/ N

OOH 00H g
SN % OM . 0 HO'&/
HO\A HOW
HA carboxy-HA

Obrézek 3: Oxidace HA prosttednictvim TEMPO. Pievzato z [77].

Systém 2,2,6,6-tetramethylpiperidin-1-oxyl (TEMPO)-NaBr-NaOCl mutze oxidovat
slozku C6 primarnich hydroxylovych skupin ve vodé€ rozpustnych polysacharidii. Bromid
sodny a chlornan sodny hraji roli katalyzatorii a regenera¢nich &inidel TEMPO in situ. Rizena
oxidace alkoholi za ucelem ziskani aldehydu, ketoni nebo derivati karboxylovych kyselin
¢inidel byly peroxidy, oxidy chromu nebo ¢inidla na bazi siry. Nicméné soucasné obavy
tykajici se zivotniho prostiedi jsou divodem ke snahdm o0 nahrazeni toxickych ¢inidel
a hledani novych piistup schopnych pracovat za piiznivéjsich podminek [81]. Halogenidy
obsazené v syst¢tmu TEMPO-NaBr-NaOCI mohou znedistit zivotni prostiedi. Misto NaOCI
a NaBr by alternativou regenerace TEMPO bylo pouziti oxida¢nich enzymd, jako jsou
peroxidazy a lakazy. Konkrétng, lakazy byly oznaceny jako ekologicky Setrné oxidanty,
protoze katalyzuji oxidaci TEMPO a jinych mediatort redukci kysliku produkujici pouze
vodu [78, 80]. Lakéza, ktera ma redox potencial v rozmezi 0,7-0,9 V, snadno stabilizuje
oxylové radikélové formy TEMPO do oxoamoniového iontu (E 0,2 V). Tento ion je skuteény
oxidant, zatimco lakaza regeneruje TEMPO z vytvofeného hydroxylaminu. K opétovnému
vytvofeni oxoamoniového iontu by doslo bud’ kyselou disproporcionaci TEMPO nebo dalsi

oxidaci lakazou [79].
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1.2 Mediatorovy systém

Mediator je mala chemicka sloucenina, kterd je oxidovana enzymem lakazou a nasledné
redukovéana substratem. Vzhledem k tomu, ze substrat kvuli své velikosti nemiize vstoupit
do aktivniho mista lakazy, piisobi mediator jako nosi¢ elektroni mezi enzymem a substratem
[40]. V pocatecnim reakénim kroku se mediator oxiduje na stabilni meziprodukty s vysokym
redoxnim potencialem. Po kinetické reakci, ktera je fizena difuzi, je oxidovany mediator
priblizen k aktivnimu mistu enzymu a tim je dosazeno cilového substratu. Vysledkem je, ze je
substrat oxidovan meziprodukty, které nemohou byt piimo oxidovany lakézou, zatimco
oxidovany mediator je redukovan na pocateéni formu [41]. Cely mechanismus oxidace

substratu lakdzou je znazornén na obrazku 4.

Idedlni mediator by mél byt netoxicky, ucinny, se stabilnimi oxidovanymi
aredukovanymi formami, které nebrdni enzymatické reakci. Mediator by navic mél byt

schopen prubézné udrzovat cyklickou redoxni konverzi [42].

_ mediatoreg substrate

0, \) ( laccase )(

HZO/  laccase,, » substrateoy

mediator

Obrézek 4: Mechanismus oxidace substratu. Pfevzato z [92].
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1.3 Oxidac¢ni Cinidla

Oxidacnich C¢inidel, ktera se pouzivaji v kombinaci s enzymem lakazou, je nekolik.
Pficemz se k nim fadi piedev§im 2,2,6,6-tetramethylpiperidin-1-oxyl (TEMPQO), jodistan
sodny (NalOy), chlornan sodny (NaOCI) a dalsi. Déle budou tato oxida¢ni ¢inidla podrobné

popséana.

1.3.1 Chlornan sodny (NaOCI)

Chlornan sodny predstavuje levné a zaroven silné oxidacni Cinidlo, které se pouziva
v béznych aplikacich jako dezinfekéni a bélici ¢inidlo. Z chemického hlediska je chlornan
sodny jako pevna latka nestabilni. Komeréné jsou vSak dostupné az 40% roztoky, v nichz jsou
obvykle obsazeny i vedlej$i produkty vyroby jako jsou hydroxid sodny a chlorid sodny.
V piipadé okyseleni nebo zahiivani dané reakce se z roztoku chlornanu sodného do vzduchu
uvolnuje chlor. Jestlize je chlornan pouzit jako oxida¢ni ¢inidlo spolu s amoniakem nebo
latkami, které mohou vytvaret amoniak, mtize dojit ke vzniku chloramint, které¢ jsou toxické

a maji vybusny charakter [63].

Oxida¢ni systém pro C6-oxidaci HA obvykle obsahuje chlornan sodny jako
stechiometricky oxidant, nitroxylradikal 2,2,6,6-tetramethylpiperidin-1-oxyl (TEMPO) jako
katalyzéator a bromid sodny jako kokatalyzator (viz obrazek 5). Vyssi konverze primarnich
alkoholovych skupin HA na karboxylové skupiny (80-100%) se dosahne oxidaci
v alalkalickém médiu (pH 10) pti teploté 0 °C a v reak¢énim ¢ase 70-80 minut [77].

0O 0

TEMPO TEMPO*
RCH,0OH + 2TEMPO* + H,0 ——= RCOOH + 2TEMPOH + 2H*

TEMPOH + OBr + H* — TEMPO* + H,0 + Br
Br + OClF —= OBr +Cl

Obrézek 5: Mechanismus C6-oxidace HA Pievzato z [77].
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1.3.2 Oxidacni ¢inidlo 2,2,6,6-tetramethylpiperidin-1-oxyl (TEMPO)

Volné radikaly jsou castice, které maji jeden neparovy elektron a vysokou reaktivitu,
coz ma za nasledek velmi kratkou dobu jejich zivota. Zndmy jsou vSak také radikaly, které 1ze
izolovat, skladovat a pracovat s nimi jako s ¢istymi latkami. Takové radikaly jsou oznacovany
jako stabilni radikaly [53]. Velkou skupinou v této Casti organické chemie jsou takzvané
nitroxidy, coz jsou organické latky obsahujici N-O radikal. Typickym piedstavitelem této

skupiny je pravé TEMPO [54].

TEMPO (2,2,6,6-tetramethylpiperidin-1-oxyl) je stabilni tetraalkylnitroxylovy radikél
pattici do skupiny oxida¢nich katalyzatort (mediatori). Je jednim z neja¢innéjSich mediatort
pii lakazové katalyze. Piedmétem studie [27] bylo jeho ¢etné vyuziti v organické syntéze,
vcetné oxidace alkoholtl, sulfidi a organokovovych sloucenin. Reakce, kterych se ucastni
TEMPO, lze obecné provadét v organickém rozpoustédle nebo dvoufdzovych reakénich
systémech. Tyto systémy poskytuji aldehydy nebo ketony. Déale mohou reakce probihat
ve vod¢, kde jsou rozpustné hydroxylované substraty, jako jsou cukry, oxidovany

na glukuronaty [27].

Procesy vyuZivajici kyslik a 5% ¢&inidlo TEMPO umoznuji docilit ekologicky
neSkodnych reakei jako alternativy oproti jinym oxidacim, pfi kterych byla doposud uzivana

chromova ¢inidla [62].

TEMPO je heterocyklicka sloucenina ¢ervenooranzové barvy [50]. Vzhledem k jeho
vlastnostem, jak jiz bylo uvedeno vySe, ho povazujeme za jeden z nejoblibengjSich
nitroxylovych radikald. Byl objeven Lebedevovem a Kazarnovskim, ktefi jej v roce 1960

poprvé syntetizovali [56].

Pomérné dobrou stabilitu TEMPO zarucuje patrné rezonance nevazanych elektronli na
atomu dusiku. Druhym diivodem je i sterickd ochrana poskytovana ctyifmi methylovymi
skupinami, jez sousedi s aminoskupinou (viz obrdzek 6). Uvedené ¢tyii methylové skupiny
se povazuji za inertni substituenty, zatimco jakékoli CH centrum, sousedici s aminoskupinou,

by bylo touto aminoskupinou ovlivnéno [68].
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Obrézek 6: Struktura TEMPO. Ptevzato z [97].

TEMPO se vyrdbi oxidaci z odpovidajiciho tetramethylpiperidinu  nebo
tetramethylpiperidinhydroxidu. Je vSak mozné jej ziskat také z né€kolika komerénich
produktii. Z nejdulezitéjsich aplikaci ¢inidla TEMPO je jeho pouziti pfi oxidaci nékolika
organickych substrati, jako jsou napf. aminy, fenoly, aniliny, zejména pak primarni

a sekundarni alkoholy [50].

Mechanismus reakce TEMPO je uveden na obrazku 7. Ten lze popsat nasledujicim
zpusobem: vlivem sekundarniho oxidantu je TEMPO nebo piibuzna stabilizacni latka
transformovana do oxoamoniové soli, kterd je zde v roli primarniho oxida¢niho ¢inidla.
Na zaklad¢ tohoto piisobeni dojde k preméné alkoholu na pfislusSny aldehyd. Diky tomu
se vyprodukuje hydroxylamin, jenZ je dale oxidovan na radikdl TEMPO, a tim je dokoncen

cely katalyticky cyklus [64].

oxi.

Obrazek 7: Reak¢ni mechanismus TEMPO. Prevzato z [98].
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V molekule TEMPO je mezi atomy dusiku a kysliku neparovy elektron. Béhem oxidace
polysacharid@ je NO* odvozeny od TEMPO ve slabé& alkalickém prostiedi redukovan na
hydroxylamin. Nitrosoniovy iont reaguje s hydroxylaminem, kdy dochazi k regeneraci
TEMPO a sam NO" se ve smési kontinualné regeneruje primarnim oxida¢nim ¢inidlem, coZ
je vtomto piipadé chlornan sodny (viz obrazek 8). Diky tomuto mechanismu probiha
priméarni alkoholovéa oxidace s vysokou selektivitou a vyslednym produktem je aldehyd [29].

RCH,0"

>®< JzRaC, >(+\/I<
N N
0 6 ¢~
NaOCl
RCOH
LK
NaCIO, RCHO 6[;‘

Obrézek 8: Mechanismus reakce zprostfedkovany TEMPO/NaOCI. Pievzato z [99].

TEMPO se také pouziva jako €inidlo pro oxidaci primarnich alkoholl na kyseliny. Lze vSak
také pouzit jiné typy TEMPO (derivaty, jako napt. 4-methoxy-TEMPO, 4-hydroxy-TEMPO
nebo 4-acetamido-TEMPO), které jsou stejné ucinné [49, 60, 66]. Aby oxidace byla
dostatec¢né efektivni, postaci 1% cinidlo, ackoliv se doporucuje, vzhledem k nizké cené a diky
tomu, Ze je snadnd jeho eliminace béhem zpracovani, aby byla pouzita alespon 4-10%
koncentrace [59]. TEMPO se Casto pouziva jako katalyzator v kombinaci s dal$im Cinidlem,

jako je napft. chlornan sodny [50].

Klicovym faktorem, ktery ovliviluje redox potencial TEMPO a jeho analogi,
je charakter funkénich skupin navazanych na cyklu. Ukazalo se, Ze nejvyssi vliv ma nahrazeni
substituentti nachazejicich se v bezprostiedni blizkosti nitroxylové skupiny, tj. v polohach C-2
a C-6 [55, 57, 61].

Tento fakt je mozné vyuzit pifi navrhovani substituci TEMPO derivatl, pouZivanych
v biologickych systémech, kde jsou redukovany raznymi redukovadly, jako napf.

askorbatovym aniontem, a proto je jejich vyuziti ,,in vivo*“ omezené. Vyména metylovych
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skupin v TEMPO derivatech za ethylové ¢i cyklohexylové vedla k vyznamnému snizeni

schopnosti redukce pii ,,in vitro® pokusech [55, 61].

Reakce s riiznymi organokovovymi slou¢eninami RM (M = Li, Mg, Zn, Cu, Sm, Ti, Zr)
jsou podminény piitomnosti dvou ekvivalenti TEMPO, které v prvnim kroku atakuje atom
kovu, pficemz vznika uhlikaty radikal R- a ten nasledn¢ reaguje s druhou molekulou TEMPO
[65]. Pokud nechame pusobit stechiometrické mnozstvi TEMPO jako oxidovadla s arylovymi,
alkenylovymi nebo alkynylovymi Grignardovymi ¢inidly (obecny vzorec R-Mg-X), nastane
tzv. ,,Homo-coupling.“ Jde o pojmenovani reakci, kdy ze dvou identickych molekul

dostaneme jednu novou, z nich slozenou [57].

1.3.3 Jodistan sodny (NalO4)

Jedna se o anorganickou slouceninu, sodnou sil kyseliny jodisté. Podobné jako jiné
jodistany existuje ve dvou formach., pficemz NalO4 je jodistanem monosodnym. K vyrobé
jodistanu sodného se vyuziva dihydrogenjodistan trisodny (NazH210g). Vyrobit jej lze vSak

také oxidacni reakci jodi¢nand za pomoci chléru a hydroxidu sodného [67].

NalO4 je vyuzivan v fadé€ aplikaci, napt. za ucelem otevieni sacharidovych kruh mezi
vicinalnimi dioly, coz vede k odstépeni dvou aldehydovych skupin. Jedna se vlastné o reakci,
ktera se aplikuje pro ucel znackovani sacharidii prostfednictvim fluorescenénich molekul,

piip. jinych latek, napt. biotinu [58].

Jodistan sodny miiZze byt pouzit pro oxidaci hydroxylovych skupin na sousednich
atomech uhliku, ¢imz se vytvofi reaktivni aldehydové zbytky vhodné pro slouceni
s molekulami obsahujicimi amin nebo hydrazid. Reakce probiha se dvéma sousednimi
sekundarnimi hydroxylovymi skupinami, aby se mezi sebou S$tépila vazba uhlik-uhlik

a vytvorily se dvé koncové aldehydové skupiny [52].

KdyZ je néktery ze sousednich hydroxylii primarnim hydroxylem, reakce s jodistanem
uvoliiuje jednu molekulu formaldehydu a zbytek koncového aldehydu na ptivodni diolovou
slouceninu. Tyto reakce mohou byt pouzity k vytvoreni zesitovacich mist v sacharidech nebo
glykoproteinech pro naslednou konjugaci molekul obsahujicich amin redukéni aminaci.
Jodistan sodny reaguje s derivaty 2-aminoethanolu, které obsahuji primarni amin a sekundarni
hydroxylovou skupinu na sousednich atomech uhliku. Oxidaci dochazi ke $tépeni vazby
uhlik-uhlik, ¢imz vznikne koncova aldehydova skupina na strané, ktera méla puvodni
hydroxylovy zbytek. Tato reakce muze byt pouzita pro vytvoreni reaktivnich aldehyda na N-

terminalnich serinovych zbytcich peptidi [51]
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Molekuly obsahujici polysacharidové fetézce mohou byt oxidovany tak, aby obsahovaly
reaktivni aldehydové zbytky oxidaci jodistanem sodnym. Jakekoliv sousedni atomy uhliku
obsahujici hydroxylové skupiny budou ovlivnény $tépenim vazby uhlik-uhlik a pfeménou
hydroxylli na aldehydy. Glykoproteiny mohou byt oxidovany timto zplGsobem za vzniku
reaktivnich meziproduktii vhodnych pro zesitovaci postupy zahrnujici redukéni aminaci. Tato
konjugacni technika muze tidit vazebny proces od polypeptidové aktivnich oblasti, ¢imz

pomaha udrzovat katalytickou aktivitu nebo vazebna mista [52].

Jodistan sodny se také pouziva pii oxidaci kyseliny hyaluronové. Pii této oxidaci jsou
vicinalni hydroxylové skupiny na polysacharidovém kruhu HA oxidovany za vzniku dvou
aldehydovych skupin v kazdé oxidované monomerni jednotce (viz obrézek 9). Ethylenglykol

se do této reakce pfidava z divodu inaktivace nezreagovaného jodistanu sodného [40].

COCH CH20H COOH CH20H
=
HO 0 N w0
OH NHAc a’ O NHAc

COOH CH20H
Peptide-NHz
NH  NH NHAc
\ \

Peptid Peptid

Obrazek 9: Oxidace HA pomoci NalO4. Prevzato z [102].
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1.4 Lakaza

Lakdza (EC 1.10.3.2 p-difenol: O, oxidoreduktdza) patii do vétSi skupiny enzymd,
tzv. modrych multi-méd’ovych oxidaz. Nejéastéj$imi reakcemi, které lakazy katalyzuji, jsou
vazby volnych radikalt, které vytvareji dimerni produkty nebo polymerni slouceniny
a oxida¢ni karboxylace. Oxidace substrati je spojena s redukci molekularniho kysliku
a vznikem dvou molekul vody. V pfitomnosti mediatord maji lakazy Sirsi rozsah a mohou
oxidovat slouCeniny sredox potencidlem vyS§im nez jejich vlastni [4]. VyuZzivaji
tak katalyzovaného reak¢éniho mechanismu, pro ktery je potfeba minimalné ¢tyf atomt médi.
Enzymy maji vliv na imunitu, patogenitu a morfogenezi organismt a také na metabolicky
obrat komplexnich organickych latek, jako jsou napf. huminové latky nebo lignin. Lakazy
jsou také uziteéné biokatalyzatory pro ruzné biotechnologické aplikace. Jesté nedavno
se lakazy vyskytovaly pouze v eukaryotnich organismech (houbach, hmyzich a vyssich
rostlinach), ale nyni maji irozsitené rozdéleni i v prokaryotdch (nejcastéji rod Bacillus

a Streptomyces) [6, 93].

1.4.1 Lakaza a jeji struktura

Lakazy se vyskytuji jako monomerni nebo polymerni glykoproteiny, pficemz vétSina
fungélnich lakdz je uvadéna jako monomery, dimery nebo tetramery. Jak jiZ bylo zminéno,
monomer obsahuje Ctyfi atomy meédi. Sacharidova c¢ast je tvofena mannosou, N-

acetylglukosaminem a galaktosou [31].

Prvni krystalicka trojrozmérna struktura lakdzy z Trametes versicolor (viz obrazek 10)
byla publikovana v roce 2002 [4]. Molekulova hmotnost monomerni lakéazy je typicky
vrozsahu 60-110 kDa a jeji molekula je tvofena z 10-50 % sacharidy a 500-700
aminokyselinami [30]. Predpoklada se, Ze vysoky obsah sacharidli v proteinové molekule je
zodpovédny za lepsi termostabilitu, a to az do 70 °C [37]. Navic glykosylace ovliviiuje
sekreci a aktivitu enzymu [38]. Vétsina bilo-hnilobnych hub produkuje vice nez jeden
izoenzym, ktery se li§i stupném glykosylace, aminokyselinovou sekvenci, molekulovou
hmotnosti, pl a substratovou specificitou [39]. Ctyii atomy médi v aktivnim misté hraji
vyznamnou roli v katalytickych mechanismech lakadzy a fadime je do tii typu podle jejich
funkénich a spektroskopickych charakteristik [5]. Pomoci elektronové paramagnetické
rezonance tyto atomy médi rozdélujeme na modry (typ 1), normalni (typ 2) a spojeny
dvojjadrovy médény tsek (typ 3), u kterého jsou médéna mista antiferomagneticky spojena
prostiednictvim ligandu histidinu. Spektroskopie kombinovana s krystalografii poskytuje
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podrobny popis aktivnich mist lakazy. Rentgenova absorpcni spektroskopie a magneticky
cirkularni dichroismus (MCD) prokazuji, ze centra typu 2 a 3 vytvaii trinukledrni médény
shluk s ohledem na interakci exogenniho ligandu véetné reakce s dioxygenem. Atomy médi

typu 2 koordinuji s dvéma histidinovymi ligandy a vodou [26].

Atom médi typu 1 koordinuje s jednim cysteinem, jednim methioninem a dvéma
histidinovymi molekulami [34]. Déle piispiva k intenzivnimu modrému zbarveni lakazy
se silnou adsorpci elektrond piti vinové délce 600 nm. Typ 2 se dvéma histidiny a molekulou
vody je bezbarvy, tedy bez absorpce ve viditeIném spektru. Existuji tii histidiny jako ligandy
ke kazdému atomu meédi typu 3 s antiferomagnetickou vazbou a hydroxylovym mistkem
mezi médénym parem, ktery vykazuje slabou UV absorpci pti vinové délce 330 nm [4]. Jeden
atom médi typu 2 a dva typu 3 tvoii tii jaderny stfed, ktery katalyzuje fixaci a redukci kysliku
na vodu. Stabilitu enzymu piimo ovliviiyji vodikové a solné mustky vyskytujici se mezi

atomy mé&di. Viechny &tyfi atomy médi jsou v nativni formé plné oxidovany (Cu?*) [33]

RozliSujeme nékolik desitek lakaz, které¢ se od sebe 1i8i v aktivité, struktufe, velikosti
ave spektru katalyzovanych sloucenin. Lakazy katalyzuji redukci kysliku na vodu za
soucasné oxidace substratu, kterym je typicky katechol (o-dihydroxyfenol) nebo hydrochinon
(p-dihydroxyfenol). Lakazy neoxiduji tyrosin a vyzaduji ve svych reakcich pouze kyslik. Tim
se 1isi od enzymu tyrosindzy a peroxidazy [7, 8].). A na zakladé vlastnosti médi typu 1-3 jsou
lakazy rozdéleny na lakazy s vysokym (0,6-0,8 V) nebo nizkym (0,4-0,6 V) redox
potencidlem [35]. Naptiklad lakdzy vylu¢ované bilymi hnilobnymi houbami T. versicolor
a Neurospora grassa maji vysoky redox potencial 0,78-0,80 V [36].

Obrézek 10: Lakaza, Trametes versicolor. Pfevzato z [94].
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1.4.2 Vyskyt a vlastnosti lakaz

Jiz vice nez 100 let je zndma biologicka oxidace fenolickych slou¢enin na chinony nebo
jejich polymerace zprostiedkovana pisobenim enzymu, takzvanych fenol oxidaz. Mezi tyto
enzymy zahrnujeme prave i lakazy. Podili se na syntéze ligninu a jsou vylucovany koteny.
U hub jsou prevazné vylucovany do okoli, tzv. extracelularni lakéazy, ale jejich aktivita byla
zjisténa 1 intracelularné€. S nejvétsi pravdépodobnosti asociuji s bunécnou sténou a podileji
se na rastu mycelia, syntéze melanini a na tvorbé mycelidlnich provazcu [7, 8]. Mezi
fungalnimi lakdzami je velka variabilita v indukénim mechanismu, stupni polymorfismu,
fyzikéalné-chemickych a kinetickych vlastnostech. Po ptidani induktort do kultivaéniho média
mize dojit u nékterych druhd k biosyntéze novych extracelularnich forem [10]. Jednou
ze zakladnich vlastnosti lakéz je pfimy vztah redox potencidlu (EO) K energii potiebné

k odstranéni elektronu z redukéniho substratu [26].

Skupina substratt pro lakazy je velmi $iroka V podstaté jakykoliv substrat s vlastnostmi
podobnymi jako p-difenol je lakazou oxidovan. Dobrymi substraty jsou jednoduché difenoly,
jako je hydrochinon a katecholy nebo monofenoly jako je krezol nebo kyselina askorbova
[11]. Dalsimi substraty jsou pak guaiacol a 2,6-dimethoxyfenol. Lakadzy jsou také schopné
katalyzovat oxidace jinych substituovanych polyfenolii, aromatickych aminti, benzenthioli

a fady jinych slouc¢enin [10].

V matrici stén rostlinnych bun€k je oxidativni polymeraci monolignoli tvofen lignin.
Peroxidazy, které jsou hojné zastoupeny ve vSech bunéénych sténach, byly dlouho
povazovany za hlavni katalyzatory téchto reakci. Nékteré studie vSak prokazuji, Ze lakazy,
vylucované do sekundarnich stén vaskularni tkané, jsou také schopné polymerizovat

monolignoly za pfitomnosti kysliku [11]

Molekularn¢ biologickymi metodami byly podrobné studovany transkripce a exprese
u lakazy. Pti typické reakci lakazy podléha fenolicky substrat oxidaci s jednim elektronem,
kdy vznikne aryloxyradikal, ktery je ve druhém stupni oxidace pfeveden na chinon. Ten,
stejné jako produkt volnych radikali, podléha neenzymatickym ucinkiim kopulacni reakce
vedouci k polymeraci [10].

Katalyticky ucinek lakaz mtze byt velmi siln€ potlacen riiznymi Cinidly. Malé anionty,
jako jsou halogenidy, hydroxidy, kyanidy, azidy nebo tieba fluoridy, se vazi na méd’ typu 2
a 3 a tim inhibuji katalyticky uc¢inek lakazy [5].
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Lakaza také katalyzuje oxidaci 3-hydroxyantranilové kyseliny (3-HAA) na kyselinu
cinnabarinovou (CA — cinnabarinic acid), kterd méa velky klinicky vyznam, protoze kyselina
3-hydroxyantranilova je produkovana mononuklearnimi fagocyty iniciovanymi interferonem
v. Déle bylo prokazano, ze 3-HAA pulsobi rovnéz jako silny vychytavac reaktivnich forem
kysliku. Na druhou stranu je kyselina cinnabarinova (CA) jednim z hlavnich produktd
oxidace 3-HAA, coz napovida, ze by lakdza mohla predchazet oxidac¢nimu poskozeni tkani.

Touto vlastnosti je lakaze podobny protein ceruloplazmin [32].
1.5 Substraty pro enzym lakazu

Lakézy maji rizné fyziologické role, jako je syntéza a degradace ligninu, ale predevs$im
slouzi jako katalyzatory pii oxidaci Siroké Skaly substratt. Mezi tyto substraty zahrnujeme
polyfenoly, substituované fenoly, diaminy a anorganické slouceniny. Zpocatku dochazi
na atomu médi typu 1 K jednoelektronové oxidaci redukujiciho substratu. Oxidace je spojena
se ¢tyrelektronovou redukei dioxygenu na vodu, kterd probihd na trinuklearnim médéném
klastru obsahujicim atomy médi typu 2 a 3. Déle katalyza probiha pouze se substratem
a dioxygenem, proto neni potieba dal§iho proteinu transportujiciho elektrony nebo drahych
kofaktort [84].

VétSina  substrati  jsou fenoly Sredoxnim potencidlem blizkym nebo niz§im,
nez je redox potenciél lakézy. Fenoly nebo aromatické aminy jsou pievadény na radikaly,
které¢ mohou v zavislosti na reakénich podminkach polymerizovat, vedou k tvorbé chinont
nebo mohou projit alkyla¢nim $t€penim. Pokud ma potencialni substrat velkou molekulu,
vycniva do aktivniho mista (naptiklad substraty podobné ligninu), pak je zapotfebi pouziti
mediatort. Mediatory jsou oxidovany enzymem lakdzou a potom tyto oxidované formy
oxiduji jineé substraty, které jsou ptilis objemné pro vstup do aktivniho mista, nebo jsou
nepouzitelné vzhledem k jejich struktufe/naboji nebo ptilis vysokému redox potencialu. Tyto

mediatory jsou béhem reakce recyklovany [86].

Substraty vyuzivany pro stanoveni aktivity enzymu lakazy jsou vétSinou kolorimetrické
Vlivem enzymatické reakce vznikaji barevné produkty, které je mozZné stanovit
spektrofotometricky (viz tabulka 2). Jen u kyseliny vanilové neméiime barvu produktu,

ale zakal.
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Tabulka 2: Substraty pro stanoveni aktivity lakdzy a vinové délky, pti kterych jsou

monitorovany vuznikajici produkty enzymové reakce. Pievzato a upraveno z [100].

Substrat
VInova délka (nm)

ABTS 414
Acetosyringon 520
Eugenol 370
Fenol 420
Katechol 400
Kyselina ferulova 430
Kyselina vanilova 350
Methyl vanilat 370
Syringaldazin 525
Syringaldehyd 370
4-hydroxyacetofenon 260
4-hydroxybenzoova kyselina | 260

1.5.1 Substrat 2,2" - azinobis [3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonova kyselina]-
diamoniova sul (ABTS)

ABTS (2,2' - azinobis [3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonova kyselina]-diamoniova sil) je
snadno oxidovan riznymi peroxiddzami, lakdzami a volnymi radikéaly na kationtovy radikal
ABTS". Koncentrace intenzivné zeleno-modie zbarveného kationtového radikalu koreluje
s enzymovou aktivitou. ABTS* miize byt dale oxidovan na dikation (ABTS?*). Na obrazku 11

je znazornéna premeéna ABTS b&hem oxidace. Redoxni potencidl polooxidovaného a plné

oxidovaného ABTS je 0,68, resp. 1,09 V [43].
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Obrézek 11: Oxidace ABTS v ptitomnosti lakazy. Pievzato z [92].

1.5.2 Substrat 4-hydroxy-3,5-dimethoxybenzaldehyd (syringaldazin)
Syringaldazin (SGZ) je chromogenni substrat pro enzym lakazu, ktery je stfedné
rozpustny ve vodé¢ a jeho reakéni produkt je dobie definovan. Oxidace difenolického
syringaldazinu zahrnuje uvolnéni dvou protont. Princip katalyzované oxidace SGZ je
nasledujici: za aerobnich podminek lakéza katalyzuje oxidaci syringaldazinu, ¢imz vznika
tetra-methoxy-azo-bis-methylenchinon (viz obrazek 12). Takto vytvofeny produkt fialové

barvy je méfen spektrofotometricky pfi vinové délce 525 nm [87, 88].
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Obrézek 12: Katalyzovana oxidace syringaldazinu enzymem lakazou. Pfevzato z [101].
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2 Experimentalni Cast
Pristroje a pomiicky

- pH metr model Boeco BT-600 (Boeco Germany, Hamburg, Némecko)

- Magneticky separator Dynal MPC-S (Dynal, Carlsbad, CA, USA)

- Rotator Bio RS-24 (Biosan, Riga, Lotyssko)

- Analytické vahy Scaltec SBC 32 (Scaltec Instruments GmbH, Gottingen, Némecko)

- Predvazky KERN 440-33N (Kern & Sohn GmbH, Balingen, Némecko)

- Aparatura pro vertikalni elektroforézu Mini-PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad
Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA)

- Zdroj napéti PowerPac 200 (Bio-Rad, USA)

- Termoblok Block heater Grant Bio BTD (grant Instruments Ltd., Cambridgeshire,
UK)

- Mikrostiika¢ka Hamilton — 100 pl (Hamilton AG, Bonaduz, Svycarsko)

- Termostat Biological Thermostat BT 120 M (Laboratorni piistroje Praha, Praha, CR)

- Dokumentacni stanice s CCD kamerou ChemiDoc™ XRS+ System se softwarem
Image Lab™ (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA)

- Mikrozkumavky (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

- Automatické pipety Eppendorf Research (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

- Centrifuga MiniSpin® (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

- MicroSpin G-25 kolona (Amersham, Biosciences, Anglie)

- Dialyza¢ni membrany MWCO 12 400 D, 23 mm (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA)

- Infracerveny spektrofotometr s Fourierovou transformaci Nicolet iS50 (Nicolet CZ
s.r.o., Praha, CR).

- Vakuovy koncentrator Concentrator plus 5305 (Eppendorf, Némecko)
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2.1 Elektroforeticke metody

2.1.1 Polyakrylamidova gelova elektroforéza v prostfedi dodecylsulfatu
sodného (SDS-PAGE)

Chemikalie:

- Akrylamid (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

- N,N"-methylenbisakrylamid (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

- Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan, p.a. (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

- Dodecylsulfat sodny (SDS), (Penta, Praha, CR)

- Persiran amonny (Lachema, Neratovice, CR)

- N,N,N’,N'-tetramethylethylendiamin (TEMED), (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,

- USA)

- Glycin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

- Glutaraldehyd 50% roztok ve vodé (Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, USA)

- Standard molekulovych hmotnosti (10-250 kDa): Precision Plus Protein Standards
(Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

- TEMED (N,N,N,N-tetramethylendiamin) (Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, USA)

- Vzorkovy roztok G, 2x Laemmli Sample Buffer (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

- Lakéza, Trametes versicolor (EC 1.10.3.2) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
(0,66 1.U./1 mg lyofilizatu)

- Ostatni chemikalie &istoty p.a. (Lachema, Brno, CR)

Roztoky:

- Roztok A: 30 % smés akrylamidu a bisakrylamidu

- Roztok B: 1,5 M Tris-HCI pufr pH 8,8

- Roztok C: 1,0 M Tris-HCI pufr pH 6,8

- Roztok D: 10 % roztok SDS

- Roztok E: 10 % roztok persiranu amonného (pfipravuje se vzdy Cerstvy, tésné pred
pouzitim)

- Elektrodovy pufr: 0,025 M Tris, 0,192M glycin s 0,1 % SDS pH 8,3 — 8,6

- Zasobni roztok lakdzy 2 mg/ml v destilované vodé
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Postup:
Nejprve byla skla dikladné vylesténa etanolem a sestavena aparatura. Poté byly dle tabulky

3 napipetovany roztoky pro pifipravu déliciho gelu v pofadi A, B, D a TEMED, smés byla
promichdna. Nakonec byl pifidan i roztok E a po opatrném promichani byla smés ihned
pipetovana mezi skla. D¢lici gel byl prevrstven destilovanou vodou a nechan 20-30 minut
aby doslo k polymerizaci. Po vytvofeni ostrého rozhrani mezi vodou a gelem byla voda
opatrn¢ odsata pomoci filtra¢niho papiru.

Mezitim byl dle tabulky 3 pfipraven zaostfovaci gel stejnym zpisobem jako gel délici,
s vyjimkou toho, Ze misto roztoku B byl pfidan roztok C. Po pfidani roztoku E byla smés
lehce promichéana a ihned pipetovana na polymerizovany délici gel. Mezi skla byla vlozena

Sablona s 10 jamkami. Béhem 15 minut doslo k polymerizaci gelu mezi skly.

Tabulka 3: Ptiprava polyakrylamidovych geld pro SDS-PAGE.

5% zaostiovaci gel (ml) 10% délici gel (ml)

Destilovana voda 1,4 2,0

Roztok A 0,33 1,65
Roztok B - 1,25
Roztok C 0,25 -

Roztok D 0,02 0,05
Roztok E 0,02 0,05
TEMED 0,002 0,002

Skla byla opatrné¢ vyjmuta ze stojanku a piemisténa do specialniho drzédku a poté
do elektroforetické vany. Sablona byla odstranéna a jamky byly promyty elektrodovym

pufrem, ktery byl poté nalit do elektroforetické vany po rysku.

Ze zéasobniho roztoku lakéazy bylo pipetovano 2,5 ul a ptidano 2,5 ul vzorkového roztoku tak,
aby vysledné mnozstvi lakazy ve vzorku byl 5 ug. Dalsi vzorek obsahoval 10 ug lakazy, tudiz
bylo pipetovano 5,0 ul zasobniho roztoku lakazy a pfidano 5,0 ul vzorkoveho roztoku.
Vzorky byly zahtaty 3 minuty pii 98°C. Takto pfipravené vzorky byly pipetovany pomoci
Hamiltonovy pipety po 10 pl do kazdé jamky mezi skla. Standardu (markeru) bylo
napipetovdno 3 pl pro barevni amoniakalnim stfibrem. Hamiltonova pipeta byla vzdy

po kazdém pouziti 5x proplachnuta etanolem a poté 5x destilovanou vodou.
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Néadoba pro separaci byla uzaviena vikem a pomoci konektor ptipojena ke zdroji napéti.
Bylo nastaveno konstantni napéti na hodnotu 180 Va proud max. 30 mA/l1 gel.
Elektroforetickad separace probihala tak dlouho, dokud celo s bromfenolovou modii
ze vzorkového roztoku nedoputovalo téméf na Groven dolniho okraje skel (cca 45 minut).
Po skonceni elektroforetického déleni byl nejprve vypnut zdroj napéti a az poté otevieno viko
a vylit elektrodovy pufr. Po vyndani aparatury z nadoby byla skla vyjmuta a gely opatrné

pieneseny do Petriho misky pro barveni.

2.1.2 Barveni roztokem amoniakalniho st¥ibra

Roztoky:

- Fixacni roztok: 5% kyselina octova + 50% ethanol (50 ml ledové kys. octové, 500 ml
ethanolu, doplnéno na 1000 ml a skladovano pii laboratorni teplot¢).

- 10% roztok glutaraldehydu (20 ml 50% glutaraldehydu do 100 ml destilované vody,
pfipraven vzdy Cerstvy).

- Roztok amoniakdlniho stiibra: 20% dusi¢nan sttibrny (2 g/10 ml destilované vody —
skladovan pfi laboratorni teplote) byl pfikapavan k roztoku (21 ml destilované vody,
1,4 ml vodného roztoku amoniaku a 239 ul 9M hydroxidu sodného) az do vzniku
svétle hnédého zakalu. Poté byl roztok doplnén na 100 ml destilovanou vodou. Cela
ptiprava roztoku probihala v digestofi za pouziti ochrannych bryli.

- Vyvolavaci roztok: 0,05% kyselina citronova + 0,04% formaldehyd (250 mg kyseliny
citronové, 540 pl 37% formaldehydu do 500 ml destilované vody (skladovan pti
pokojové teplotg).

- Ustalovaci roztok: 5% kyselina octova (50 ml ledové kys. octové do 1000 ml

destilované vody (skladovan pti laboratorni teplot¢).

Postup:

Po vlastnim elektroforetickém déleni byl gel proplachnut vodou a fixovan pies noc pii 4°C
vefixa¢nim roztoku. Gel byl poté asi 30 minut rehydratovan v destilované vod¢ a poté dalSich
30 minut inkubovan s 10% glutaraldehydem pfi laboratorni teploté. Poté byl gel promyt
destilovanou vodou (6 x 10 minut) a dale inkubovan 15 minut v roztoku amoniakalniho
stiibra. Po promyti destilovanou vodou byl gel vyvolavan ve vyvolavacim roztoku. Nasledné

byl pfenesen do ustalovaciho roztoku, ve kterém mohl byt i skladovan.
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2.2 Metody - lakaza

2.2.1 Stanoveni aktivity solubilni lakazy pomoci substratu Syringaldazinu

Chemikalie:

- Syringaldazin (4-hydroxy-3,5-dimethoxybenzaldehyd azin, SGZ) (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA)

- Lakéza, Trametes versicolor (EC 1.10.3.2) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
(0,66 1.U./1 mg lyofilizétu)

Roztoky:

- 0,05 M K-acetatovy pufr pH 4,5

- 5 mM substratovy roztok SGZ v methanolu
Postup:

Byl pfipraven zéasobni roztok solubilni lakdzy o koncentraci 10 mg/ml (6 LU.) v K-
acetatovém pufru. Podle tabulky 4 byla pfipravena kalibra¢ni fada enzymu. Z téchto
kalibra¢nich roztokt bylo pro vlastni stanoveni pipetovano 100 ul do kyvety, ptidano 893 ul
K-acetatového pufru a 7 ul roztoku SGZ. Absorbance byla méfena pii vinové délce A = 525

nm ve 30s intervalech po dobu 15 minut.

Tabulka 4: Kalibra¢ni fada solubilni lakazy.

1.U. lakaza (ul) K-acet. pufr (ul) Vysledna koncentrace (1.U./1ml)
0,01 16,5 983,5 0,001
0,02 33 967 0,002
0,03 50 950 0,003
0,04 66 934 0,004
0,05 83 917 0,005
0,06 100 900 0,006
0,08 133,3 866,7 0,008
0,1 166,6 8334 0,01

37



2.2.2 Stanoveni aktivity solubilni lakdzy pomoci substratu diamoniove soli

2,2"-azinobis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonove kyseliny)

Chemikalie:

- Diamoniova sal 2,2’-azino-bis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonovékyseliny) (ABTS)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

- Lakéza, Trametes versicolor (EC 1.10.3.2) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
(0,66 1.U./1 mg lyofilizatu)

Roztoky:

- 0,05 M K-acetatovy pufr pH 4,5

- 5 mM substratovy roztok ABTS v 0,05 M K-acetatovém pufru pH 4,5
Postup:

Byl pfipraven zasobni roztok solubilni lakazy o koncentraci 10 mg/ml (6 LU.) v K-
acetatovém pufru. Podle tabulky 5 byla pfipravena kalibra¢ni fada. Z téchto kalibra¢nich
roztokti bylo pro vlastni stanoveni pipetovano 100 ul do kyvety, pifidano 891 pl K-
acetatového pufru a 9 ul roztoku ABTS. Absorbance byla méfena pii vinové délce A = 414 nm

ve 30s intervalech po dobu 8 minut.

Tabulka 5: Kalibra¢ni fada lakazy

1.U. lakaza (ul) K-acet. pufr (ul) Vysledna koncentrace (1.U./1ml)
0,01 16,5 983,5 0,001
0,02 33 967 0,002
0,03 50 950 0,003
0,04 66 934 0,004
0,05 83 917 0,005
0,06 100 900 0,006
0,08 133,3 866,7 0,008
0,1 166,6 833,4 0,01
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2.2.3 Imobilizace lakdzy na magnetickou makroporézni perlovou celulézu s

-OH funk¢énimi skupinami

Chemikalie:

- Lakéza, Trametes versicolor (EC 1.10.3.2) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
(0,66 1.U./1 mg lyofilizatu)

- Magneticka makroporézni perlova celuléza L1459-3 (velikost ¢astic 80-100 um, -OH
funk¢ni skupiny) (lontosorb MG 100)

- Jodistan sodny (NalQ,), p.a., (Reanal, Budapest, Mad’arsko)

- Kyanoborohydrid sodny (NaCNBH3) (Fluka Chemie GmbH, Buchs, Svycarsko)

- Ostatni chemikalie &istoty p.a. (Lachema, Brno, CR)

Roztoky:

- 0,05 M K-acetatovy pufr pH 4,5

- 0,05 M K-acetatovy pufr pH 4,5s 1 M NaCl

- 0,05 M K-acetatovy pufr pH 4,5 s 5 mM CuCl,
- 0,2 M roztok NalO,4 v destilované vodé

Postup:

0,5 ml sedimentované magnetické makroporézni perlové celulézy (MPC) bylo promyto
5x destilovanou vodou (1 ml). Nosi¢ byl vzdy separovan pomoci magnetického separatoru.
Poté bylo pfidano 0,5 ml 0,2 M NalO4 a nasledovala inkubace 90 minut pfi laboratorni teploté
ve tm¢ a za mirného otaceni na rotatoru. Po oxidaci byl nosi¢ promyt 10x destilovanou vodou
a 5x 0,05 M K-acetatovym pufrem pH 4,5 (vzdy 1 ml). K nosié¢i bylo nasledovné ptidano 6
I.U. lakdzy v 0,5 ml 0,05 M K-acetatoveho pufru pH 4,5 a probihala inkubace 10 minut pfi
laboratorni teplot¢ za mirného otdceni na rotatoru. Poté byly ke smési pfidany 3 mg
kyanoborohydridu sodného v 50 ul 0,05 M K-acetatového pufru pH 4,5. Nasledovala
inkubace pies noc pii 4 °C za mirného otaCeni na rotatoru. Po inkubaci byl nosi¢
s imobilizovanou lakézou 5x promyt 0,05 M K-acetatovym pufrem pH 4,5, 5x 0,05 M K-
acetatovym pufrem pH 4,5 s 1 M NaCl a 5x 0,05 M K-acetatovym pufrem pH 4,5 s5 mM
CuCl, (vZzdy 1 ml). Nosi¢ s imobilizovanou lakézou byl skladovan v 0,05 M K-acetatovem
pufru s 5 mM CuCl, pti 4 °C.
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2.2.4 Stanoveni aktivity lakazy imobilizované na magnetické makroporézni

perlové celuléze pomoci substratu Syringaldazinu

Chemikalie:

- Syringaldazin (4-hydroxy-3,5-dimethoxybenzaldehyd azin, SGZ) (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA)

- Magneticka makroporézni perlova celuléza L1459-3 (velikost ¢astic 80-100 um, -OH
funk¢ni skupiny) (lontosorb MG 100) s imobilizovanou lakazou, Trametes versicolor
(EC 1.10.3.2) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) (0,66 1.U./1 mg lyofilizatu)

Roztoky:

- 0,05 M K-acetatovy pufr pH 4,5

- 5 mM substratovy roztok SGZ v methanolu

Postup:

Smés nosi¢e s imobilizovanou lakdzou byla promichdna a pomoci magnetu separovany
Castice od supernatantu. Pro stanoveni aktivity bylo do kyvety pipetovdno 50 ul
sedimentované magneticke perlové celulézy s imobilizovanou lakazou, ptidano 943 ul 0,05 M
K acetatového pufru pH 4,5 a 7 pl zasobniho roztoku SGZ. Absorbance byla métena na
spektrofotometru v 30 s intervalech, kdy 20 sekund byla smés michana, nasledovala 10
sekund separace ¢astic magnetem a méfeni absorbance. Méteni probihalo po celkovou dobu

10 minut pfi vlnové délce 1=525 nm.

2.2.5 Stanoveni aktivity lakazy imobilizované na magnetické makroporeézni
perlové celuléze pomoci substratu diamoniové soli 2,2'-azinobis(3-
ethylbenzothiazolin-6-sulfonové kyseliny)
Chemikalie:
- Diamoniova sul 2,2’-azino-bis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonoveékyseliny) (ABTS)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
- Magnetickd makroporeézni perlova celuléza L1459-3 (velikost ¢astic 80-100 pum, -OH

funkéni skupiny) (lontosorb MG 100) s imobilizovanou lakazou, Trametes versicolor
(EC 1.10.3.2) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) (0,66 1.U./1 mg lyofilizatu)
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Roztoky:

0,05 M K-acetatovy pufr pH 4,5
5 mM substratovy roztok ABTS v 0,05 M K-acetatovem pufru pH 4,5

Postup:

Smés nosic¢e s imobilizovanou lakazou byla promichana a pomoci magnetu separovany

Castice od supernatantu. Pro stanoveni aktivity bylo do kyvety pipetovano 50 ul

sedimentované magnetické perlové celulézy s imobilizovanou lakazou, ptidano 941 ul 0,05 M

K acetatového pufru pH 4,5 a 9 ul zasobniho roztoku ABTS. Absorbance byla méfena na

spektrofotometru v 30 s intervalech, kdy 20 sekund byla smé&s michana, nasledovala 10

sekund separace ¢astic magnetem a méfeni absorbance. Méteni probihalo po celkovou dobu

10 minut pii vinové délce A=414 nm.

2.2.6 Imobilizace lakazy na magnetické c¢astice s —COOH nebo —NH,

skupinou

Chemikalie:

Magnetické ¢astice PGMA-40% EDMA, ProMAG, HEMA-40% EDMA (-COOH
funkéni skupiny, velikost astic 4 pm) (UMCH AVCR, Praha)

Magnetické castice SiMAG-carboxyl (funkéni skupiny —COOH), SiMAG-amine
(funkéni skupiny —NH,, velikost ¢astic 1 um) (Chemicell, Berlin, Némecko)
1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid  hydrochlorid (EDAC) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Sodna stl N-hydroxysulfosukcinimidu (sulfo-NHS) (Chemika 56 485, FLUKA-Riedel
de Haen, Némecko)

Lakéza, Trametes versicolor (EC 1.10.3.2) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA )
(0,66 1.U./1 mg lyofilizatu)

Ostatni chemikalie ¢istoty p.a. (Lachema, Brno, CR)

Roztoky:

0,1 M fosfatovy pufr pH 7,3
Roztok EDAC (7,5 mg/0,2 ml 0,1 M fosfatového pufru pH 7,3)
Roztok sulfo-NHS (1,25 mg/0,2 ml 0,1 M fosfatového pufru pH 7,3)
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Postup:

1 mg magnetickych ¢astic s karboxylovymi nebo aminoskupinami byl promyt 5x 0,1 M
fosfatovym pufrem pH 7,3 (vzdy 1 ml). Magnetické castice byly oddéleny pomoci
magnetického separatoru a supernatant odpipetovan.

Déle bylo k ¢asticim pfidano 0,2 ml roztoku EDAC a 0,2 ml roztoku sulfo-NHS a smés byla
promichana. Poté byla ptfidana lakaza, 1,5 L.U. v 0,5 ml 0,1 M fosfatového pufru pH 7,3 a
0,1 ml 0,1 M fosfatového pufru pH 7,3 pufru, aby byl vysledny reakéni objem 1 ml. Smés
byla promichédna a inkubovana 3 hodiny za mirného ot4d€eni na rotatoru. Po inkubaci byl nosi¢
s imobilizovanou lakazou promyt 10x 0,1 M fosfatovym pufrem pH 7,3 (vzdy 1 ml). V tomto

pufru byl také skladovan pii teploté 4 °C.

2.2.7 Stanoveni aktivity lakazy imobilizované na magnetickych ¢asticich

s -COOH nebo —NH2 skupinou pomoci substratu syringaldazinu

Chemikélie:

- Syringaldazin (4-hydroxy-3,5-dimethoxybenzaldehyd azin, SGZ) (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA)

- Nosi¢ s imobilizovanou lakdzou, Trametes versicolor (EC 1.10.3.2) (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA) (0,66 1.U./1 mg lyofilizatu)

Roztoky:

- 0,1 M fosfatovy pufr pH 7,3

- 5 mM substratovy roztok SGZ v methanolu

Postup:

Smés nosice s imobilizovanou lakazou byla promichana a pomoci magnetu separovany
Castice od supernatantu. Pro stanoveni aktivity bylo do kyvety pipetovano 400 ul suspenze
Castic s imobilizovanym enzymem, piidano 543 ul 0,1 M fosfatového pufru pH 7,3 a 7 ul
zasobniho roztoku SGZ. Absorbance byla méfena na spektrofotometru ve 2 minutovych
intervalech, kdy 1,5 minuty byla smés michana, nasledovala 30 s separace Castic magnetem
a méfeni absorbance. M¢feni probihalo po celkovou dobu 20 minut pii vinové délce
A=525 nm.
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2.2.8 Stanoveni aktivity imobilizované lakazy na magnetickych casticich
s -COOH nebo —-NH2 skupinou pomoci diamoniové soli 2,2'-azinobis(3-

ethylbenzothiazolin-6-sulfonové kyseliny)

Chemikélie:

- Diamoniova sal 2,2’-azino-bis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonovékyseliny) (ABTS)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

- Nosi¢ s imobilizovanou lakézou, Trametes versicolor (EC 1.10.3.2) (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA) (0,66 1.U./1 mg lyofilizatu)

Roztoky:

- 0,1 M fosfatovy pufr pH 7,3
- 5 mM substratovy roztok ABTS v 0,05 M K-acetatovém pufru pH 4,5

Postup:

Smés nosic¢e s imobilizovanou lakazou byla promichana a pomoci magnetu separovany
¢astice od supernatantu. Pro stanoveni aktivity bylo do kyvety pipetovano 400 ul suspenze
Castic s imobilizovanym enzymem, piidano 541 ul 0,1 M fosfatového pufru pH 7,3 a 9 ul
zasobniho roztoku ABTS. Absorbance byla méfena na spektrofotometru ve 2 minutovych
intervalech, kdy 1,5 minuty byla smés michana, nasledovala 30 s separace ¢astic magnetem
a méfeni absorbance. Méfeni probihalo po celkovou dobu 20 minut pfi vinové délce 1=414

nm.

2.2.9 Imobilizace lakdzy na magnetickou makroporézni perlovou celul6zu
s hydrazidovymi funkénimi skupinami

Chemikalie:

- Lakéza, Trametes versicolor (EC 1.10.3.2) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
(0,66 1.U./1 mg lyofilizatu)

- Magnetickd makroporezni perlova celuléza L 1682 s hydrazidovymi funk¢énimi
skupinami (velikost &astic 125-250 um) (UMCH AVCR, Praha)

- Jodistan sodny (NalQO,), p.a., (Reanal, Budapest, Mad’arsko)

- Etylenglykol (CsHgO>), p.a., (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

- Ostatni chemikalie &istoty p.a. (Lachema, Brno, CR)
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Roztoky:

- 0,1 M K-acetatovy pufr pH 5,5

- 0,05 M K-acetatovy pufr pH 4,5

- 0,05 M K-acetatovy pufr pH 4,55 0,5 M NaCl
- 0,05 M K-acetatovy pufr pH 4,5 s 5 mM CuCl,
- 0,1 M NalOy4 v destilované vodé

Postup:

Prvnim krokem byla oxidace lakazy jodistanem sodnym, kdy 3 I.U. lakéazy (0,0045 g) v 1 ml
0,1 M K-acetatového pufru pH 5,5 byly smichany se 110 ul 0,1 M NalQO,, aby byla jeho
vysledna koncentrace ve smési 0,01 M. Enzym byl oxidovan za mirného otd€eni na rotatoru
30 minut pii 4 °C. Oxidace byla poté zastavena ptidavkem 3 pl etylenglykolu a smés byla
inkubovana 10 minut na rotatoru pii 4 °C. Nésledovalo odsoleni enzymu pipetovanim 0,5 ml
oxidovaného enzymu do odsolovaci MicroSpin G-25 kolony. Centrifugace 10 minut pii 1300
otackach/minutu. Po odsoleni byl roztok enzymu pfidan k 0,25 ml sedimentovaného nosice,
ktery byl nejdfive 5x promyt 0,05 M K-acetatovym pufrem pH 4,5 (1 ml). Takto byla smés
inkubovana ptes noc pii 4 °C za mirného otaceni na rotatoru. Po imobilizaci byl nosi¢ 10x
promyt 0,05 M K-acetdtovym pufrem pH 4,5 s5 mM CuCl,. Ve stejném pufru nosic

s imobilizovanou lak&zou byl take skladovan pti teploté 4 °C.

2.2.10 Stanoveni aktivity lakdzy imobilizované na magnetické hydrazidove

perlové celuléze pomoci substratu Syringaldazinu

Chemikalie:

- Syringaldazin (4-hydroxy-3,5-dimethoxybenzaldehyd azin, SGZ) (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA)

- Magnetickd makroporezni perlova celuléza L 1682 s hydrazidovymi funk¢énimi
skupinami (velikost ¢astic 125-250 um) (UMCH AVCR, Praha) s imobilizovanou
lakazou, Trametes versicolor (EC 1.10.3.2) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
(0,66 1.U./1 mg lyofilizétu)

Roztoky:

- 0,05 M K-acetatovy pufr pH 4,5

- 5 mM substratovy roztok SGZ v methanolu
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Postup:

Smés nosice s imobilizovanou lakazou byla promichana a pomoci magnetu separovany
Castice od supernatantu. Pro stanoveni aktivity bylo do kyvety pipetovano 30 pl
sedimentované magnetické hydrazinové perlove celul6zy s imobilizovanou lakézou, ptidano
963 ul 0,05 M K acetatového pufru pH 4,5 a 7 ul zasobniho roztoku SGZ. Absorbance byla
méfena na spektrofotometru v 1 minutovych intervalech, kdy 45 sekund byla smés michana,
nasledovala 15 sekund separace Castic magnetem a meétfeni absorbance. Méteni probihalo

po celkovou dobu 20 minut pii vinové délce A=414 nm.

2.2.11 Stanoveni aktivity lakazy imobilizované na magnetické hydrazidové
perlové celuléze pomoci substratu diamoniové soli 2,2'-azinobis(3-

ethylbenzothiazolin-6-sulfonoveé kyseliny)

Chemikalie:

- Diamoniova sul 2,2’-azino-bis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonovékyseliny) (ABTS)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

- Magnetickd makroporézni perlovd celuléza L 1682 s hydrazidovymi funkénimi
skupinami (velikost &astic 125-250 um) (UMCH AVCR, Praha) s imobilizovanou
lakazou, Trametes versicolor (EC 1.10.3.2) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
(0,66 1.U./1 mg lyofilizétu)

Roztoky:

- 0,05 M K-acetatovy pufr pH 4,5
- 5 mM substratovy roztok ABTS v 0,05 M K-acetatovém pufru pH 4,5

Postup:

Smés nosice s imobilizovanou lakazou byla promichana a pomoci magnetu separovany
Castice od supernatantu. Pro stanoveni aktivity bylo do kyvety pipetovano 30 pul
sedimentované magnetické hydrazinove perlové celuldzy s imobilizovanou lakazou, ptidano
961 ul 0,05 M K acetatového pufru pH 4,5 a 9 ul zasobniho roztoku ABTS. Absorbance byla
méfena na spektrofotometru v 1 minutovych intervalech, kdy 45 sekund byla smés michana,
nasledovala 15 sekund separace Castic magnetem a méfeni absorbance. Méfeni probihalo

po celkovou dobu 20 minut pii vinové délce A=414 nm.
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2.3 Metody — oxidace kyseliny hyaluronové

2.3.1 Oxidace kyseliny hyaluronové pomoci 2,2,6,6-tetramethylpiperidin-1-
oxylu s pridavkem chlornanu sodného, bromidu sodného

a diaminobenzidinu

Chemikalie:

- 2,2,6,6-tetramethylpiperidin-1-oxyl (TEMPO) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
- Diaminobenzidin (DAB) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
- Kyselina hyaluronova (1,8 MDa, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Roztoky:

- 0,5 M roztok TEMPO v 20% methanolu

- 0,05 M acetatovy pufr pH 5,5

- 10% roztok NaOCIl v destilované vodé

- 0,5 mM roztok NaBr v destilované vodé

- Zésobni roztok HA o koncentraci 1,5 mg/ml v destilované vodé, ktery 24h bobtnal

- Zésobni roztok DAB o koncentraci 1 mg/ml v destilované vodé

Postup:

Ze zasobniho roztoku HA byl pipetovan 1 mg (0,666 ml) do Sesti zkumavek. Roztok TEMPO
byl do kazdé zkumavky piidan o rizné koncentraci, jednalo se o koncentraci 0,01 M, 0,03 M
a 0,1 M (viz tabulka 6). VSechny vzorky byly doplnény na objem 2 ml 0,05 M acetatovym
pufrem pH 5,5. Do vSech zkumavek bylo pridano 86 ul 10% roztoku NaOCI tak, aby byla
vysledna koncentrace ve smési 7,0 mmol/l. A hned poté bylo pfiddno 0,000102 g NaBr,

aby byla vysledna koncentrace ve smési 0,5 mmol/l (viz tabulka 6).

Vzorky se nechaly 1 hodinu michat na rotatoru a poté bylo do kazdé¢ zkumavky ptidano
po 100 ng roztoku DAB (100 pl). Po ptidani DAB byly vzorky inkubovany na rotatoru pii
4 °C do druhého dne. Druhy den byla smés piepipetovana do dialyzacnich stiivek, ktera byla
ponofena do acetatového pufru o koncentraci 0,05 M a pH 5,5. Takto probihala dialyza az
do dalsiho dne a béhem této doby byl pufr 3x vyménén. Na zavér proméiena absorbance

v zavislosti na vinové délce.
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Tabulka 6: Prehled jednotlivych slozek, jejich koncentrace a objem ve vzorcich

1 2 3
HA, 1 mg (0,666 ml) 4 v v
TEMPO, 0,01M v - -
TEMPO, 0,03M - v -
TEMPO, 0,1 M - - v
NaOCI, 7 mmol/l (86 ul) v v v
NaBr, 0,5 mmol/l (0,1 mg) v v v
DAB, 100 mg (100 pl) 4 v v

2.3.2 Oxidace kyseliny hyaluronové pomoci 0,1 M TEMPO za pritomnosti
imobilizovaneé a solubilni lakazy, diaminobenzidinu, chlornanu sodneho a

bromidu sodného

Chemikélie:

- 2,2,6,6-tetramethylpiperidin-1-oxyl (TEMPO) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

- Diaminobenzidin (DAB) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

- Lakaza, Trametes versicolor (EC 1.10.3.2) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
(0,66 1.U./1 mg lyofilizatu)

- Magneticka makroporézni perlova celul6za L1459-3 (velikost ¢astic 80-100 um, -OH
funkéni skupiny) (lontosorb MG 100) s imobilizovanou lakazou, Trametes versicolor
(EC 1.10.3.2) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) (0,66 1.U./1 mg lyofilizatu)

- Kyselina hyaluronova (1,8 MDa, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

- Chlornan sodny (NaOCI) (Lachema, Brno, CR)

- Bromid sodny (NaBr) (Lachema, Brno, CR)

Roztoky:

- 0,05 M K-acetatovy pufr pH 5,5
- 0,5 M roztok TEMPO v 20% methanolu
- Zasobni roztok HA o koncentraci 1,5 mg/ml v destilované vodé, ktery 24h bobtnal

- Zasobni roztok DAB o koncentraci 1 mg/ml v destilované vodé
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Postup:

Ze zasobniho roztoku HA byl pipetovan 1 mg (0,666 ml) do péti zkumavek. Do kazdé
zkumavky bylo ptidano 400 ul zasobniho roztoku TEMPO, aby byla vysledna koncentrace
ve smési 0,1 M. Pfidanim 934 ul 0,05 M K-acetatového pufru pH 5,5 byl celkovy objem

doplnén na 2,0 ml.

Dale byla do dvou zkumavek doplnéna solubilni lakédza (3 1.U.) a do jedné z nich jesté navic
chlornan sodny a bromid sodny. Do dalSich dvou bylo piidano 200 ul sedimentovaného
nosi¢e (MPC) s imobilizovanou lakaza a do jedné z nich opét chlornan sodny a bromid sodny.

V paté zkumavce byl k TEMPO a HA ptidan chlornan sodny a bromid sodny (viz tabulka 7).

Po hodinové oxidaci na rotatoru bylo do vSech zkumavek ptidano 100 png DAB (100 pul).
Inkubacni doba byla do druhého dne pti 4°C a poté byla smés nepipetovana do dialyzacnich
stiivek a ta byla ponofena do 0,05 M K-acetatového pufru pH 5,5. Po probehlé dialyze

do dalsiho dne byla u vzorka proméfena absorbance v zavislosti na vinové délce.

Tabulka 7: Prehled jednotlivych slozek, jejich koncentrace a objem ve vzorcich

1 2 3 4 5
HA, 1 mg (0,666 ml) v v v v v
TEMPO, 0,1 M (400 pl) v v 4 v v
Solubilni lakaza (3 1.U.) v v - - -
Imobilizovana lakaza (200 pl) - - v v -
NaOClI, 7 mmol/l (86 pul) 4 v - v
NaBr, 0,5 mmol/l (0,1 mg) v - v - v
DAB, 100 mg (100 pl) v v v v v
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2.3.3 Oxidace kyseliny hyaluronové pomoci 0,03 M TEMPO za pritomnosti

imobilizované lakazy s pfidavkem diaminobenzidinu

Chemikalie:

- 2,2,6,6-tetramethylpiperidin-1-oxyl (TEMPO) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

- Diaminobenzidin (DAB) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

- Magneticka makroporézni perlova celuléza L1459-3 (velikost ¢astic 80-100 um, -OH
funkéni skupiny) (lontosorb MG 100) s imobilizovanou lakazou, Trametes versicolor
(EC 1.10.3.2) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) (0,66 1.U./1 mg lyofilizatu)

- EDC (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

- S-NHS (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

- Kyselina hyaluronova (1,8 MDa, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Roztoky:

- 0,05 M K-acetatovy pufr pH 5,5
- 0,5 M roztok TEMPO v 20% methanolu
- Zasobni roztok HA o koncentraci 1,5 mg/ml v destilované vodé¢, ktery 24h bobtnal

- Zasobni roztok DAB o koncentraci 1 mg/ml v destilované vodé

Postup:

Ze zasobniho roztoku HA byl pipetovan 1 mg (0,666 ml) do ¢tyi zkumavek. Do vsech bylo
ptidano 120 ul zédsobniho roztoku TEMPO, aby byla vysledna koncentrace ve smési 0,03 M.
Doplnéno na celkovy objem 2,0 ml ptidanim 1,214 ml 0,05 M K-acetatového pufru pH 5,5.
Do dvou ze C¢tyi zkumavek bylo pifidano 200 pl sedimentovaného nosi¢e (MPC)

s imobilizovanou lakézou.

Po hodinové oxidaci na rotatoru bylo do jedné zkumavky simobilizovanou lakéazou
a TEMPO a do jedné s ptidavkem TEMPO, ale bez enzymu, ptidano 7,5 mg EDC a 1,25 mg
S-NHS (viz tabulka 8). Do vSech zkumavek bylo pfidano 100 pg DAB (100 pl). Inkubacni
doba byla do druhého dne a poté byla smés napipetovana do dialyzacnich stfivek a ta byla
ponofena do 0,05 M K-acetatového pufru pH 5,5. Po probéhlé inkubaci do dalSiho dne byla

u vzorkd proméfena absorbance v zavislosti na vinové délce.
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Tabulka 8: Prehled jednotlivych slozek, jejich koncentrace a objem ve vzorcich

1 2 3 4
HA, 1 mg (0,666 ml) v v v v
TEMPO, 0,03M (120 ml) v v v v
Imobilizované lakéaza (200 ml) v 4 - -
EDC (7,5 mg) v - v -
S-NHS (1,25 mg) 4 - v -
DAB, 100 mg (100 ml) v v v v

2.3.4 Oxidace kyseliny hyaluronové pomoci jodistanu sodného

Chemikélie:

- Diaminobenzidin (DAB) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

- Kyselina hyaluronova (1,8 MDa, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
- Jodistan sodny, p.a., (NalO,4) (Reanal, Budapest, Mad’arsko)

- Etylenglykol, p.a., (CeHsO,) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Roztoky:

- 0,05 M K-acetatovy pufr pH 5,5
- Zésobni roztok HA o koncentraci 1,5 mg/ml v destilované vodé, ktery 24h bobtnal
- 0,2 M roztok NalO,4 v destilované vodé

- Zasobni roztok DAB o koncentraci 1 mg/ml v destilované vodé

Postup:

Do mikrozkumavky bylo pipetovano ze zasobniho roztoku HA 1 mg (0,666 ml) a 1,0 ml
roztoku jodistanu sodného tak, aby jeho vysledna koncentrace ve smési byla 0,1 mol/l. Objem

byl doplnén na 2,0 ml 0,05 M K-acetatovym pufrem pH 5,5.

Smés se nechala oxidovat 2 hodiny pii laboratorni teploté na rotatoru ve tmé. Po probé¢hlé
oxidaci bylo pfiddno 30 ul etylenglykolu. Poté byla smés napipetovana do dialyza¢nich
stiivek a dialyza se nechala probihat do dalsiho dne do destilované vody pii laboratorni

teploté.
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Ke smési bylo po dialyze pridano 50 ul roztoku DAB a opét nasledovala 24 hodinova dialyza

Vv prostiedi destilované vody pfi laboratorni teploté.

24 Analyza vzorkii oxidované Kkyseliny hyaluronové

infracervenou spektrometrii s Fourierovou transformaci (FT-IR)

Pted vlastni analyzou byly vzorky oxidované kyseliny hyaluronové (viz. 2.3) odpateny do
sucha ve vakuovém koncentratoru Concentrator plus 5305 (Eppendorf, Némecko). FT-IR
analyza byla provedena na jednoparskovém IC spektrometru Nicolet iS50 (Nicolet CZ s.r.0.,
Praha, CR). Oblast sniméni spektra 4000 - 400 cm™, rozlideni 4 cm™ a podet scani 25.

Spektrum bylo zaznamenavano reflexni technikou proti vzduchu.
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3 Vysledky a diskuse

Tato diplomova prace byla souéasti vyzkumu v oblasti pfipravy nanocastic z kyseliny
hyaluronové, které jsou nasledné testovany jako potencidlni radioprotektivum plic
pii ozafovani. Vlastni piiprava nanocastic byla pfedmétem jiné diplomové prace realizované

na stejném pracovisti.

Nanocastice jsou obvykle syntetizovany zesitovanim polymerni molekuly kyseliny
hyaluronové chemickymi €inidly. Stupenn zesitovani pak ovliviiuje velikost nanoc¢astic a tim
i jejich potenciélni aplikaci. V literatuie existuji informace o zpusobu cilené modifikace
kyseliny hyaluronové oxida¢nimi ¢inidly (napf. 2,2,6,6-tetramethylpiperidin-1-oxyl nebo
jodistan sodny) [40, 77]. Navic mtuze byt proces modifikace ovlivnén i piidavkem enzymu
lakdzy. Ta vsystému jednak zajistuje regeneraci oxida¢niho Ccinidla (napt. TEMPO)
a umoznuje eliminovat dalsi latky (NaOCIl, NaBr) [78, 80].

Cilem diplomové prace byla oxidace kyseliny hyaluronové vybranymi oxidac¢nimi
¢inidly. Zamérem byla oxidace primarni alkoholové skupiny sacharidu, obsaZeného
ve struktufe HA, na karbonylovou skupinu, kterd by mohla byt nasledné vyuzita pro snadné
sitovani HA do nanocastic nebo vazbu biologicky aktivnich latek. Soucasné jsme se zaméfili
na pripravu nosice s imobilizovanou lakazou, ktery byl nasledné pouzit pti reakcich cilené
oxidace kyseliny hyaluronové. Vyhodou pouziti imobilizovaného enzymu misto jeho
solubilni formy spoc¢iva v mozném opakovaném pouZiti a snadné eliminaci z reakéni smési.
Pro porovnani byla do naSich experimentli zahrnuta i lakaza solubilni, ktera je zminéna i

V literatufe.

Celd diplomova prace se sklddd ze dvou hlavnich ¢asti. Jedna ¢ast byla vénovana
experimentim s enzymem lakazou. Nejprve byla stanovena aktivita solubilni lakazy pomoci
vybranych nizkomolekularnich substratt, syringaldazinu (SGZ) a diamoniové soli 2,2 -azino-
bis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonovékyseliny (ABTS). Poté byla lakaza imobilizovana
na vybrané typy magnetickych &astic a po imobilizaci bylo ovéfeno, zda si zachovava

aktivitu. Byly sledovany i parametry operacni a skladovaci stabilita lakazy.

Druha ¢ast byla zaméfena na oxidaci kyseliny hyaluronové (HA) o ruzné velikosti (30
kDa a 1,8 MDa) vybranymi oxida¢nimi ¢inidly, 2,2,6,6-tetramethylpiperidin-1-oxylem

(TEMPO) a jodistanem sodnym. Jednotlivé zptisoby oxidace se od sebe lisily pfidavkem
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dalsich latek podporujicich nebo naopak zastavujicich oxidaci HA, koncentraci TEMPO
a funkénimi skupinami, které pifi oxidaci vznikaly. Bylo také testovano, zda pridavek
solubilni a zejmeéna imobilizované lakazy ovlivni G¢innost oxidace. Pro ovéfeni oxidace HA
byla pouzita nepifima metoda, zalozend na spontanni reakci vzniklé aldehydové skupiny po
oxidaci s diaminobenzidinem, ktery lze detegovat spektrofotometricky. Byla provedena i
analyza IC spektra, konkrétné FT-IR (z angl. fourier-transform infrared spectroscopy) pro

potvrzeni pfitomnosti aldehydovych funk¢nich skupin.
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3.1 Ovéreni Cistoty solubilni lakazy pomoci polyakrylamidové
gelové elektroforézy v prostiedi dodecylsulfatu sodného (SDS-
PAGE)

SDS-PAGE byla pouzita pro ovéfeni Cistoty komeréniho enzymu lakazy izolovaného
z hub Trametes versicolor a ovéfeni molekulové hmotnosti solubilniho enzymu. Separace
probihala na 10% polyakrylamidovém gelu s naslednym barvenim roztokem amoniakalniho

stiibra.
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Obréazek 13: SDS-PAGE analyza komeréné dodavané lakazy z Trametes versicolor. 10%
polyakrylamidovy gel. Barveni gelu dusi¢nanem stiibrnym. Podminky separace: 180 V, 30
mA. Marker (kDa), lakaza 5 nug.

Z vysledkti na obrazku 13 je patrné, ze molekulova hmotnost lakazy je 75 000 Da,
coz koresponduje s literaturou. Souc¢asné nejsou pritomny dals$i kontaminujici proteiny. Tento

komer¢né€ dodédvany enzym byl tedy vhodny pro dalsi experimenty.
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3.2 Stanoveni aktivity solubilni lakazy

Drtive nez byl ptipraven nosi¢ pro imobilizovanou lakazu, bylo nutné stanovit aktivitu
enzymu pomoci vybranych substrati. Aktivita byla stanovena metodou zavedenou na nasem
pracovisti a publikovanou Rotkovou a kol. v roce 2009 [95] s mirnou modifikaci pro nase
podminky. Pro stanoveni aktivity yly pouzity dva substraty, Syringaldazin (SGZ)
a diamoniova sul 2,2'-azinobis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonové kyseliny) (ABTS).

3.2.1 Stanoveni aktivity solubilni lakdzy pomoci substratu Syringaldazinu
Pii enzymatické pfeméné substratu Syringaldazinu (SGZ) lakazou dochazi k rychlé
precipitaci oxida¢niho produktu, ktery ma fialovou barvu. Pfeména substratu byla méfena
kineticky ve 30 s intervalech (viz obrdzek 14) pii vinové délce 525 nm podle postupu
uvedeného v kapitole 2.2.1 Rozsah koncentraci solubilni lakazy byl zvolen 0,002 1.U./Aml -
0,006 1.U./1ml Byla sestrojena kalibra¢ni zavislost zmény absorbance za ¢as 90 s pro

jednotlivé koncentrace (1.U.) lakazy (viz obrazek 14, tabulka 10).

=—0,002 I.U.
=#-0,003 I.U.

0,004 1.U.
==0,005 I.U.
=#=0,006 I.U.

Absorbance (525 nm)

¢as ()

Obrazek ¢ 14: Zavislost absorbance na ¢ase pro pifeménu substratu solubilni lakazou

z Trametes versicolor, rizné koncentrace roztoki solubilni lakazy.

Pro sestrojeni kalibraéni ptimky byla pouzita linearni vzestupna c¢ast jednotlivych
ktivek, ktera odpovida piirustku produktu v Case. Z této linedrni oblasti bylo pro vypocet
aktivity pouzito rozmezi 15 s — 105 s pro vSechny koncentrace lakazy. Ze ziskanych hodnot
(viz tabulka 10) byla sestrojena zavislost zmény absorbance za 90 s na koncentraci lakazy
v L.U./ml (viz obrazek 15).
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Tabulka 10: Zmény absorbance za 90 s a koncentrace lakazy pouzité pro stanoveni aktivity

pomoci substratu SGZ

LU. | AA/9Os
0,002 | 0,675
0,003 | 0,891
0,004 | 0,998
0,005 | 1,153
0,006 1,285

Obréazek 15: Kalibra¢ni

substratu Syringaldazinu.
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jednotky (1.U./1 ml)

ptimka solubilni lakazy Trametes versicolor stanovend pomoci

3.2.2 Stanoveni aktivity solubilni lakdzy pomoci substratu diamoniové soli

2,2"-azinobis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonove kyseliny)

| v ptipadé€ substratu ABTS probihalo méteni kineticky, v tomto ptfipad¢ pfi 414 nm

podle postupu uvedeného v kapitole 2.2.2. Pti pfeméné substratu ABTS odpovida linearni

¢ast kiivky opét prirustku produktu za Cas (viz obrézek 16). Rozsah koncentraci roztoki
solubilni lakdzy byl zvolen 0,001 I.U./Aml - 0,005 I.U./Aml Absorbance byla mé&fena v 30

s intervalech pii vinové délce 414 nm. Byla sestrojena kalibra¢ni zavislost zmény absorbance

za Cas 210 s pro jednotlivé koncentrace lakdzy v 1.U./ml (viz obrézek 16).
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Obrézek 16: Kinetika pfemény substratu ABTS solubilni lakazou Trametes versicolor o rizné

koncentraci.

Pro sestrojeni kalibra¢ni pfimky byla pouzita vzestupna cast kiivky, kterd odpovida
ptiristku produktu v ¢ase a bylo vybrdno casové rozmezi 30 s — 240 spro vSechny
koncentrace lakadzy. Z hodnot uvedenych tabulce 11 byla sestrojena zavislost zmény

absorbance za ¢as 210 s na jednotkéch lakézy (viz obrazek 17).

Tabulka 11: Zmény absorbance za 210 s a koncentrace lakdzy pouzité pro stanoveni aktivity

pomoci substratu ABTS

I.U. AA/210 s 17
0.9 -

0,001 0,293 08 -
0,002 0,397 £ 07 -

< 0.6 -
0,003 0,468 < 05 -

8 04 - =150.3

e 0. y= 3x +0.104
0,004 0,752 S 03 - ® R2=0.951
0,005 0,867 S 0.2 -

< 01 -

< O T T 1

0 0.002 0.004 0.006
jednotky (1.U./1ml)

Obrazek 17: Kalibra¢ni piimka solubilni lakazy Trametes versicolor stanovend pomoci
substratu ABTS.
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3.3 Imobilizace lakazy na vybrané magnetické ¢astice a stanoveni

jeji aktivity

Po ovétena aktivity solubilni lakdzy bylo vytipovany a otestovany rizné magnetické

Castice pro imobilizaci lakazy.

Byly vybrany magnetické ¢astice komeréné dostupné a ¢astice syntetizované na Ustavu
makromolekularni chemie Akademie véd CR (UMCH). Jejich piehled a vlastnosti jsou
uvedené v tabulce 12. Castice se lisily materidlem, velikosti a funk&nimi skupinami pouzitymi
pro imobilizaci. Hydrazidovd magneticka perlova celul6za (HMPC) byla pouzita pro svoji
specifickou vazbu orientovanou na —OH skupiny, coz znamena, ze molekula enzymu musi byt

glykosylovana.

Tabulka 12: Piehled vybranych magnetickych c¢astic, jejich velikost, funkéni skupina

a vyrobce.
Magnetické ¢astice Velikost Funkéni skupina Vyrobce
Magneticka
o ) lonosorb MG 100
makroporézni perlova 80 - 100 um -OH

] (Usti n.L., CR)
celul6za (MPC)

Hydrazidova
magneticka UMCH AV CR
o ) 125 - 250 um -NH-NH; 5
makroporézni perlova (Praha, CR)

celuléza (HMPC)

Chemicell GmbH

SIMAG-amin 1um -NH;
(Berlin, Némecko)
_ Chemicell GmbH
SiIMAG-carboxyl 1pum -COOH
(Berlin, Némecko)
UMCH AV CR
HEMA-40% EDMA 4 um -COOH 3
(Praha, CR)
UMCH AV CR
PGMA-40% EDMA 4 um -COOH 5
(Praha, CR)
UMCH AV CR
ProMAG 0,88 um -COOH 5
(Praha, CR)
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Postupy imobilizaci lakazy z Trametes versicolor na jednotlivé magnetické Castice jsou
popsané Vv piedeslych kapitolach experimentalni ¢asti. Imobilizace lakazy na funk¢ni skupiny
—OH u magnetické makroporézni perlové celulozy (MPC) probihd za stabilizace vazby
kyanoborohydridem sodnym, jehoz piidavku ptfedchazela oxidace lakazy pomoci jodistanu
sodného. Pfi imobilizaci na castice SIMAG-amin, SiIMAG-carboxyl, PGMA-40% EDMA
aProMAG  byla pouzita  karbodiimidovd  metoda  spfidavkem EDC a
S-NHS. Pii orientované imobilizaci na HMPC byla lakaza nejdfive oxidovana NalOg4, oxidace
byla zastavena piidavkem ethylenglykolu a vlastni imobilizaci piredchéazelo jesté odsoleni
vzorku na MicroSpin G-25 kolon¢. Aktivita po imobilizaci na MPC a HMPC byla vztazena
na mnozstvi sedimentovaného nosic¢e (0,5 ml nebo 1 ml), kdezto u mensich magnetickych

Castic na 1 mg suspenze ¢astic.

3.3.1 Stanoveni aktivity imobilizované lakazy na MPC a HMPC

Po imobilizaci lakazy na dané magnetické ¢astice je nutné ovéfit jeji aktivitu. Aktivita
byla stanovena pomoci dvou substratl, SGZ a ABTS. Pii stanoveni aktivity imobilizované
lakézy se bral sedimentovany nosi¢, u MPC 50 pl a u HMPC 30 pl. U mensich magnetickych

Castic se bere suspenze nosice s imobilizovanym enzymem (100 pg).

Pro stanoveni aktivity imobilizované lakdzy na magnetické perlové celul6ze bylo brano
50 pl sedimentovaného nosice s imobilizovanym enzymem. M¢é&feni probihalo dle postupu
popsaného v kapitole 2.2.5 a 2.2.11. Absorbance byla métena kineticky v 30 s intervalech,
kdy 20 sekund byla smés michana, nasledovala 10 sekund separace ¢astic magnetem a méfeni
absorbance. Mé&feni probihalo po celkovou dobu 10 minut a byla monitorovana absorbance

pii vinové délce A=525 nm pro substrat SGZ a A=414 nm pro substrat ABTS.

Z grafu (viz obrazek 18) byly vybrany zmény absorbance za ¢as 30 s — 210 s (tj. 180 s)
pro substrat ABTS a za ¢as 30 s — 90 s (tj. 60 s) pro substrat SGZ. Z kalibrace pak byla
vypocitana aktivita imobilizované lakazy 0,004 1.U./I1ml pro substrat SGZ a 0,096 1.U./1ml
pro substrat ABTS (viz tabulka 13).
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Obrézek 18: Kinetika pfemény substratu ABTS (A) a SGZ (B) imobilizovanou lakazou

Trametes versicolor na makroporézni magneticke perlové celuldze.

Pro stanoveni aktivity lakdzy imobilizované na hydrazidové magnetické perlové
celuléze bylo brano 30 pl sedimentované¢ho nosiCe s imobilizanym enzymem. Méfeni
probihalo dle postupu viz kapitola 2.2.11. Absorbance byla méfena na spektrofotometru
vV minutovych intervalech, kdy 45 sekund byla smés michdna, nésledovala 15 sekund separace

¢astic magnetem a méfeni absorbance. Méfeni probihalo po celkovou dobu 20 minut.

Z grafu (viz obrazek 19) byla vybrana zména absorbance za ¢as 60 s—240 s (tj, 180 s)
a jejim dosazenim do rovnice regrese byla vypocitana aktivita 0,035 1.U./Aml pro substrat ABTS

(viz tabulka 13).
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Obrézek 19: Kinetika pfemény substratu ABTS imobilizovanou lakazou Trametes versicolor

na hydrazidové magneticke perlové celuldze.
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3.3.2 Stanoveni aktivity imobilizované lakazy na ¢&asticich s funkénimi

skupinami —-COOH nebo -NH?2

Pro stanoveni aktivity lakdzy imobilizované na magnetickych ¢asticich s funkénimi
skupinami —COOH nebo —NH; bylo v prvnich pokusech brdno 100 ul suspenze nosice
s imobilizovanym enzymem a poté 400 pl suspenze, protoze se nam nepodafilo dosahnout
hodnot, které by umoznovaly vyhodnoceni a vypocet aktivity. Ani pfes zvySeni mnozstvi
¢astic s imobilizovanym enzymem nebylo mozné aktivitu u nékterych magnetickych castic
stanovit. Reakce probihala velmi pomalu, nebylo mozné ziskat zmény absorbance za dané
Casové rozmezi, diky kterym bychom méli vyhodnotit aktivitu z kalibrace ziskané pro
solubilni lakazu. Ani dals$i zvySeni mnozstvi magnetickych ¢astic nevedlo k vyhodnotitelnym
vysledkiim. Pii pouZiti substratu ABTS se ndm podafilo stanovit aktivitu pouze pro lakézu
imobilizovanou na ¢astice SIMAG-amin a HEMA-40% EDMA (viz souhrnné tabulka 13).
Pro castice SIMAG-amine vsak byla aktivita velice nizka, a proto i tyto Castice byly z dalSich

experimentl vyfazeny

Vzhledem ktomu, Ze jsme vyuzivali metodu stanoveni aktivity, ktera byla
jiz optimalizovana a publikovanad a v ptipadé MPC, HMPC a HEMA se podatilo ziskat
enzymaticky aktivni nosi¢, neprovadéli jsme dalSi optimalizace (napf. zménu koncentrace
substratu, teplotu apod.). Pro nase dal$i experimenty pak byly vyuzivany ptipravené aktivni

nosice. Nejvyssi aktivity bylo dosazeno imobilizaci enzymu na nosi¢ MPC.
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Tabulka 13: Pichled aktivit imobilizované lakazy z Trametes versicolor na vybrané

magnetické Castice

Funkéni o
Magneticka ¢astice Substrat Vyrobce ) Aktivita
skupina
0,004
) SGZ
Magneticka makroporézni perlova lonosorb MG OH L.U./1ml
celuléza 100 0,096
ABTS
L.U./1ml
Hydrazidova magneticka perlova ] 5 0,035
ABTS UMCH AVCR NH-NH2
celuloza L.U./1ml
. . . 0,0007
SIMAG-amin ABTS Chemicell NH2
LU./1ml
, . 0,0047
HEMA-40% EDMA ABTS UMCH AVCR OH
LU./1ml
SiIMAG-carboxyl SGZ/ABTS Chemicell COOH NA
PGMA-40% EDMA SGZ/ABTS | UMCH AVCR COOH NA
ProMAG SGZ/ABTS| UMCH AVCR COOH NA
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3.4 Operacni aktivita a skladovaci stabilita

Nejen aktivita enzymu po imobilizaci je dilezitym parametrem piipravenych nosic,
ale také opera¢ni aktivita a skladovaci stabilita. Pii opera¢ni aktivité zjistime, zda
imobilizovany enzym ztraci svoji aktivitu pfi vicendsobném pouziti. Skladovaci stabilita nam

ukaze, zda se s dobou uskladnéni méni i aktivita imobilizovaného enzymu.

Na zakladé ptedchozich vysledkii byly vybrany nosice MPC, HMPC a HEMA-40%
EDMA, a u nich byla testovana opera¢ni a skladovaci stabilita. Opera¢ni stabilita byla
ovéiena opakovanym stanovenim aktivity imobilizované lakazy u jednoho alikvotu castic
s imobilizovanou lakdzou, abychom zjistili, zda enzym ztraci s pouzivanim svoji aktivitu.

Castice byly vzdy mezi jednotlivym méfenim promyty 0,05 M K-acetatovym pufrem pH 4,5.

Skladovaci stabilita byla ovéfena stanovenim aktivity vzdy u cerstvého alikvotu
po tydennich intervalech, abychom zjistili, zda enzym skladovanim neztraci svoji aktivitu.
Nosice s imobilizovanou byly po dobu skladovani uchovany pii 4 °C. Pii vSech stanovenich
aktivity byl jako substrat pouzit ABTS a stanoveni bylo provedeno podle postupu uvedeného
v kapitole 2.2.5.

Pfi porovnani vSech tii nosi¢t (viz obrazek 20, A-C) je viditelné, ze lakaza
imobilizovand na magnetickou makroporézni perlovou celuléozu (MPC) a hydrazidovou
magnetickou perlovou celul6zu (HMPC) neztraci svoji aktivitu ani po 4. pouziti. Vzestup
enzymové aktivity pii druhém pouziti je bézny jev, ktery je u imobilizovanych enzymut
pozorovan, a muzZe byt zplsoben aktivaci enzymu substratem. V piipadé nosi¢e HEMA-40%

EDMA byl pozorovan pokles aktivity jiZ po druhém pouziti.

Skladovaci stabilitu miizeme pozorovat na obrazcich D-F. Z graft (viz obrazek 21, D-F)
je viditelné, Ze skladovani imobilizované lakazy na magnetické makroporézni perlové
celulé6ze (MPC) a hydrazinové magnetické perlové celuléze (HMPC) jeji aktivitu nijak
zasadné nesnizuje. Pokles byl zaznamenén az po 3. tydnu uskladnéni. Aktivita imobilizované
lakazy na magnetické castice HEMA-40% EDMA se skladovanim znateln€ snizuje, proto byl

tento nosic s dalSich experimentl vyfazen.
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Obrézek 20, A-C: Operacni aktivita lakadzy z Trametes versicolor imobilizované na: A) MPC,
B) HMPC, C) HEMA-40% EDMA. Substrat ABTS, méfeno pii vinové délce A=414 nm

ve 2 minutovych intervalech po dobu 20 minut.
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Obrézek 21, D-F: Skladovaci stabilita lakdzy z Trametes versicolor imobilizované na: A)
MPC, B) HMPC, C) HEMA-40% EDMA. Substrat ABTS, méfeno pii vinové délce

A=414 nm ve 2 minutovych intervalech po dobu 20 minut.
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Ovétenim operacni aktivity a skladovaci stability se jevi magnetickd makroporézni perlova
celuléza (MPC) a hydrazinovd magneticka perlova celul6za (hydrazin. MPC) jako nejvice
vhodné nosi¢e pro imobilizaci lakazy. Pro experimenty soxidaci kyseliny hyaluronoveé

pak byla vybrana MPC, ktera méla po imobilizaci nejvyssi aktivitu.
3.5 Oxidace kyseliny hyaluronové

Dle literatury muze oxidace kyseliny hyaluronové, resp. jejich -OH skupin, probihat
azna uroven karboxylu [77]. AvSak nasim cilem bylo, aby produktem oxidace HA byl
aldehyd. Dulezitym krokem bylo najit vhodnou metodu pro prokazani pFitomnosti
aldehydovych skupin, dostupnou v nasi laboratofi a vyuzitelnou pro pribézné ovéfovaci
experimenty. Aldehydovou skupinu jsme se rozhodli prokdzovat nepiimo s pfedpokladem
vazby reaktivni latky obsahujici aminoskupinu, konkrétné diaminobenzidinu (DAB) (viz
obrézek 22). Ten lze detegovat spektrofotometricky, pfi jeho absorpénim maximu 465 nm
[90]. Piedpokladali jsme, ze pokud by oxidace probihala az na karboxyl, nemélo by spontanné
dojit k navazani DAB. U vybranych vzorka pak byla provedena i FTIR analyza (viz obrazek
32, 33). Vsechny vzorky jsme nechali dialyzovat, aby doslo k pfecisténi vzorku a odstranéni

nezreagovanych slozek.

Diaminobenzidin (DAB) ma absorp¢ni maximum pii vlnové délce okolo 465 nm (viz
obrézek 23). Tato ndmi ziskana hodnota se shoduje s hodnotou uvedenou V literatufe [90].
Pii této vinové délce jsme z naSich spekter odecetli hodnoty absorbanci pro kazdy vzorek

a vytvortili sloupcove grafy (viz obrézky 26, 28)

NH,
NH,

HoN

H,N

Obrazek 22: Struktura diaminobenzidinu. Pievzato z [103].
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Obrézek 23: Zavislost absorbance na vinové délce pro diaminobenzidin (100 pg/ml).
Absorpéni maximum odpovidajici A=465 nm je vyznacené Cernou carou. Spektrum bylo

proméieno v rozmezi vinovych délek 400 — 700 nm.

V nasich prvnich experimentech jsme nejdiive oxidovali HA pomoci TEMPO o rizné
koncentraci. Jednalo se o koncentrace: 0,01 M, 0,03 M a 0,1 M. Zkouseli jsme variantu s i bez
pfidavku chlornanu sodného a bromidu sodného (viz obrazek 24, 25). Systtm TEMPO-
NaOCI-NaBr je pouzivan pravé za ucelem ziskani aldehydfi. Béhem této oxidace je NO*
odvozeny od TEMPO redukovan na hydroxylamin. Nitrosoniovy iont reaguje
s hydroxylaminem, kdy dochazi k regeneraci TEMPO a sam NO" se ve smési kontinualné
regeneruje pravé chlornanem sodnym [29, 81]. Tato metoda je bez pFitomnosti jak solubilni,
tak imobilizované lakazy. Absorbance byla proméfena v rozmezi vinovych délek 190 — 900

nm. Podrobnéjsi postup najdeme v kapitole 2.3.1.
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Obrézek 24: Zavislost absorbance na vinové délce pro oxidaci HA pomoci TEMPO o rizné

koncentraci s ptidavkem DAB.

Mnozstvi oxidované HA o velikosti 1,8 MDa bylo 1 mg na 2 ml reakéniho objemu.
Absorbance byla méfena v rozmezi vinovych délek 190-900 nm. Absorpéni maximum DAB

pro odecet absorbance je vyznafeno Cernou carou (465 nm). Piky pii nizSich vlnovych

délkach mohou pochézet z ostatnich slozek kyseliny hyaluronove.
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Obrézek 25: Zavislost absorbance na vinové délce pro oxidaci HA pomoci TEMPO o rizné
koncentraci s ptidavkem DAB, NaOCI a NaBr.
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Mnozstvi oxidované HA o velikosti 1,8 MDa bylo 1 mg na 2 ml reakéniho objemu.
Absorbance byla méfena v rozmezi vinovych délek 190-900 nm. Absorpéni maximum DAB,
pii kterém byly odeéteny hodnoty absorbance je vyznac¢eno ¢ernou ¢arou v grafu a odpovida

465 nm. Piky pii nizSich vinovych délkach pochazeji z ostatnich sloZek reakéni smési.
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Obrézek 26: Absorbance odeétené pii absorpénim maximu DAB, tj. A=465 nm. 1 - 0,01 M
TEMPO+NaOCI+NaBr, 2 - 003 M TEMPO+NaOCI+NaBr, 3 - 01 M
TEMPO+NaOCI+NaBr.

Pii dal$i oxidaci HA o velikosti 1,8 MDa jsme pouzili 0,1 M TEMPO, s kterym bylo
v piedeslych experimentech dosazeno teoreticky nejlepSich vysledkt, ale za ptidavku
imobilizované (200 ul sedimentovaného nosi¢e) a solubilni lakazy (3 1.U.), chlornanu
sodného a bromidu sodného a nasledné po oxidaci opét diaminobenzidinu. Absorbance byla
prométena v rozmezi vinovych délek 190 — 900 nm. Podrobné&jsi postup najdeme v kapitole
2.3.1.
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Obrazek 27: Zavislost absorbance na vinové délce pro oxidaci HA pomoci 0,1 M TEMPO

Vv ptitomnosti solubilni a imobilizované lakazy s pfidavkem DAB, NaOCI a NaBr.

MnozZstvi oxidované HA o velikosti 1,8 MDa bylo 1 mg na 2 ml reak¢niho objemu.
Absorbance byla méfena v rozmezi vinovych délek 190-900 nm. Absorpéni maximum DAB,
pii kterém byly odeéteny hodnoty absorbance je vyznaceno ¢ernou ¢arou v grafu a odpovida

465 nm. Piky pfi nizSich vlnovych délkach pochazeji z ostatnich slozek reakéni smési.
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Obréazek 28: Absorbance odeétené pifi absorpénim maximu DAB, tj. A=465 nm. 1 —
HA+TEMPO+imobil. lakdza, 2 - HA+TEMPO+imobil. lakdza+NaOCIl+NaBr, 3 -
HA+TEMPO+solubil. lakéza, 4 — HA+TEMPO+solubil. lakaza+NaOCI+NaBr.
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Porovnanim sloupcovych grafi (viz obrazek 26, 28), podle nevyssich hodnot zmérené
absorbance vzorkli, mizeme vyhodnotit, Ze nejvétsi mnozstvi kyseliny hyaluronové bylo
oxidovano pouziti 0,1 M TEMPO v kombinaci s NaOCI a NaBr. V dal$im experimentu je
prokazatelné (viz obrazek 28), ze je systtm TEMPO-NaOCI-NaBr u¢inny i spole¢né
s imobilizovanou lakdzou na makroporézni magnetické perlové celuloze (MPC). Avsak
nejvetsi oxidaéni schopnosti prokazuje 0,1 M TEMPO v kombinaci s imobilizovanou lakézou
na MPC.

Pro dalsi planované experimenty jsme piedpokladali, ze pokud by doslo k oxidaci
hydroxylovych skupin az na skupiny karboxylové, po oxidaci pfiddvany diaminobenzidin by
se nenavazal. K vazbé by doslo v ptipad¢, Ze vzniklé karboxylové skupiny by byly aktivovany
ptidavkem karbodiimidu (EDC) a N-hydroxysulfosukcinimidu (S-NHS). Pokud oxidace
probéhla na pozadovanou karbonylovou skupinu, ptidavek EDC a S-NHS nebude mit zadny
vliv. Experiment byl proveden za stejnych podminek, pouze po oxidaci s pifidavkem EDC
a S-NHS podle postupu uvedeného v kapitole 2.3.3. Vysledky jsou uvedeny na obrézcich 29
a 30.
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€,
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& 1
o
&)
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Obrazek 29: Zavislost absorbance na vinové délce pro oxidaci HA pomoci 0,03 M TEMPO
V pfitomnosti imobilizované lakazy s ptidavkem DAB, EDC a S-NHS.

Mnozstvi oxidované HA o velikosti 1,8 MDa bylo 1 mg na 2 ml reakéniho objemu.

Absorbance byla méfena v rozmezi vinovych délek 190-900 nm. Absorpéni maximum DAB,
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pii kterém byly odeéteny hodnoty absorbance je vyznaceno ¢ernou ¢arou v grafu a odpovida

465 nm.
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Obrazek 30: Absorbance odectené pii absorpénim maximu DAB, tj. A=465 nm 1 —
HA+TEMPO+imobil. akaza, 2 — HA+TEMPO+EDC+S-NHS, 3 — HA+TEMPO+imobil.
lakaza+EDC+S-NHS.

Pti porovnani obrazkl 28 a 30 mizeme fict, Ze pfidavek EDC a S-NHS nem¢l na vznik
aldehydovych skupin zadny vliv. Protoze hodnoty absorbanci pro vzorky, ve kterych je
obsazena HA+TEMPO+imobilizovana lakaza, jsou stejné s i bez pradavku EDC a S-NHS.

Dalsim oxida¢nim ¢inidlem kyseliny hyaluronové, které jsme zkouseli, byl jodistan
sodny, ktery by m&l HA oxidovat na aldehyd [89]. Proto byl do naseho experiment zatazen
jako standardni srovndvaci metoda. Ke vzorku byla opét pfiddna reaktivni latka
diaminobenzidin, kterd by se po oxidaci vazala na vzniklé aldehydove skupiny (viz obrézek
31). Detekce probihala stejné jako u oxidace pomoci TEMPO, spektrofotometricky v rozmezi
vinovych délek 190-900 nm a byla odeéitina hodnota absorbance pii 465 nm. Oxidované
mnozstvi imobilizované lakazy o velikosti 1,8 MDa bylo 1 mg v reakénim objemu 2ml.

Postup metody je podrobné popsan v kapitole 2.3.4.
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Obrazek 31: Schéma mechanismu oxidace HA pomoci NalO,. Pevzato a upraveno [89].

Bohuzel vysledky zvolené nepiimé metody neposkytly jednoznacné a prikazné vysledky,

protoze vysledky absorbanci byly stejné jako v predeslych métenich.

Podafilo se nam vysledky experimentu doplnit o infracervenou spektrometrii
s Fourierovou transformaci (FTIR) oxidované kyseliny hyaluronové. Pro analyzu byly
vybrany vzorky oxidované kyseliny hyaluronové o velikosti 30 kDa a 1,8 MDa a byla pouzita
oxida¢ni Cinidla stejnd, jako v pfedeslych experimentech, a to bez a s pfitomnosti solubilni
nebo imobilizované lakazy. Analyza probihala za podminek uvedenych v kapitole 2.4.

a infraervena spektra jsou zobrazena na obrazcich 32 a 33..
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Obrézek 32: IC spektrum. Velikost HA je 30kDa. Aldehydova skupina vyznagena Sipkou. 1 - HA + TEMPO, 2 - HA + TEMPO + NaOCI +
NaBr, 3 - HA + TEMPO + imobilizovana lakaza (200ul sedimentovaného nosice), 4 - HA + TEMPO + solubilni lakdza (3 1.U.), 5 - HA +
TEMPO + NaOCI + NaBr + imobilizovana lakaza, 6 - HA + NalO,.
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Obrézek 33: IC spektrum. Velikost HA je 180Da. Aldehydova skupina vyznagena Sipkou. 1 - HA + TEMPO, 2 - HA + TEMPO + NaOCI +
NaBr, 3 - HA + TEMPO + imobilizovana lakaza (200ul sedimentovaného nosice), 4 - HA + TEMPO + solubilni lakdza (3 1.U.), 5 - HA +

TEMPO + NaOCI + NaBr + imobilizovana lakaza, 6 - HA + NalOg.
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Na obou infracervenych spektrech (viz orbazek 32, 33) mulzeme pozorovat pik
odpovidajici karbonylové skupiné. Jednalo se o vzorek obsahujici oxidovanou kyselinu
hyaluronovou, TEMPO a solubilni lakazu. U vzorku obsahujici HA s vétsi molekulovou
hmornosti (1,8 MDa) je pik vice viditelny. Miize to byt zpisobené vznikem vét§iho mnozstvi
karbonylovych skupin, coz se odviji od vétsiho poc¢tu OH skupin v ptivodni molekule HA.

FTIR analyza naznacuje, ze by ucinek lakdazy mohl byt pozitivni, avSak nejlepSich
vysledkii bylo dosazeno pouze se solubilni lakdzou. Divodem miize byt vétSi mnozstvi
solubilni lakazy nez imobilizované. Experimenty jiz nebylo mozné zopakovat s takovym
mnozstvym nosice, které by odpovidalo mnozstvi solubilni lakazy. V ramci dalSich
experimentll na toto téma by bylo tfeba celé fady dalSich optimalizaci, at’ uz s mnozstvim
¢inidel a jejich pomérd, tak riznym mnozstvim enzymu. Zaroveén by se mohla testovat 1 jina
¢inidla, kterd by byla po oxidaci vdzana na modifikovanou kyselinu hyaluronovou a také byla

Iépe kvantifikovatelna.
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4 Zavér

Jednim z hlavnich cili diplomové prace bylo pfipravit enzymaticky aktivni nosi¢
s imobilizovanou lakazou s vyuzitim magnetickych castic a ovéreni jeji aktivity pomoci
vybranych substrati, jednalo se o Syringaldazin (SGZ) a diamoniovou sul 2,2'-azinobis(3-
ethylbenzothiazolin-6-sulfonové kyseliny) (ABTS). Nejlepsi vysledky jsme pozorovali
u magnetické makroporézni perlové celuléze (MPC), hydrazidové magnetické perlové
celuléze (HMPC) a HEMA-40% EDMA. Tyto magnetické Castice byly dale pouzity pro
stanoveni operacni aktivity a skladovaci stability, kde jsme si jejich vyhovujici vlastnosti

potvrdili.

Nosi¢ s lakdzou imobilizovanou na MPC byl dale pouzit pfi kontrolované oxidaci
kyseliny hyaluronoveé (HA). Do experimentu byly zafazeny i vzorky se solubilni lakazou.
Produktem oxidace mély byt aldehydové skupiny, které jsme zjistovali vazbou reaktivni
latky, v nasem piipad¢ diaminobenzidinu (DAB). Vyzkouseli jsme oxida¢ni ¢inidla 2,2,6,6-
tetramethylpiperidin-1-oxyl (TEMPO) a jodistan sodny (NalO4). Bohuzel zadné
z experimentll nedavaly zvolenou metodou prikazné vysledky, proto jsme na zavér vzorky
analyzovali pomoci infracervené spektrometrie s Fourierovou transformaci (FT-IR), kde jsme
ve spektru pozorovali pfitomnost aldehydovych skupin v molekule produktu, a to u jednoho
ze vzorkl. Pozitivnim vysledkem bylo, Ze se jednalo o vzorek, ktery byl oxidovan

za pritomnosti enzymu lakazy, ale jeho solubilni formy.

Tato prace se zabyvala Upln€ novym tématem a vesSkeré vysledky jsou vysledky pouze
prvotnich experimentl. V rdmci dal§iho vyzkumu v dané oblasti by byla nutna tada dalsich

optimalizaci pro lepsi a priikaznéjsi vysledky.

Na zavér mélo také dojit k propojeni nasi prace s dalsi diplomovou praci, kdy méla byt
oxidovana kyselina hyaluronova pouzita pro tvorbu nanocastic. Bohuzel k tomuto propojeni

nedoslo z divodu nedokonceni dané diplomové prace.
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