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ABSTRAKT

Tato bakalafska prace se zabyva inkorporaci enzymu glukoza oxidazy do hydrogelovych
struktur, pfiCemz byla sledovana aktivita enzymu po inkorporaci do hydrogelové struktury.
Glukéza oxiddza byla inkorporovana do agar6zovych hydrogeli s riznou koncentraci
(1 a2 hm. %). Aktivita gluk6éza oxiddzy byla stanovena pomoci vznikajicitho peroxidu vodiku,
jehoz koncentrace byla méfena pomoci fluorescencni spektroskopie diky fluorescen¢ni sonde
Amplexové Cerveni. Bylo zjisténo, ze enzym byl aktivni i po inkorporaci do hydrogelu, avsak
koncentrace vznikajiciho peroxidu vodiku byly nizsi ve srovnani s volnym enzymem. Ddle bylo
zjisténo, ze enzym reaguje 1 se samotnou agarozou, tato reakce ale vyznamné neovlivnila
reologické vlastnosti hydrogelu.

ABSTRACT

This bachelor thesis deals with the incorporation of the enzyme glucose oxidase into hydrogel
structures, while the activity of the enzyme after the incorporation into the hydrogel structure
was monitored. Glucose oxidase was incorporated into the agarose hydrogel at various
concentrations (1 and 2 wt. %). Glucose oxidase activity was determined using the resulting
hydrogen peroxide, the concentration of which was measured by fluorescence spectroscopy
using an Amplex Red fluorescence probe. The enzyme was found to be active even after
incorporation into the hydrogel, but the concentrations of hydrogen peroxide formed were lower
compared to the free enzyme. Furthermore, it was found that the enzyme reacts with agarose
itself, but this reaction did not significantly affect the rheological properties of the hydrogel.
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1 UVOD

Hydrogely se v dne$ni dobé te€si velkému ohlasu v mnoha odvétvich primyslu pro jejich
vSestranné vyuziti. S hydrogely se setkavame jiz od roku 1953, kdy na objev hydrogelu navazal
Cesky védec, Otto Wichterle, ktery hydrogel vyuzil pro vyrobu meékké kontaktni Cocky.
Hydrogely jsou od té doby vyuzivany napiiklad ve farmaceutickém pramyslu jakozto kryty ran,
v kosmetickém prumyslu pro vyrobu masek a v zemédélstvi pro zlepSovani vlastnosti ptd.
Se stale rozvijejicim se farmaceutickym prumyslem a se snahou naleznout nova feseni pro
1écbu nemoci za¢ala moderni medicina pouzivat 1éky s obsahem enzymi napfiklad na podporu
traveni (enzymy papain, pepsin, pankreatin), k rozpousténi krevnich srazenin (napt. v 1écbé
tepennych uzavéri a mozkovych piihod), ale i v lokalni podobé k osetfovani nehojicich se ran.

Cilem této bakaléafské prace je inkorporace enzymu glukéza oxiddzy do hydrogelu, kdy
inkorporace by neméla vyrazné negativné ovlivnit funkénost tohoto enzymu. Tato price by
mobhla prispét do vyzkumu tykajici se 1écby chronickych ran, a to pravé diky ucinkiim glukéza
oxidazy. Inspiraci pro vybér tohoto enzymu byl komeréné dostupny 1ékarsky med, ktery byl
vyuzivan jiz ve starovékém Egypté pro jeho hojivé ucinky. Tento 1éCivy efekt byva Castecné
ptipisovan glukéza oxidaze, kterd se v medu pfiirozené vyskytuje a med diky ni dostava
antisepticky ucinek [1].



2 TEORETICKA CAST
2.1 Enzymy

Enzymy jsou biokatalyzdtory, které urychluji chemické reakce v organismech. Umoziiuji
rychly pribéh reakci za nizkych hodnot teplot, pH atlaku. Chemicky se jedna
o makromolekuldrni latky bilkovinné povahy. Enzymy se vyznacuji vybornou ucinnosti
a specifitou ke svym substratim. Prekurzory enzymi oznaCujeme jako zymogeny a pieménu
na aktivni formu enzymu lze uskute¢nit pomoci hydrolyzy ¢asti zymogenu [2,3].

Mechanismus u€inku enzymu zavisi na schopnosti enzyma zvysit rychlost reakce
snizenim aktivacni energie. V prubéhu reakce se enzym (E) vaze na substrat (S) a vytvaii tak
pfechodny komplex zvany enzym-substrat (ES). Na konci reakce je vytvofen produkt (P),
enzym zustava kompletné nezménén a muze vazat dalsi substrat a katalyzovat dalsi reakci.
Aktivni misto je specifické misto na enzymu, kde se vaze substrat. Strukturalni
komplementarita mezi enzymem a substratem umoziiuje selektivni fizeni enzymatické reakce.
Enzym se pfizpisobuje substratu prostfednictvim konformacni zmény znamé jako indukované
pfizptsobeni. V aktivnim misté se nachazi aminokyseliny, které vazou funkcni skupiny
substratu a zajistuji tak jeho adekvatni umisténi a tvorbu prechodného meziproduktu, ktery
bude nasledné podroben katalyze [2].

Aktivita enzymu muze byt ovlivnéna riznymi faktory. Obecné lze fict, Ze s rostouci
teplotou vzrusta rychlost enzymové katalyzovanych reakci. Nad kritickou hodnotou dochazi
poté k denaturaci enzymu. Druhym pfipadem je vliv pH, kdy pro kazdy enzym je typické jiné
rozmezi optimalnich hodnot pH. Poslednim piikladem jsou aktivatory a inhibitory enzymi,
které jsou schopny modulovat rychlost enzymatické reakce [4].

2.1.1 Aktivita enzymu

Aktivita enzyml je vyjadiovana jako rychlost katalyzované reakce, ktera se stanovi jako
mnozstvi vytvoreného produktu nebo substratu spotfebovaného pii reakci za dany Ccas.
Nejcaste€ji popisuje aktivitu jednotka katal, ktera vyjadiuje mnozstvi enzymu, které premeénilo
1 mol substratu za 1 sekundu [2,3].

2.1.2 Rychlost enzymaticky katalyzované reakce

Rychlost enzymaticky katalyzované reakce pii dané teploté a pH zdvisi na koncentraci enzymu
a koncentraci substratu. Za predpokladu, ze koncentrace substratu je v prebytku, pak je
pocatecni rychlost pfimo imérna koncentraci enzymu.

Na zacatku se reakce fidi kinetikou prvniho fadu, kdy rychlost je umérna koncentraci
substratu a poté nasleduje kinetika nultého fadu s rychlosti dosahujici mezni hodnoty Vmax
(viz Obr. 1). Vmax je rychlost reakce, kdy je enzym plné€ nasycen substratem, tedy ze vSechna
vazebnd mista jsou obsazena. Vmax je konstantni pouze pro dané mnozstvi enzymu.

Koncentrace substratu odpovidajici polovin€é maximalni rychlosti je znama jako
tzv. Michaelisova konstanta (Km), ktera je nepfimo umeérna afinité enzymu k substratu. Kwm je
specificka pro kazdy enzym a je nezavisla na mnozstvi enzymu. Vztah mezi reak¢ni rychlosti
a koncentraci substratu je popsdn Michaelis-Mentenovou rovnici (1) [5].

VI’IZ ax S

V:
Ky+S

(1)
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Obr. 1: Grafické znazornéni zavislosti rychlosti reakce na koncentraci substrdtu (pFevzato a upraveno z [6])

2.2 Oxidoreduktazy

Oxidoreduktazy jsou typy enzymu, které katalyzuji oxidacné redukéni reakce. Oxidoreduktazy
jsou skupinou, kterd zahrnuje dehydrogendzy a oxidazy. Mezi dehydrogenazy fadime naptiklad
laktat dehydrogendzu, alkohol dehydrogendzu a glutamat dehydrogendzu. K oxidazam patii
napft. katalaza nebo gluko6za oxiddza [7]. Hlavni funkci glukéza oxiddzy (GOx, glucose oxidase)
je tvorba glukonolaktonu a peroxidu vodiku, ktery vznika jako vedlejsi produkt reakce. Reakci
znazornuje rovnice (2) [8].

GOx
O, + p-D-glukoza — glukonolakton + H,O, (2)

Tuto reakci Ize rozdélit na redukeni a oxidacni Cast. V redukéni reakei katalyzuje GOx
oxidaci B-D-glukézy na D-glukono-6-lakton, ktery je poté neenzymaticky hydrolyzovan na
kyselinu glukonovou. Nasledné je flavinadeninedinukleotid (FAD), ktery je soucasti glukéza
oxidazy, redukovdan na FADH:. V oxidacni Casti je redukovany GOx zpétné reoxidovan
kyslikem za vzniku peroxidu vodiku [9]. Kompletni reakéni schéma je zndzornéno na Obr. 2.

OH OH
H O oH OH
H GOx
COOH
OH H H
HO H
H OH H OH H OH
B-D-glukoéza D-glukono-4-lakton Kyselina glukonova

/N

GOx-FADH, GOx-FAD

N ot

0, — > H,0,
Obr. 2: Reakéni mechanismus GOx (prevzato z [10])
2.2.1 Glukoza oxidaza a jeji struktura

Glukoza oxidaza byla objevena v roce 1928 a ziskava se predevsim z plisni Aspergillus niger
a Penicillium amagasakiense. GOx ziskany z A. niger je strukturné lehce prodlouzeny
globularni protein velky zhruba 8 nm. [11]. Struktura glukéza oxidazy je podrobnéji znazornéna
na Obr. 3. GOx se sklada ze dvou polypeptidovych fetézct, které jsou navzajem kovalentné
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spojeny disulfidickymi mastky. Na polypeptidické fetézce je vazana molekula
flavinadenindinukleotidu (FAD) [8,12].

Molekulova hmotnost glukéza oxidazy ziskané z A. niger je piiblizné¢ 150 kDa [13].
Molekula je tvofena az z 16 % sacharidovou slozkou. GOx produkovanéd obéma kmeny plisni
méd podobné slozeni sacharidové slozky, ktera se skladd zejména z glukézy, mandzy
a hexosaminu. GOx vykazuje vysokou selektivitu pro B-D-glukozu a pouze okrajove vykazuje
aktivitu s ostatnimi cukry. B-D-glukéza se oxiduje v pfitomnosti molekularniho kysliku
v poloze C1 na d-glukono-1,5-lakton, ktery spontanné hydrolyzuje na kyselinu glukonovou.
Tyto strukturni vlastnosti a regioselektivita enzymatické reakce umoziiuji jasné rozliSeni mezi
glukéza oxiddzou a pyrandzo oxiddzou, kterd oxiduje D-glukézu v poloze C2 [9].

Obr. 3: Struktura glukoza oxidazy, Cervené jsou oznaceny molekuly FAD, zelené sacharidova slozka a modre
Jjsou zndzornény polypeptidové Fetézce [14]

2.2.2 Stabilita glukoza oxidazy

Lyofilizovand forma glukéza oxidazy vykazuje extrémné stabilni vlastnosti. Pti teploté 0 °C je
stabilni po dobu dvou let a pfi teploté —15 °C vydrzi stabilni az po dobu osmi let [11]. V roztoku
je stabilita vyrazné ovlivnéna vlivem pH, kdy optiméalni hodnota pro jeji funkci je 5-7. GOx je
také rezistentni vici proteolyze a stabilita neni ovlivnéna ani po dlouhodobé expozici trypsinu,
pepsinu a papainu. Detergenty maji obecné na stabilitu GOx pouze slaby vliv, ale pfi reakci
konkrétné s  iontovymi  detergenty, jako  napifiklad  dodecylsiran  sodny
a hexadecyltrimethylamonium bromid, je katalytickd aktivita vyrazn€ utlumena. GOx podléha
denaturaci az pii teplotach vyssich nez 50 °C. Proti vy$sim teplotam vSak muaze byt GOx
chranén pomoci polyhydroxy alkoholl jako je napfiklad glycerol [11]. Teplotni optimum GOx
se pohybuje mezi 25-30 °C [9].

2.2.3 Inhibitory glukéza oxidazy

Jako inhibitory gluk6za oxidazy mohou slouzit uz pfi mikromolarnich hodnotach tézké kovy
jako naptiklad rtut, olovo a stiibro. Podobny efekt maji také uz milimolarni hodnoty hydrazinu,
hydroxylaminu a fenylhydrazinu. Druhé zminéné neptlisobi na katalytickou aktivitu tplnou
inhibici, ale pouze snizi enzymatickou aktivitu. Aktivitu také vyznamné snizuje pfitomnost
aldohexoz, jako napiiklad D—arabinéza a 2-deoxy-D-glukéza.

Pti absenci dostate¢ného substratu k oxidaci, dojde k samotné oxidaci glukoza oxidazy,
coz zapriCini naruSeni celého reak¢niho mechanismu. Navratit GOx zpét do pavodniho
funkéniho stavu lze fotoredukci pomoci svétla (vinova délka 450 nm). Prodlouzena expozice
svétlu ale mulze narusit flavinové molekuly vazané v molekule glukéza oxidazy. Dalsi
moznosti, jak zpétné vyredukovat GOx je pomoci bisulfatu. Pii této reakci dojde ke spojenti
enzymu a molekuly FAD. Formace tohoto aduktu je efektivn&j$i pfi niz§Sim pH. Prebytecny
bisulfét 1ze odstranit pomoci dialyzy [11].
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2.2.4 Vyuziti glukéza oxidazy

Glukéza oxiddza se v poslednich letech dostava do popfedi vyzkumi diky aplikacim
v chemickém, farmaceutickém, potravinaiském, napojovém pramyslu, klinické chemii,
biotechnologii a dalSich primyslovych odvétvich. Glukéza oxidaza je nejrozsirenéjSim
enzymem pouzivanym jakozto analytické Cinidlo pro stanoveni glukozy diky své relativné
nizké cené a vyborné stabilité. Jeho pouziti saha od biosenzori glukozy pro onemocnéni
diabetes az po konzervacni latky a stabilizatory barev [9]. V potravinaiském primyslu nasla
GOx vyuziti pfi odstraiiovani piebytecné glukozy a kysliku v potravinich a napojich. Tim lze
doséahnout delsi zivotnosti potravin. Produkovany peroxid vodiku méa bakteriocidni u€inky a lze
jej poté odstranit z potravin pomoci enzymu kataldza, ktery peroxid vodiku konvertuje na kyslik
a vodu [15].

2.3 Reaktivni formy Kkysliku

Kyslik slouzi jako esencialni substrat pro vznik molekul ATP. Tento dé&j je velice dulezity pri
procesu hojeni ran, kde predstavuje tvorbu energie potiebné pro remodelaci tkan€. Termin
radikdlové derivaty molekul kysliku nazyvané téz jako reaktivni formy kysliku (ROS, reactive
oxygen species) se pouziva pro molekuly, které obsahuji molekuly Oz, které jsou po piidani
elektronu v radikdlové, tedy ve vysoce reaktivni formé&. Tyto podminky spliuji napiiklad
molekuly peroxidu s funkéni skupinou O2%, superoxidy O27, nebo hydroxy skupinou OH".
Dalsim zastupcem reaktivnich forem kysliku mtze byt i oxid dusnaty NO, jehoz skupiny
nazyvame reaktivni formy dusiku (RNS, reactive nitrogen species). Tyto skupiny jsou
v lidském téle vytvareny jako soucast normalni fyziologie oxidace NO. Oxid dusnaty spontanné
reaguje s fadou molekul napiiklad molekularni O2, ROS, NO2". Oxid dusnaty reaguje pfimo
s radikalovymi formami kysliku, patfi tudiz k hlavnim zastupcim RNS v biologickych
systémech. Rada bun&k b&hem piirozeného procesu hojeni ran vytvaii tyto reaktivni molekuly
dusiku, mezi né patii naptiklad krevni desticky, makrofagy, fibroblasty a keratinocyty [16].

2.3.1 Vliv ROS na hojeni ran

ROS m4ji také vyznamnou roli v bunécné homeostazi, kde bylo potvrzeno, ze zvysené hodnoty
ROS podporuji vznik obranné bunécné odezvy. Vysoké davky ROS by naopak vedly
k oxidativnimu stresu, ktery muze koncit az bunécnou nekr6zou. Naopak velmi nizké hodnoty
ROS také vykazuji cytostatické vlastnosti. Dostate¢né hodnoty ROS maji schopnost regulovat
tvorbu krevnich cév (angiogeneze), coz umoziuje optimalni prokrveni okoli rany. Dalsi
schopnosti je destrukce patogennich latek pomoci ROS piimo v ran€. Molekuly obsahujici ROS
mohou prudce uvolnit velké mnozstvi ROS do okoli, a tim dojde k akutnimu nadbytku téchto
forem kysliku, coz vede k apoptdze bunék patogent.

Peroxid vodiku je jeden z nejstabilnéjSich reaktivnich forem kysliku a jeho pfitomnost
v prirodnich systémech je hlavné z divodu redukce kysliku v systému. Peroxid vodiku je také
vytvafen jako meziprodukt reakci probihajicich v biologickych systémech a vyskytuje
se soucasné s enzymem katalazou, ktery vznikly peroxid pfi vysSich hodnotach koncentrace
rozklada. Peroxid vodiku slouzi jako hlavni sekunddrni posel v reakci na vznik rany. Jeho
hladiny jsou v okoli rany regulovany pomoci mistnich antioxidanti. Vyhody peroxidu vodiku
spoCivaji predevsim v jednoduchosti jeho samotné syntézy a také v jeho podobnosti s velikosti
vody. Molekula je velice mala a nema zadny naboj, coz umoziiuje velmi snadnou prostupnost
molekuly pfes tkan€ a membrany. Vyhoda také spociva v tom, ze molekula nereaguje tak rychle
s okolnimi molekulami, jako ptimé radikaly [16].

Topické aplikace ROS intermediati, které jsou konvertovany na biologicky dostupné
molekuly kysliku, jako napftiklad peroxid vodiku a benzoyl peroxid, byly potvrzeny jakozto
vyznamné dopliiky pfi terapii chronickych ran, jak dokdzala studie zkoumajici roli peroxidu
vodiku pii 1éCeni ischemickych vieda [17].
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2.4 Gely

Gely lze popsat jako systémy, které jsou tvofeny souvislou trojrozmérnou siti prostupujici
celym disperznim systémem. Gely vykazuji mechanické vlastnosti typické pro tuhy stav,
prestoze jejich disperzni prostiedi je v kapalném stavu. Tento jev je zpusoben tim, Ze disperzni
Castice se nejsou schopné pohybovat disperznim prostfedim nezavisle. Pod pojmem gel
rozumime jak systémy, ve kterych se jako disperzni prostiedi vyskytuje voda, takové systémy
nazyvame jako hydrogely. Existuji vSak i systémy, ze kterych bylo disperzni prostiedi uplné
odstranéno vysuSenim. Takové typy gelt nazyvame jako xerogely [18].

24.1 Rozdéleni gelu
Reverzibilni gely

Reverzibilni gely jsou typiCt€jsi pro makromolekularni gely. Funguji na principu, kdy pfi
vysuseni dojde ke zmenseni objemu gelu a do puvodniho objemu je lze prevést piidanim
disperzniho prostfedi, tzv. botnanim. Strukturné jsou reverzibilni gely sité¢ makromolekularnich
fetézcl spojenych pomoci fyzikalnich ¢i chemickych sil v mistech, které se nazyvaji uzlové
body.

Plisobenim fyzikalnich sil, jako napiiklad van der Waalsovych, polarnich sil, nebo
vodikovych vazeb, dochazi ke spojovani usekd polymernich fetézct do uzld a tim dochazi
ke tvorbé fyzikalné sitovanych gelu [18]. K tvorbé gelu mulze také dojit pomoci tzv.
geometrického sitovani, které je charakteristické mechanickym propletenim fetézca jako
reakce na tepelny pohyb (napiiklad agar6zovy hydrogel) [19].

Kovalentné sitované gely vznikaji nejCastéji jako xerogely nebo lyogely v zavislosti
na pritomnosti disperzniho prostfedi. Samotny gel predstavuje nekonecnou sitovou strukturu,
ktera je tvorena chemickymi vazbami. Sitova struktura mize vznikat riznymi reakcemi, jako
naptiklad nelinearni kondenzacni nebo adi¢ni polymeraci monomert. Dal§im zptisobem muze
byt sitovani linearnich polymert pomoci vhodnych sitovacich ¢inidel (naptiklad polysulfidy
nebo divinylbenzeny) [18].

Ireverzibilni gely

Ireverzibilni gely mizeme popsat jako gely, které vznikaji gelaci lyofobnich soli, ke které
dochézi, pokud dojde ke snizeni agregatni stalosti soustavy. Pokud dojde k casteCnému
odstranéni svrchni ochranné vrstvy, ¢astice tak ztraci stabilitu a dojde k agregaci v téchto
nestabilnich mistech. K tomuto naruSeni stability se nejCastéji pouzivaji elektrolyty
v koncentracich nizsich, nez je koagulacni prah. Vznikne tak prostupujici sit, pfiCemz
nedochézi ke koagulaci [18].

24.2 Hydrogely

Z hlediska struktury lze popsat hydrogely jako dvou nebo viceslozkové systémy sestavajici
z trojrozmérné sité polymernich fetézca a vody, ktera vypliuje prostor mezi makromolekulami.
V zavislosti na vlastnostech pouzitého polymeru, a také na povaze a hustoté sitovych spoja,
mohou takové struktury v rovnovaze obsahovat rizna mnozstvi vody. Typicky v nabobtnalém
stavu je hmotnostni podil vody v hydrogelu mnohem vyS§si nez hmotnostni podil polymeru [20].

2.4.3 Agardza

Agaréza je biokompatibilni polysacharid extrahovany z bunéénych stén moiskych fas, ktery
obsahuje opakujici se molekuly agarobiézy (disacharid D-galaktézy a 3,6-anhydro-L-
galaktopyranoézy). Hydrogel pfipraveny z agarézy vykazuje tzv. termoreverzibilni vlastnosti
[21]. Agardza je nerozpustna ve studené vodé€, ale velmi snadno se rozpousti ve vrouci vode.
Po ochlazeni tvori fetézce agarobindzy agregaty, které se seskupuji do trojrozmérné, vzajemnée
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propojené sité drzené pohromadé nekovalentnimi vodikovymi vazbami. Takto tvofené strukury
se svinuji do dvojitych helikdlnich struktur [22], které jsou znazornény na Obr. 4. Komercné
dostupné jsou dva hlavni typy agardzy, a to hydroxyethylované agarézy, které tvoti gely s niz§i
pevnosti gelu a vyrazné niz§i teplotou tani a nemodifikované agar6zy [23].

Obr. 4: Tvorba agarozového hydrogelu [22]

2.5 Fluorescence

Emisni spektroskopie je velmi citlivym nastrojem potiebnym k ziskdvani informaci
o strukturnich a dynamickych vlastnostech biologickych objekti. Velmi podstatnou ulohu ma
fluorescencni spektroskopie pro vyzkum konformaci a dynamismu biologickych systému.
Studuje také zavislosti emisnich vlastnosti fluoroforti na jejich prostiedi, detekovat lze také
konformac¢ni zmény, které mohou nastat v disledku zmény podminek nebo pfi interakci
systému s malymi molekulami [24].

V medicinskych aplikacich je jednou z nej¢astéjsich aplikaci fluorescenéni spektroskopie
vysoce piesna kvantifikace molekul DNA a RNA. Do vzorku DNA je piidan fluorofor (Casto
ethidium bromid) a vzorek je vlozen do fluorescencniho spektrometru, kde je mozné pomoci
kalibracni kfivky odecist koncentraci vzorku [25]. Fluorescencni spektroskopie je také
pouzivana v né€kolika pramyslovych prostiedich jako rychla, neinvazivni technika pfi
hodnoceni kontaminace [26]. Existuje také mnoho studii, které naznacuji, ze fluorescencni
spektroskopie je slibnd diagnostickd technika chorob souvisejicich s mikroorganismy [28].

Pifi jevu zvaném fluorescence dochazi ke zménam energetickych stavii molekuly bez
toho, aniz by doslo ke zméné spinu elektrond. Zminéné piechody energetickych stavt jsou
z kvantové mechanického hlediska dovolené a délka dosvitu u fluorescence je proto velice
nizka (fadové do 10 sekund). Pro porovnani pii fosforescenci dochazi ke zméné spinu
a molekula proto prejde do tripletového stavu, kde muze setrvat v excitovaném stavu mnohem
déle (tfadove 1 jednotky sekund), protoze navrat do singletového stavu je jiz z kvantoveé
mechanického hlediska zakdzany [29].

Fotoluminiscenci Ize popsat tfistupiovym procesem, jehoz jednotlivé kroky znazoriuje
Perrin-Jablonskiho diagram na Obr. 5. Prvnim krokem je excitace molekul, které by byly za
normdlnich podminek v zdkladnim elektronovém (oznacovan jako So, elektron se nachdzi
v n nebo 7 orbitalu) a vibraénim stavu. Excitace probihd do singletového elektronového stavu
Sinebo S2. Nasledné dochazi k vyhasinani excitovaného stavu nezafivymi piechody, béhem
kterych dochdzi k prenosu vibracni energie na okolni molekuly a vysledkem tohoto jevu je
prechod zpét na zakladni vibra¢ni hladinu Si. Pokud by pfi fluorescenci doslo k excitaci az na
hladinu S», musi v prvni fadé dojit k tzv. vnitini konverzi a nasledné mize dojit k vibracni
relaxaci zpét na zakladni vibra¢ni hladinu Si. K deexcitaci a samotnému ndvratu molekuly do
nékteré z vibracnich hladin zakladniho elektronového stavu So muze dojit bud’ nezafivymi
pochody nebo emisi zafeni, coz popisujeme v piipadé prechodu ze stavu singletového jako
fluorescence [29]. U fosforescence dochdzi k mezisystémovému prechodu, kdy elektron
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prechazi ze singletového (S;) do tripletového stavu (T;). Tento prechod je spinové zakazany,
proto ma delsi dobu dosvitu (fadové 10-3-1 s), nez fluorescence [30].

.
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Obr. 5: Schématické znazornéni Perrin-Jablonskiho diagramu (prevzato z [30])

Béhem samotného vyhasinani excitovaného stavu dochazi ke ztraté ¢asti energie (diky
vibracni relaxaci a vnitini konverzi). Energie emitovaného fotonu je vzdy niz§i nez energie
fotonu excitacniho. Rozdil mezi maximy absorpcniho a emisniho pasu je pak nazyvan jako tzv.
Stokestiv posun popsany na Obr. 6.

>

Stokestv posun
—

Intenzita

Emise

Vinova délka

Obr. 6: Schéma popisujici Stokesitv posun, prevzato a upraveno z [27]
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Vztah pro vypocet vytézku fluorescence (3) vyjadiujeme jako pomér poctu emitovanych
fluorescencnich fotond ku poctu absorbovanych fotont za jednotku Casu. Pro redlné vzorky
byva tento pomér malokdy vyssi nez 0,7.
®€I’IZ
®abs

¢p= 3)

Fluorescencni spektroskopie se da vyuzit ke kvantitativnimu stanoveni, avSak existuje
fada faktor(i, které mohou ovlivnit samotné stanoveni. Patfi mezi né teplotni zmény, které
mohou ovlivnit viskozitu méfeného vzorku. Setkat se také muzeme se zménou pH, kdy
i relativn€ malé zmény pH mohou zptisobit zmény spektra fluoroforu.

Efekt wnitinitho filtru a reabsorpce se projevuje redukci intenzity fluorescence
v pritomnosti latek, které absorbuji excitacni nebo emisni zateni. Pti vysokych koncentracich
fluoroforu muze také dojit k absorpci zafeni samotnym fluoroforem. Zhaseni je zptsobeno
interakci excitovaného fluoroforu s okolim, tim muze dochazet k deexcitaci molekuly
prostfednictvim nezafivych prechodi a tim dojde k uvolnéni energie bez emise fotonu [29].

2.5.1 Instrumentace

Meéfeni fluorescence v podobé fluorescencnich spekter probiha pomoci spektrofluorimetra, pro
které je typické pouziti dvou monochromatorti, abychom mohli nastavit jak excitacni, tak
emisni vinovou délku. Fluorescencni zafeni se ve vzorku Sifi vSemi smeéry, sledovano je vSak
v kolmém sméru k excitanimu zareni. Zabranime tak dopadu excita¢niho spolu s emisnim
zatenim na detektor. Pfistroj, ktery misto monochromatori vyuziva jako selektory vinovych
délek pouze optické filtry, se nazyva fluorimetr. Zdroj zatfeni musi byt volen tak, aby pokryl
studovanou oblast UV-VIS. Nejcastéji se jedna o nizkotlakou rtutovou vybojku nebo
xenonovou vybojku. Opticky modul se skladd z drzaku kyvety, uzavérky a déli¢e svazku. Délic
svazku oddéluje malou Cast zafeni pro pouziti v referencnim meéteni. V pfistroji se dale nachazi
detektor, ktery byva ve formé fotonasobice, jehoz spektralni rozsah je dan materidlem katody.
Pro dostatecné pokryti celého UV-VIS spektra byvaji pouzity dva fotondsobice. Citlivost
fotonasobice je omezovana hladinou temného proudu, coz je signal, ktery detektor poskytuje
za nepristupu zareni. Odstranit jej 1ze pomoci pulzniho rezimu xenonové vybojky, kdy dojde
k odpojeni detektoru mezi vytvorenymi pulzy [29].

Fluorimetrickd meéfeni jsou obecné mnohem citlivéjSi nez absorpCni méfeni, ale
potiebnych fluoreskujicich latek je pomé&mée malé mnozstvi, nebot’ musi obsahovat fluorofor.
Silné fluorescencni vlastnosti vykazuji latky obsahujici ve své strukturfe konjugovany systém
dvojnych vazeb, aromatické slouCeniny, heterocyklické slouCeniny a nékteré chelaty kova [29].

2.5.2 Typy spekter

Pomoci excitanich spekter zachycujeme zavislost intenzity fluorescence na vinové délce
excitaniho zafeni za konstantni vinové délky zareni emisniho. Excitacni spektra jsou potfebna
k nalezeni vhodné vinové délky zateni pro buzeni luminiscence. Naopak pomoci emisnich
spekter sledujeme zavislost intenzity fluorescence na vlnové délce emitovaného zafeni pii
konstantni vinové délce excitacniho zareni.

Pokud porovname tvar absorp¢niho a fluorescencniho pasu spektra, plati zde zrcadlova
symetrie pro mnohé organické molekuly. Pokud neni geometrické usporadani jader molekul
rozdilné pii excitovaném a zakladnim stavu, absorpce 1 emise ma z odpovidajicich si vibracnich
hladin stejnou relativni pravdépodobnost, diky tomu poté dochazi, ke jiz zminéné symetrii [29].

2.6 Detekce produktii enzymové reakce

Fluorometricka stanoveni se povazuji za citlivéjsi a vice specifické nez spektrofotometrické,
protoze v drtivé vétsin€ ptipadu rozpoustédlo, které absorbuje, tak zpravidla neemituje a chybi
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tak pozadi. Obecné je citlivost fluorescence 10—1000krat vySsi ve srovnani s meérenim
absorbance. Pravé proto byla fluorometricka méfeni zavedena do imunologickych testd pro
zlepSeni jejich citlivosti [31].

2.6.1 Metoda stanoveni peroxidu vodiku za pouziti homovanilové kyseliny

Kyselina homovanilovd (HVA) je hlavnim terminalnim metabolitem dopaminu, jednoho ze tfi
katecholamini produkovanych v mozku. Dopamin je $tépen jatry a vyluCovan moci jako
kyselina homovanilovi [32].

Kyselina homovanilova byva pouzivana pro detekci peroxidu vodiku v mitochondriich.
Mechanismus spociva v reakci spolecné s kienovou peroxidazou, ktera v pritomnosti peroxidu
vodiku oxiduje monomer kyseliny homovanilové na fluorescencni dimer (viz Obr. 7).
Stanoveni muze byt pouzito pro stanoveni pfitomnosti mitochondrii, protoze pii jejich
ptitomnosti dochézi k poklesu oxidované formy homovanilové kyseliny [33].

CH,COOH CH,COOH CH,COOH
H,0
—
HRP
CH;0 CH;0
OH OH OH
Nefluorescenéni HVA monomer Fluorescen¢ni HVA dimer

Obr. 7: Mechanismus detekce pomoci homovanilové kyseliny [34]
2.6.2 Metoda stanoveni peroxidu vodiku za pouziti Amplexové cerveni

Amplexova cCerven (AR, Amplex Red, 10-acetyl-3,7-dihydroxyfenoxazin) je bezbarvy
a nefluoreskujici derivat resorufinu, ktery mize byt napfiklad pomoci peroxidu vodiku
oxidovan na velice silné fluoreskujici resorufin (viz Obr. 8) [35].

Resorufin je planarni molekula slozena ze tii Sesticlennych uhlovodikovych kruht, které
obsahuji jednu karbonylovou skupinu ve formé aldehydu nebo ketonu. Mezi mnoha fluorofory
se resorufin vyznacuje vysokou intenzitou fluorescence, dlouhou délkou excitacni/emisni
vlnové délky a vyrazné schopnosti fluorescencni i kolorimetrické analyzy [36,37]. Amplexova
cervei je vyuzivana jako fluorescencni sonda, ktera se pouziva k detekci peroxidu vodiku
v reakci, kdy je oxidovdna na resorufin pomoci kienové peroxidazy (HRP) jako katalyzatoru
[38].

HO 0 OH | HO 0 0
oxidace |
~
N N
O)\ Fluorescenéni resorufin
Nefluorescenni Amplexova ¢ervei . =573 nm
excitace
A = 587 nm

emise
Obr. 8: Oxidace Amplexové cervené na resorufin [39]
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Kfenova peroxidaza (HRP, horseradish peroxidase) je enzym skladajici se z jediného
polypeptidového fetézce, ktery obsahuje az 308 aminokyselin a jejich zbytkd. Ve své struktuie
zobrazené na Obr. 9 také obsahuje 4 disulfidické mustky mezi zbytky molekul cysteinu. Dalsi
vyznamnou slozkou je hemova prosteticka skupina, vapenaty iont a sacharidova slozka. Enzym
se fadi jakozto peroxiddza mezi oxidoreduktdzy a akceptorem elektronu je v tomto pfipadé
peroxid vodiku [40]. Metoda a jeji omezeni bude blize specifikovana v kapitole 3.2.1.

‘é,\p‘v
3

,\\
.
),

Obr. 9: Struktura kienové peroxiddzy, cervené vyznacend je hemovd slozZka, vapenaty iont modre, fialové jsou
vyznaceny struktury o-helix proteinové slozky [41]

2.6.3 Metoda stanoveni peroxidu vodiku za pouziti ABTS

Princip detekce s 2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonovou kyselinou) (ABTS)
spociva v oxidaci nebo redukci substritu za katalyzy kienovou peroxiddzou. Zména barvy nebo
intenzity meéteného signdlu odpovida zmeéné koncentrace stanovovaného peroxidu vodiku.
Detekéni systém slozeny z ABTS a kienové peroxidazy je zalozen na spotiebé peroxidu vodiku
kifenovou peroxidazou v pritomnosti ABTS, ktery regeneruje peroxidizu za vzniku
radikdlového kationtu (ABTS*) s absorpénim maximem pii vlnové délce 414 nm, pfiCemz
intenzita signdlu je tmeérna mnozstvi peroxidu pfitomného ve vzorku [42].

2.7 Reologické vlastnosti hydrogelovych struktur

Reologie je védni obor zabyvajici se tokem a deformaci latek vlivem vnéjSich mechanickych
sil. Mozné jsou dva typy mezniho chovani. Pokud po ucinku vnéjsi sily dojde k deformaci,
ktera vratné vymizi po odstranéni vnéjsi sily, mluvime o elastickém chovani, které je
popisovano jako idealni Hookovskeé téleso. Toto chovani je Casto vykazovano tuhymi latkami.
Naproti tomu pro jednoduché tekutiny je typické viskozni chovani, kdy vlivem ptsobeni vnéjsi
sily hmota teCe a tok se zastavi, ale neobrati. V tomto pfipadé se jedna o mezni pfipad v podobé
idedlni Newtonovské kapaliny. Mezi t€émito dvéma extrémy jsou systémy, jejichz odezva
navn&j§i silu zavisi na dobé puasobeni a velikosti sily. Tyto systémy se oznacuji jako
viskoelastické a fadi se k nim fada koloidné disperznich systému [18]. Pfi méfeni reologickych
vlastnosti soustav se obvykle zaméfuje na veli¢iny jako je tok, viskozita, deformace
a viskoelasticita.

2.7.1 Viskoelastické latky

Jak bylo jiz zminéno, viskoelastické chovani popisuje materialy, které vykazuji chovani nékde
mezi chovanim idealni kapaliny (viskozni) a pevné latky (elastické). Existuje fada reologickych
technik pro zkoumani viskoelastického chovani materiald. Mezi tyto techniky patii tokové
zkousky, relaxace napéti a oscilacni testy [43].
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Pusobeni vnéjsi sily na idealni tuhé téleso popisuje nejlépe modelovy piipad natazené
pruziny, kdy pokud na pruzinu pisobi vnéjsi sila, dojde k deformaci (natazeni) pruziny. Pokud
silové ptuisobeni odezni, dojde k navraceni pruziny zpét do puavodniho stavu. Tento navrat byl
umoznén pomoci elastické sily, ktera se snazi obnovit mikrostrukturu do ptvodniho
nedeformovaného stavu. Plati tedy, ze aplikované napéti je umérné vyslednému napéti
apruzina se tak muze navratit plné¢ do ptvodniho stavu. Pokud by byla prekrocena mez
pruznosti pruziny, doslo by k trvalému zdeformovani pruziny. Elastické chovani materialt
popisuje Hookav zakon a popisovany pfipad s pruzinou by se fidil Hookovym zakonem (4).

G =3 )

kde 7 [Pa] je tecné napéti a y [%] je mira deformace, oznaCovana i jako amplituda deformace.
G* [Pa] je tzv. komplexni modul, ktery je méfitkem tuhosti materialu a jeho odolnosti vuci
zpusobené deformaci. Mira deformace mize byt vyjadiena rovnici (5).

S

7 (&)

kde s [m] je odchylka od pivodni polohy, kterou zpusobuje te¢né napéti a & [m] je vyska
meéteného vzorku.

Pokud by bylo aplikovano napéti na idealni viskozni latku, doslo by k toku, ktery by
pokracoval konstantni rychlosti, dokud by nedoslo k odstranéni pusobici sily. JelikoZ idealni
viskézni latky jsou kapaliny, dojde k pfesunu energie potiebnou pro deformaci do kapaliny
a deformace se tak stava trvalou. NejcCast¢ji dochazi k premén¢ energie na teplo. Viskdzni latky
tak I1ze nejlépe popsat modelem tlumice, kde dochazi k nevratné deformaci.

Naprosta vétSina materiala vykazuje chovani fadici se do oblasti nékde mezi idealnimi
kapalinami a idedlnimi pevnymi litkami, tyto latky jsou klasifikovany jako viskoelastické.
Nejjednodussi model popisujici tyto latky se nazyva Maxwelliv a jde o kombinaci pruzin
atlumicl zapojenych v sérii. Dochazi tedy jak k elastickému, tak k visk6znimu chovani
materialu [43].

2.7.2 Oscilacni testy

Nejbéznéjsi metodou pro mefeni viskoelastickych vlastnosti je oscilacni méteni, kdy méfici
senzor osciluje kolem své rovnovazné polohy v nepfetrzitém cyklu (s konstantni amplitudou
nebo frekvenci). Pii provadéni oscilacnich testi je vzorek umistén mezi dvé paralelni desky
oddélené od sebe o znamou vysku (h). Horni deska poté osciluje tam a zpét pii dané amplitudé
a frekvenci oscilace. Nasledné je sledovana odezva na stacionarni (dolni) desce. Podle miry
deformace Ize poté urCovat viskoelasticky charakter latky. Hookdv zakon popisuje veli¢inu G
jakozto komplexni modul. Jedna se o proménnou, ktera se sklada ze dvou slozek. Prvni slozkou
je pamétovy modul G, ktery charakterizuje elastickou cast chovani viskoelastického materialu.
Druhou slozkou je modul ztratovy G", ktery charakterizuje viskozni ¢ast. Vztah mezi obéma
moduly vyjadfuje ztratovy uhel v rovnici (6) [43].

1g(0) =—; (©)

Pokud hodnota ztratového modulu dosdhne hodnot do 45°, znamena to, ze meéfeny
viskoelasticky materidl vykazuje s pfevahou elastické vlastnosti. V opacném ptipadé by
prevazovaly viskozni vlastnosti [43].

Jednim ze zékladnich oscilacnich méteni je tzv. amplitudovy test. Pii amplitudovém testu
jsou sledovany viskoelastické moduly (G', G") v zdvislosti na amplitudé deformace pii
konstantni frekvenci oscilaci [43]. Dal§im dulezitym parametrem je tzv. linearni viskoelasticka

18



oblast (LVO). Vystupem je graf porovnavajici zavislost obou moduld na amplitudé deformace
(Obr. 10). Rozsah LVO oblasti nam dava informace o stabilit¢ méfeného materialu, kdy ¢im
delsi je tato oblast, tim je material odoln€&jsi vici deformaci [44]. Ddle 1ze podle vzdjemné
polohy viskoelastickych moduld zjistit, zda se nachazime v oblasti charakterizujici
viskoelastickou latku s pfevahou elastického modulu a to tak, ze pokud modul G’ dosahuje
vyS§Sich hodnot nez modul G"”, znamena to, ze na§ méfeny vzorek je viskoelasticka latka
s prevahou elastického modulu. Ddle je sledovan bod, ve kterém dojde k protnuti kiivek obou
moduld, to znamena ze v tomto bodé se G' = G". Tento bod je oznacovan jako bod toku, po
jehoz prekroceni (G' < G'') se z gelové latky stava latka kapalna [45].
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=
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=]
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£ Log G
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2 | LVO oblast

Amplituda deformace [%]
Obr. 10: Znazornéni vystupu z amplitudového méreni zachycujici oblast LVO (prevzato a upraveno z [43])
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

3.1 Inkorporace glukéza oxidazy do hydrogelu
3.1.1 Hydrogel na bazi alginatu

J. R. Roberts, D. W Ritte a M. J. McShane [46] se ve své studii zabyvali inkorporaci glukéza
oxidazy do hydrogelové struktury na bazi alginatu. Ve studii byla pouzita metoda enkapsulace
enzymu do mikrosfér uhli¢itanu vapenatého a poté byly tyto sféry obaleny vrstvami
polyelektrolyti. Takto pokryté sféry byly inkorporovany do alginatu a doslo ke vzniku tzv.
multi-porézniho hydrogelu. K uhli¢itanu vapenatému byl pfidan glukono-3-lakton a doslo tak
ke vzniku silngj§tho a vice homogenniho hydrogelu. Tato metoda také dokazala snizit Cas
gelace hydrogelu. V piipadé obaleni mikrosfér polyelektrolyty doslo k uvolnéni glukoéza
oxidazy pouze do prostoru v blizkosti mikrosféry anedoslo k prostupu enzymu dile do
hydrogelu. Hydrogely zkonstruované bez vrstev polyelektrolyti vSak vykazovaly jiné
vlastnosti. Glukéza oxiddza byla uvolnéna i do okoli hydrogelu a byla zachovana jeji
enzymatickd aktivita. GOx tak mize vtomto prostfedi reagovat s malymi molekulami
z vnéjsiho prostiedi hydrogelu.

3.1.2 Peptidovy hydrogel

Tym Xue Li a spol. [47] se zabyvali fizenym uvolfiovanim inzulinu pomoci matrice obsahujici
glukéza oxiddzu, kataldzu a proteiny vazajici glukézu. Vyhodou této matrice byla predevsim
jeji schopnost adaptace strukturdlnim fluktuacim, které byly provazeny fluktuacemi
koncentrace glukozy, na jejichz popud doslo k vylouceni inzulinu. Autofi popisovali vyhodu
proteind, jakozto stavebnich bloki hydrogelu, v jejich biodegradabilit€é, biokompatibilité
v porovnani s chemicky syntetizovanymi makromolekuldrnimi materidly [47]. Peptidové
hydrogely vykazovaly také schopnost spontdnni gelace a diky jejich vlastnostem byvaly Casto
vyuzivany v biomedicinskych aplikacich a tkanovém inzenyrstvi jakozto hydrogelové nosice
1éciv [48]. Systémy reagujici s GOx byly s vyhodou pouzity s materidly citlivymi na zmény
pH, které jsou degradovany s lokalnim poklesem pH, které vznika, kdyz glukdza podléha reakci
a v mezikroku vznik4 kyselina glukonov4 [47].

Ve studii [47] byl pouzit peptid syntetizovany z 4-methylbenzhydrylaminové pryskyfice,
ktery byl syntetizovan podle studie Jing Han a spol [49]. Tvorba peptidového hydrogelu je
vyobrazena na Obr. 11. Peptid byl pojmenovan IA -0 a byl vyuzit predev§Sim pro jeho
schopnost vzniku reverzibilniho samostatné se uspotradavajiciho hydrogelu, do kterého muze
byt inkorporovana glukéza oxiddza a kataldza [47].

A
\ \ &
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self-assembly / gel formation

Obr. 11: Tvorba peptidového gelu [50]

V hydrogelu obsahujicim protein IA-0 mohly molekuly glukézy volné difundovat skrz
strukturu hydrogelu a mohly tak snadno interagovat s gluk6za oxidazou. Prebytecny peroxid
vodiku byl poté rozlozen katalazou. Pti in vivo testovani hydrogelu na mysSich byla potvrzena
jeho biodegradabilita a efektivni regulace hladiny glukézy v krvi [47].
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3.1.3 In situ keratinovy hydrogel

Tym Yansong Chen a spol. [51] se zabyvali vyvojem in situ gelujictho hydrogelu na bazi
keratint. Keratiny jsou skupinou strukturnich proteint bohatych na cystein, které se v hojném
zastoupeni vyskytuji v kizi. Studie ukazaly, ze keratiny maji vlastni schopnost regenerace tkani
diky jejich prispévku k bunécné proliferaci. Pti konstrukci samotného hydrogelu vyuzili autori
skuteCnost, ze glukoza se bézné nachazi v télesnych tekutinach, a byl tak vyvinut in situ tvorici
keratinovy hydrogel spoustény gluk6zou, ktery by mohl byt piinosem pro pacienty s diabetem.

V predeslém vyzkumu tym zjistil, ze tato strategie funguje s kyslikem jakozto oxida¢nim
Cinidlem. Princip gelace (viz Obr. 12) spociva v tom, ze nejprve byly intramolekuldrni
disulfidové vazby v keratinech Stépeny redukénim cinidlem, aby se uvolnily volné thiolové
skupiny, které nasledné vytvorily intermolekularni disulfidové mustky prostfednictvim oxidace
kyslikem. Dochazi tak ke spojovani fetézct keratint a tvorbé zesitovaného gelu. Cilem prace
bylo zjistit, zda bude gelace fungovat s oxida¢nim ¢inidlem ve formeé peroxidu vodiku.
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Obr. 12: Schématické znazornéni tvorby gelu [51]

Jako model pacienta s diabetem byly zvoleny koncentrace 5 a 10 mM glukézy a byla také
zvolena koncentracni fada GOx. Pro ob¢ hladiny glukozy se doba gelace snizovala se zvySuyjici
se koncentraci GOx a doséahla nejkrats§i hodnoty pii 15 U/ml GOx. Vys$i koncentrace glukozy
navic ukazala kratsi dobu gelace. Poté byly porovnany vlastnosti GOx gelt s vlastnostmi
hydrogelt s oxidacnimi ¢inidly H202 a Oz na tfech koncentracich keratinu (10, 15 a 20 obj. %).

U vSech typu hydrogelt byla pozorovana jednotna mikrostruktura s propojenymi pory.
Hydrogely s kyslikem a peroxidem vodiku vykazovaly velikosti port v rozmezi 30-60 pm,
zatimco hydrogel GOx poskytoval relativné malou velikost pord, prevazn€ v rozmezi
od 25 do 37 um. Poté byly zméfeny mechanické vlastnosti gelu a vysledky ukazaly, ze pro
kazdou koncentraci keratinu vykazoval hydrogel z GOx vyS§si modul pruznosti G° nez
hydrogely s kyslikem a peroxidem vodiku pfi vSech vybranych frekvencich. To indikovalo
vyS§si tuhost hydrogelu z GOx.

Jak bylo o¢ekavano, hydrogel s peroxidem vodiku vykazoval nejdelsi dobu gelace pfi
kazdé koncentraci keratinu, pravdépodobné z divodu prudké oxidace volnych thiolovych
skupin na sulfonatové skupiny. Hydrogel s GOx ve 20 % koncentraci keratinu dosahl gelace
behem pouhych 6 minut. Tyto vysledky potvrdily, ze metoda oxidace glukozy katalyzovana
GOx umoznila efektivni a rychly zptsob in situ gelace keratinu. Bylo prokazano, ze hydrogel
s GOx dosahl gelace in situ béhem 3 minut na lizkach ran v plné tloust'ce u testovanych mysi
a ma potencial byt aplikovan jako nosi¢ pro 1é¢ivo na podporu hojeni ran, nebo pouzit
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samostatné jako u¢inné kryti ran vyuzitelné pro pacienty s diabetem trpicimi na Spatné se hojici
rany [51].

3.2 Fluorimetricka detekce produktu
3.2.1 Amplexova Cerven

Tym Wang a spol. [52] popisuji diive zminény zplsob stanoveni peroxidu vodiku pomoci
Amplexové Cervené a kienové peroxidazy (viz kapitola 2.6.2) jako metodu, kterd byva
povazovana za velmi citlivou i pfi stanoveni nanomolédrnich koncentraci peroxidu vodiku [52].
Vyrobce komeréné dostupného kitu obsahujictho AR/HRP uvadi, ze reakci lze stanovit
az 10 pikomolt peroxidu vodiku v objemu 100 uL [53]. Pouziti metody AR/HRP je omezeno
nékolika faktory. Pii piili§ vysokych koncentracich H202 dochdzi k oxidaci vzniklého
resorufinu na resazurin. Stanoveni je také ovlivnéno interferencemi s mnoha biologickymi
molekulami. Diivéjsi studie [54] potvrdila, Ze peroxid vodiku mize byt vytvaren pii oxidaci
skupin S v pritomnosti kysliku a bylo dokazano, Ze tyto koncentrace mohou ovlivnit méfeni
pii metodé AR/HRP. Jako vysledek je tedy potlaceni fluorescence resorufinu. Je proto nutné,
aby byly z mé&fenych vzork( odstranény molekuly S [52].

Tym Zhao a spol. [55] zkoumali efekt fotooxidace Amplexové Cerveni, kdy pfi
pfitomnosti resorufinu ve smési s Amplexovou cerveni vznika resorufin uméle vlivem
fotooxidace, kdyz je Amplexova Cerven vystavena svétlu. V nepfitomnosti peroxidu vodiku
a kfenové peroxidazy se absorpcni a fluorescen¢ni spektra Amplexové Cerveni zmeénila béhem
expozice okolnimu pokojovému svétlu nebo instrumentalnimu excitanimu svétlu, coz jasné
dokazuje, ze doslo ke tvorbé resorufinu. Tento proces fotooxidace mize mit za nasledek méné
citlivé stanoveni peroxidu pii expozici okolnimu svétlu a potencialné neplatnd méfeni pfi
vystaveni vysoké energii, jako je zafeni UVA. Na zminénou problematiku upozoriiuje
i komer¢né dostupny kit [53], ktery doporucuje inkubovat reakci pred stanovenim bez piistupu
svétla.

Jako velmi ¢asto pouzivany komercné dostupny kit popisuji Rhee a spol. [56] kit zalozen
na HRP vkombinaci s Amplexovou &erveni nebo Ampliflu™ Red (N-acetyl-3,7-
dihydroxyfenoxazin). Studie popisuje jako jednu z hlavnich vyhod stanoveni emisniho maxima,
které lezi mimo hodnoty vétSiny rusivych signala pozadi z jinych fluoreskujicich biologickych
vzorkt. Dalsi vyhoda spociva v Sirokém rozsahu pH pii stanoveni.

3.3 Kinetika enzymatické reakce

Tym Jain a spol. [57] se ve své studii zabyvali kinetikou reakce stanoveni peroxidu vodiku.
Na detekci peroxidu vodiku vytvareného pomoci GOx pouzivali ferrocen kyseliny octové (Fc),
ktery byl oxidovan pomoci kienové peroxidazy.

Ve studii byla méfena Casova zavislost absorbance (viz Obr. 13 c) ferrocenu kyseliny
octové. Nejprve byla pozorovana okamzita redukce vyznacujici se rychlym poklesem absorpce
pii 630 nm. Nasledn€ byla pozorovana kratka indukéni perioda, ktera nevykazovala zadnou
zménu absorpce, a nakonec bylo pozorovano postupné zvysovani absorpce, dokud nedosahla
maximdlnich hodnot. Roztok na konci méteni viditeln€ obsahoval oxidovanou formu ferrocenu.

Autori vysvétluji, Zze mechanismus kaskddové reakce zahrnuje oxidaci D-gluk6zy pomoci
GOx z velké Casti podporované jejim kofaktorem FAD za vzniku B-D-glukonatovych iontt
a FADH>. Komplex GOx[FADH:] pak reakci s molekularnim kyslikem ztraci pftijaty
elektronovy par a tvoii peroxid vodiku a GOx[FAD]. Takto vytvoreny peroxid vodiku ptisobi
jako substrat pro kienovou peroxidazu pro dalsi reakce. V kaskadové reakci (GOx,HRP
a ferrocen kyseliny octové) by redukovany GOx[FADH2] mohl bud’ reagovat s atmosférickym
kyslikem za vzniku peroxidu vodiku nebo s oxidovanou formou ferrocenu za vzniku jeho
redukované formy a tak se oxidovat zpét na svou puvodni formu GOx[FAD].
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Pro dalsi ovéfeni vyznamu atmosférického kysliku pro produkci H202 byly provedeny
kontrolni experimenty kaskddové reakce s enzymy HRP, GOx a D-glukézou s ferrocenem
a ABTS. Chromoforovy substrdt ABTS a ferrocen byly pouzity k analyze tvorby H20:
v pfitomnosti a neptitomnosti O2. Je zndmo, ze ABTS v pfitomnosti peroxidu vodiku se méni
na chromoforovy radikdlovy kationt ABTS*, ktery absorbuje svétlo pii 420 nm, zatimco tvorba
oxidovaného ferrocenu byla analyzovana pii 630 nm jako dfive pomoci UV/VIS spektroskopie.
V pritomnosti kysliku, ABTS a ferrocen se rychle pfeménili na ABTS* a Fc* (v daném potadi).
Pti reakci s H2O2, v zadném piipad€ nebyla pozorovana zadna transformace v nepfitomnosti
02. Z vyse uvedenych experimentt vyplyva, ze GOx[FADH:] nejprve redukuje ionty Fc*, ¢imz
okamzité poskytuje Fc, a poté reaguje s O2 za vzniku H202, ktery v ptitomnosti HRP reformuje
oxidacni palivo a iniciuje in situ re-oxidaci Fc.
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Obr. 13: Podrobné znazornéni redukce a reoxidace ferrocenu kyseliny octové [57]

Jak je patrné z Obr. 13, redoxni reakci 1ze rozdélit do tfi hlavnich kroku:
a) oxidace Fc v pfitomnosti oxida¢niho katalyzatoru HRP a paliva H2O2 za vzniku Fc*
b) redukce Fc* v pfitomnosti GOx a d-glukozy
¢) generace H20: in situ v disledku atmosférického O2
Autofi dale provedli méfeni Casového prubéhu reakce GOx, HRP a Fc s raznymi
koncentracemi D-glukézy (viz Obr. 14), kde bylo zjisténo, ze doba reoxidace zavisi na
koncentraci D-glukézy.
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Obr. 14: Casovy priibéh reakce s riiznymi koncentracemi D-glukézy [57]

3.4 Vliv glukéza oxidazy na hojeni ran

TymJ. Arul a spol. [58] zkoumal efekt fizeného uvoliiovani reaktivnich forem kysliku pfi lé¢eni
ran u diabetikd. Aby bylo dosazeno trvalého dodavani ROS do ltzka rany, glukoza oxidaza
byla zaclenéna do kolagenni membrany, kterd byla aplikovana pfimo na diabetickou ranu.
Pokud by byla GOx nanesena piimo na ranu, doslo by k prudkému nartstu ROS a takové
hodnoty by zpisobily vznik oxidativniho stresu. V této studii byl jako matrice pouzit kolagenni
film, ktery byl po inkorporaci enzymu nanaSen na ranu. Kolagenni film je porézni matrice
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kompatibilni s enzymy, kterd je schopna chranit enzym pred denaturaci. Pfi testovani takto
vytvotené matrice, byly pouzity laboratorni krysy, jejichz glykemicky index byl upraven
pomoci streptozocinu (CAS identifikator 18883-66-4). Byl pozorovan velky narast reaktivnich
forem kysliku ve sledovanych fibroblastech béhem zanétlivé faze hojeni. Toto zvySeni hodnot
ROS regulovalo antioxidacni procesy v granulacni fazi hojeni a vyrazné zlepsilo proliferaci
nové tkané. Vysledky z histologie také dokazuji, ze doslo k rychlej§imu hojeni, nez bylo
u pozorovaci skupiny. Zarovern také byla rana viditeln¢ 1épe zhojena a doslo k minimalizaci
jizventi.

3.5 Shrnuti poznatku z literarni reSerse a cile prace

Ze zadanych cili této bakalaiské prace vyplyva, ze by mél byt navrzen vhodny systém pro
inkorporaci glukéza oxidazy do hydrogelové struktury, aniz by doslo k vyraznému udtlumu
aktivity vybraného enzymu. Ze soucCasného stavu feSené problematiky vyplyva, ze pro
inkorporaci GOx byly pouzity alginatové, keratinové a peptidové hydrogely. Ptiprava téchto
zkoumanych hydrogelt je v nékterych ptipadech pomérné slozita (peptidovy hydrogel [47]), a
proto byly vybrany agarézové hydrogely, kdy jejich piiprava je velice snadnd a
reprodukovatelna. Agardza je vhodna pro inkorporaci také z davodu jeji biokompatibility [22].
Je také nutno dodat, ze agar6za je na fakulté chemické velice dobfe prostudovana vyzkumnou
skupinou Biokol a je také mozné modifikovat jeji vlastnosti (napiiklad velikost port) pomoci
pouhého zvySeni koncentrace agarozy.

Jako vhodny zptisob méfeni aktivity enzymu byla vybrana vyse popsana fluorescencni
spektroskopie za pouziti Amplexové cCerveni jakozto fluorescencni sondy. Pomoci
fluorescencni sondy je mozné detekovat produkt enzymatické reakce a tim porovnat aktivitu
enzymu volného i inkorporovaného v agarézovych hydrogelech s riznou koncentraci
(1 a2 hm. %). Podle autorti Zhou a spol. [59] je mozné stanovit aktivitu glukoza oxidazy jako
mnozstvi peroxidu vodiku, ktery tento enzym vygeneruje za urcity ¢as. Tato metoda by podle
ziskanych poznatki méla byt dostacujici pro srovnani funkcnosti enzymu pfi inkorporaci do
hydrogelovych struktur.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité chemikalie

Fluorescenéni sonda

Amplexova cerven (10-acetyl-3,7-dihydroxyphenoxazin)
Thermofisher Scientific, Sigma-Aldrich, Tebu-Bio labs
¢.8.: 1800129, 2390482, AB3253

CAS 119171-73-2

Mr = 257,25 g-mol!

Enzymy

Glukoza oxidaza (EC 1.1.3.4.)
Carl Roth

280 U/mg substratu

¢.8.: 391314505

CAS 9001-37-0

Mr = 150 kDa

Kfienova peroxidaza (EC 1.11.1.7)
Carl Roth

250 U/mg substritu

€.8.: 410299723

CAS 9003-99-0

Mr =44 kDa

Rozpoustédla

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Sigma-Aldrich

¢.S.: 276855-1L

CAS 67-68-4

Mr = 78,13 g.mol!
Deionizovana voda

Elga Purelab

Gel

Agaréza
Condalab

¢.5.: M00044
CAS 39346-81-1

Ostatni

B-D-gluk6za monohydrat

Carl Roth

¢.§.:401312014

CAS 77938-63-7

Mr = 198,17 g-mol!

Hydrogenfosforecnan disodny dodekahydrat
Penta

¢.§.: 2105180516

CAS 10039-32-4

Mr = 358,14 g-mol!

25



Ostatni Dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat
Penta
¢.5.: 20092909157
CAS 13472-35-0
Mr = 156,01 g.mol!
Peroxid vodiku
Sigma-Aldrich
¢.8.: 23909648
CAS 7722-84-1
Mr = 34,0147 g-mol!

4.2 Priprava roztoku a vzorku gelu
4.2.1 Priprava zisobniho roztoku fluorescen¢ni sondy

Pro pfipravu zasobniho roztoku Amplexové Cerveni byla vialka obsahujici presné mnozstvi
5,0 mg Amplexové Cerveni zalita 500 ul dimethylsulfoxidu (DMSO). Zasobni roztok byl déle
umistén na vortex do uUplného rozpusténi Amplexové Cerveni. Tento zdsobni roztok byl
uchovévén v lednici.

4.2.2 Priprava pufru

Pufr byl zvolen na zakladé ndvodu na detekci z komercniho kitu [53] o pH 7.4 a sile 0,05 M.
Pufr byl pfipraven navazenim 3,47 g dodekahydratu hydrogenfosforecnanu disodného a 0,44 g
dihydratu dihydrogenfosfore¢nanu sodného do cisté kadinky. Do kadinky byl pfidan objem
20 ml deionizované vody a za stdlého michani byly rozpustény v§echny navazené komponenty
pufru. Obsah kadinky byl poté preveden do odmémé bailkky o objemu 250 ml, kterd byla
doplnéna po rysku deionizovanou vodou. Takto pfipraveny pufr byl skladovan v lednici.

4.2.3 Priprava zasobniho roztoku glukézy

Na zakladé¢ detekcnich kitd [53,60] byl na vSechna méfeni pouzit roztok 100 mM D-glukézy.
Zasobni roztok o koncentraci 500 mM byl pfipraven tim zptisobem, ze bylo rozmichano 1,351 g
B-D-glukézy v 15 ml deionizované vody nebo pufru.

4.2.4 Priprava zasobnich roztoki enzymu

Zasobni roztok glukéza oxidazy byl pfipraven navazenim 0,02 g lyofilizované formy enzymu
glukéza oxiddzy na analytickych vahach. Navazené mnozstvi bylo pifevedeno do kadinky, kde
bylo zalito deionizovanou vodou nebo pufrem a roztok byl michan do uplného rozpusténi
enzymu. Poté byl obsah kadinky preveden do odmérné baikky o objemu 10 ml, ktera byla
doplnéna deionizovanou vodou nebo pufrem po rysku.

Zasobni roztok kienové peroxidazy byl pfipraven z navazeného mnozstvi 0,004 g
lyofilizované formy enzymu kienové peroxidazy. Postup doplnéni navazeného mnozstvi do
10 ml vody nebo pufru byl shodny jako u pfipravy zasobniho roztoku glukoza oxidazy.

4.2.5 Priprava roztoku peroxidu vodiku na méreni kalibrac¢ni kiivky

Zasobni roztok peroxidu vodiku byl pfipraven z peroxidu vodiku obsazeného v detek¢nim kitu
[60]. Jedna se o stabilizovany peroxid vodiku, jehoz pouziti je vhodné na ptipravu kalibracni
kiivky. Zasobni roztok o koncentraci 20 uM byl piipraven dle navodu z kitu, kdy z vialky
obsahujici 3% peroxid vodiku bylo odebrano 22,7 ul peroxidu, ktery byl pipetovan do Cisté
vialky. K tomuto objemu bylo pfidano 997 uL pufru pfipraveného v kapitole 4.2.2. Smés byla
promichédna a z finalniho objemu bylo odebrano dalSich 10 uL. smési, ke které bylo pfidano
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10 ml pufru. Na zméfeni kalibraéni kiivky pro stanoveni koncentrace peroxidu vodiku byly
zvoleny koncentracni fady (viz Tab. 9 v piilohach) peroxidu vodiku z ndvodu detekéniho kitu
[60].

4.2.6 Priprava hydrogelu s inkorporovanou glukéza oxidazou

Prvni verze hydrogelu s inkorporovanou GOx spocivala v pfipravé 2 hm. % hydrogelu
navazenim potfebného mnozstvi agardzy. Pouzita byla upravend agardza, ktera ma nizsi teplotu
tani v porovndni s klasickou agarézou. Pouzitim upravené agardzy dojde k zabranéni
denaturace enzymu pii inkorporaci do pfipravovaného hydrogelu. Do kadinky bylo ptfevedeno
potiebné mnozstvi agardzy, které bylo zalito 5,95 ml pufru. Do kadinky bylo vlozeno michatko
a roztok byl za stalého michani zahfivan na teplotu 70 °C, dokud nebyla vSechna agarédza
rozpusténa. Nasledné bylo preruseno zahfivani roztoku a doslo k jeho ochlazovani. Jakmile
roztok doséhl teploty 35 °C, byl za stdlého michani pfidan roztok glukoza oxidazy, Amplexové
Cerveni a kfenové peroxidazy. Takto pfipraveny hydrogel byl nalit do Petriho misky. Po
ztuhnuti byly z hydrogelu vyfezany kolecka o stejnych primérech. Déle bylo pfichystano 20 ml
roztoku glukézy o koncentraci 100 mM, jehoz pfiprava je popsana v kapitole 4.2.3. Vytezané
kolecko hydrogelu bylo vlozeno do Iékovky o objemu 50 ml a nasledné bylo zalito 20 ml
glukézy. Vzorek byl inkubovan 30 minut bez pfistupu svétla a poté byl odebran roztok z okoli
hydrogelu, ve kterém byl ponofen. Na doporuceni detekénimi kity [53,60] byly vzorky vzdy
pfed méfenim chranény pred svétlem.

Druhd verze hydrogelu byla ptipravena ve dvou koncentracich, atoz 1 a2 hm. % agarézy.
Postup pfipravy hydrogelu byl stejny jako postup pii prvni verzi s jedinym rozdilem, ze do
hydrogelu byl po ochlazeni na teplotu 35 °C pfidan pouze roztok glukéza oxidazy. Po ztuhnuti
hydrogelu v Petriho misce byla vyfezana kolecka o stejném priméru a byla vlozena do objemu
20 ml roztoku glukézy. Po 30 minutich byl odebran z okoli hydrogelu objem 2,85 ml roztoku,
ktery byl preveden do prazdné vialky. K roztoku byly pfidany odpovidajici objemy Amplexové
cerveni a kfenové peroxidazy a celd smés byla inkubovana 30 minut bez pfistupu svétla.

4.3 Méfeni a zpracovani vysledku
4.3.1 Fluorescence

Emisni spektra byla méfena na spektrofluorimetru FS5 (Edinburgh Instrument s modulem
SC 25). Emisni spektrum bylo métfeno v rozmezi vinovych délek 575-650 nm s krokem 1 nm,
vlnova délka excitace byla nastavena na vinovou délku 560 nm, emise na 590 nm. Nastaveni
ptistroje pro konkrétni métfeni shrnuje Tab. 1 a Tab. 2. Hodnoty pH byly méfeny na pH metru
Mettler Toledo SevenEasy.

Tab. I1: Prehled nastaveni spektrofluorimetru FS5 — Emission Scan

Nastaveni fluorescenc¢niho spektrometru FS5
. Dv(iba, AEx Aem | Dwell | Krok o
Typ méfeni Modul | méfeni . Stérbiny
Tt [nm] [nm] | time [s] | [nm]
Optimalizace SC 25 0-90 560 590 0,2 3,5:2,5; 1,5
Kalibracni kiivka | SC 25 30 560 590 0,2 1,25
Hydrogely SC 25 30 560 590 0,2 1,25
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Tab. 2: Nastaveni spektrofluorimeru FS5 pro méreni kinetiky reakce — Multiple Emission Scan

Nastaveni fluorescencniho spektrometru FS5

o Dv(iba, AEX Aem | Dwell | Krok Sx g
Typ méreni Modul | meéfeni . Stérbiny
Tt [nm] [nm] | time [s] | [nm]

Kinetika SC 25 90 560 590 0,2 1 1,25

Vzorky s roztoky pro optimalizaci detekce peroxidu vodiku, kalibra¢ni kfivku i odebrané
roztoky z métreni hydrogelll (popsané v kapitole 4.2.6) byly métfeny v kiemennych kyvetach.
Do kifemenné kyvety bylo napipetovano 4,5 ml reak¢ni smési v odpovidajicich koncentracich
uvedenych v nésledujicich kapitoléch.

Koncentrace vznikajictho peroxidu vodiku byly vypocteny dosazenim nameéfenych
hodnot intenzity fluorescence do regresni pfimky ziskané z kalibra¢ni kiivky.

Pro vypocet ucinnosti inkorporované glukoza oxidazy do hydrogelu byly pfipraveny
kontrolni vzorky se stejnymi koncentracemi reakéni smési. V tomto pfipadé nebyla GOx
inkorporovédna do hydrogelu, ale byla pfimo pfimichana do reakcéni smési. Koncentrace glukéza
oxidazy byla pfepoctena dle poméru hmotnosti vyfiznutého kolecka vztazeného na celkovou
hmotnost hydrogelu vylitého do Petriho misky. Sledovana byla tedy vytvofena koncentrace
peroxidu vodiku v systému, kde glukdza oxidaza neni inkorporovana do gelu, ale volné reaguje
v roztoku. Uginnost byla vypodtena jako pomér koncentrace peroxidu vodiku vytvofeného GOx
inkorporovaného do hydrogelu a peroxidu vodiku vytvoreného volné v roztoku. Vypocet je
vyjadien pomoci rovnice (7).

Y= CH,0,v hydrogelu

(7
n 205,V roztoku
Vsechna nameétend data byla méfena minimalné se tftemi opakovanimi a jako vysledné
hodnoty byly pouzity zprimérované hodnoty se smérodatnymi odchylkami.

4.3.2 Reologické vlastnosti

Na zakladé vysledkt v kapitole 5.3 byl zvolen jednoduchy amplitudovy test (mod oscilacni) na
proméfeni hydrogelt s inkorporovanou GOx po 2 tydnech a ihned po pfipravé hydrogelu.
Hydrogely métené ihned po namichéani byly oznacené jako referencni. Reologické vlastnosti
byly méfeny na reometru Discovery HR-2 s nastavenim uvedenym v Tab. 3. Pred samotnym
meéfenim byl zvolen tzv. relaxacni krok, kdy dochézelo k ptipraveé gelu (temperace a relaxace)
na méfeni. Teplota temperace byla nastavena na 20 °C a s délkou relaxace 2 minut.

Tab. 3: Nastaveni hodnot amplitudového testu

Nastaveni reometru Discovery HR-2
Frekvence oscilaci [Hz] | Amplituda deformace [%] Vyska [mm] Poéet bodd na dekadu
1 0,01-1000 1 6

Pro vyhodnoceni naméfenych dat byl zvolen komplexni modul, ktery byl vypocten
pomoci rovnice (8).

G'=VG?+G"” (8)

Dale byly vypocteny hodnoty rozsahu LVO, kdy byla u hydrogel porovnavana posledni
hodnota, kterd spadala do oblasti LVO. Jako mezni odchylka od linedrn{ oblasti bylo brano 5 %.
Jako vysledna hodnota byla brana primérna hodnota amplitudy deformace nad a pod 5 %
odchylky od linearity.
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5 VYSLEDKY A DISKUSE

5.1 Optimalizace detek¢éniho systému

Na zacatku experimentu bylo nutné v prvni fadé optimalizovat detek¢ni systém tvoreného
peroxidu vodiku slozeny z Amplexové Cerveni a kienové peroxidazy. Koncentrace a zptisob
detekce byl zalozen na ndvodu z dvou detekcnich kit [53,60], ze kterych byly brany pocatecni
koncentrace v§ech reaktantd.

5.1.1 Hledani optimalniho slozeni reak¢ni smési

Prvni verze detekéniho systému byla pfipravena ve vodném prostfedi a méfena byla intenzita
fluorescence thned po pfipraveé a po 30 minutach. Zvolena byla koncentracni fada zobrazena
v Tab. 10 (viz prilohy), kde bylo méfeno celkem 6 vzorka s koncentracemi kienové peroxidazy
v rozmezi koncentraci 0,2-0,7 U/ml. Koncentrace Amplexové ¢erveni byly pro v§echny vzorky
0,1 mM, koncentrace B-D-glukézy 100 mM a glukéza oxidéazy 0,2 g-L!.

Z Obr. 15 vyplyva, ze nejvyssi intenzita fluorescence byla ihned po namichdni namérena
u vzorku ¢islo 2. Ve vSech piipadech po 30 minutach doslo k vymizeni fluorescence (priklad
vzorku Cislo 2 je vyobrazen na Obr. 16. Z prvniho méfeni (Obr. 15) vyplyvd, ze nejvyssi
intenzitu fluorescence poskytoval vzorek cislo 2, ktery mél pomér koncentrace kienové
peroxiddzy ku koncentraci glukéza oxidazy 3:2.
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';' vzorek 1
< A
— k 2
3 6E+04 i vzore
s vzorek 3
af) L vzorek 4
) L
é 4E+04 I vzorek 5
s vzorek 6
S|
= )
gomef

0E+00 R it — —

575 585 595 605 615 625 635 645
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Obr. 15: Emisni spektra koncentracni Fady kienové peroxidazy z Tab. 10 naméreny ihned po namichani roztokii.
Vzorky 1-6 jsou vzaty z Tab. 10
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Obr. 16: Emisni spektrum vzorku cislo 2 z Tab. 10 porovndvajici intenzity fluorescence ihned po namichdni
roztokii a po 30 minutdch
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Bylo predpokladano, ze vymizeni intenzity fluorescence mohlo byt zptuisobeno bud’to
nedostateCnym mnozstvim glukéza oxidazy nebo pouzitym vodnym prostfedim. Vodné
prostiedi mohlo byt nevhodné z toho diivodu, ze vlivem vznikajici kyseliny glukonové, jakozto
jednoho z produkti enzymové reakce, doslo ke snizeni pH na takovou hodnotu, kdy doslo
k denaturaci GOx a HRP. Pro dalsi méfeni byla tedy nejprve zvySena koncentrace glukoza
oxiddzy 20,2 g-L'! na 0,4 gL' a viechny ostatni reakéni komponenty byly ponechany
o stejnych koncentracich jako v prvnim méfeni (koncentrace viz Tab. 11 v ptilohach). Vzorky
byly méfeny stejnym postupem.

VySe zminovany pomér koncentraci HRP ku GOx (3:2) byl také potvrzen jako pomér
davajici nejvyssi intenzitu fluorescence pii méfeni vzorkt z Tab. 11 (Obr. 17). V tomto piipadé
vySel nejlépe vzorek Cislo 5 (pomér 3:2) a hned za nim vzorek ¢islo 6 majici velice podobné
hodnoty intenzity fluorescence.
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Obr. 17: Emisni spektra koncentracni Fady kienové peroxidazy (vzorky 1-6) z Tab. 11 naméfeny ihned po
namichani roztokii

Pfi zvySeni koncentrace glukoza oxidazy nedoSlo ke zvySeni intenzity fluorescence,
v Casovém prubéhu byla intenzita fluorescence stale vyrazné nizka. Z méteni vzorkt z Tab. 11
tedy vyplyvéa, ze v dosavadni smeési koncentraci stile dochdzelo k ukoncCeni reakce jesté pred
dosazenim 30 minut po prvnim meéfeni a hodnoty intenzit fluorescence byly stile velmi nizké,
tudiz zvySeni koncentrace GOx nevedlo k vyfeSeni problému.

Nasledné bylo prométfeno pH vzorka pouzitych na méfeni Obr. 17, kdy z méfeni bylo
zjisténo, ze pH vzorkad se pohybovalo pH v hodnotach 3,6 + 0,2 (pied samotnou reakci bylo pH
6.9 + 0.2), pficemz detekeni kit [53] doporucuje méfit vzorky pii pH 7,4. Tento pokles pH
nejspise vedl k utlumen{ katalytické aktivity kienové peroxidazy a glukéza oxidazy, jejichz pH
optima se pohybuji okolo hodnot 6 pro kifenovou peroxidazu a pH 5,5 pro gluko6za oxiddzu. Pro
dalsi méfeni byl proto ptipraven fosfatovy pufr o pH 7.4 (viz kapitola 4.2.2), v némz byly znovu
pfipraveny vSechny pouzité zasobni roztoky (viz kapitola 4.2).

Pro srovndni vlivu pH na enzymatickou reakci byly proméfeny vzorky 5, 6 z Tab. 11,
které vykazovaly nejvyssi intenzity fluorescence (viz Obr. 17). Vzorky byly pfipraveny bez
pufru (pouze s deionizovanou vodou) a s pufrem. Vysledky z Obr. 18 ukazuji, ze pii pouziti
pufru byla zachovéana katalyticka aktivita i po 30 minutach méfeni. Zaroven také
doslo k vysokému narastu hodnot intenzity fluorescence. Doslo také k utvrzeni, ze vzorek
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Cislo 5 (Tab. 11) dosahoval nejvyssi intenzity fluorescence ihned po namichani, tak 1 po 30
minutach, pfi¢emz pokles intenzity nebyl tolik vyznamny jako v méfeni vzorkl v deionizované
vodé.
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Obr. 18: Srovndni emisnich spekter vzorkii 5,6 z Tab. 11 v pufiu a deionizované vodeé

V neposledni fadé byla proméfena koncentracni fada vytvorena na zaklad€ vzorku
Cislo 5, ktery byl zvolen jakoZzto nejoptimalnéjsi pro budouci méfeni v gelech. V Tab. 12 (viz
piilohy) jsou uvedeny pfislusné koncentrace, pfi¢emz byl vzdy zachovan pomér mezi
HRP/GOx z pavodniho vzorku ¢.5 (3:2), slo tedy o fedéni ¢i koncentrovdni vzorku, aby byla
vyhodnocena co nejoptimalnéjsi koncentrace reakéni smési.

Vzorky byly proméfeny stale stejnym postupem s tim rozdilem, ze vzorky byly méfeny
pouze 30 minut od namichdni vzorku, jak to pfesné doporucuje detekéni kit [60] i vysledky
uvedené v nésledujici kapitole 5.1.2. Vysledky (viz Obr. 19) ukazuji, ze za nejoptimalné;si
koncentraci byl zvolen vzorek Cislo 3, ktery dosahoval nejvy§si intenzity v porovnani
s ostatnimi vzorky. Koncentrace vzorku &islo 3 (HRP o koncentraci 0,45 U-ml!, Amplexova
gerveti o koncetraci 0,1 mM, glukoza 100 mM a GOx 0,3 g-L'!) byly dale pouzity pii méfeni
vzorku gelt.
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Obr. 19: Emisni spektra vzorkii (1-6) z Tab. 12
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5.1.2 Meéreni kinetiky enzymové reakce

Detekéni kity [53,60] doporucuji meéfit vzorky po 30 minutach po namichani vzorku. Pro
potvrzeni uvedeného cCasu byla proméfena zavislost intenzity fluorescence na cCase.
Predpokladalo se, ze v case 30 minut by méla byt konstantni hodnota intenzity fluorescence
a samotné méfeni by nemélo byt negativné ovlivnéno pii méfeni vice vzorku zarover, kdy je
mozné, 7e by doslo k prodlevé mezi méfenim vzorkd. Casovy pribéh reakce byl mé&fen po dobu
90 minut pomoci nastaveni spektrofluorimetru popsaného v kapitole 4.3.

Pro samotné méfeni byl zvolen vzorek Cislo 3 z Tab. 12 (viz ptilohy), ktery se jevil jako
nejvice optimalni pro ziskani co nejpresnéjsich vysledkt detekce. Z vysledka méfeni shrnutych
do Obr. 20 bylo zjisténo, ze ihned po zacatku meéteni doslo k velkému poklesu intenzity
fluorescence a poté k postupnému narustani. Na tuto problematiku odkazuje kapitola 3.3
v soucasném stavu feSené problematiky, kdy podle ¢lanku [57] by méla zaviset doba nartstu
intenzity fluorescence na koncentraci glukézy. Proto byl vzorek prométen s koncentracemi
glukozy 25, 50, 100 a 200 mM. Na Obr. 20 je mozné vidét, Ze zminény narast intenzity
fluorescence v tomto pfipad€ vyrazné nezdvisi na koncentraci glukézy, dochdzi pouze
k mirnym zménam intenzity.
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Obr. 20: Méfeni casového priibéhu reakce vzorku Cislo 3 z Tab. 12 pro riizné koncentrace glukozy

Na zakladé clanku [57] popsaného v kapitole 3.3. muze byt pokles intenzity na zacatku
meéfeni vysvétlen tak, ze komplex GOx[FADH:2] vznikly po reakci GOx s glukézou nejprve
redukuje resorufin, ¢imz okamzit€ poskytuje Amplexovou Cervenl, a poté reaguje
s atmosférickym kyslikem za vzniku H202, ktery v pfitomnosti HRP iniciuje reoxidaci
Amplexové Cervené.

Pro stanoveni kalibra¢ni kiivky a méfeni vzorku gelt bylo proto vyhodnoceno, Ze doba
inkubace bude ponechana na puvodnich 30 minut (doporuceno detekénim kitem [53]), jelikoz
z Obr. 20 vyplyvd, ze v oblasti kolem 30. minuty nedochdzi k vyraznym zménam intenzity
a nebude tak pfili§ naruSena pfesnost stanoveni.

5.2 Méreni kalibracni krivky

Koncentrace detekéniho systému byly zvoleny na zakladé vzorku ¢islo 3 z Tab. 12 (viz pfilohy)
a koncentrace peroxidu vodiku byly zvoleny v rozmezi 0-2,5 uM. Koncentracni fada je uvedena
v Tab. 9 (viz ptilohy).

Na zaklade reserse dané problematiky a vysledkii z méfeni Casového pribéhu reakce byly
vzorky inkubovany po dobu 30 minut bez piistupu svétla, aby bylo zamezeno nezadouci
fotooxidaci popsané v kapitole 3.3. Pro méfeni intenzity fluorescence byl pouzit modul
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SC 25 s nastavenim teploty na 20 °C a obsah kfemennych kyvet byl michan pro zajisténi
homogenity vzorku. Vysledkem byla naméfena kalibracni kiivka pro rizné koncentrace
peroxidu vodiku (viz Obr. 21).
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Obr. 21: Kalibracni krivka peroxidu vodiku stanoveného reakci Amplexové cerveni

5.3 Meéreni hydrogelu s inkorporovanou glukéza oxidazou

Prvni métfeni probéhlo s prvni verzi hydrogelu ptfipraveného z2 hm. % agardzy (pfiprava
popséna v kapitole 4.2.6), do kterého byla inkorporovana glukoéza oxidaza, kienova peroxidaza
a Amplexova Cervei o koncentracich podle vzorku ¢islo 3 (popsédno v kapitole 5.1). Pripraveny
hydrogel byl jesté pifed ponofenim do roztoku glukozy rizoveé zabarven, jak ukazuje Obr. 22.
Vyrazné razové zbarveni nam indikuje, Ze doslo k naoxidovani Amplexové Cervené jesté pred
pfidanim roztoku S-D-glukozy. Lze piedpokladat, ze glukéza oxidaza inkorporovana do
agar6zového hydrogelu vyuzila fetézce agardzy nebo jeji Casti jako substrat misto S-D-glukdzy
a doslo tak ke tvorbé peroxidu vodiku a tim padem k naoxidovani Amplexové Cerveng.

Obr. 22: Hydrogel s inkorporovanou glukoza oxiddzou, kienovou peroxidazou a Amplexovou Cerveni pred
vloZenim hydrogelu do roztoku glukdézy

Dalsi méteni probéhlo s druhou verzi hydrogelu z 1 a 2 hm. % agar6zy, jehoz ptiprava je
blize popsana v kapitole 4.2.6. Do hydrogelu byla inkorporovana v prabéhu jeho pripravy pouze
glukéza oxidaza a samotny detekcni systém byl oddélen. Jelikoz bylo pfi méfeni prvni verze
hydrogelu zjisténo, ze glukoza oxidaza reaguje s agardzou, byly pro kazdé méfeni zméfeny
hydrogely ponotené pouze do pufru (vzorek oznacen jako blank).
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Obr. 23: Vialky obsahujici detekcni systém a roztok peroxidu vodiku ziskany z okoli hydrogelu s inkorporovanou
GOx bez glukozy (blank), kde a — roztok ihned po pridani AR (1 hm. % agardza), b — roztok ihned po pridani AR
(2 hm. % agaroza), ¢ — roztok po 30 minutdach po priddni AR (1 hm. % agaréza), d — roztok po 30 minutdch po
pridani AR (2 hm. % agardza)

Z Obr. 23 je patrné, ze ihned po pifidani Amplexové Cerveni doslo ke slabému zbarveni
roztoku, pfi¢emz nebyl viditelny rozdil mezi hydrogely z 1 a 2 hm. % agar6zy. Po 30 minutich
doslo k zesileni rizového zabarveni roztoku, pti¢emz u 2 hm. % agardzy je toto zabarveni mirné
vyraznéjsi. Po zméteni intenzity fluorescence obou roztoka (Tab. 4) bylo zjisténo, ze intenzita
fluorescence byla vyssi u 2 hm. % hydrogelu. Métfenim bylo tak potvrzeno, ze peroxid vodiku
vznikal 1 pfi reakci glukoza oxidazy s agar6zou.

Tab. 4: Souhrn namérenych intenzit fluorescence u 1 a 2 hm. % hydrogelu s inkorporovanou GOx

Koncentrace agar6zového hydrogelu [hm. %] Intenzita fluorescence blanku [a.u.]
1 (3,0+0,3) -10°
2 (5,5+04)-10°

Nasledovalo méfeni hydrogelt s inkorporovanou GOx, které byly ponofeny do roztoku
glukézy. Obr. 24 nam ukazuje barevné rozdily po pfidani Amplexové Cerveni k reak¢ni smeési.
Z Obr. 24 je patrné, ze ithned po pifidani Amplexové Cerveni do reakéni smési doslo
k vyraznému razovo-fialovému zabarveni, které znamena, ze doslo k reakci peroxidu vodiku
s Amplexovou Cerveni, ktera se naoxidovala na fluorescencni resorufin. Po 30 minutach doslo
ke zméné zbarveni, kdy se z vyrazné ruzovo-fialové barvy stala rizovo-Cervena. Stejného
zabarveni bylo dosazeno pii obou koncentracich hydrogelu. Tab. 5 shrnuje vysledné namétrené
hodnoty intenzity a vypoctené koncentrace peroxidu vodiku. Koncentrace byly vypocteny
pomoci regresni pfimky z kalibra¢ni kiivky viz Obr. 21. Z namétenych dat vyplyva, ze pfi
reakci hydrogelu s inkorporovanou GOx doslo ke zvySeni intenzity fluorescence oproti blanku.
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Obr. 24: Vialky obsahujici detekcni systém a odebrany vzorek obsahujici peroxid vodiku z okoli 1 hm. %
agardézového hydrogelu s inkorporovanou GOx, kde a — reakcni smés bez pridani Amplexové Cerveni,
b — reakcni smés ihned po pridani Amplexové cerveni, ¢ — reakcni smés po 30 minutach po pridani Amplexové
Cerveni
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Tab. 5: Vysledné hodnoty koncentraci vygenerovaného peroxidu vodiku z 1 hm. % agarozového hydrogelu
s inkorporovanou glukéza oxiddzou

1 hm. % hydrogel s inkorporovanou GOx

Intenzita fluorescence
vzorku hydrogelu [a.u.]

Intenzita fluorescence
blanku [a.u.]

Ch,0, V€ VZorku
hydrogelu [uM]

C1,0, PO odeCteni
blanku [uM]

(9,7+0,1) - 10°

(3,0+0,3) -10°

0,98 £ 0,04

0,67 £0,05

Dale bylo zopakovano stejnym postupem 1 méfeni s 2 hm. % agarézovym hydrogelem
s inkorporovanou GOx a vysledky byly opét shrnuty do Tab. 6. Pii porovnani koncentraci
peroxidu vodiku z obou koncentraci hydrogelu je zfejmé, ze nejvice peroxidu vodiku bylo
vytvoreno v 1 hm. % hydrogelu. Lze predpokladat, ze v 1 hm. % hydrogelu se nachdzely vétsi
pory a glukéza oxiddaza tak mohla snadnéji pronikat skrz né€ a reagovat S-D-glukézou, ¢imz
dochézelo ke vzniku vice peroxidu vodiku.

Tab. 6: Vysledné hodnoty koncentraci vygenerovaného peroxidu vodiku z 2 hm. % agarozového hydrogelu
s inkorporovanou glukoza oxiddzou

2 hm. % hydrogel s inkorporovanou GOx

Intenzita fluorescence
vzorku hydrogelu [a.u.]

Intenzita fluorescence
blanku [a.u.]

Ch,0, Ve vzorku
hydrogelu [uM]

Ciy,0, PO odelteni
blanku [uM]

(1,1 £0,2) -10°

(55+0,4)-10°

1,08 £ 0,02

0,52 £0,08

5.4 U&innost inkorporace glukéza oxidazy do hydrogelu

V neposledni fadé€ bylo nutné zhodnotit ucinnost inkorporace GOx do hydrogelu. Zajimalo nas,
jak moc funkcni bude GOx v porovnani s reakci GOx pouze v pufru, kde jeji diftize nebyla
ovlivnéna strukturou hydrogelu. Pro wurCeni ucinnosti (funkCnosti) glukoza oxidazy
inkorporované do hydrogelu byla zvolena metoda popsand v kapitole 4.3. Vypoctené ucinnosti
shrnuje Tab. 7, kde 1ze vidét, ze vyssi ucinnosti dosdhl 1 hm. % hydrogel s inkorporovanou
GOx, coz nas opét vice priklani k hypotéze, ze v méné koncentrovaném hydrogelu dojde
k lepSimu prostoupeni GOx do okoli hydrogelu a dojde tak k vytvoreni vyss§i koncentrace
peroxidu vodiku.

Tab. 7: Srovndni ucinnosti inkorporace v riiznych koncentracich agarozového hydrogelu

Koncentrace agarozového hydrogelu [hm %] | Uéinnost [%]
1 68,6 £1,3
2 53,6 £1,7

5.5 Reologické vlastnosti hydrogela s inkorporovanou GOx

Jelikoz bylo zjisténo, ze glukoza oxiddza reagovala i s agar6zou, jak bylo naméfeno
v kapitole 5.3, bylo navrzeno méfeni reologickych vlastnosti porovnéavajici nové pfipraveny
a 2 tydny stary hydrogel s inkorporovanou GOx. Pfedpoklad byl takovy, ze pokud dochazi ke
spotiebé agarozy glukdzou oxidazou, mohla by byt naruSena struktura hydrogelu a tim jeho
celd integrita, coz by se projevilo na zméné mechanickych vlastnosti (konkrétné
viskoelastickych modulti) pii amplitudové testu anebo zméné rozsahu LVO. Proveden byl
oscilac¢ni, konkrétn¢ amplitudovy test, jehoz postup méfeni a nastaveni je popsano
v kapitole 4.3.

Z naméfenych viskoelastickych modulti v zavislosti na amplitudé deformace shrnutych
v Obr. 25 je z viskoelastickych modulli pro 1 hm. % agarézu ziejmé, ze na pocatku amplitudy
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ma G" vyssi hodnoty nez G', coz ndam dava udaj o tom, ze se na zaCatku méteni nachazela
viskoelasticka latka s pfevahou elastického modulu. Se zvySujici se amplitudou se dostdvame
az do bodu, kde se kfivky modulu G' a G" protinaji. Za touto hranici se nas§ vzorek dostaval do
oblasti kapalné latky. Ze srovnani referencnich a 2 tydnd starych geli lze fict, Ze mezi
hodnotami modultt G’ a G" jsou pouze velmi malé rozdily, které Ize spise pfipsat chybé méfeni
nez samotnym rozdilim v integrit€ hydrogelt. Situace byla stejna i u naméfenych dat 2 hm. %
hydrogelu (viz Obr. 25), kde také nedochédzelo k vyraznym zménadm v hodnotich
viskoelastickych modult u referencnich a 2 tydna starych hydrogelt s inkorporovanou GOX.
Jednotliva méfeni zavislosti viskoelastickych modulti na amplitudé deformace jsou pro kazdou
koncentraci hydrogelu zvlast' v jednotlivych grafech v piilohach (Obr. 27, Obr. 28).

100000 E

é 10000 - G' referencni 2%

g L —x— G" referen¢ni 2%

g 1000 g G' po 2 tydnech 2%

< —+—G" po 2 tydnech 2%

.c;% 100 —%— @' referenéni 1%

é - —x»— G" referen¢ni 1%

> 10 —+—G'po 2 tydnech 1%
L —&— G" po 2 tydnech 1%

10.01 0.1 1 10 100 1000

Amplituda deformace [%]
Obr. 25: Graf shrnujici zavislosti viskoelastickych modulii na amplitudé deformace pro oba typy gelii

Z Obr. 25 je déle patrné, ze 2 hm. % hydrogel dosahoval vyssSich hodnot viskoelastickych
moduld, nez 1 hm. % hydrogel. To lze vysvétlit tak, ze ve 2 hm. % gelu se bude vyskytovat
vice uzll ve struktuie agarozy, ktera tvori trojrozmérnou sit' gelu. Zaroven je z grafu na prvni
pohled ziejmé, ze oba typy hydrogelu vykazuji velice podobné délky oblasti LVO, coz
znamena, ze integrita obou geld by méla byt i po 2 tydnech stafi gelu zachovana. Drobné
odchylky naméfenych hodnot mohou byt spiSe pfipisovany chybé méfeni nez rozdilim ve
stabilit¢ gelu. Dale byl proveden vypocet komplexniho modulu a vysledky komplexnich
modula byly shrnuty do Obr. 26. Z vysledka je patrné, Zze kfivka komplexniho modulu ma
stejny prabeh u obou typu gelt, jediny rozdil je v hodnotach, kdy pro 2 hm. % hydrogel vychazi
hodnoty komplexniho modulu vyssi. Také opét nedochazi k vyraznym rozdilim mezi 2 tydny
starymi gely a referen¢nimi.

1,000,000
£
5 10,000
g —&—2 % gel po 2 tydnech
2 —%—2 % gel referen¢ni
s .
'% 100 —%— 1 % gel referen¢ni
MO —&— 1 % gel po 2 tydnech

1 1 L1 a1 a3l 1 L1 3133l L i1 31133l 1 111 a1l 1 L1111
0.01 0.1 1 10 100 1000

Amplituda deformace [%]
Obr. 26: Graf shrnujici komplexni moduly v zavislosti na amplitudé deformace pro oba typy hydrogelu
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Nasledné byly vypocteny hodnoty LVO (Tab. 8) podle postupu popsaného v kapitole 4.3.
U 1 hm. % hydrogelu je vidét rozdil v hodnotich LVO na rozdil od 2 hm. % hydrogelu.
Referencni 1 hm. % hydrogel vykazuje vyss§i hodnoty LVO nez vzorek stary 2 tydny. Znamena
to tedy, ze referencni vzorek vykazoval viskoelastické chovani s prevahou elastického modulu
a co vic, pevnost uzli charakterizovana hodnotou konce LVO je vyssi v porovnani (8,5 %) se
2 tydny starym vzorkem (5,8 %). Tento pokles v hodnotach pevnosti uzli mize byt
pravdépodobné zapficinén inkorporaci glukéza oxidazy do hydrogelu, ktera spotfebovavala
Casti fetézct agardzy. Vyse uvedena hypotéza byla testovana i u 2 hm. % hydrogelu, kde jsou
hodnoty LVO téméf stejné a lze fict, ze nedochazi k zddnym zménam. Vysledky méfeni lze
zdtvodnit tak, ze v 2 hm. % hydrogelu se nachazi vice uzlt, tudiz jejich ubytek zpisobeny
glukéza oxiddzou nebude tolik znatelny jako u 1 hm. % hydrogelu, kde se bude nachazet méné

uzlu.

Tab. 8: Tabulka shrnujici hodnoty LVO pro oba typy hydrogelii s inkorporovanou GOx

LVO [%]

Hydrogel [hm. %] | Referenéni | Po 2 tydnech
1 8.5 5,8
2 39 4,0
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6 ZAVER

Cilem této bakalarské prace bylo nalézt vhodné hydrogely a detekcni systém pro inkorporaci
enzymu glukéza oxidazy do hydrogelovych struktur. Takto inkorporovany enzym by mél
vykazovat aktivitu a zaroven by nemél ovliviiovat strukturni vlastnosti hydrogelu. Na zakladé
literarni reserSe byl jako vhodny hydrogel pro inkorporaci vybran agar6zovy hydrogel a aktivita
enzymu byla méfena pomoci fluorescencni spektroskopie za pouziti fluorescencni sondy
Amplexové Cerveni, pomoci které bylo mozné stanovit koncentrace vznikajictho peroxidu
vodiku.

Nutnou soucasti tohoto experimentu bylo v prvni fadé optimalizovat detek¢ni systém,
ktery vzhledem k jeho komplexnosti bylo nutné upravit pro co nejpiesnéjsi vysledky. Prvni
zkousky detekéniho systému probihaly ve vodném prostredi, kdy se hodnoty intenzity
fluorescence pohybovaly v nizkych hodnotach a po 30 minutach jiz nebyla namétfena zadna
intenzita fluorescence. Zminény pokles intenzity byl poté prisouzen poklesu pH, které se ménilo
v prubéhu reakce. Proto bylo rozhodnuto, ze dalsi pfiprava vzorkd bude probihat v pufru,
protoze bylo usuzovano, ze vlivem vznikajici kyseliny glukonové, jakozto jednoho z produkti
enzymové reakce, doslo ke snizeni pH na takovou hodnotu, kdy doslo k denaturaci pouzitych
enzymu. Tuto hypotézu potvrdily dalsi méfeni, kdy v pufru doslo k vyraznému nartstu
intenzity fluorescence a také doslo k udrzeni téchto hodnot 1 po 30 minutdch. Déle bylo pomoci
raznych koncentracnich fad dosaZeno co nejvysSich hodnot intenzity fluorescence, aby bylo
mozné tyto koncentrace aplikovat na méfeni produkti enzymové reakce v hydrogelech.

Po optimalizaci reakéni smési nasledovalo ovéreni doporuc¢ené doby inkubace vzorku
pomoci kinetiky enzymatické reakce. Z méfeni zavislosti intenzity fluorescence na case bylo
zjisténo, ze hned po zacatku méfeni doslo k velkému poklesu intenzity fluorescence a poté
k postupnému narastani. Tento pokles intenzity na zacatku méfeni muze byt vysvétlen tim,
ze komplex GOx[FADHz>] vznikly po reakci GOx s glukozou nejprve redukuje resorufin, ¢imz
okamzité poskytuje Amplexovou Cerver a az poté reaguje s atmosférickym kyslikem za vzniku
peroxidu vodiku, ktery v pfitomnosti kifenové peroxidazy iniciuje reoxidaci Amplexoveé
Cervené. Poté byla kinetika enzymatické reakce méfena pro rizné koncentrace [-D-glukézy,
pficemz bylo zjisténo, ze rizné koncentrace nemaji vyznamny vliv na kinetiku reakce. Déle
bylo potvrzeno, ze v dobé okolo 30. minuty po namichani doslo k ustdleni hodnot intenzity
fluorescence a tato doba inkubace byla tedy vhodna pro méfeni kalibracni kiivky a nasledné
hydrogelt s inkorporovanou GOx.

Dalsim krokem byla inkorporace glukoéza oxidazy, ktera byla provedena inkorporaci
roztoku GOx do rozpusténého roztoku nizkoteplotni agardzy. Pii zkouSce inkorporace enzymu
do hydrogelu byl s enzymem inkorporovan i cely detekéni systém a po namichani hydrogelu si
neslo nevS§imnout rtizového zbarveni celého roztoku, ktery vznikl vlivem naoxidovani
fluorescen¢ni sondy. Po zméfeni vzorku bylo zjiSténo, ze v hydrogelu dochazelo ke tvorbé
peroxidu vodiku jesté pied pridanim substratu enzymu. To mize znamenat, ze glukdza oxidaza
pouzila jako substrat i agar6zu. Pro dalsi méfeni byl oddélen detekéni systém od hydrogelu
a pro vysledné hodnoty byl naméfen blank, aby bylo mozné namérené hodnoty prepocitat na
mnozstvi peroxidu vodiku, které vzniklo ptidavkem [-D-glukézy do reakéni smési. Pro
porovnani riznych typlt hydrogelovych struktur byl enzym inkorporovan do dvou riznych
koncentraci agar6zového hydrogelu (1 a 2 hm. %). Bylo zji§téno, ze k nejvyssi tvorbé peroxidu
vodiku dochdzelo v 1 hm. % hydrogelu, kdy naméfena koncentrace peroxidu vodiku Cinila
(0,67 £0,05) uM (oproti 2 hm. % hydrogelu s (0,52 + 0,08) uM peroxidu vodiku). Lze
predpokladat, ze v 1 hm. % hydrogelu se nachazi vétsi pory a glukdza oxidaza tak muze
snadnéji pronikat skrz n¢€ a reagovat s molekulami B-D-glukézy.

V neposledni fadé byla zméfena uc¢innost inkorporace glukédza oxidazy, tj. schopnost
GOx vytvaret produkty v prostfedi hydrogelu v porovndni s GOx pouze v pufru. Vysledky
ukazuji jako nejvice ucinnou inkorporaci do 1 hm. % hydrogelu, kdy ucinnost byla vypoctena
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na (68,6 + 1,3) % oproti 2 hm. % hydrogelu s Gc¢innosti (53,6 £ 1,7) %. To opét prispiva
k hypotéze, ze v 1 hm. % se mize GOx 1épe pohybovat a tim dochazi k tvorbé vétsiho mnozstvi
peroxidu vodiku.

Jako posledni bod experimentu nas zajimaly reologické vlastnosti takto pfipraveného
hydrogelu. Vzhledem k tomu, ze glukéza oxiddza mohla reagovat s agar6zou, byl proveden
oscilacni test Cerstvého a 2 tydny starého hydrogelu s GOx, jehoz struktura mohla byt naru§ena
vlivem spotfeby agardzy enzymem. Hydrogely byly porovniny pomoci viskoelastickych
moduld, kde z vysledkii méfeni nevyplyva, ze by inkorporace GOx méla vyznamny vliv na
strukturu hydrogelu. Pro posledni porovnani byly vypocteny konce hodnoty délky
viskoelastické oblasti (LVO), kdy u 1 hm. % hydrogelu doslo po 2 tydnech k poklesu z ptivodni
délky LVO 8,5 % na 5,8 %, zatimco u 2 hm. % hydrogelu se hodnoty drzely po 2 tydnech na
hodnotéach 4,0 % z ptavodnich 3,9 %. Hypotézou mize byt, ze v 2 hm. % hydrogelu se vyskytuje
vice uzld v jeho struktute a pokud dojde ke spotiebé Casti téchto uzli enzymem, nebude to mit
ve vysledku tak vyznamny vliv na integritu gelu, jako v 1 hm. % hydrogelu, kde se bude
vyskytovat méne uzli.

Zavérem mohu konstatovat, ze byly splnény vSechny cile bakalarské prace a pro dalsi
praci na tomto tématu bych navrhla provedeni vice reologickych méteni pro ziskani vice dat
o integrit¢ hydrogelu s inkorporovanou GOx. Ddle bych navrhla experimenty v dalSich
koncentracich agarozy a dale urceni kinetiky enzymové reakce v hydrogelech.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU
8.1 Seznam pouzitych zkratek

ABTS 2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonova kyselina)
AR Amplex Red, amplexova Cerven
DMSO dimethylsulfoxid

FAD flavinadenindinukleotid

Fc ferrocen kyseliny octové

GOx glukéza oxidaza

H>02 peroxid vodiku

HRP kfenova peroxidaza

HVA kyselina homovanilova

LVO linedrni viskoelasticka oblast
RNS reaktivni formy dusiku

ROS reaktivni formy kysliku

So zakladni energetickd hladina

Si singletovy stav

Ti tripletovy stav

8.2 Seznam pouzitych symbola

c molarni koncentrace
G* komplexni modul

G' pamét’ovy modul

G" ztratovy modul

h vyska méfené¢ho vzorku
Kwm Michaelisova konstanta
Mr molekulovd hmotnost

S koncentrace substratu

S odchylka od pivodni polohy
V max rychlost reakce

X ucinnost inkorporace

Y mira deformace

A vlnova délka

T teCné napéti
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Tab. 9: Koncentracni Fada pro stanoveni kalibracni kFivky peroxidu vodiku

Koncentracni fada — kalibracni kiivka

vzorek &. H20: [uM] HRP [U/ml] AR [mM]
1 2,5 0,45 0,1
2 2 0,45 0,1
3 1,5 0,45 0,1
4 1 0,45 0,1
5 0,75 0,45 0,1
6 0,3 0,45 0,1
7 0 0,45 0,1

Tab. 10: Koncentracni Fada kienové peroxiddzy pro optimalizaci detekcniho systému s Amplexovou cerveni

Koncentracni fada kienové peroxidazy

Vzorek ¢&. HRP [U/ml] AR [mM] | B-D-glukéza [mM] | GOx [g-L]
1 0,2 0,1 100 0,2
2 0,3 0,1 100 0,2
3 0,4 0,1 100 0,2
4 0,5 0,1 100 0,2
5 0,6 0,1 100 0,2
6 0,7 0,1 100 0,2

Tab. 11: Koncentracni Fada pro kifenovou peroxidazu se zvysenou koncentraci glukéza oxiddzy

Koncentra¢ni fada HRP se zvySenou koncentraci GOx

Vzorek ¢. HRP [U/ml] AR [mM] Glukéza [mM] GOx [g- L]
1 0,2 0,1 100 0,4
2 0,3 0,1 100 0,4
3 0,4 0,1 100 0,4
4 0,5 0,1 100 0,4
5 0,6 0,1 100 0,4
6 0,7 0,1 100 0,4

Tab. 12: Koncentracni Fada kfenové peroxidazy a glukoza oxiddzy pro stanoveni optimdlni koncentrace reakcni

Smesi

Koncentracni fada pro vzorek ¢islo 5 z Tabulky
Vzorek €. HRP/GOx HRP [U/ml] AR [mM] | Glukéza [mM] | GOx [g-L!]
1 1,5 0,15 0,1 100 0,1
2 1,5 0,3 0,1 100 0,2
3 1,5 0,45 0,1 100 0,3
4 1,5 0,6 0,1 100 0,4
5 1,5 0,9 0,1 100 0,6
6 1,5 1,2 0,1 100 0,8
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Obr. 27: Graf shrnujici zavislosti viskoelastickych modulit na amplitudé deformace pro 1 hm. % hydrogel
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Obr. 28: Graf shrnujici zdvislosti viskoelastickych modulii na amplitudé deformace pro 2 hm. % hydrogel
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