UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI

Prirodovédecka fakulta

Katedra biochemie

Eliminace mo¢oviny ureasou imobilizovanou na

magnetickych nosicich

DIPLOMOVA PRACE
Autor: Viktor Valtera
Studijni program: B1406 Biochemie
Studijni obor: Biochemie
Forma studia: Prezencni
Vedouci prace: doc. RNDr. Ludmila Zajoncova, Ph.D.

Rok: 2018



Prohlasuji, ze jsem diplomovou praci vypracoval/a samostatné¢ s vyznacenim vsech
pouzitych prament a spoluautorstvi. Souhlasim se zvefejnénim diplomové prace podle
zakona ¢. 111/1998 Sb., o vysokych skolach, ve znéni pozdéjsich predpist. Byl/a jsem
seznamen/a s tim, Ze se na moji praci vztahuji prava a povinnosti vyplyvajici ze zdkona
¢. 121/2000 Sb., autorsky zékon, ve znéni pozdéjsich predpist.

V Olomouci dne ..........c......... podpis diplomanta



Podékovani

Pod¢kovani patii vedouci této diplomové prace doc. Ludmile Zajoncové za veSkerou
spolupraci, ochotu, pomoc, pratelsky ptistup a cenné rady pii feSeni dané problematiky;
dale Sanje Zeljkovi¢ Cavar Ph.D. a v neposledni fadé celému oddéleni katedry Biochemie

za vstficnost a ochotu poradit.



Bibliograficka identifikace
Jméno a pfijmeni autora Viktor Valtera
Nézev prace Eliminace mocoviny ureasou imobilizovanou na

magnetickych nosicich

Typ prace Diplomova

Pracovisté Katedra biochemie

Vedouci prace doc. RNDr. Ludmila Zajoncova, Ph.D.
Rok obhajoby prace 2018

Abstrakt

Ureasy jsou metaloenzymy katalyzujici hydrolyzu mocoviny. Vyskytuji se u rostlin,
mikroorganismli a bezobratlych. PiedevS§im v imobilizované formé nalézaji cetna
uplatnéni v biotechnologiich, diky nespornému vylepseni chemickych vlastnosti, které
ve vysledku snizuji nédklady na provedeni reakce. Navic pokud je enzym imobilizovan
na magnetické nosice, k jeho separaci od reakéni smési staci pouzit vnéj$i magnetické
pole. Analyza moci je od pradavna zpasob, pomoci kterého I1ékafi posuzovali zdravi
jedince. Mo¢ poskytuje podstatné informace uzite¢né ke stanoveni diagnozy, ale i
k sledovani a 1é¢b¢ Siroké skaly onemocnéni. Mo¢ obsahuje spoustu iontd a metabolitu.
Navic ve srovnani s jinymi télnimi tekutinami jsou zde metabolity ve vySSich
koncentracich, protoZe je zakoncentruji ledviny pii tvorb&é moci. Nicméné prave vysoké
koncentrace mocCoviny v mo¢i komplikuji mnoho stanoveni, zejména pak metody
zalozené na separaci pomoci plynového chromatografu. V soucasné¢ dobé se pro
eliminaci mocoviny pouZziva volnd ureasa. Po hydrolyze mocoviny se musi enzym
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1 UVOD

Analyza moci byla po staleti jednim ze zptsobti, pomoci kterého 1€kati hodnotili zdravi
jedince. Oproti ostatnim té€lnim tekutinam se velmi snadno a neinvazivné ziskava ve
velkém mnozstvi. Moc¢ produkovana savci, je ¢ird, sterilni, jantarové zabarvena kapalina
tvofena ledvinami. Funkci ledvin je odstranéni rozpustnych odpadnich latek z krve. Ve
vysledku pak moc¢ obsahuje vysoké koncentrace mocoviny (z metabolismu
aminokyselin), anorganickych soli (chlor, sodik, draslik), kreatinin, amonné ionty,
organické soli, riizna ve vod¢ rozpustna xenobiotika a pigmenty (urobilin) a jiné latky.
Pravé vysoké koncentrace mocoviny komplikuji stanoveni ostatnich metabolita.
V soucasnosti se pied analyzou metabolomu moci plynovou chromatografii spojenou
s hmotnosti spektrometrii (dale GC/MS) odstraiiuje pomoci volné ureasy. Nicméné pii
pouziti volné ureasy v roztoku neexistuje rychly a efektivni zptisob odstranéni enzymu z
reakéni smési. Z tohoto diivodu se jevi imobilizace ureasy na magnetické nosice jako
chytré teSeni. Po probcéhnuti reakce staci pouzit vnéjs$i magnetické pole k separaci
imobilizovaného enzymu od reakéni smési. V dnesni dob¢ lze identifikovat ~ 3100
riznych metaboliti v moc¢i a kvantifikovat ~ 3900 koncentra¢nich hladin (Bouatra et al.,
2013). Existuje fada metod analyzy moc¢i, GC/MS je obecné rozsifenou
metodou metabolického profilovani mo¢i v praxi (Pasikanti et al., 2008).

Ureasy jsou metaloenzymy, které hydrolyzuji mocovinu na amoniak a oxid
uhlicity. Vyskytuji se napfi¢ rostlinami, bakteriemi, fasami a bezobratlymi, ale nejsou
syntetizovany zivoc¢ichy (Ligabue-Braun a Carlini, 2015). Stranou jejich biologické
vyznamnosti, ureasy nalézaji uplatnéni také v biotechnologické praxi, zejména pak
v imobilizované formé. Imobilizaci ziskaji enzymy pfiznivé vlastnosti pro praktické
vyuziti. Patfi mezi n¢€ vyssi termostabilita, odolnost viici zméndm pH, Ize je opakované
pouzit a jsou stabilnéjsi pii skladovani. Celkové tak znacné snizuji naklady na provedeni

reakce (Sahoo et al., 2011).



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Analyza moci

Analyzou moci lze zjistovat celou fadu parametrud, které charakterizuji zdravi jedince.
V porovnani s ostatnimi télnimi tekutinami se velmi snadno a neinvazivné ziskava ve
velkych objemech, téméf neobsahuje interferujici proteiny a lipidy a je chemicky
komplexni. Moc¢ je pruihlednd, sterilni, nazloutld kapalina produkovana ledvinami.
Ledviny extrahuji rozpustné odpadni latky z krevniho ob¢hu, stejné jako nadbytecnou
vodu, sacharidy a dalsi rtizné slouceniny. Moceni je primarni cesta vylucovani ve vod¢
rozpustnych odpadnich latek. Primérny dospély ¢lovek vygeneruje 1,5 az 2 litry moci za
den (Bouatra et al., 2013).

V soucasné¢ dob¢ lze identifikovat ~ 3100 riznych metabolith v moci a
kvantifikovat ~ 3900 koncentra¢nich hladin (Bouatra et al., 2013). Existuje fada metod
analyzy moci, mezi které patii: LC/MS, NMR, CE/MS, FTIR, HPLC aj. Plynova
chromatografie spojena s hmotnostni spektrometrii (dale GC/MS) je obecné
nejrozsitenéjsi metodou metabolického profilovani moci v praxi, diky jeji vysoké
citlivosti, rozliseni peaki a reprodukovatelnosti (Pasikanti et al., 2008).

Moc¢ na jedné strané téméf neobsahuje interferujici proteiny a lipidy a je chemicky
komplexni, ale na druh¢ stran¢ obsahuje vysoké koncentrace mocoviny (metabolismus
aminokyselin), anorganické soli (chlor, sodik, draslik), kreatinin, amonné ionty,
organické soli, rizna ve vod¢ rozpustna xenobiotika a pigmenty produkované z rozkladu
hemoglobinu napf. urobilin, ktery utvari charakteristickou barvu
moci (Bouatra et al., 2013).

Pritomnost téchto latek v moci pak interferuje pii stanoveni metaboliti v moci.
Zejména vysoka koncentrace mocoviny znemoziuje stanoveni metaboliti pomoci
plynové chromatografie, a proto musi byt pted vlastnim stanovenim mocovina ze vzorku
n¢jakym zpusobem eliminovana.

Vysoka koncentrace mocoviny v moéi (9,3-23,3 g.I''; Putnam et al., 1971)
predstavuje problém Vv metabolomickych analyzach na bazi GC-MS. Pfi ponechani
mocoviny Ve vzorku dochédzi ke znacné spotiebé derivatizacniho cinidla, které vede
k netplné derivatizaci jinych metabolita (Webb-Robertson et al., 2014). Mocovina je
tedy s nadsazkou persona non grata metabolitem pii analyze moci. Nejstar$i metodou
,»odstranéni® mocoviny z mo¢i je extrakce kapalina-kapalina (Tanaka et al., 1966), avsak

tento postup je uréen pouze K izolaci nékterych skupin organickych slouc¢enin z vodné
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faze. V soucasné dob¢ se mocovina eliminuje pfedbéznym osetfenim enzymem ureasou.
Wells et al.. r. 1964 poprvé informoval o pouziti ureasy k predbéznému oSetfeni vzorku

moci, metoda byla poté vylep$ena dalsimi (Chan et al., 2011).

2.1.1 Zpisoby eliminace mocoviny ze vzorki moci

Doposud bylo publikovano mnoho postupti, jak se zbavit mocoviny pfed analyzou.
Nejstarsi z nich extrakce kapalina-kapalina (LLE) je stale ¢asto vyuzivana (Tanaka et
al., 1966). Nicméné tato metoda byla primarné urcena k izolaci vybrané skupiny
organickych latek z vodné faze do uréitého extrak¢éniho ¢inidla (napf. ethylether nebo
ethylacetat pro organické kyseliny - (Goodman a Markey, 1981); hexan pro silylazované
cukry a polyoly - (Jansen et al., 1986)) k zjednoduSeni chromatogramu, nikoli
K odstranéni mocoviny. Pfi pouziti LLE je potfeba prostiedi s velmi nizkym pH
(hodnoty pH od 1 do 2), kde se mocovina ionizuje a stava se tak malo rozpustna
v organické fazi. BohuZel mnoho dalS§ich mocovych metaboliti se také ionizuje
(kreatinin, tryptofan, adenin) nebo se stdva nerozpustnymi (kyselina orotova, xanthin,
mocova kyselina). Z diivodi absence mnoha metabolitti, LLE neni optimalni metodou
pro analyzu metabolomu. Pro analyzu kompletniho metabolomu je tedy zapottebi pouzit
jiny piistup, ktery je vhodné&jsi pro odstranéni mocoviny (Kuhara, 2002).

Enzym ureasa piedstavuje piiznivy specificky prosttedek pro selektivni
odbouravani mocoviny ze vzorku moci. Prvni pouZiti ureasy pro odstranéni mocoviny
bylo publikovano Wellsem v roce 1964. O tii desetileti poté bylo zavedeno oSetieni
ureasou pro automatizovany screening vzorkil moci, ktery pokryl majoritu metaboliti,
zejména sacharidd, organickych kyselin a aminokyselin (Shoemaker a Elliott, 1991).
Metoda nabizi dobrou opakovatelnost, presné odrazi kvantitativni rozdily a o¢ekavané
relace mezi riznymi objemy moci, a vneposledni fadé umoZznila kvalitativni
identifikaci dalSich metabolitt (Webb-Robertson et al., 2014).

Nicméné pouziti ureasy k predipraveé vzorki je relativné pracné. Ureasa se musi
po inkubaci odstranit precipitaci. V dusledku precipitace pak mize dojit ke zkresleni
skute€ného mnozstvi né€kolika metabolitl. Pfi odstraiovani ureasy mize dojit k dalSim
chybdm a nepfesnostem, napi. strhavani nékterych metabolitl spolu se separaci
denaturované ureasy.

Pti aplikaci imobilizované ureasy se cely proces znacné zjednodusi a srazeni
enzymu jiz neni zapottebi. Imobilizace ureasy ma kromé mozné proteinové kontaminace

volnym enzymem také mnoho dalSich vyhod. Patii mezi né¢ moZznost opakovaného pouziti
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enzymu, vysS$i stabilita pfi skladovani, rozsifeni rozsahu teplotniho a pH optima aj.
(Pecova et al., 2011). Napft. ureasy imobilizované na riznych polymerech byly pouzity
jako biosenzory pro kvantifikaci mocoviny ve vodnych roztocich, krvi, moci, mléku nebo
alkoholickych napojich (Krajewska, 2009b). Manipulace s enzymem je jednodusi, pokud
pouzijeme magnetické latky jako nosice pro

imobilizaci (Safarik a Safarikova, 2009).

2.2 Ureasa
Ureasa (EC 3.5.1.5) je enzym Siroce rozsifeny v ptirod¢. Vyskytuje se u rostlin, bakterii,
hub, fas a bezobratlych. Primarni funkci ureas je hydrolyza mocoviny. Kone¢nymi
produkty reakce jsou amoniak a kyselina uhlic¢ita (Obr. 1). Zvysuji tak pomér rychlosti k
nekatalyzované reakci o 8x10%' (Callahan et al., 2005). Funkéné ureasy patid do rodiny
amidohydrolas a fosfotriesteras. Spole¢nym primarnim znakem vSech ureas je ptitomnost
kovovych iontl v aktivnich mistech enzymu, jejichz tikolem je aktivace substratu a vody
pro nasledujici reakci. Oproti ostatnim dvoujadernym metalohydrolasam v ,,superrodiné*
jsou ureasy unikatni  obsahem  nikelnatym  iontd  pravé v aktivnich
mistech (Krajewska, 2009Db).

Oba hlavni protagonisté reakce - moc€ovina a ureasa - maji specialni postaveni
z hlediska historie ptirodnich véd. Mocovina, poprvé objevena v lidské moci Hillaire M.
Roulle roku 1773 se pozdg&ji stala prvni organickou latkou syntetizovanou
z anorganickych  latek  (Wohler, 1828). Prvnim objevenym ureolytickym
mikroorganismem byl Micrococcus ureae v moci roku 1864 francouzskym botanikem
van Tieghem. O deset let pozd¢ji byl prvni ureolyticky enzym objeven francouzskym
védcem Fredericem Musculusem ve hnijici mo¢i. Az objev ureasy v soji (Glycine max)
roku 1909 zajistil mnohem bohatsi zdroj enzymu, coz vyustilo vjeho mnohem
intenzivnéjsi studium (Fearon, 1923). Meznikem v biochemii je bezpochyby krystalizace

ureasy ze semen Canavalie ensiformis Jamesem Summerem roku 1926, ktera potvrdila

HN-CO-NH, + H,0 —5%, H N-COOH + NH, —2°, H,CO, + 2NH,
nekatalyzovana
eliminaéni reakee
2H,0
HN=C=0 + NH, —*— H,CO, + 2NH,

Obr. 1 Schéma katalyzované a nekatalyzované hydrolyzy mocoviny (Krajewska, 2009a).

12



Obr. 2 Krystalova struktura ureasy ttps://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/pdb/4H9M (stazeno
23.4.2018).

teorii proteinové povahy enzymi (Obr. 2). Nemén¢ dulezité bylo i zjisténi, Ze ureasa z C.
ensiformis obsahuje nikelnaté ionty v aktivnim misté a jsou tak nezbytné pro jeji ¢innost
(Nicholas et al., 1975). Od svého objevu byla ureasa pfedmétem intenzivniho vyzkumu,
ktery zahrnoval jeji vyskyt a roli v ptirod¢, studium mechanismu ucinku, specificnost
ucinku a vliv cizich slouéenin na jeji aktivitu. Spolu s vyvojem védy a techniky zahrnoval
vyzkum dale i ur€eni aminokyselinové sekvence, krystalické struktury nativnich ureas,
jejich inhibici a genetickou organizaci (Krajewska, 2009a).

Produkty ureasou katalyzované hydrolyzy mocoviny jsou karbamat a amoniak,
pricemz prvni spontdnné hydrolyzuje za vzniku kyseliny uhli¢it¢ a dal$i molekuly
amoniaku (viz Obr. 1). Moc¢ovina je diky resonanéni energii odhadnuté na 30-40 kcal/mol
stabilni ve vodnych roztocich a odolava degradaci (Wheland, 1955). Nekatalyzovany

rozklad mocoviny ve vodném prostiedi, je eliminacni reakce, pti které vznikd isokyanat
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a ammoniak. Reakce je pomald a probihd nezavisle na hodnoté¢ pH v rozmezi 2

az 12 (Alexandrova a Jorgensen, 2007).

2.2.1 Vyskyt ureas a jejich funkce

Ureasy jsou enzymy Siroce rozsifené v piirod€. Jsou syntetizovany rostlinami,
mikroorganismy, fasami, houbami, bezobratlymi, a také se vyskytuji volné v pudé.
Z hlediska pH optima je mizeme rozdélit na kyselé a neutralni. Mocovina je snadno
dostupnym substratem. Jeji vSudypfitomnost je zajiSténa diky vylu¢ovani moci zvitaty,
z rozkladu dusikatych sloucenin z mrtvych organisml a také jako umélé hnojivo.
Vzhledem K jejich relativné velkému vyskytu hraji ureasy vyznamnou tlohu v celkovém
kolobéhu dusiku Vv ptirodé. Klicovou funkei je zajistit organismu dostatek dusiku ve

form¢& amoniaku pro potiebny rust (Wang et al., 2008).

2.2.1.1 Ureasa Vv rostlinach

Ureasa je esencidlni enzym, ktery v rostlinach katalyzuje asimilaci mocoviny po absorpci
do rostlinnych bun¢k (Obr. 3). U vyssich rostlin bylo prokdzano mnoho riznych
transportnich systému mocoviny jak pasivnich, tak aktivnich, které jim umoziuji
optimalizovat vyzivu dusiku v zavislosti na tom, zda vznikla ve vnitinim prostiedi
rostliny nebo pochdzi zvnéjSiho. Z externiho prostiedi rostliny asimiluji volnou
mocovinu skrz kofeny, zejména pak jako amoniak vznikly z hydrolyzy mocoviny diky
pfitomnosti ureas v pudé. Ostatné tato skutecnost je vyuZivand v praxi pifi hnojeni
mocovinou. Na druhou stranu, vysoké davky mocoviny v dusikatych hnojivech mohou
predstavovat vazné riziko jak pro rostliny, tak celkové pro Zivotni prostiedi. Pro zlepSeni
hnojeni se mo€ovina aplikuje i na listovou ¢ast, ale vy$si davky mohou byt opét toxické.
Je tedy ziejmé, Ze je potieba =ziskat dal$i znalosti o mechanismech vyzivy
rostlin mo¢ovinou, pro vyvoj vyvazenych strategii hnojeni pro nejlepsi a udrzitelnou
produkci zeméd¢€lskych plodin (Wang et al., 2008).

V rostlinnych butikach se ureasa ucastni metabolismu dusikatych latek. V ném je
mocovina dulezitym meziproduktem dvou procesi, a sice rozkladem argininu
katalyzovany arginasou (Zonia et al., 1995) a degradaci purinovych bazi a ureida
(Winkler et al., 1988). Mocovina se v rostlinnych bunkach velmi rychle metabolizuje a
prakticky se neakumuluje. Pti nadbyte¢ném mnozstvi muze poslouzit i jako zdroj dusiku.
Predpoklada se, ze diky vzniku amoniaku ma ureasa i obrannou funkci proti rostlinnym
patogenum (Polacco a Holland, 1993) Ve stejném smyslu bylo nezavisle na jejich

ureolytické aktivité prokazano, ze ureasy vykazuji také insekticidni (Follmer et al., 2004)
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Obr. 3 Zjednodusené schéma vzniku, transportu a degradaci mocoviny v rostlinnych buikach.
Mocovina vznika intracelularné nebo je pfijimana z prostfedi prostfednictvim transportnich
systémit HAT a LAT (z angl. high affinity transport resp. low affinity transport) umisténych
Vv cytoplasmatické membrané. Enzymy tvofici mocovinu jsou arginasa (1), agmatinasa (2),
canavaninhydrolasa (3) a alantoatamidinohydrolasa (4). Mocovina mize byt kompartmelizovana
z cytosolu do vakuol skrz transportéry TIPs (angl. tonoplast-targeted transporters) a aktivnimi
transportéry (dosud neidentifikované), avSak zatim neni jasné, zda je ve vakuole mocovina
uloZena. Transport mocoviny z mitochondrie zatim neni popsana. Cytosolarni mocovina je
hydrolyzovana ureasou na amoniak, ktery mize byt asimilovan glutaminsyntetasou (pfevzato a
upraveno Wang et al., 2008).

a antifungalni vlastnosti (Postal et al., 2012), coz celkové podporuje teorii o jejich
zapojeni do celkové obranyschopnosti rostlin. Ureasy se vyskytuji prakticky ve vSech
rostlinach, obzvlasté pak v s6ji lustinaté (Glycine max) obsahujicich az 0,012%
ureasy/sucha hmotnost a urodu kanavalie (Canavalia) obsahujici 0,07-0,14%
ureasy/suchd hmotnost, pficemz posledni zminénd je nejcastéjSim zdrojem

enzymu (Summer, 1926).

2.2.1.2 Ureolytické patogenni bakterie

Ve stfedu pozornosti byly vzdy zejména ty ureolytické bakterie, které skodi lidem a
zvitatim. Patogeneze je zpusobena piedevSim v dasledku hydrolyzy mocoviny, ktera
zvySuje pH (az do ~9,2) a uvoliuje tak amoniak a jeho derivaty. Mocovina, hlavni
dusikaty odpadni produkt organismu vétSiny pozemnich zivoc€ichil, je produkovéana
Vv jatrech, dale transportovana krevnim feciStém do ledvin, kde je exkretovana moci.
Koncentrace u zdravych lidskych jedinct se pohybuje okolo 1-10 mM v séru a v moci az

0,5 M. Navic 20-25 % z celkové produkce mocoviny zistava v intestindlnim traktu,
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pficemz koncentrace v zaludku se pohybuje okolo 1,7-3,4 mM. Vzhledem Kk této
skuteCnosti snadno dochazi k Castym infekcim jak v travici, tak vylucovaci

soustavé (Burne a Chen, 2000).

2.2.1.3 Ureolytické bakterie v moci

Infekce urinarniho traktu zvysuje pH moci, kterd je obvykle neutralni az slab¢ kysela, a
mize zpusobit fadu zadvaznych komplikaci. Jednim z nich je napt. nekréza ledvinové
tkan¢ odpovédna za vznik akutni pyelonefritidy. Dal$im ¢ast&jSim jevem je precipitace
normalné rozpustnych iontl v moci, kterd vede k tvorbé mocovych kament. Chemicky
jsou kameny slozeny ze struvitu MgNH4PO4.6H20 a karbonatapatitu Caio(PO4)sCOs.
Nejcastéjsi bakterie zptsobujici jejich tvorbu je Proteus mirabilis (Obr. 4) a Ureaplasma
urealyticum, dale bakterie rodu Pseudomonas, Klebsiella a Staphylococcus
aj. (Collins a D’Orazio, 1993).

Mimochodem stejnym zplsobem dochézi k vysrazeni moci i mimo lidské télo,
zvlaste pokud je mo¢ oddélena z odpadnich vod domécnosti. Srdzeni je opét nezadouci a
zpusobuje zanaseni trubek a zvySuje tak naklady na udrzbu. Na druhou stranu lze
precipitaci i vyuzit k fizenému ziskavani fosforu a dusiku z odpadnich vod a procesech
zpracovani moci (Maurer et al., 2006). Lidska mo¢ se podili na uvolnéni az 80%
celkového dusiku a 45% celkového mnozstvi fosfatu do komunalnich odpadnich vod.
Znovuziskani téchto dvou dominantnich zivin dohromady ve formé struvitu, zvlasté pak
pii odd€leni mo¢i od ostatniho odpadu, ptedstavuje zajimavou alternativu k nyni
pouzivanému chemickému ¢isténi pfi recyklaci moci

(Wilsenach a van Loosdrecht, 2006).
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Obr. 4 Role ureasy pii infekci P. mirabilis vedouci k tvorbé mocovych kamend
(Follmer, 2010).

2.2.1.4 Helicobacter pylori
H. pylori je hlavni ureolytickou bakterii infikujici intestinalni trakt. Bakterie obvykle
kolonizuje slizni¢ni epitel zaludku (Obr. 5), kde zvySeni pH siln¢ kyselého prostiedi vede
k mnozeni bakterii, které potiebuji pH 6-8 k spravnému ristu a pieziti v nepratelskych
podminkach. V disledku rastu pH dochazi k poskozeni hostitelské tkan€ a vznikd tak
gastritida az gastroduodendlni viedy. Skodlivymi faktory jsou zde amoniak a
monochloramin. Amoniak ma ptimy cytotoxicky ucinek na zalude¢ni epitelialni bunky,
zatimco chloramin indukuje mutagenni poskozeni DNA, které muze vést v piipade
chronické infekce H. pylori az k rakoviné Zaludku. Mimo Zalude¢nich komplikaci, mize
infekce intestinalniho traktu vyustit az k jaternimu selhani (Kusters et al., 2006).
Zajimava je Cinnost ureasy V hornim zazivacim traktu, ktera se da vyuzit v
neinvazivnim dechovém testu pro diagnostiku bakterialnich infekci H. pylori. V metodé
se vyuziva znadené mocoviny °C nebo 14C, ktera je poziena pacientem. Pokud je patogen
pfitomen v Zaludku, mocovina je pfeménéna na znaceny oxid uhli¢ity. Ten se absorbuje
do krve, a poté vydechovan dechem, kde je detekovan hmotnostnim spektrometrem nebo

scintilatorem (Granstrom et al., 2008).
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Obr. 5 SEM fotografie H. pylori v kontaktu s butikami lidského Zalude¢niho epitelu. Pfi interakci
mezi hostitelem a patogenem muizeme sledovat virulentni faktory flagella (¢ervené Sipky) a Cag-
T4SS pili (zluté $ipky). Ugelem flagelly je proniknout do hostitelské tkané skrz mukozni vrstvu.
Cag-T4SS  indukuje tvorbu prozanétlivych a  onkogennich  odpovédi  hostitele
(Haley a Gaddy, 2015).

2.2.1.5 Pidni ureasy a kolisani amoniaku v pidé

Ureolyticka aktivita je vyznamna vlastnost pidy v zemédélstvi. Tato schopnost pochazi
z mikroorganismu a z pidni ureasy. Zdrojem pudnich ureas jsou bunky z mrtvych rostlin
a mikroorganismu (Hasan, 2000). Vyskytuji se zde pfedev§im v imobilizované podobé
na jilovych a huminovych latkach a proto jsou také mnohem stabilnéjsi, nez kdyby byly
v pudé voln¢ (Gianfreda et al., 1995). Pfitomnost této stabilni formy ureasy v pudé
umoziuje pouziti mocoviny jako u¢inného dusikatého hnojiva. Diky vysokému obsahu
dusiku, chemické stabilité a nizkym vyrobnim nakladim zastupuje mocovina vice nez 50
% pouzivanych dusikatych hnojiv na celém svét. Ulohou ureasy v pudé je pfeménit
mocovinu na amonné ionty, aby byly dostupné pro kotfeny rostlin. Reakce mlize mit pro
pudu i neptiznivé ucinky, zejména pokud probihd nadbyte¢né. Nasledkem je nezadouci
ztrata zasoby dusiku za vzniku amoniaku, ktery svou zasaditosti a toxicitou mize vyvolat

poskozeni rostlin tim, Ze ovlivni kli¢eni semen, vyvoj sazenic a celkovy pocatecni rist.
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Tyto skute¢nosti pak zpusobuji enviromentalni a ekonomické

problémy (Bremner a Krogmeier, 1989).

2.2.1.6 Kyselé ureasy

Kyselé ureasy jsou zvlastni podskupinou mezi ureasami. Charakteristickou vlastnosti je
na rozdil od neutralnich ureas, pH optimum v rozmezi 2-4,5. Produkuji je pfedevs§im
sttevni  bakterie rodu Lactobacillus, Streptococcus, Escheria, Morganella a
Bifidobacterium (Fidaleo et al., 2006) a pudni bakterie Arthrobacter mobilis (Miyagawa
etal., 1999). Pozoruhodnym faktem je, Ze doposud nebylo vysvétleno pro¢ bakterie zijici
Vv travicim traktu, jehoZ pH je neutralni, produkuji kyselé ureasy. Stejné jako neutralni
ureasy, obsahuji Ni%*ionty v aktivnim centru a inhibuji je stejné latky. Maji podobné K
(kysela Kv= 2,7 mM, neutralni Kv= 2,9 mM) ale jejich aktivita je vétSinou
nizsi (Kakimoto et al., 1990).

2.2.2 Struktura ureas

Rostlinné a fungélni ureasy jsou slozeny z identickych podjednotek velkych pfiblizné
kolem 90 kDa, nejc¢astéji pak v trimerech oz a hexametrech as (Das et al., 2002). o
podjednotka z C. ensiformis je slozena z 840 aminokyselin, jeji molekulova hmotnost bez
Ni**ionti ¢&ini 90,77 kDa, hmotnost hexameru véetné Ni?* iontd je
545,34 kDa (Dixon et al., 1980).

Na rozdil od rostlin a hub jsou bakteridlni ureasy slozeny ze tii rozdilnych
podjednotek, jedné velké (a, 60-76 kDa) a dvou malych (B, 8-21 kDa ay, 6-14 kDa), které
bézn¢ tvoii trimery (ofy)s, S odpovidajici molekulovou hmotnosti 190-300 kDa.
Typickymi ptiklady jsou pak ureasy bakterii Klebsiella aerogenes (Jabri et al., 1995) a
Bacillus pasteuri (Benini et al., 1999). Naproti tomu ureasy z bakterie H. pylori jsou
slozeny ze dvou podjednotek o (61-66 kDa) a P(26-31 kDa), které se formuji do
dodekamerického komplexu ((off)3)s (Ha et al., 2001).

Pfestoze jsou ureasy slozeny z riznych typi podjednotek, vykazuji vysokou
homologii aminokyselinovych sekvenci napti¢ rostlinami i bakteriemi (Obr. 6). Srovnani
(ap) jednotky H. pylori s (afy) jednotky ostatnich bakterii spole¢né s monomerem z C.
ensiformis podporuje teorii, Ze vSechny ureasy jsou evoluéni varianty jednoho
ancestralniho enzymu. DiuleZitou charakteristikou je také pfitomnost aktivniho mista

pouze v a podjednotce (Krajewska, 2009b).
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Vsechny rostlinné a bakterialni ureasy kromé téch z H. pylori jsou lokalizovany

pouze Vv cytoplasmé (Messerschmidt, 2001). Pti rozpadu bakterie H. pylori se uvolnény

enzym spojuje s povrchem neporusenych bunék a reprezentuje tak piiblizné 30 % celkové

aktivity (Krishnamurthy et al., 1998). Piedpoklada se, Ze pravé dodekamericka struktura

enzymu spolu s nizkou hodnotou Km (0,2-0,8 mM) zajistuje Gcinnost i pii nizkych

koncentracich substratu, poskytuje ochranu bakterie proti kyselému prostfedi a umoziuje

ji obyvat zalude¢ni lumen (Scott et al., 2002).

Canavalia ensiformis |N— 90.77 kDa —Cl 840 AK
Glycine max | 93.5 kDa |
Cajanus cajan | 90 kDa |
Gossypium hirsutum | 98.3 kDa |
Schizosaccharonvees pombe | 91.2 kDa |835 AK
Coccidioides immitis | 91.5 kDa | 839 AK
Y [0
Klebsiella aerogenes | 11.1 kDE{ | 11.7 kDal | 60.3 kDa | 101/106/567 AK
A'd o
Proteus mirabilis |11.0 kDa| [12.2 kDal | 61.0 kDa | 100/109/567 AR
i 4 (04
Bacillus pasteurii | 11.1 kDq) [14.0 kDa | 61.4 kDa | 101/126/570 AR
Y o
Ureaplasma urealticum | 11.2 kDa| |13.6 kDa| | 66.6 kDa | 102/121/614 AK
Y p o
Proteus vulgaris | 11.0 kD4 | 12.1 kDa| | 61.0 kDa | 100/108/567 AK
Y B o
Staphviococcus xviosits | 11.0 de | 15.4 kDﬁl | 61.0 kDa | 98/138/571 AK
Y O.
Staphylococcus leei | 12 kDa | | 21 kDa | | 65 kDa |
Y B o
Staphvlococcus saprophyticus ||3~9 kDa| |2014 kDaI | 724 kDa |
v o
Providencia stuartii | 9kDa | | 10 kDa | | 73 kDa |
B o
Helicobacter pylori | 26.5 kDa ] | 61.0 kDa | 238/569 AK

Obr. 6 Strukturni podjednotky ureas (pfevzato a upraveno Krajewska, 2009a).
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2.2.2.1 Aktivni centrum ureas

Vlastnosti aktivniho mista ureasy byly ziskany studiem krystalickych struktur u bakterii
K. aerogenes a B. pasteurii. Aktivni misto enzymu obsahuje binuklearni nikelnaté
centrum, kde vzdalenost Ni-Ni je 3,5A u K. aerogenes a 3,7A u B. pasteurii. V centru
Jsou kovové ionty spojeny karbamylovanym lysinem skrze jeho kyslikové atomy s Ni(1),
dale koordinovany dvéma histidiny ptes dusikové atomy, Ni(2) pak dvéma histidiny ptes
dusikové atomy a navic kyselinou asparagovou pres kyslikové atomy. Mimoto, jsou ionty
Ni mistkovany hydroxidovym iontem (WB), ktery spolecné se dvéma molekulami vody
W1 na Ni(1) a W2 na Ni(l) a jednou molekulou vody W3 umisténym smérem
k aktivnimu centru tvofi tetraedralni klastr ze zminénych molekul vody, ktery plni dutinu
aktivniho mista. Pravé tento Kklastr nahrazuje mocovinu pii vazbé na aktivni centrum
v reakci. V koneéném souctu je pak Ni(1) pétkrat koordina¢né vazan a Ni(2) Sestkrat
(Obr. 7a), dohromady ma jejich koordina¢ni geometrie tvar pseudo-¢tvercopyramidova a
a pseudo-oktaedralni. Zasadni skuteCnosti je, zZe obé zminéné ureasy maji Stejnou
konformaci aktivniho mista, a jsou tedy bézné pro vSechny ureasy. Aminokyselinova
residua v aktivnim centru, se podili na mobilni klapce, ktera je povazovana za branu pro
substrat. Zejména diky vodikovym mustkiim se residua tGcastni na vazbé substratu,
stabilizuji katalyticky piechodovy stav a urychluji reakci

(Jabri et al., 1995; Benini et al., 1999).

2.2.3 Reaké¢éni mechanismus hydrolyzy

V aktivnim misté ureasy se mocovina vaze na vice elektrofilni Ni(1) ion s kyslikovym
atomem karbonylové skupiny, ¢imZ se stava karbonylovy uhlik elektrofilngj$im, a proto
je nachylnéjsi k nukleofilnimu ataku. Pti nahrazovani V1-V3 vod se mocovina dale vaze
na Ni(2) ptes dusik z jedné aminoskupin, a timto je bidentatné navazana. Pfedpoklada se,
Ze tato vazba usnadiiuje nukleofilni napadeni vody na karbonylovém uhliku, coz vede ke
vzniku tetraedrického meziproduktu, ze kterého je posléze uvolnén amoniak a karbamat
(Benini et al., 1999).

Zatimco Benini et al (1999) navrhuje, Ze nukleofilni Gitok je proveden mistkovym
hydroxidem, pfi¢emz zaroven pusobi jako obecnd kyselina, ktera je donorem protonu pro
odstépujici se molekuly amoniaku, Karplus et al (1997) tvrdi, Ze His320 umistény
V pohyblivé klapce aktivniho mista se chova jako kyselina a je donorem protonu. Navic
zcela nevylucuji monodentéatni vazbu mocoviny pouze na Ni(1), a pfitom Ni(2) zajisti

molekulu vody jako nukleofil ke karbonylovém atomu uhliku mocoviny. Druhy
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mechanismus je také podporovan pomoci simulaci molekularni dynamiky (Manunza et

al, 1999) aj., nicméné doposud nebyl mechanismus zcela objasnén.

2.2.4 Inhibitory ureasy

Ureasy jsou inhibovany fadou latek. Vznikajici amonné ionty a dalsi substratové analogy
slabé inhibuji enzym. Kinetickd analyza inhibice substratovymi analogy je obtizna,
protoze obvykle ztraci ureasa aktivitu jiz v pocateéni fazi a nedochazi k reaktivaci

enzymu (Blakeley et al., 1969).

V1)

2
(vV3)

a) nativni ureasa

Lys

NH

(His)N N(His)

O\?/ LH

CHs

O(Asp)

Ni(1 Ni(2
(His)N// '( )\O/ \ )\N(His)

c) inhibice kys. acetohydroxamovou

Obr. 7 Schématické struktury aktivnich mist ureas a) nativni ureasa, b) inhibice f-
merkaptoethanolem, c¢) inhibice kys. acetohydroxamovou a d) inhibice fosfatem (prevzato a

upraveno Krajewska, 2009a).
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Thioly inhibuji ureasu kompetitivné jako anion thiolat (Obr. 7b). Krystalova
struktura ureasy s pB-merkaptoethanolem, modelovym zastupcem skupiny, ukazala
navazani B-merkaptoethanolu k urease nahrazenim vsech ¢tyf molekul vody v aktivnim
misté. Sirovy atom inhibitoru navaze Ni ionty misto vody, a snizi tak vzdalenost Ni(1)-
Ni(2) na 3,1A, zatimco hydroxylové skupina thiolu se koordinuje na Ni(1) misto vody
(V1). Ve vysledku jsou oba Ni ionty pétkrat koordinované (Benini et al., 1998).

Podobna penta-koordinace byla pozorovana také u inhibice kyselinou
acetohydroxamovou (Obr. 7¢). V tomto pfipad¢ piemosténi zkracuje vzdalenost mezi Ni
ionty na 3,5A. Zprosttedkovano je kyselym kyslikem hydroxamatu, pti¢emz karbonylovy
kyslik liguje Ni(1) ion. Acylhydroxamové kyseliny R-NHOH jsou silnymi
kompetitivnimi inhibitory (Benini et al., 2000). Diky nizké toxicité jsou intenzivné
studovany v lékarskych terapiich, kde mohou byt pouzity v patologickych stavech
indukovanych ureolytickymi bakteriemi (Burne a Chen, 2000).

Fosfatovy puftr, velmi ¢asty v kinetickych studiich ureasy, je dlouho znam pro
inhibi¢ni efekt v zavislosti na pH (Obr. 7d). Sila inhibice klesa se zvysSujicim se pH kolem
7,0-7,5. Utinek inhibice se pfipisuje iontu HoPOus, ktery byl ovéfen krystalovou
strukturou komplexu ureasy-fosfat pii pH 6,3. V aktivnim misté tetracdr HoPO4 téméf
dokonale nahradi klastr ¢tyf molekul vody v nativnim enzymu a dojde ke sniZeni
vzdalenosti Ni-Ni (Benini et al., 2001).

Tézké kovy inhibuji jak rostlinné, tak bakterilni ureasy ptiblizn€ v nasledujicim
poradi G¢innosti: Hg?*~Ag*>Cu?>>Ni?*>Cd?*>Zn?*>Co?*">Fe*>Pb?*>Mn?*. Inhibice je
obvykle pfipisovana reakci iontt tézkych kovu s thiolovymi skupinami enzymu, coz
vedlo k tvorbé merkaptidi (Zaborska et al., 2004). Nicméné ionty Cu?* a Ag* se vazi
krom& SH skupin také na funk¢ni skupiny histidinu (pfes dusik) a kyseliny asparagové
(kyslik) resp. glutamové (Krajewska, 2008). V praxi je inhibice t€zkymi kovy vyznamna
ze dvou divodl. Prvnim a negativnim je samoziejmé znecCisténi hospodarské pudy a
ovlivnéni aktivity pidnich ureas. Druhym je, Ze tato inhibice muze byt vyuzita pii
konstrukci sensorti zalozenych pravé na inhibici ureasy in situ a v realném Case pro
stanoveni hladin iont. Senzory pak mohou byt vyuZzity pfi monitorovani Zivotniho

prostiedi, ke kontrole potravin a medicinské analyze (Kuswandi, 2003).
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2.3 Imobilizace enzymi

Siri pouziti enzymi ve srovnani s konvenénimi chemickymi katalyzatory je i pies jejich
ziejmé vyhody omezeno fadou praktickych problému. Vedle vysokych nakladl na izolaci
a purifikaci enzymi je hlavnim problémem jejich citlivost vici jinym podminkam nez
Jim vlastnim. Mezi n¢ patfi zejména teplota, pH a citlivost na inhibitory. Vysledkem je
pak omezena Zivotnost enzymu (Sheldon, 2007).

Jednim ze zptsobu zlepSeni zminénych omezeni je imobilizace enzymu.
Imobilizace enzymu rozumime jeho pfeménu na nerozpustnou formu, nejcastéji fixaci na
pevné nosiCe. Reakce pak probihd v heterogennich enzymovych systémech, kde je
stabilizovana jejich struktura a tim 1 jejich aktivita. Heterogenita reakéni smési umoziuje
také snadné oddéleni enzymu od reakéni smési. Imobilizace samoziejmé ovlivni
vlastnosti enzymu oproti volnému enzymu, ¢ehoz lze vyuZzit pro ptizpisobeni pro

specifické aplikace (Cao, 2005).
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Obr. 8 Schéma riznych metod imobilizace enzymi (upraveno a prevzato Sirisha et al., 2016).
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Tab. 1 Nékteré dulezité pramyslové aplikace imobilizovanych enzymu (Krajewska, 2004).

Enzym (EC ¢islo) Substrat Produkt

Glukosaisomerasa (5.3.1.5) Glukoéza Fruktéza (vysoko-fruktdozovy

kukufi¢ny sirup)

B-Galaktosidasa (3.2.1.23) Lakt6za Glukoéza a fruktdza
(bezlaktézové mléko a
syrovatka)

Lipasa (3.1.1.3) Triacylglyceroly Kakaové maslo

Nitrilhydratasa (4.2.1.84) Akrylonitril Akrylamid

Aminoacylasa (3.5.1.14) D,L-Aminokyseliny L-aminokyseliny (methionin,
alanin, fenylalanin, tryptofan,
valin)

Rafinasa (3.2.1.22) Rafin6za Galaktdza a sacharéza

Invertasa (3.2.1.26) Sacharoza Smés glukédzy/fruktozy

Aspartatamoniaklyasa (4.3.1.1)  Amoniak + kys. fumarova Kyselina asparagova

Termolysin (3.4.24.27) Peptidy Aspartam

Glukoamylasa (3.2.1.3) Skrob D-glukéza

Papain (3.4.22.2) Proteiny Zamezeni kaleni piva

Penicilinamidasa (3.5.1.11) Peniciliny G aV 6-aminopenicilanova kyselina

B-Tyrosinasa (4.1.99.2) Pyrokatechol L-3,4-dihydroxyfenylalanin

Existuji rdzné metody imobilizace enzymu. Tradi¢ni klasifikace se d€li na
chemické a fyzikalni (Obr. 8), 1 kdyZ velmi casto se pouzivaji jejich kombinace
s naslednou upravou. Mezi chemické patii kovalentni pfipojeni k pevnym nosi¢lim a
zesitovani (crosslinking) nizkomolekularnimi ¢inidly, které se v nékterych piipadech
provadi s pfidanim neutralni slouceniny (co-crosslinking). Na druhé stran¢ fyzikalni
metody zahrnuji adsorpci na pevné nosiCe, zachyceni v gelu, mikroenkapsulace
v pevnych nebo tekutych membrandch, formace Langmuir-Blodgett filmt a vrstveni.
Vybér materidlu, na ktery chceme enzym imobilizovat je prakticky neomezeny, zahrnuje
organické a anorganické, pfirodni a syntetické materidly, které mohou byt rizné
konfigurovany jako (mikro-, nano-) ¢astice, membrany, vlakna, (mikro-)kapsule, houby
dle povahy experimentu (Cao, 2005).

Doposud bylo imobilizovano mnoho riznych enzymu (Tab. 1) na rizné nosice

predevsim v analytickych, Iékaiskych, priimyslovych a biotechnologickych oborech.
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2.3.1 Aplikace ureas

2.3.1.1 Odstranéni mocoviny z vodnych roztoki

Odstranit moc¢ovinu z vodnych roztok je ¢astym problémem v mnoha oblastech jako je
pramysl, zemédélstvi, 1€karstvi aj. Vyplyva to i ze skuteCnosti, Ze vyroba mocCoviny
dosahuje produkce 1x108 tun po celém svété, z toho vice nez 90 % je pouzito jako
hnojivo. Pti vyrobé jsou tekuté odpady obsahujici mocovinu (0,2-2%) vysledkem procesu
¢isténi mocoviny a nasledné regenerace po jeji syntéze. Pied vypusténim do zivotniho
prostiedi je nutné, aby se obsah moc¢oviny zna¢né snizil (Simka a Piotrowksi, 2007).
Dal$imi zdroji mocoviny v enviromentalnim prostiedi jsou zeméd¢élska hnojiva na polich,
odpad z doméacnosti a z vylu¢ovani moci zvitaty. Koncentrace mocoviny v hnojené padé
tak mtze dosahovat az 70 uM, tyto relativné nizké hodnoty jsou vysledkem rychlého
pusobeni ureas (Wang et al., 2008). Piestoze ma mocovina obecné malou ekotoxicitu, jeji
nadmérné mnozstvi mize mit neptimy dlouhodoby dopad na Zivotni prostiedi. PredevS§im
je to eutrofizace a zne€isténi podzemnich vod. Navic je vznikajici amoniak z hydrolyzy
mocoviny toxicky, zvySuje pH pudy a casto t¢kd do ovzdusi jako soucast
emisi (Krajewska, 2009b).

Katalyza imobilizovanou ureasou byla zkoumana na nékolika aplikacich, pfi¢emz
detoxifikace krve je pravdépodobné hlavni. Detoxifikace krve je proces, ve kterém se
krev Cisti od uremickych toxint, kde koncentrace krevni urei je snizena z 20-50 mM na
mén¢ nez 10 mM (Della Ciana a Caputo, 1996). Zakladnim konceptem je hledani technik
detoxikace krve, které by mohly zjednodusit technickou stranku umélé ledviny a zmensit
jeji velikost, aby mohla byt pfipadné pienosna/nositelna (Chang, 1978). Uméla ledvina
se pouziva pii hemodialyze, kdy je potfeba nahradit funkci ledvin. Umél€ ledviny jsou
nakladné stroje, pro obsluhu je potieba proskoleny personal a v neposledni fad¢ velmi
omezuji pohyblivost pacienta. Mimoto spotiebuji az 100-300 1 dialyza¢niho roztoku za
jednu hemodialyzu. Napad pouziti ureasy k odstranéni urei byl realizovan Changem r.
1964 s objevem semipermeabilnich mikrokapsuli. Ureasa byla zachycena v ultra-tenké,
netoxické semipermeabilni membrang, ktera umoznovala volnou difuzi
nizkomolekuldrnich latek (urea, amoniak) a byla nepropustnd pro vysokomolekularni
slouceniny. Vyndlez byl dale vylepSen o sorbenty/iontové vymeéniky pro zachyceni
amonnych iontd a byl testovan v mimotélnich hemoperfuznich systémech (Chang, 1966).
Um¢la ledvina je uzavienou jednotkou, ve které recirkuluje malé mnozstvi dialyzatu,

ktery je ocistén od uremickych toxind. Mocovina se odstrafiuje imobilizovanou ureasou,
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vznikajici amonné a uhli¢itanové ionty jsou zachyceny na iontoménicich a dalsi toxiny
jsou odstranény adsorpci na aktivnim uhli. Komer¢ni dialyzaty potfebuji 5 litri dialyzatu
nebo mén¢ (Gordon et al., 1971).

Enzymova hydrolyza mocoviny muize byt provedena v podstaté za jakychkoli
okolnosti. Ptikladem je konstrukce uzavienych systému za ucelem rekultivace vody pro
posadku  vesmirnych lodi a stanic, dulezitych pfedevSim pii  delSich
pobytech (Schussel a Atwater, 1995) .

Kyselé ureasy, zejména z Lactobacilllii, jsou vV soucasné dobé komeréné dostupné
VvV rozpustné¢ i nerozpustné (imobilizované) formé, a jsou pouzivany k odstranéni
mocoviny z alkoholickych napoju (Esti et al., 2007). Pti neodstranéni mocoviny béhem
vyroby nebo skladovani alkoholickych napojt, dochazi k jeji reakci s ethanolem za
vzniku ethylkarbamatu, ktery je karcinogenni. Pfinizké hodnoté pH vina (3,2), maji
kyselé ureasy optimalni vlastnosti pro eliminaci mocoviny na rozdil od neutralnich

(Fidaleo et al., 2006).

2.3.1.2 Analytické aplikace

vodnych roztocich. Pfestoze hlavnim zdjmem byla vZdy jeji uplatnéni v 1ékatské praxi,
roste poptavka po rychlych a spolehlivych analytickych postupech i v jinych oblastech,
v souvislosti S zivotnim prostfedim, prumyslem, potravinarstvim
apod. V lékaiské praxi se urea analyzuje hlavné v krvi a moci. Kromé toho, Ze je
dilezitym ukazatelem funkce ledvin a jater, krevni urea se pouzivé i jako marker pro
kvantifikaci a sledovani pfi hemodialyze. Naproti tomu v potravinaistvi se mocovina
rutinné kvantifikuje napf. v kravském mléce a v alkoholickych
napojich (Francis et al., 2002). Hlavni slozkou neproteinového dusiku v mléce je prave
mocovina (3-6 mM), kterd je indikatorem uc¢innosti krmeni bilkovinami. Pokud
vyuzijeme tuto informaci, mizeme vyrazné zlepSit hospodafeni s produkci mléka a
chovem zvitat (Sharma et al., 2008).

V porovnani s pfimymi postupy kvantifikace, nepiimé vyuzivajici ureasu jsou
neméné piinosné. V téchto postupech se mocovina stanovi pomoci méfeni mnozstvi
produktt, zvysenim pH nebo vodivosti roztoku (Francis et al., 2002). Amoniak mutize byt
stanoven kolorimetricky indofenolem (Weatherburn, 1967), Nesslerovym ¢inidlem,

potenciometricky s pouzitim  selektivnich  elektrod pro  amonné  ionty
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(Krajewska et al., 2003), enzymovymi metodami vyuzivajici glutamatdehydrogenasu,
titraci oxidem uhli¢itym pfi pouziti zna¢ené mocoviny *C nebo *C (Harris et al., 1997).

Vsechny zminéné aplikace pracuji s rozpustnou ureasou. Z toho se piimo nabizi
vyuziti imobilizované ureasy jako biosenzor (Obr. 9; Nakamura a Karube, 2003). Enzym
je imobilizovan bud’to pfimo na pracovni $pic¢ce nebo v membrang, ktera ho obaluje.
Prvni biosenzor mocoviny byl pfipraven Guilbault et al. r. 1969, a doposud bylo
publikovano mnoho dalSich. Pouzivaji pfitom rtzné techniky jako spektrometrie,
potenciometrie, selektivni elektrody, konduktometrie, amperometrie, akustické a tepelné
metody a dalsi. Praktické, nizkonakladové a pfenosné biosenzory, které jsou uzitecné
piedevsim pro méfeni in Situ a v realném Case, maji velky potencial do budoucna, jakmile

se zlepsi jejich skladovaci a provozni stabilita (Singh et al., 2008).

H,O

@ Mocovina
> | Pfevodnik |[——>| Signal

Obr. 9 Schéma typického biosenzoru moc¢oviny (pievzato a upraveno Dhawanet al., 2009).
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Stejné slibné vlastnosti maji ureasové biosenzory pro analyzu latek, které pisobi
jako inhibitory ureas (Krawczynski a Krawczyk, 1998). Postup je zalozen na méfeni miry
inhibice vyvolanou inhibitory a vyuzivaji tak citlivosti enzymu i na nepatrné koncentrace
inhibitoru. Takové biosenzory nabizeji obrovsky potencial pro méteni stopovych
mnozstvi znecistujicich latek v ekologickém screeningu a monitorovani, kontrole
potravin a lékarstvi. Diky své citlivosti je ureasa vhodné zejména pro stanoveni tézkych
kovovych iontd, zejména rtuti (Krajewska et al., 2004). Vedle problémi se stabilitou,
trpi tyto biosenzory nedostatkem selektivity v realnych vzorcich. Navrhnutym feSenim je
sestavenim hybridniho enzymového systému, ktery vykazuje rizné citlivosti na rizné

inhibitory (Soldatkin et al., 2012).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1.1 Magnetické nosice
Magnetické mikrocastice (y-Fe.Osz, FesOs) MG100 a DEAE byly ziskany od firmy
lontosorb Anezky Ceské 657/3 Usti nad Labem 400 07.

Magnetické mikrocastice (Fe3Os) obalené chitosanem byly pfipraveny dle

Pospiskova a Safarik (2013).

3.1.2 Biologicky material
Moc (vlastni).

3.1.3 Chemikalie a kity
Ureasa (Sigma-Aldrich, USA) z rostliny Canavalia ensiformis.

Pro imobilizaci ureasy jodistanovou metodou na MG100 byl pouzit jodistan sodny
(Sigma-Aldrich, USA).

Pro imobilizaci glutaraldehydovou metodou na DEAE MG 100 byl pouzit 50 %
glutaraldehyd (Fluka, Svycarsko).

Pro imobilizaci karbodiimidovou metodou na chitosanem obalené mikroc¢astice
byl pouzit N-hydroxysukcinimid (NHS; Sigma-Aldrich, USA) a N-(3-
dimethylaminopropyl)-N<-ethylkarbodiimid ~ hydrochlorid ~ (EDC.HCL; Fluka,
Svycarsko).

Pro pfipravu chitosanem obalenych mikroc¢astic byl pouZzit heptahydrat siranu
zeleznatého a chitosan (Sigma-Aldrich, USA).

Mocovina byla derivatizovana smési N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoracetamid
(BSTFA) s obsahem 1% trimethylchlorsilanu (TMCS) a pyridinu (obé Sigma-Aldrich,
USA).

Pro spektrofotometrické stanoveni mocoviny byl pouzit komer¢ni Kit
(BioSystems, Spanélsko).

Mnozstvi navazaného enzymu bylo stanoveno Bradfordovou metodou na
mikrodestickovém readru pomoci barviva Coomassie Brilliant Blue G250 (Fluka,
Svycarsko).

Pro ptipravu fosfatovych pufrd byl pouzit hydrogenfosforecnan draselny a
dihydrogenfosforeénan draselny (Lach-Ner, CR).

Ostatni pouzité chemikalie byly dodany nasledujicimi firmami Lach-Ner (CR),
PENTA (CR) ¢i Sigma-Aldrich (USA).
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3.1.4 Pristroje a zaFizeni
Analytické vahy

Automaticky rotator
Elektromagneticka michacka
Inkubaéni ldzen sucha

Lyofilizator LYOVAC GT2
Mikrodestickovy reader Synergy HT
Mikrovlnna trouba

Digitalni pH metr

Pipety 1pul-5ml

Plynovy chromatograf Agilent 7820A
Svételny mikroskop Olympus BX50
Termostat plus

Ttepacka MS 3 digital

Vortex V-1 plus

Zetasizer Nano ZS

3.1.5 Pocitacovy software

Sartorius (Némecko)

Biosan (Lotyssko)

IKA (Némecko)

Major Science (USA)
Leybold Heraeus (Némecko)
BioTek (USA)

Tescoma (Ceskéa Republika)
InoLab (Némecko)
Eppendorf (Némecko)
Agilent Technologies (USA)
Olympus (Japonsko)
Eppendorf (Némecko)

IKA (USA)

Biosan (LotyS$sko)

Malvern (Nizozemsko)

Data z plynového chromatografu s detekci ionizaci plamenem byla vyhodnocena pomoci

EZChrom Elite Compact (Agilent, USA).
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3.2 Metody

3.2.1 Syntéza magnetickych mikrocastic obalenych chitosanem dle Pospiskova a
Safarik (2013)

1 g chitosanu byl rozpustén ve 250 ml 5 % (v/v) kyselin€ octové za neustdlého michani
na elektromagnetické michacce (300 RPM). Poté bylo do roztoku piidano 250 ml
deionizované vody a 100 ml 3,6% (w/v) roztoku FeSO4. 7 H20. Po zalkalizovani roztoku
kapkami NaOH az do pH 10 se vysrazel ¢erny precipitat oxidu zeleza. Poté se porce
suspenze (200-250 ml) pievedly do 800-1000 ml kadinek. Suspenze se v mikrovinné
troub¢ varila pfi maximalnim vykonu 700 W na 10 min. Takto pfipravené Castice byly
opakované promyty vodou. Obalené mikrocastice byly vyhodnoceny pomoci svételného

mikroskopu Olympus BX50.

3.2.1.1 Dynamicky rozptyl svétla magnetickych mikroé¢astic obalenych chitosanem

Dynamicky rozptyl svétla (DLS) je vhodna absolutni metoda pro pifesné stanoveni
velikosti ¢astic v suspenzich (Sevéikova et al., 2014). Zasobni roztok mikrogastic byl
100x nafedén, a 2 ml nafedéného roztoku bylo pievedeno do kyvety a zméten dynamicky

rozptyl svétla.

Obr. 10 Koloidni analyzator Zetasizer Nano ZS
(https://malvernpanalytical.com/en/products/product-range/zetasizer-range/zetasizer-nano-
range/zetasizer-nano-zs; stazeno dne 9.4.2018)
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3.2.2 Alikvotizace magnetickych mikroc¢astic Perloza MG 100

Obr. 11 Odebirani alikvott mikroc¢astic Perloza MG 100

Pti alikvotizaci na 100 mg byly do 50 ml falkony ptidany 2 g ¢astic a 20 ml vody, resp. 1
g Castic a 20 ml vody pfi alikvotizaci na 50mg. V obou piipadech se alikvoty odebiraly
vzdy po jednom mililitru. Smés se musi neustale protfepavat na trepacce pti 200 RPM,

protoze jinak maji ¢astice tendenci velmi rychle sedimentovat ke dnu.
3.2.3 Imobilizace ureasy na magnetické mikrocastice

3.2.3.1 Imobilizace karbodiimidovou metodou na chitosanem obalené mikrocastice
Do 2 ml mikrozkumavek bylo navdzeno 100 mg magnetickych mikroc¢astic obalenych
chitosanem. K nim bylo ptidano 400 ul 0,1 mol.I* NHS v 0,2 mol.I* fosfatovém pufru
pH 6 a 400 pl 0,052 mol.I" EDC.HCL v 0,2 mol.I* fosfitovém pufru pH 6. Dale bylo
piidano 500 pul roztoku ureasy ve vodé o koncentraci 10 mg.ml?, 450 pl vody a 150 pl
0,2 mol.I* fosfitového pufru pH 6. Mikrozkumavky byly pak protiepavany
v automatickém rotatoru 21 hodin v lednicce pii 4 °C. Po inkubaci byly Ccastice
separovany vné&j$im magnetickym polem a roztok odpipetovan. Nasledné byly castice

10x promyty 0,2 mol.I* fosfatovym pufrem pH 7.

3.2.3.2 Imobilizace jodistanovou metodou na mikrocasticich Perloza MG 100

Do 2 ml mikrozkumavek bylo navazeno 100 mg magnetickych mikroc¢astic Perloza MG
100. K nim byly ptiddny 2 ml 0,05 mol.I"* NalOs. Mikrozkumavky byly protiepavany 21
hodin v automatickém rotatoru pfi laboratorni teploté. Poté byly 5x promyty 0,1 mol.I*
fosfatovym pufrem pH 8. K mikrocasticim se ptidalo 500 pl roztoku ureasy ve vodé o

koncentraci 10 mg.ml?, 450 pl vody a 950 pl 0,2 mol.I* fosfatového pufru pH 8.
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Mikrozkumavky byly pak protfepavany v automatickém rotatoru 21 hodin v ledniéce pii
4 °C. Po inkubaci byly Castice separovany vnéjSim magnetickym polem a roztok

odpipetovan. Nasledné byly ¢astice 10x promyty 0,2 mol.I* fosfatovym pufrem pH 7.

3.2.3.3 Imobilizace glutaraldehydovou metodou na mikrocasticich DEAE MG 100

Do 2 ml mikrozkumavek bylo navdzeno 100 mg magnetickych mikrocastic DEAE MG
100. K nim bylo ptidano 1900 ul 5 % (v/v) glutaraldehydu ve vodé. Mikrozkumavky byly
protfepavany 4 hodiny v automatickém rotatoru pfi laboratorni teploté. Poté byly 5x
promyty 0,1 mol.I* fosfatovym pufrem pH 8. Mikrozkumavky byly pak protfepavany
vV automatickém rotatoru 21 hodin v lednicce pii 4 °C. Po inkubaci byly castice
separovany vnéjsim magnetickym polem a roztok odpipetovan. Nasledné byly castice

10x promyty 0,2 mol.I* fosfatovym pufrem pH 7.

3.2.4 Stanoveni vazebné kapacity magnetickych nosici

Vazebna kapacita jednotlivych mikrocastic byla stanovena Bradfordovou metodou.
Z rozdili koncentrace proteinii pfed a po imobilizaci ureasy byla stanovena celkova
vazebna kapacita na 1 mg mikroc¢éstic kazdého nosice. Do desticky bylo napipetovano 50
ul vzorku pied a po imobilizaci na mikrocastice a 200 pul pracovniho roztoku Bradfordova
¢inidla. Ten byl ptipraven smichanim zasobniho roztoku ¢inidla Coomassie Brilliant Blue
G250 a vody v poméru 1:4. Desticka byla jemné protfepana, inkubovana 5 minut a
nasledné byla zmétena absorbance pii 595 nm.

Piipraven byl také standardni roztok proteinu BSA o koncentraci 1 mg.ml™ a byla
vytvofena kalibraéni pfimka o koncentraci 0,025 az 1 mg.ml™?. Z rovnice pfimky byla
vypocitana celkova koncentrace proteint ve vzorcich.

Zasobni roztok ¢inidla Coomassie Brilliant Blue G250 byl pfipraven rozpusténim
50 mg Coomassie Brilliant Blue G250 v 25 ml methanolu a 50 ml 85 % kyseliny

fosfore¢né a doplnén do 100 ml deionizovanou vodou.

3.2.5 Stanoveni zbytkového substratu ureasy - mocoviny
Stanoveni zbytkové (nezreagované) mocoviny bylo provedeno pomoci plynového
chromatografu s plamenovym ioniza¢nim detektorem.

K pfipravenym mikrocasticim s imobilizovanou ureasou bylo pfidano 800 ul vody
a 1200 pl 500 mmol.IT modoviny v 41,5 mmol.I1 fosfatovém pufru pH 7. Vysledna
koncentrace modoviny reakci pak byla 300 mmol.I"t a koncentrace pufru 25 mmol.I™.

Ubytek substratu se sledoval po 5,10 a 20 minutach, kdy se reakce ukongila separaci
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mikrocastic vnéjSim magnetickym polem. Poté bylo odebrano 50 pl vzorku pro
derivatizaci a nasledné stanoveni mnozstvi nezreagované mocoviny. Ve bylo provedeno
pii laboratorni teploté 25 °C.

V porovnani s imobilizovanou ureasou byla reakce provedena i s volnym enzymem,
kde se k 60 ul enzymu o koncentraci 10 mg.ml-ptidalo 740 pl vody. Zde byla reakce
ukoncena pridanim 6 pl 10 % (v/v) kyseliny trifluoroctové.

Pted derivatizaci byly vzorky zamrazeny na -80 °C na 30 minut a poté lyofilizovany
3 hodiny. Nezreagovand mocovina byla zderivatizovana 300 ul smési, kterd byla
ptipravena smichanim 100 pl N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoracetamid (BSTFA)
s obsahem 1% trimethylchlorsilanu (TMCS) a 200 pl pyridinu. VSe bylo provadéno
v digestofi pod dusikovou atmosférou, aby se zabranilo vniknuti vlhkosti. Vzorky byly

po ptidani derivatiza¢ni smési inkubovany V termostatu 45 minut pii 80 °C.

3.2.6 Plynova chromatografie s plamenovym ioniza¢nim detektorem

Mnozstvi derivatizované mocoviny bylo stanoveno plynovym chromatografem (GC)
S plamenovym ioniza¢nim detektorem (FID) Agilent 7820A GC. Zdrojem nosného plynu
byla tlakova ldhev dusiku za konstantni priitokové rychlosti 1 ml.min. Pro detekci FID
byla pouzita tlakova lahev vodiku s priitokem 25 ml.min™* a vzduchu s priitokem 400 ml
.min. 1 ul vzorku byl zaveden automatickym davkovacem do proudu nosného plynu.
Separace byla provedena na HP-5 kapilarni kolon¢ obsahujici 5 %-fenyl-
methylpolysiloxan o rozmérech 30m x 0,32 mm x 0,25 pl. Nastaveni teploty bylo 80 °C
od 0-4 minuty; 170 °C 4-8,5 min; 250 °C 8,5-11,7 min poté kazdou minutu po 25 °C az
300 °C. Teplota detektoru byla udrzovana pii 300 °C. Cas analyzy jednoho vzorku byl
11,7 min. Piky silanyzované mocoviny odpovidaly reten¢nim ¢asim 8,4; 8,9 a 9,2
minuty. Obsahy jednotlivych pika byly seCteny a bylo stanoveno nezreagované mnoZzstvi
mocoviny. Na zakladé znalosti pocate¢ni koncentrace bylo dopocteno mnozstvi

zreagované mocoviny.

3.2.6.1 Kalibrac¢ni pfimka mocoviny
Standardy o koncentraci mo&oviny S mmol.I"t, 20 mM mmol.I*%, 40 mmol.I"t a 60 mmol.I
1 pyly ptipraveny fedénim zasobniho roztoku. Do vialek bylo odebrano 50 ul standardu

nasledné byly lyofilizovany a derivatizovany analogicky jako vzorky.

35



3.2.7 Zména pH v pribéhu reakce
V pribéhu reakce bylo sledovano zvysSeni pH zpisobené vlivem vzniku amoniaku
z reakce katalyzované ureasou. Zmeéna pH byla sledovana kazdych 30 s pomoci pH-metru

dokud se pH neustalilo.

3.2.8 Stanoveni teplotni stability

Vzorek imobilizované ureasy byl inkubovan v termostatu 30 min pfi 25, 30, 35, 40, 50,
60, 70, 80 a 90 °C. Nasledn¢ byl prudce ochlazen v ledové lazni a poté bylo stanoveno
zbytkové mnozstvi nezreagované mocoviny. Z toho bylo dopocitino zreagované
mnozstvi na zakladé znalosti pocate¢niho mnozstvi mocoviny. Nejvyssi mnozstvi

zreagované mocoviny pii dané teploté bylo zvoleno jako 100 %.

3.2.9 Stanoveni operacni stability

Pti stanoveni operac¢ni stability enzymu se stanovovalo zbytkové mnozstvi nezreagované
mocoviny béhem 8 cykli. Na zaklad¢ téchto hodnot bylo zjisténo mnozstvi zreagované
mocoviny. Po kazdém meéfeni se imobilizovany enzym separoval magnetem ke sténé
kyvety, odpipetovala se reakéni smés a mikrocastice s navazanym enzymem se promyly
10x 0,1 mol.I* fosfatovym pufrem pH 7. Zreagované mnozstvi mo¢oviny po prvnim

cyklu bylo zvoleno jako 100 %.

3.2.10 Stanoveni vhodného pH pro reakci s imobilizovanou ureasou

Imobilizovana ureasa byla inkubovdna 30 minut pfi laboratorni teploté v 0,2 mol.I*
fosfatovém pufru o pH 6, 7 a 8. Poté byly ¢astice promyty 10x 0,1 mol.I* fosfatovym
pufrem pH 7 a nasledn¢ se stanovilo zbytkové mnozstvi nezreagované moc¢oviny. Z toho
bylo dopocitano zreagované mnozstvi na zakladé znalosti pocateéniho mnoZstvi
mocoviny. Nejvyssi mnozstvi zreagované mocoviny pifi daném pH bylo zvoleno jako

100 %.

3.2.11 Spektrofotometrické stanoveni mocoviny pomoci komeréniho kitu

Principem metody je pfeména mocoviny na barevny komplex, ktery lze méfit
spektrofotometricky pti 600 nm. Amonné ionty vzniklé z hydrolyzy mocoviny ureasou,
reaguji s chlornanem a salicylatem za vzniku barevného (modrého) indofenolu.
Sptazenou reakci lze vyjadrit nasledovné:

ureasa
Mocovina + HO — 2 NH4* + CO»

nitroprussid

NH4" + Salicylat + NaClO —— indofenol

36



Vzorek moci byl pied méfenim 50x ziedén, pridala se ¢inidla dle protokolu a byla

zméfena absorbance vzorku a standardu proti blanku pti 600 nm.

3.2.12 Stanoveni zbytkové mocoviny ve vzorku mo¢i

Mo¢ byla ziedéna na koncentraci 1 mmol.I"* kreatininu. Koncentrace kreatininu byla
stanovena pracovistém klinické biochemie a hematologie, tf. Svobody 32 779 00
Olomouc. K pfipravenym mikrocasticim s imobilizovanou ureasou bylo ptidano 800 pl
62 mmol.I1 fosfatového pufru pH 7 a 1200 pl moéi nafedéné na koncentraci 1 mmol.I*
kreatininu. Vysledna koncentrace moc¢oviny byla 18,4 mmol.I"t a pufru 25 mmol.I™%.
Ubytek moloviny se sledoval po 20 minutich, kdy se reakce ukonéila separaci
mikrocastic vnéjsim magnetickym polem. Poté bylo odebrano 50 ul vzorku pro stanoveni
zbytku mocoviny, ktera byla derivatizovana. Hydrolyza byla provedena pii laboratorni

teploté 25 °C a pii 37 °C.
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4 VYSLEDKY

4.1 Priprava chitosanem obalenych mikrocastic

Magnetické mikrocastice obalené chitosanem byly pfipraveny dle postupu Pospiskova a
Safarik (2013). Mikro¢astice byly sledovany pomoci mikroskopu Olympus BX50. Na
Obr. 12 jsou vidét mikrocastice pfed obalenim a po obaleni chitosanem. Dale byla
zmétena velikost pripravenych ¢éastic metodou dynamického rozptylu svétla pomoci

koloidniho analyzatoru Zatasizer Nano ZS. Velikost pfipravenych magnetickych

mikrocastic obalenych chitosanem méfena metodou DLS byla 4,0um £1,1 (n=6).

gr= """..J,T

Obr. 12 Opticka mikroskopie magnetickych mikroc¢astic pted a po obaleni chitosanem.
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4.2 Alikvotizace magnetickych mikrocastic Perloza MG 100

Alikvotizace magnetickych mikroc¢astic byla provedena za i¢elem zjednodusit a zrychlit
piipravu navazek. Mikroc¢astice jsou uchovavany ve vodné suspenzi a nemély by
vyschnout. Navazuji se automatickou pipetou a po stahnuti ¢astic vnéj§im magnetickym
polem (magnetem) se musi pfebyte¢nd voda znovu odpipetovat, zkontrolovat pozadovana
navazka a piipadné pridat nebo odebrat na pozadovanou hmotnost. Z tohoto divodu byl
vyvinut postup, jak tento postup zautomatizovat. Primérna hodnota 100 mg alikvot byla
99,7 mg £3,1, resp. 52,9 mg +£2,4 u 50 mg alikvot. Z krabicového grafu je ziejmé, ze ze

sta vzorkll byla v obou ptipadech pouze jedna odlehld hodnota.
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o ot 0.0, ot 0% P U R X S TN T T
100 ““‘.‘.....d’ ..JQ ...... “m..‘m..... .M...‘... “..............
° ° o © °
[ )
= 80
E
D
o 60 [ e ©
= o o o0 ° ° o e
E .u. L !. v % TS 010008 0oty g, 0" e XA TP .5..‘...:‘.0,... +99% 0% 00000, ° b"b'.’.""b“‘"'.'.b‘.
I 40
20
0 T T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Poradi alikvotu

Obr. 13 Hmotnosti jednotlivych alikvota pii alikvotizaci na 100 a 50 mg.
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Obr. 14 Krabicovy graf hmotnosti alikvott na 100 a 50 mg.

39



4.3 Vazebna kapacita magnetickych nosicu

Po imobilizaci ureasy byly magnetické mikrocastice separovany magneticky a u
supernatantu byla stanovena celkova koncentrace proteinti Bradfordovou metodou.
Z rozdilu koncentrace proteini pied a po imobilizaci na mikrocastice byla stanovena
vazebna kapacita na 1 mg mikrocastic (Tab. 2) dle rovnice regrese v Obr. 15 tj. mnozstvi

proteinti, které se navdzaly na 1 mg mikrocastic.

Tab. 2 Vazebna kapacita mikrocastic (n=6)

Typ mikrocastic Vazebna kapacita (ug.mg? ¢astic)
MG 100 7,3+0,5
DEAE MG 100 5,3+0,3
Chitosanem obalené mikrodastice 4,0+0,4
1,4 _ '......-...-‘
y=12739x+02084 .-
- 1,2 Rz = 0,9892 ....... "
g -
Sl .
508 o .
=
E 0,6 ........
S o
2 04 e
R v
02 |¢*
0
0 0,2 0,4 0,6 0.8 1

Koncentrace BSA (mg.mi-1)

Obr. 15 Kalibra¢ni piimka pro stanoveni celkovych proteini Bradfordovou metodou mg.ml™.
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4.4 Kalibra¢ni pfimka mocoviny

Kalibra¢ni pfimka pro stanoveni mocoviny byla sestavena pouzitim mocoviny o
koncentraci 5 mmol.It, 20 mmol.I"%, 40 mmol.I"%, 60 mmol.I"t. Z obsahi jednotlivych pikt
na GC chromatogramu byla sestrojena kalibra¢ni piimka (Obr. 16). Koncentrace

mocoviny byly vzdy vypocitany z rovnice regrese.

25
@
y = 382281x + 150171
R2=0,9988
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Koncentrace mogoviny (mmol.I1)

Obr. 16 Kalibraéni pfimka pro stanoveni mocoviny.
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4.5 Ubytek mocoviny béhem reakce s volnou a imobilizovanou ureasou

Primérna koncentrace mocoviny se v lidské moci pohybuje kolem 234+46
mmol.I"}(Bouatra et al., 2013). Proto byla zvolena po¢ateéni koncentrace modoviny 300
mmol.I%. Uginnost hydrolyzy mocoviny volnou a imobilizovanou ureasou na
mikrocasticich DEAE, MG 100 a chitosanem obalenych mikroc¢asticich byla sledovéana
stanovenim zbytkové nezreagované mocoviny.

Stanoveni nezreagovaného substratu reakce bylo provedeno stanovenim
koncentrace mocoviny na plynovém chromatografu. Ze ziskanych hodnot byla stanovena
zavislost mnozstvi mocoviny na ¢ase (Obr. 17). Bylo stanoveno mnozstvi mocoviny ve
vzorcich po 5, 10 a 20 minutach. Jiz po 5 minutach kleslo mnozstvi mo¢oviny v ptipadé
volné ureasy na 8,7 %, Vv pfipadé¢ imobilizované ureasy se pohybovalo mnoZzstvi

nezreagované mocoviny od 21,3 % po 26,5 %.

100 DEAE

a MG100
90 |\

Chitosan
80 \ —e— Volna

70
60 \
50

40 \

30 \ ] T

20 .
10 ii

Cas (min)

Mnozstvi zhydrolyzované mocoviny (%)

Obr. 17 Srovnani mnozstvi odstranéné mocoviny za ¢as pomoci imobilizované a volné ureasy.
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4.6 Zména pH v pribéhu reakce

Pfi hydrolyze moc¢oviny vznika amoniak, ktery zvySuje pH systému (Obr. 18) i piestoze
je reakéni smés pufrovana fosfatovym pufrem. Nicméné vyssi koncentrace pufru, které
by zvysily pufracni kapacitu nelze pouzit, protoze fosfat by interferoval pii méfeni na
plynovém chromatografu. Zvysena hodnota pH zpisobuje, ze ureasa mimo optimalni
oblast pH, je ¢aste¢né inhibovana, popiipadé mize dojit az k jeji denaturaci. Pti reakci
volné ureasy se hodnota pH dramaticky zvySuje a jiz po 100 sekundach se zvySuje nad
pH 9. V pfipad¢ imobilizované ureasy je vzestup pH pozvolny a teprve po 700 sekundach

se blizi k hodnoté 9.

9,5
9
8,5
r
DEAE
8 MG100
—s— Chitosan
—+—Volna ureasa
75
7

Cas (min)

Obr. 18 Vliv pH v pribéhu reakce u imobilizované a volné ureasy.

4.7 Vliv pH na aktivitu ureasy

Optimalni pH ma stézejni vliv na aktivitu enzymu. Imobilizovana i volna ureasa byla
uvedené, nebyly pouzity pro inkubaci, protoze pufracni rozsah fosfatového pufru je
piiblizné od 6 do 8,5. Nejvyssi mnozstvi zhydrolyzované mocoviny bylo zvoleno jako

100 % pro kazdy typ nosice a bylo porovnano s ostatnimi (Tab. 3).
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Tab. 3 Heat mapa poméru aktivit imobilizovanych ureas po inkubaci v rtizném pH pufru (%).

Typ nosice
pH DEAE MG100 Chitosan
6 95,6 98,1 98,6
7 100 100 100
8 98,4 99,5 95,6

4.8 Stanoveni teplotni stability volné a imobilizované ureasy

Vétsina enzymi ztraci se vzrustajici teplotou svoji aktivitu. Jak u imobilizované, tak u
volné ureasy byla stanovena teplotni stabilita pii 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80 a 90 °C,
kde bylo ke 100 mg mikro&astic s imobilizovanou ureasou ptidano 800 pl 0,1 mol.I™.
fosfatovy pufr pH 7 resp. 740 ul pufru k 60 pl volné ureasy o koncentraci 10 mg.mi=,
Smés byla inkubovana pti dané teploté po dobu 30 minut a poté zchlazena v ledové lazni.
Poté byl imobilizovany, resp. volny enzym pouZit pii hydrolyze moc€oviny. Stanoveni
teplotni stability bylo provedeno méfenim residualniho mnozstvi mo¢oviny na plynovém
chromatografu. Ze ziskanych hodnot byla ziskdna zavislost residualniho mnozstvi
mocoviny (%) na teploté¢ inkubace (Obr. 19). Nejvys§i mnozstvi zhydrolyzované
mocoviny pii dané teploté¢ bylo zvoleno jako 100 % pro kazdy typ mikrocastic. Pro
porovnani ureas imobilizovanych na riiznych nosic¢ich a volné ureasy v zavislosti na
teploté, byla zvolena hodnota Tsp, pfi které je mnozstvi zreagované mocoviny polovicni.

Hodnoty Tso jsou uvedeny v Tab. 4.

Tab. 4 Hodnoty Tso imobilizované a volné ureasy.

Vzorek Tso (°C)
Volna ureasa 70
MG 100 79
DEAE MG 100 78
Chitosan 77
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Obr. 19 Teplotni stabilita imobilizované a volné ureasy.
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4.9 Stanoveni operacni stability imobilizované ureasy

Charakteristickou vlastnosti imobilizovanych enzymi je moznost jejich opakovaného
pouziti. V tomto smyslu byla stanovena operacni stabilita imobilizované ureasy.
Stanoveni operacni stability bylo provedeno méfenim residualniho mnozstvi mocoviny
na plynovém chromatografu. Ze ziskanych hodnot byla ziskdna zavislost residudlni
koncentrace mocoviny (%) na poctu provedenych cykli (Obr. 20). Mnozstvi

zhydrolyzované mocoviny v prvnim cyklu bylo zvoleno jako 100 % pro kazdy typ

mikrocastic.
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Obr. 20 Operacni stabilita imobilizované ureasy.
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4.10 Aplikace imobilizované ureasy pro odstranéni mocoviny ze vzorku moci

Ureasa imobilizovana na magnetické mikrocastice byla pouzita pro hydrolyzu mocoviny
ve vzorku moci. Pro analyzu metaboliti v moc¢i byla mo¢ nafedéna na koncentraci 1
mmol.l-1 kreatininu (Bouatra et al., 2013) Koncentrace kreatininu byla stanovena v
laboratotich klinické biochemie a hematologie, tf. Svobody 32 779 00 Olomouc. Ve
vzorku moc¢i byla tato hodnota 8,5 mmol.I"t, mo¢ tedy byla nafedéna 8,5x. Koncentrace
mocoviny ve vzorku moci byla stanovena pomoci komer¢niho setu Biosystems na 250
mmol.I"! a pomoci GC na 235 mmol.Il. Koncentrace mocoviny ve vzorku moci byla
235 mmol.I"t po nafedéni byla koncentrace 27,6 mmol.I. V takto upraveném vzorku
moc¢i byla mocovina zhydrolyzovana pomoci ureasy imobilizované na mikrocasticich
DEAE MG 100, MG 100 a chitosanem obalenych mikrocasticich pfi teplotach 25°C a 37
°C. Bylo stanoveno mnozstvi nezreagované mocoviny ve vzorcich mo¢i pomoci plynové
chromatografie. Mnozstvi odstranéné (zhydrolyzované mocoviny) pomoci ureas
imobilizovanych na rtiznych nosi¢ich je uvedeno na Obr 21. Mnozstvi mocoviny ve

vzorku nafedéné moci pted hydrolyzou bylo oznaceno jako 100 %.
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Obr. 21 Mnozstvi odstranéné mocoviny ze vzorku moci (%). Modry sloupec znaci hydrolyzu pti
25°C a oranzovy pii 37°C.
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5 DISKUZE

Hlavnim cilem praktické Casti diplomové prace bylo odstranéni mocoviny ze vzorku
moci, ktera slouzi k analyze metabolomu pomoci plynové chromatografie spojené s
hmotnostni spektrometrii, nebot’ mo€ovina pii této analyze interferuje. Pro odstranéni
mocoviny byla vyuzita hydrolyza katalyzovana ureasou. Pokud se pouZzije volna ureasa,
nastane problém po hydrolyze, kdy je tieba odstranit enzym denaturaci a naslednou
centrifugaci. Béhem téchto krokl, dochazi k fad¢ neptesnosti, nebot’ s denaturovanym
enzymem se mohou strhavat také nékteré metabolity a prodluzuje se ¢as analyzy. Proto
byl navrzen postup, kdy se ureasa imobilizuje na magneticky nosi¢ a po skonceni
hydrolyzy se enzym odstrani pomoci vnéjsiho magnetického pole. Proto je néplni této
diplomové prace optimalizace imobilizace ureasy a charakterizace imobilizované¢ho
enzymu a testovani podminek hydrolyzy. Primarnim cilem experimentalni c¢asti
diplomové prace byla imobilizace ureasy z C. ensiformis na tfi druhy magnetickych
nosicli. Dva nosi¢e byly komeréni magnetické mikroc¢astice MG 100 a DEAE MG 100
od firmy Iontosorb Usti nad Labem. Tietim nosi¢em byly chitosanem obalené magnetické
mikrocastice ptipravené mikrovinou syntézou dle Pospiskova a Safarik (2013). Navic pro
kazdy nosi¢ byla pouzita odlisna metoda kovalentni imobilizace. Pro mikro¢astice MG
100 byla ureasa imobilizovana jodistanovou metodou, pro DEAE MG 100
glutaraldehydovou a pro chitosanem obalené mikrocastice karbodiimidovou metodou.
Pro jednotlivé mikrocastice byla posouzena vazebna kapacita nosi¢e. Z hlediska
enzymové aktivity poskytla takto imobilizovana ureasa srovnatelné vysledky jako pfi
pouziti volné ureasy. Navic se imobilizovana ureasa prezentovala dobrou stabilitou i po
inkubaci pfi vysSich teplotach a pii rizném pH pufru. Mimo to mohla byt opakované
pouzita se zanedbatelnym snizenim aktivity. Imobilizovana ureasa byla pak aplikovana 1
na realné vzorky moci, kde pfeménila u vSech tfech nosi¢t v podstaté 100 % substratu.
Dal8im cilem bylo také zjednodusit pfipravu jednotlivych navazek mikrocastic, za icelem
zrychlit a zefektivnit cely proces pfipravy.

Ptiprava alikvotl magnetickych mikro¢astic zna¢né usnadnila cely proces
ptipravy vzorkll imobilizované ureasy, kterd mize byt vyuzita i pro komer¢ni pfipravu
imobilizované ureasy. Rozdily mezi jednotlivymi takto pfipravenymi vzorky byly max.
u navazky 100 mg £3,1 mg, resp. +2,4 mg u 50 mg navazky.

Magnetické mikroc¢astice obalené chitosanem byly pfipraveny syntézou pomoci

mikrovinného zareni. Pomoci dynamického rozptylu svétla byla stanovena velikost

48



pfipravenych mikroc¢éstic na 4,0 um £1,1, i kdyz to neni z Obr. 12 Upln¢€ ziejmé, protoze
takto pripravené mikrocastice maji tendenci shlukovat se. Obrazky z optické mikroskopie
(Obr. 12) ukazuji mikrocastice oxidu zeleza (FezOs) pfed a po obaleni chitosanem.
Chitosan je popularnim materialem pro imobilizaci enzymu diky vysoké afinité
k proteiniim, dostupnosti reaktivnich funk¢nich skupin, stabilité ale predevsim diky jeho
netoxicité a biodegradaci (Costa-Silva et al., 2015).

U kazdého nosice byla stanovena vazebna kapacita, coz je mnozstvi ureasy
navazané na 1 mg &astic. Nejvice se navéazalo 7,3+0,5 pg.mg™ ¢astic na mikrodastice MG
100, na DEAE MG 5,3+0,3 ng.mg™ ¢astic a na chitosanem obalené mikro¢astice 4,0 +0,3
ng.mgt gastic. Vzhledem k odlisnym metodam imobilizace ureasy na kazdy nosi¢, nelze
relevantné posoudit vztah mezi mnozstvim navazaného enzymu s mnoZstvim
hydrolyzované mocoviny. Nicméné Jofenek a Zajoncova (2015) uvadéji, Ze na
mikroc&astice MG 100 bylo imobilizovano az 13 pg.mg &astic lakasy.

Pfeména substratu enzymem byla v nasem piipad¢ rychlejsi pii pouziti volné
ureasy oproti jeho imobilizované formé€. VSeobecné zvysSeni enzymové aktivity pfi
imobilizaci zavisi na mikroprostfedi, rozdélovacim koeficientu, difiznim efektu,
konformac¢ni zmén¢, molekulové orientaci a mnoha dalsich faktorech (Singh et al., 2013).
Chellapandian a Krishnan (1998) pouzili k imobilizaci ureasy nosi¢ na bazi chitosanu a
dosahli 82 % retenéni aktivity oproti volnému enzymu. Naopak Yang a Lin (2001)
uvadéji ve své praci, ze imobilizovana ureasa na polyakrylonitrilovém vldkné méla vyssi
aktivitu oproti volné urease. Snizenou aktivitu enzymu si mtizeme vysvétlit tim, ze enzym
se navazal na nosi¢ v blizkosti aktivniho centra nebo mohla imobilizace celkoveé pozménit
konformaci enzymu. Nicméné rozdil v ibytku mocoviny mezi imobilizovanymi enzymy
na riiznych nosic¢ich a volnou ureasou je pfiblizné jen 15 %, coz je stéle relativné malo
signifikantni rozdil. Na druhou stranu je stdle zachovana vyhoda jednoduché separace
imobilizované ureasy po hydrolyze oproti odstranéni volné ureasy pomoci centrifugace.

Ubytek mocoviny v piipadé imobilizované ureasy limitoval p¥iblizné k 20 %
pivodni koncentrace substratu. Diivodem mohla byt inhibice v disledku zvyseni pH v
reakcni smési az k pH 9 (viz. Obr. 18). pH optimum ureasy z C. ensifromis je dle Cesareo
a Langton (1992) 7,4. Dalsi pii¢inou snizeni aktivity enzymu muze byt inhibice
amonnymi ionty (inhibice produktem) které nekompetitivné inhibuji ureasu (Hoare a
Laidler, 1950). Z grafu Ize sledovat i rychlejsi vznik amoniaku v ptipad¢ volné ureasy
oproti jeji imobilizované form¢. Byl sledovan i vliv pH na aktivitu ureasy po inkubaci ve

fostatovém pufru pii pH 6, 7 a 8. Zjiz zminéné hodnoty pH optima je ziejmé, Ze
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imobilizovana ureasa vykazovala nejvyssi aktivitu po inkubaci v pufru o pH 7 na vSech
pouzitych magnetickych mikrocasticich. Nicméné i pti inkubaci ve vys§im ¢i niz§im pH
se aktivita snizila maximalné o 4,6 %.

Ponévadz aktivita enzymi vzrista se zvysujici se teplotou, byla stanovena teplotni
stabilita pfipravené imobilizované ureasy a byla porovnana v kontrastu s nativnim
enzymem. Ze zavislosti residudlni aktivity na teplot€ inkubace je ziejmé, ze
imobilizovana ureasa na magnetickych nosi¢ich DEAE MG 100, MG 100 a chitosanem
obalenych mikrocasticich je stabilnéjsi nez nativni enzym. Nativni enzym si zachoval po
inkubaci pti 70 °C 50 % puvodni aktivity, kdezto imobilizované enzymy si pii stejné
teplot¢ inkubace uchovaly jesté 80 % pavodni aktivity. Imobilizované enzymy si
zachovaly 50 % pivodni aktivity jesté¢ pii 80 °C. Optimalni teplota pro ureasu z C.
ensiformis je dle vyrobce 60 °C. V minulosti byly pfipraveny jesté termostabilnéjsi
varianty imobilizované ureasy na smésich akrylamidu s polyethylentereftalatu, které
vydrzely az 225 min pii 80 °C, nez klesla aktivita na polovinu (El¢in a Sacgak, 1996).
Pokud je enzym imobilizovén na pevny nosic, zvysuje se tim jeho odolnost vii¢i zvysené
teploté, kovalentné¢ imobilizovana ureasa je tedy resistentnéj$i oproti volné formé.
Termostabilita je dulezitou vlastnosti, kterd miize byt zohlednéna pro dalsi aplikace,
nebot’ pii vysSich teplotach probiha hydrolyza rychleji a za stejny €as je zhydrolyzovéano
vice mocoviny.

Dale byla stanovena operac¢ni stabilita imobilizované ureasy. Operaéni stabilitou
rozumime, kolikrdt mizeme enzym opakované pouzit bez vyrazné ztraty aktivity
imobilizovaného enzymu. Po 8 cyklech klesla operacni stabilita u nosice DEAE MG 100
jen 0 6 %, v piipad¢ castic obalenych chitosanem ptiblizné o 7 % a u MG 100 o
12 %. Byly publikovany i prace, kde si imobilizovana ureasa na chitosanovych nosicich
zachovala 100 % ptvodni aktivity i po 10 cyklech (Chen a Chiu, 1999). Operacni stabilita
je dilezitym kritériem pro uplatnéni imobilizovaného enzymu v praxi, kde mtize citelné
ovlivnit celkové naklady reakce (Sheldon a van Pelt, 2013).

Imobilizovana ureasa byla aplikovana na realné vzorky moci. Z grafu (Obr. 21) je
zfejmé Ze imobilizovana ureasa na vSech pouzitych magnetickych nosic¢ich odstranila
piiblizné 95 % mocoviny ze vzorku moci pti 25 °C. Jesté lepSiho tcinku bylo dosazeno
pii 37 °C, kdy bylo eliminovano téméf 100 % mocoviny. Nutné je vSak podotknout, ze
zde byla pocateéni koncentrace mocoviny 10,9X mensi (z 300 mmol.l?! na

27,6 mmol.IY) oproti pouziti ¢isté mocoviny, protoze byla nafedéna na 1 mmol.I?
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kreatininu, stejné jako pfi standardni analyze moc¢i metodou GC/MS v laboratofich
klinické biochemie.

Prvni metodou Kk odstranéni moc¢oviny z moci byla extrakce kapalina kapalina
(LLE; Tanaka et al., 1966). Extrakce byla poté nahrazena oSetfenim ureasou (Chan et al.,
2011). Avsak doposud nebyla publikovana prace s pouzitim imobilizované ureasy
Kk odstranéni mocoviny z mo¢i v ramci klinické biochemie. Na druhou stranu byly
publikovany prace kdy se imobilizovana pouziva pii dialyze krve (Della Ciana a Caputo,
1996) nebo pii odstranéni mocoviny z vina (Fidaleo et al., 2006). Imobilizovana ureasa
na magnetickych nosi¢ich ma tak do budoucna slibny potencial pro pouziti v 1ékarské

praxi a mohla by tak nahradit souasn¢ pouzivany protokol s volnym enzymem.
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6 ZAVER

V teoretické ¢asti diplomové prace byla charakterizovdna ureasa. Byla objasnéna jeji
struktura, vyskyt a moZznosti imobilizace spojené s uplatnénim v praxi. Také byla
objasnéna problematika spojena s eliminaci mocoviny pied stanovenim metabolomu
moc¢i metodou GC/MS.

Prakticka ¢ast byla zaméfena na ptipravu imobilizované ureasy z C. ensiformis na
komer¢ni magnetické mikrocastice Perloza MG 100, DEAE MG 100 a na pfipravené
chitosanem obalené mikrocastice, pficemz na kazdy druh nosice byla pouzita odlisna
metoda kovalentni imobilizace. Imobilizovana ureasa pii eliminaci mo¢oviny ze vzorku
odstranila pfiblizn€¢ o 15 % méné substratu neZ nativni enzym. Diky imobilizaci
vykazovala ureasa lepsi hodnoty termostability, byla stabilni v riizném pH pufru a po 8
cyklech klesla jen nepatrné operacni stabilita enzymu. Pomoci alikvotizace magnetickych
nosicu bylo pak dosahnuto snadnéjsi ptipravy imobilizované ureasy.

Hlavnim ucelem imobilizované ureasy bylo pak odstranéni mocoviny ze vzorku
moci. Pfi 25 °C bylo odstranéno 95 % mocoviny, kdeZto pii 37°C bylo dosdhnuto témé&f

100 % eliminace mocoviny z moci.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

BSTFA
CE/MS

DLS
EDC.HCI
FID
FTIR

GC/MS
LC/MS
LLE
NHS
SEM
TMCS

N,O-bis(trimethylsilyDtrifluoracetamid

kapilarni elektroforéza s hmotnostni spektrometrii (capillary
electrophoresis/mass spectrometry)

dynamicky rozptyl svétla (dynamic light scattering)
N-(3-dimethylaminopropyl)-N‘-ethylkarbodiimid hydrochlorid
flame ionization detector (plamenoionizacni detektor)
infraCervena spektroskopie s Fourierovou transformaci (Fourier
transform infrared spectroscopy)

plynova chromatografie s hmotnostnim spektrometrem
kapalinova chromatografie s hmotnostnim spektrometrem
extrakce kapalina-kapalina (liquid-liquid extraction)
N-hydroxysukcinimid

skenovaci elektronova mikroskopie

trimethylchlorsilan
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