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Anotace

L -Asparaginasa je enzym studovany pro své cetné vyuziti v medicin¢ jako
biolé¢iva, v potravinafstvi jako latky zabranujici vzniku akrylamidu a v biosenzorech. Cilem
této prace byla charakterizace rekombinantni L-asparaginasy ASN339Pt iso 1 z Paenibacillus
thiaminolyticus a zkoumani moznosti imobilizace tohoto enzymu za ucelem zvySeni jeho
stability pii skladovani mimo mrazdk a pfipadné opakovatelnosti vyuziti imobilizovaného
enzymu. ASN339Pt iso 1 byla produkovana v Escherichia coli LEMO 21 (DE3) a
purifikovana afinitni chromatografii na NiNTA agarose. Po purifikaci a odsoleni byla pomoci
metody vyuzivajici Nesslerovo €inidlo ur¢ena jeji zakladni charakteristika. Nejvyssi aktivita
enzymu byla namétfena za bazickych podminek, v oblasti pH optima 9, 5-10, a pii teploté
mezi 40 az 45 °C. V pribéhu méfeni zavislosti poc¢atecni rychlosti reakce na koncentraci
substratu bylo zjisténo, Ze reakéni rychlost enzymu klesd se zvySujici se koncentraci
substratu, coz je pravdépodobné zplisobeno substratovou inhibici.

Dale byly testovany r0zné metody imobilizace, vcetné
enkapsulace do alginatu sodného o rtznych koncentracich, adsorpce na filtratni papir,
kovalentni vazby na nitrocelul6zové membrany s rozdilnymi velikostmi port a afinitni
interakce na mikrotitraéni destiCky s NiNTA agarosou. Vysledky ukazuji, Ze alginat sodny
byl jako jediny z materidld shleddn vhodnym pro opakovatelné vyuziti se zachovanim
aktivity ASN339Pt iso 1. Z vybranych koncentraci alginatu vykazovala ASN339Pt iso 1
nejvys$i aktivitu v kulickdch 4% alginatu a to konkrétné 61 % oproti enzymu
neimobilizovanému paty den méteni. U filtraéniho papiru a membran z nitroceluldzy byla
méfena aktivita imobilizovaného enzymu v pribéhu skladovani. U nitrocelulozy byla ze tii
vybranych membran shleddna jako nejvhodnéj$i nosi¢ membrana Whatman® AE 100 s
velikosti pora 12 um, kde po patém dni skladovani klesla enzymova aktivita imobilizované L
-asparaginasy na 35 % oproti enzymu neimobilizovanému. U filtracniho papiru pak klesala
enzymova aktivita v priméru jesté rychleji. Desticky s NiNTA agarosou byly shledany jako
zcela nevhodné pro imobilizaci ASN339Pt iso 1 z divodu ztraty aktivity ihned po navazani
enzymu. Tato prace tak rozsifila znalosti o moznostech imobilizace tohoto enzymu a jeho
potencionalnim vyuziti.

Kli¢ova slova

L-asparaginasa, L-asparagin, enzym, imobilizace, kyselina L-asparagovd, akrylamid, akutni
lymfoblasticka leukémie, enkapsulace, alginat, NiNTA agarosa



Annotation

L-Asparaginase is an enzyme studied for its numerous uses in medicine as a
biopharmaceutical, in the food industry as a substance preventing the formation of
acrylamide and in biosensors. The aim of this work was to characterize recombinant
L-asparaginase ASN339Pt iso 1 from Paenibacillus thiaminolyticus and to investigate the
possibilities of immobilization of this enzyme in order to increase its stability during storage
outside the freezer and repeated use of the enzyme. The enzyme was produced in Escherichia
coli LEMO 21 (DE3) and purified by affinity chromatography on NiNTA agarose. After
purification and desalting, its basic characteristics were determined using the method with
Nessler's reagent. The highest enzyme activity was measured under basic conditions, in the
pH optimum range of 9.5-10, and at a temperature range of 40 to 45 °C. During the
measurement of the dependence of the initial reaction rate on the substrate concentration, it
was found that the reaction rate of the enzyme decreases with increasing substrate
concentration, which is probably due to substrate inhibition. Furthermore, various
immobilization methods were tested, including encapsulation in sodium alginate of different
concentrations, adsorption on filter paper, covalent binding to nitrocellulose membranes with
different pore sizes, and affinity interaction on microtiter plates with NiNTA agarose. The
results show that sodium alginate was the only material found suitable for repeated use with
preservation of ASN339Pt iso 1 activity. Of the selected alginate concentrations, ASN339Pt
iso 1 showed the highest activity in 4% alginate beads, namely 61 % compared to the
non-immobilized enzyme on the fifth day of measurement. The activity of the immobilized
enzyme was measured during storage on filter paper and nitrocellulose membranes. For
nitrocellulose, the most suitable carrier was found to be the Whatman® AE 100 membrane
with a pore size of 12 um, where after 5 days of storage the enzyme activity of immobilized
L-asparaginase decreased to 35% compared to the non-immobilized enzyme. For filter paper,
the enzyme activity decreased on average even faster. Plates with NiNTA agarose were found
to be completely unsuitable for immobilization of ASN339Pt iso 1 due to the loss of activity
immediately after enzyme binding. This work thus expandes the knowledge about the
possibilities of immobilization of this enzyme.

Keywords: 1-Asparaginase, L-Asparagine, Enzyme, Immobilization, L-Aspartic Acid,

Acrylamide, Acute Lymphoblastic Leukemia, Encapsulation, Alginate, NINTA Agarose
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1. Uvod

Tato zavéreCna prace se zaméfuje na charakterizaci enzymu L-asparaginasy
ASN339Pt iso 1 ziskané z bakterie Paenibacillus thiaminolyticus a na zkoumani moznosti
jeho imobilizace. L-asparaginasa je enzym s vyznamnymi aplikacemi v medicin€, zejména pii
1é¢bé akutni lymfoblastické leukémie a v potravinarstvi pii snizovani obsahu akrylamidu. Jeji
vyuZiti je vSak casto limitovano nedostatecnou stabilitou a moZnosti opakovaného pouziti.
Soucasny vyzkum se proto soustfedi na zlepSeni vlastnosti tohoto enzymu pomoci riznych

metod imobilizace, které umoziuji snadnéjsi manipulaci, vyssi stabilitu a opakované vyuziti.

Cilem této prace je produkce a detailni charakterizace enzymu L-asparaginasy
ASN339Pt iso 1 a testovani vybranych metod imobilizace pro vytvofeni dlouhodobé
skladovatelného biokatalyzatoru. Zkoumané metody imobilizace zahrnuji: imobilizaci do
algindtu, na filtraéni papir, na nitrocelulosovou membranu a na mikrotitracni desticky

s jamkami potazenymi NiNTA agarosou.
M¢ hlavni vyzkumné otazky jsou:

1. Jaké jsou enzymové vlastnosti L-asparaginasy ASN339Pt iso 1? (konkrétné stanovit jeji

aktivitu, optimalni pH, teplotni optimum a hodnotu Michaelisovy konstanty)
2. Jaky vliv maji jednotlivé metody imobilizace na aktivitu a stabilitu enzymu?

3. Ktera z testovanych metod imobilizace je vhodnd pro opakované pouziti

biokatalyzatoru?

4. Je n&jaky z vybranych nosict pro imobilizaci ASN339Pt iso 1 vhodny pro dlouhodobé
skladovani enzymu mimo mrazdk jakozto potencionalni komponent pro vyvoj biosenzora

detekujici hladiny L-asparaginu?

Predpokladam, Ze imobilizace zlepsi stabilitu enzymu pro opakované pouziti a ze kazda z
pouzitych metod imobilizace pfinese odlisné vysledky z hlediska efektivity a praktického

vyuziti.



Praktickd cast zahrnovala produkci enzymu pomoci rekombinantnich technik, jeho
purifikaci a zdkladni enzymovou charakterizaci. Nasledn¢ byly provedeny experimenty
imobilizace s vyuzitim riznych nosicl a vyhodnocena jejich u¢innost na zakladé parametru,

jako je zbytkova aktivita enzymu a pocet opakovanych cyklt.

Préce je rozdé€lena do nékolika ¢asti. Po ivodu nasleduje teoreticka kapitola, ktera se
vénuje L-asparaginasam a metoddm imobilizace. Dalsi kapitoly popisuji pouZzitou metodiku,
prezentuji vysledky a jejich interpretaci. V zavéru jsou shrnuty hlavni poznatky a doporuceni

pro dalsi vyzkum.

Volba tohoto tématu vychazi z mého zajmu o biochemii a biologii, touhy vyzkouset si
praci v odborné laboratofi a snaha zodpovedét si na otazku, zda skutecn€ chci sméfovat svou
budouci profesni kariéru timto smérem. Praktickd ¢éast této prace byla vypracovéna v
Laboratofi biochemie proteinti s technologickym potencidlem Ustavu biochemie a

mikrobiologie VSCHT Praha.



2. Teoreticka ¢ast

2.1 L-Asparaginasa

2.1.1 Charakterizace L-asparaginas

L-Asparaginasa (zkracené dale jen ASNasa) je enzym pfirozené se vyskytujici v
bunikdch mnoha zivocicht, rostlin a mikroorganismi. Spada do skupiny deamidas, enzym1,
které dokdzou z aminokyselin odstépit aminovou skupinu (E.C. 3.5.1.1). ASNasa hydrolyzuje
pfeménu neesencialni aminokyseliny L-asparagin na kyselinu L-asparagovou a amoniak
(Obrazek 1). Vétsina ASNas dokaze kromé L-asparaginu odstépovat aminovou skupinu 1 z
aminokyseliny L-glutaminu, kterd se tak pfeméni na kyselinu L-glutamovou, za uvolnéni

amoniaku.
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Obrazek 1: Mechanismus stépeni aminokyseliny L-asparaginu na kyselinu asparagovou

a amoniak pomoci enzymu L-asparaginasa (Cachumba et al., 2016).

V soucasné dobé se ASNasy déli na zdkladé aminokyselinové sekvence, biochemickych

vlastnosti a struktury do tfi tiid.

Ttida I: Bakteridlni tip L-asparaginas byl nalezen jak u grampozitivnich, tak
gramnegativnich bakterii z motského i1 suchozemského prosttedi (Izadpanah et al. 2014). Z
této tfidy jsou nejstudovanéjsi ASNasy pochazejici z bakterie Escherichia coli a Dickeya

dadantii, které se nejcastéji vyuzivaji pro terapeutické ucely. Tato tfida se nasledné déli na



dva podtypy. Typ I (cytosolicky, k substratu se vaze hiife) znaceny zkratkou EcAl a typ II
(periplazmaticky, k substratu se vaze 1épe, diky tomu je medicinsky preferovanéjsi) znaceny
EcAIL EcAIl je schvalen Utadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv (anglicky Food and Drug
Administration, FDA) jakoZto hojné vyuzivany 1€k proti akutni lymfoblastické leukemii.

Ttida II: Rostlinné L-asparaginasy mulZeme rozdé¢lit do dvou skupin, které jsou
kédovany riiznymi geny, a to na drasliku zévislé a na drasliku nezavislé. Stabilita na drasliku
nezavislych L-asparaginas je vys$i, a proto se ve vyzkumu vyuZzivaji Castéji, prestoze na
drasliku zavisld forma ma vyssi afinitu k r-asparaginu. Patfi do rodiny N-terminalnich
nukleofilnich hydrolas. Na rozdil od bakteridlniho typu, tyto enzymy hydrolyzuji jak
L-asparagin, tak i isoaspartylové dipeptidy (Michaelska et al. 2006). Oproti Ttidé I jsou v
hydrolyze L-asparaginu mén¢ u¢inné. Isoaspartylové dipeptidy vznikaji pii starnuti proteinu
nebo pfi stresu organismu. Pravé diky tomuto mechanismu jsou objektem zdjmu védct.
Oproti ASNasam bakteridlniho typu maji vSak vysoké hodnoty Ky, coZ jim neumoZziuje
rozkladat L-asparagin, pokud je ho v daném prostiedi malo. To je ¢ini méné ucinné jakoZzto
ptipravky proti akutni lymfoblastické leukémii (Beckett & Gervais, 2019). Rostlinné ASNasy
Jsou zvlasté dilezité (a hojné) v semenech, kde musi pfi kli¢eni dodavat NH; pro syntézu
bilkovin (Loch, Jaskolski, 2021).

Ttida III: Rhizobidlni L-asparaginasy byly identifikovany u bakterie Rhizobium Etli
vazajici dusik, ktera se symbioticky sdruzuje s lusténinou Phaseolus vulgaris. Védci odhalili,
ze tato bakterie ma dva typy L-asparaginasy, které jsou oznacovany jako L-asparaginasa I a
L-asparaginasa II. L-Asparaginasa I je charakteristicka svou termostabilitou. L-Asparaginasa II
je termolabilni ale na rozdil od vr-asparaginas I nemd L-glutaminasovou aktivitu, coz mtize
vést k jejimu potencidlnimu vyuziti v medicin€. Nukleotidové sekvence ani jednoho z typt
L-asparaginas z R. etli nevykazuji Zadny vztah k bakteridlnim L-asparaginasam
(Moreno-Enriquez et al. 2012; Alam et al. 2019, Loch, Jaskolski, 2021).

Nicméné toto déleni jiz neodpovida vSem soufasnym poznatkiim v biochemii.
Asparaginasy jsou vyuzivany jiz ptes 60 let, a tak kdyz toto rozd€leni vznikalo, byly k
dispozici pouze limitované informace o jejich primarni a krystalografické struktute. Enzymy
vSech strukturnich tfid jsou tak ve skutecnosti distribuovany mezi riizné taxonomické skupiny
véetné mikroorganismii (napfiklad bakterii a hub), vySSich rostlin a zvifat. Lze tak
ptedpokladat, ze v dohledné dobé bude toto fazeni pozménéno na zaklad€ dnes jiz mnohem

podrobngjsich informaci o téchto proteinech. (Loch, Jaskolski, 2021;da Silva et al., 2021;)
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2.1.2 Asparagin

Asparagin je neesencidlni aminokyselina (znacka Asn, D) a jednd se o prvni
identifikovanou aminokyselinu. Nazev je odvozen od latinskému ndzvu chiestu (asparagus).
Patii mezi jednu z dvaceti proteinogennich aminokyselin v lidském téle. Asparagin existuje
ve dvou enantiomernich konfiguracich - D a L - av bilkovinach se vyskytuje pouze v
L-form& (Vodrazka, 1992). Diky charakteristice jejiho postranniho fetézce ji fadime mezi
polarni aminokyseliny. Polarni funkéni skupina asparaginu umoziuje polarni interakce, jako
napftiklad tvorbu vodikovych mustki, a to jak mezi sebou, tak i s molekulami vody a jinymi
nizkomolekularnimi latkami (Vodrazka, 1992). Také zvySuje rozpustnost bilkovin ve vodé.
Spolu s glutamétem tvoii zdsobu NH; v lidském organismu, ktery je poté vyuzivan k

biosyntéze riiznych dilezitych latek (Vavrova a Peskova, 2009).

2.2 Praktické aplikace L-asparaginas

2.2.1 L-Asparaginasy a jejich vyuZiti pii lécbé akutni lymfoblastické leukémie
(ALL)

ASNasy z bakterie E. coli nebo bakterie D. dadantii se v souCasnosti vyuzivaji v
medicin€ jako 1€k proti akutni lymfoblastické leukémii (ALL) (National Cancer Institute,
2025), a lymfoblastickému lymfomu, a to bud’ jako samostatny 1€k, nebo v kombinaci s
dalSimi chemoterapeutiky (Vinmec International Hospital, 2025). Jeji terapeuticky ucinek je
zaptiCinén depleci L-asparaginu v krvi. Buinky ALL maji snizenou expresi
asparaginsynthetasy (ASNS). Tento enzym je ve zdravych buikéach vyuzivan k pfeméné
kyseliny L-asparagové na L-asparagin. Zdravé buniky maji expresi ASNS normalni, a tak je
asparagin pro zdravé bunky neesencidlni. VétSina bunék ALL si nedokaze r-asparagin
nasledkem nedostatku ASNS vyrabét v potfebném mnozstvi pro své pieziti, a tak jsou zavislé
na jeho piijmu z krve, ve které cirkuluje ziskany pfevazné z potravy. Podanim 1éku
obsahujiciho ASNasu do krve dojde k rozstépeni L-asparaginu. Zdravé buiiky si ho z kyseliny
asparagové pomoci ASNS vytvofii, u rakovinnych buné¢k, které maji nedostatek ASNS, bude
mit vycerpani extracelularniho asparaginu za nasledek neschopnost riistu, coz potom mutize

vést az k smrti téchto bun¢k (Chan a kol., 2019).

11



Jak bylo jiz zminéno v piedeslych kapitolach ASNasa dokéze krom¢ L-asparaginu v
mensim mnozstvi $tépit i aminokyselinu L-glutamin. Rozklad L-glutaminu timto enzymem ma
vSak za nasledek mnoho nezadoucich vedlejSich ucinkl tohoto typu 1écby, kvili kterému je
mnohdy zapotfebi u pacienta prejit k jinému typu L-asparaginasy nebo nésledné ptejit na jiny
1é¢ebny protokol. Proto je snaha o produkci ASNas s co nejnizsi L-glutaminasovou aktivitou
a snizit tak mnozstvi nezadoucich vedlejsich efektt 1écby (Lubkowski et al., 2018).

Pro objev antineoplastickych uc¢inkiit ASNasy byl klicovy rok 1922 (Pejskova et. al., 2023),
ve kterém byla zjiSténa pritomnost ASNasy v morcecim séru. Tato ASNasa byla poprvé
uspésné testovana v roce 1966 u déti trpicich ALL (Ali et al., 2016). Ptehled historicky 1

soucasné uzivanych lékarskych ptipravki je uveden v tabulce 1.

Pavod enzymu Obchodni nazev preparatu (forma)  Schvéleni Poznamka
rok, instituce, region
Escherichia coli Elspar® (cit.*") (nativni) 1978, FDA, USA V roce 2012 ukonéena viroba
Kidrolase® (cit.”") (nativni) 1974, Francie Genericka forma piipravku
Elspar®
Oncaspar® (cit.’) (pegylovana) 1994, FDA, USA 0d 2006 doporu¢ena FDA
2016, EMA, Evropa® kuZzivani v prvni linii
Leunase® (cit.”®) (nativni) 1971, PMDA Genericka forma piipravku
(od roku 2004), Elspar®, od roku 2013
Japonsko produkovana v upraveném
kmeni E. coli”
Spectrila® (cit.*") (nativni, 2015, EMA, Evropa®
rekombinantni)
Asparlas® (cit.*!) (pegylovand) 2018, FDA, USA
Dickeya dadantii Erwinase® (cit.*>*’) (nativni) 1985, MHRA, UK Pro pacienty vykazujici
2011, FDA, USA hypersenzitivitu na
L-ASNasu z E. coli
Rylaze® (cit.*') (nativni, 2021, FDA, USA Produkovana v Pseudomonas
rekombinantni) Sfluorescens

Tabulka €. 1: Pfehled komerénich 1é¢iv obsahujicich L-asparaginasu (PejSkova et. al., 2023)

2.2.2 L-Asparaginasy a jejich vyuZiti v potravinaistvi

L-Asparaginasy nalezly své vyuziti 1 v potravindiském primyslu jakozto enzymy
zabranujici tvorbé pro clovéka nebezpecné latky akrylamidu. Zaroven vSak zasadné
neovliviiuji kvalitu potravinarskych produkti. Na rozdil od lékafstvi, v potravinafstvi je ke
komerénimu uzivani schvaleno pouze n¢kolik ptipravki. Od 11. 4. 2018 jsou provozovatelé

potravinaiskych podnikli povinni fidit se nafizenim Komise EU 2017/2158, které stanovuje
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opatfeni pro snizeni pfitomnosti akrylamidu v potravinach (Pejskovd et al., 2023;
Ministerstvo zdravotnictvi CR, 2025; European Union, 2017).

Akrylamid (systematicky nazev prop-2-enamid) je za béznych podminek bila
krystalicka latka bez viin€ ¢i zdpachu. Vznikd pfi tepelném zpracovani potravin za pisobeni
vysoké teploty (udava se teplota okolo 120 °C) a nizké vlhkosti spojenim aminokyseliny
L-asparaginu a redukujiciho cukru v priitbéhu Maillardovy reakce. Béhem Maillardovy reakce
dochazi ke spojeni volné karbonylové skupiny redukujiciho cukru s aminoskupinou volnych
aminokyselin. Béhem této reakce vznikd mimo jiné i velké mnozstvi aromatickych latek a
melanoidi, které jsou zodpovédné za hnédé zbarveni a specifické aroma pro pecené a
smazené produkty (EFSA, 2024; FDA, 2024).

Bylo prokazano, ze akrylamid zptsobuje rakovinu u zvifat (Rice, 2005). Studie
probihala konkrétn€ na mysich, které byly vystaveny jeho velmi vysokym davkam, a ptestoze
neexistuji zadné konzistentni epidemiologické dikazy o karcinogenité akrylamidu u lidi,
Néarodni toxikologicky program USA, Spole¢na organizace pro vyzivu a zemédé€lstvi i
Expertni vybor Svétové zdravotnické organizace pro potravinaiska aditiva povazuje
akrylamid za problematicky pro lidské zdravi. V soucasné dobé¢ tak je akrylamid zatazen na
seznamu potenciondlnich lidskych karcinogent kategorie 2 (FDA, 2024).

Mezi tepelné Upravy, které vedou ke vzniku potravin s vyssi koncentraci akrylamidu
patfi smaZeni, peCeni ¢i prazeni. Pfikladem bézné konzumovanych potravin, které obsahuji
vys$8i mnoZstvi akrylamidu jsou napfiklad smazené bramborové lupinky, hranolky, suSenky a

kava.

2.2.2.1 Snizovéani mnozstvi akrylamidu v potravinadch pomoci L-asparaginas

Z podstaty chemického dé&je, pfi kterém akrylamid vznika ho nelze z potravinarskych
vyrobkll odstranit ve formé jiz vzniklé slouceniny. Jde ale nejriizné€j$imi metodami omezit
jeho tvorbu a snizit tak jeho koncentraci ve vysledném produktu na zdravotné méné zavadné
mnozstvi.

Jedna z jiz vyuzivanych metod je pouziti L-asparaginas. Ty dokézou beéhem ptipravy
surovin rozlozit pfitomny L-asparagin, ktery tak béhem tepelné ptipravy potravin nemuize
reagovat s redukujicim cukrem za vzniku akrylamidu. Mechanismus, kterym je zabrafiovano

vzniku akrylamidu je popsén na obrazku 2.
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Obrazek 2: Mechanismus zabrany vzniku akrylamidu za pouziti enzymu L-asparaginasa

(Cunha et al., 2019)

V soucasné dob¢ jsou k priamyslovému vyuziti schvalené dva piipravky pod
komercnim nazvem AcrylAway® a PreventAse®.

AcrylAway je komercni nazev piipravku obsahujici enzym L-asparaginasu z plisné¢
Aspergillus oryzae. Optimalni pH L-asparginasy z A. oryzae se pohybuje mezi 6 a 8§ a
optimalni teplota okolo 60 °C. (Crivelari da Cunha et al., 2019).

Je vyrabén a patentovan danskou spole¢nosti Novozymes (roku 2024 sloucena se
spolecnosti Chr. Hansen za vzniku spole¢nosti Novonesis). Na trh byl uveden roku 2007. Od
této firmy existuje dnes na trhu vice typl pfipravkl s rozdilnou termostabilitou.

Ten nejvice teplotné odolny produkt této firmy AcrylAway® HighT dokéze fungovat
pti teploté okolo 80 az 100 °C. Daji se tak uplatnit i pfimo béhem procesu tepelné Gpravy
surovin. Kvuli Spatné prostupnosti enzymu pies povrch pevnych surovin je vhodné pifidavat
AcrylAway spise v piipadech, kdy lze enzym rovhomérn¢ zpracovat do smési, naptiklad pii
hnéteni tést. Vhodnd pieduprava surovin se vSak dé vyuzit i pii piipravé hranolkti nebo kavy,

kdy bylo prokazano snizeni obsahu akrylamidu o témét 70 % (Xu, 2017; Porto a kol., 2019).
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PreventAse® je komerc¢ni ndzev pro ptipravek obsahujici ASNasu izolovanou z
plisn€ Aspergillus niger pouzivany ve smazenych a pe¢enych vyrobcich. Jejim vyrobcem je
Svycarska spolec¢nosti DKSH (Diethelm Keller SiberHegner) se sidlem v Curychu. Optimalni
pH pro aktivitu téchto ptipravkl se pohybuje obecné v kyselejsi oblasti (pH 4 - 5) (Cunha et
al., 2019). V soucasné dob¢ jsou na trhu dostupné nasledujici typy produktii:

® PreventASe®M: granuldt na bazi maltodextrinu, idealni pro ptipravu vétsi Skaly
produktt, hlavné tam, kde je zapotiebi sucha a snadno michatelnd forma enzymu.

® PreventASe®L: tekuty ptipravek, vhodny pro specifické typy vyrobniho procesu, kde
je enzym tfeba dodavat v tekuté formé.

® PreventASe®W: granulat na bazi pSeni¢né mouky, vhodny pro pecené vyrobky.

® PreventASe®XR: vytvofena pro reakce pti vyssich hodnotach pH, da se tak vyuzit v

Sirsi Skale reakci bez nutnosti pH upravovat.

Pouzitim téchto piipravki lze docilit az 95% poklesu koncentrace akrylamidu oproti
neosetfenym produktim. Jejich u¢innost izce souvisi s vhodné zvolenym zplisobem piipravy

a predpfipravy zpracovavanych surovin (QORES, 2021; DSM, 2018).

2.2.2.2 Dalsi metody snizovani tvorby akrylamidu v potravinach

Kromé¢ vyuziti enzymu Ize dosdhnout snizeni akrylamidu 1 dal$imi metodami. Mezi ty

nejcastéji vyuzivané patii metody nize vypsané.

Pomoci genetické modifikace rostlin 1ze vyslechtit odriidy, jejichZ obsah L-asparaginu ¢i
redukujicich cukri je oproti klasickym odriiddm nékolikandsobné nizsi. Geneticky
modifikované rostliny jsou vSak v EU podfizeny pfisnym regulacim a jejich uzivani je zde

velice omezené (European Commission, 2015).

U vybéru surovin je tieba dbat na co nejmensi obsah redukujicich cukrt v plodinach a
snazit se tyto nizkosacharidové plodiny péstovat s ohledem na lokélni zeméd¢€lské podminky

a vyuzivané zeméd¢elské postupy dané lokality (Food Drink Europe, 2019).
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Pti vybéru brambor je zapotiebi, aby byly v dobé& sklizeni a zpracovavani dostate¢né
zralé. Nezralé hlizy totiz obsahuji vetsi mnozstvi cukrli, coz je pfi zpracovavani z vyse
zminénych divodl nezadouci. Tomuto lze dobie predejit peclivym vytfidénim brambor dle
jejich zbarveni. Velice dulezit¢ je pak u sklizenych brambor dbat na jejich spravné
uskladnéni. Pfi dlouhodobém skladovani by meéla byt teplota minimalné okolo 4-6 °C. U
brambor skladovanych za niZSich teplot by pak mélo byt dohlédnuto na regeneraci po
dostatecné dlouhou dobu. Pfi skladovani brambor v mrazivych podminkéch totiz dochazi k
enzymatickému Stépeni Skrobu na jednodussi sacharidy, zejména na glukosu a fruktosu, které
jsou prekursory pro vznik akrylamidu (Lin, Y. et al., 2015). Studie ve Svycarsku uéinila
zajimavy objev, konkrétné ze u prefabrikath pro hranolky skladovanych pii teploté 4 °C bylo
v porovnani s prefabrikity hluboce zmrazenymi, naméteno vyssi mnozstvi redukujicich

cukri. (Food Drink Europe, 2019). Podle autora této studie to md na svédomi enzym
a-amylasa, kterd je pii niZSich teplotach aktivnéjsi v rozkladani Skrobu na jednodussi cukry,

neZ pokud se nachdzi v prosttedi zcela zmrzlém.

Kromé¢ obsahu redukujicich cukrii je tfeba také vzit v potaz obsah L-asparaginu, ktery je
také prekurzorem tvorby akrylamidu. Jeho obsah se v rdmci jednotlivych druhii obilovin
znaéné lisi. Nejméné z uvedenych ho obsahuje ryze, vice pak kukufice, nadale pSenice, oves
a nejvice zito. Tento fakt je potieba brat v ohled zejména pro vybér surovin na ptipravu
détskych kiupek a susenek (Food Drink Europe, 2019).

Zamezeni tvorby akrylamidu lze také zabranit pomoci riznych technik jeSté pred
findlnim zpracovanim produktu. Mezi takové techniky patii napfiklad blanSirovani.
Blansirovani je kucharska technika, pii které se zelenina kratce spaii ve vrouci osolené vodé
a nasledn¢ prudce ochladi v ledové lazni. Kratkodobym piisobenim vysoké teploty se
castecné narusi rostlinné tkané. Diky tomuto naruseni rostlinné tkané¢ dochdzi k ¢astecnému
vymyti cukrl, které tak nemohou reagovat pii Maillardové reakci. Tento postup se vSak
nedoporucuje pfi ptipravé pochutin z celych brambor, nebot’ naruSenim jejich struktury se
zvySuje mnozstvi tuku, které jsou schopné pojmout. BlanSirovani se spiSe doporucuje pro
pripravu tést (Food Drink Europe, 2019).

U néekterych odrid brambor bylo také prokazéano, ze se velkéd ¢ast redukujicich cukrti
uchovava ve slupce. Jejich mnozstvi je tak mozno snizit oloupanim. Dale se ukédzalo u¢inné
piidavani soli vapniku a hot¢iku (méné vhodny pro neptiznivou chut)) na redukci mnozstvi
akrylamidu. Ca*'ionty se totiz dok4zou navazat na kyslik L-asparaginu a znemozni mu tak

dale vstoupit do Maillardovy reakce (Kretsinger, 2013).
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Dalsi z osvédcenych metod je snizeni obsahu plochy pfipravovanych produktl (tvorba
robustnéjSich hranolek, chipsti, suSenek). Dochazi tak k menSimu vystaveni povrchu
vysokym teplotdm. (Food Drink Europe, 2019).

Teplota, pii které akrylamid vznikd, se uvadi okolo hodnoty 120 °C. Pro ptipravu
spotiebitelsky zadanych produktii, jako jsou bramborové lupinky ¢i hranolky je vsak tato
teplota nedostatecna.

Celkov¢ se vsak doporucuje pii pripravé bramborovych lupinkti neptekrac¢ovat teplotu
168 °C, u pripravy kiupek a suSenek z bramborového té€sta pak udrZet teplotu pod 175 °C.
Déle také lze pro pfipravu vyuzit vakuového smazeni, u kterého je diky rychlejSimu
vypatfovani vody z produktu zapotiebi niz$i teplota k ptipravé poZzadovaného produktu.
Vyrobky jsou ale su$$i a spotfebitelsky méné vitané. Tato metoda je také nakladnd a
nedokdZe pojmout potiebné mnozstvi pro velkovyrobu. Pii klasické upravé se také
doporucuje udrzet minimalni vlhkost u snackii a bramborovych lupinkti vyrdbénych z

bramborového tésta nad hodnotou 1,0 % (Food Drink Europe, 2019).

2.2.3 1-Asparaginasy a jejich vyuziti v biosenzorech

V poslednich letech je také r-asparaginasa pouzivdna k vyvoji biosenzoru, ktery by
mohl slouzit k méfeni hladiny r-asparaginu v krvi pacientt s leukémii nebo i k méfeni hladin
L-asparaginu ve zdrojich slouzicich k vyrobé potravin (Verma et al., 2012).

Jelikoz jsou v soucasné dobé pouzZivané metody pro méteni L-asparaginu zdlouhavé a
nakladné, mohl by vyvoj nové metody s vyuzitim biosenzoru poskytnout rychlejsi a
podstatné levnéjsi alternativu méfeni (Batoolet al., 2016).

Biosensor s vr-asparaginasou by mohl byt vyuzit naptiklad pfi monitorovani
koncentrace L-asparaginu v krvi u pacientli s ALL pii sledovani G€¢ink 1é€by pomoci 1é¢iv na
bazi vr-asparaginasy. Jejich pomoci by také bylo mozné sledovat mnozstvi volného
L-asparaginu v potravindch pied tepelnym zpracovanim vzhledem k nutnosti dodrzeni
predepsanych hladin koncentrace akrylamidu ve findlnich produktech urcenych ke

konzumaci (Nunes et al., 2021).

Vzhledem k rozli¢né povaze vzorku, u kterého je tieba urcit koncentraci L-asparaginu
je ziejmé, ze jde o komplexni problematiku, kde pravdépodobné nelze najit univerzalni

podobu pro dany biosenzor, ktery by byl vhodny ve stejné mife jak pro potravinarsky
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pramysl, tak pro medicinské ucely. Pti vyvoji je tak nutné myslet na to, pro jakou matrici
bude biosenzor urcen, ktery z fyzikalné chemickych principt bude vyuzit, jaké bude mit
senzor rozmezi detekce, jak bude ASNasa imobilizovana a kterd konkrétni ASNasa bude
vzhledem ke svym vlastnostem vhodna. Samoziejm¢ je také nutné myslet na to, aby bylo
sestrojeni a vyuziti vyvijeného biosenzoru ekonomicky vyhodné.

Pfedmétem vyzkumu je, jak vhodné¢ ASNasu imobilizovat, napt. aby nebyla ztracena
jeji aktivita, aby byla prodlouzena jeji stabilita a skladovatelnost a aby mohla byt pouzita
opétovné. S cilem najit idealni zplisob imobilizace probéhlo a stale probiha mnoho studii, pii
kterych byly rizné typy L-asparaginas nanaseny naptiklad na silikonovy gel, agar, agarosu ¢i

na zelatinu (Nunes et al., 2021).

2.3 Imobilizace

Imobilizace je oznaceni metody, kdy jsou enzymy fyzicky pohybové omezené nebo
lokalizované v urcité definované Casti prostoru. Nejcastéji jsou navazany na nosi¢ nebo
zachyceny v ném.

Nejcastéji se jedna o imobilizaci enzymu se zachovanim jeho katalytické aktivity.
Imobilizované enzymy tak nejsou pifitomny v celém objemu reakéni smési a nejsou v ni

rozpustény (Maghraby et al., 2023; Korecka, 2020).

2.3.1 Vyznam imobilizace enzym v biotechnologii

Vyuziti imobilizovanych enzymt vyrazné sniZi jejich spotfebu, ¢imz se zaroven také
snizi celkové néklady na jeho opakovanou syntézu. To je obzvlasté u enzymt nakladnych na
vyrobu velmi vitané (Cao, 2011).

Enzymy jsou okem nepozorovatelné molekuly a je tak pfi jejich reakci se substratem
v tekutém stavu sloZité takovouto reakci regulovat nebo zastavit, aniz by doSlo k jejich
degradaci. S enzymy navdzanymi na nosi¢ probihd regulace mnohem snadnéji, jelikoz jde
jakozto celek kdykoli vyjmout, nebo pfidat do reakéni smési.

U imobilizovanych enzymi také odpada potieba piecisténi reakéni smési (tzv.
purifikace), aby se ziskal ¢isty a ni¢im nekontaminovany produkt, protoze v idedlnim ptipadé
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by po vyjmuti imobilizovaného enzymu nemélo v reakéni smési zbyt nic jiného nez substrat a
produkt (Korecka, 2020).
Vybér vhodného nosice také mulze napomoci zvysit stabilitu enzymt vici okolnim

vliviim, jako je naptiklad pH nebo teplota (Maghraby et al., 2023).

2.3.2 Metody imobilizace enzymii

Hlavni vyuzivané imobilizac¢ni techniky délime na dvé hlavni skupiny podle zptisobu
vazani enzymu na dany nosic, a to na reverzibilni (vratné) a ireverzibilni (nevratné) (Yasmin
et. al., 2023).

Mezi nevratné fadime:
e kovalentni vazbu
e zachyceni
e zapouzdieni

® zesiténi

Mezi vratné fadime:
e adsorpci

e jontovou vazbu

Graficky prehled imobilizacnich metod Ize vidét na obrazku 3.
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Obrazek 3: Obrazové znazornéni hlavnich metod imobilizace enzymi. Reverzibilni metody zahrnuji

adsorpci, iontovou vazbu a afinitni vazbu. Nevratné metody zahrnuji kovalentni vazbu, zachyceni,

enkapsulaci a zesitovani (Maghraby et al., 2023).

Imobilizace pomoci kovalentni vazby

Této imobilizace se dosahuje vytvofenim kovalentni vazby mezi enzymem a
povrchem nosice. Diky stabilit¢ vazby enzym drzi pevné na nosici a nedochazi tak témer k
jeho vyplavovani do reakéni smési. ZvySuje se i jeho odolnost vii¢i denaturaci zplisobené
reakéni smési nebo pufry. Je velice dilezité, aby se na enzymu vybralo vhodné vazebné
misto. Pokud se enzym na nosi¢ navaze ve Spatné orientaci, miize dojit k omezeni nebo
uplnému zastaveni jeho katalytické aktivity. Aby se enzym mohl na urcity nosi¢ navazat, je v
nékterych pripadech tieba na ném provést urcité modifikace a také zajistit, aby se navéazal ve

spravné orientaci. Tyto modifikace mohou v urcitych piipadech také snizit schopnost enzymu
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vazat substrat. K vytvoreni kovalentni vazby se vyuzivaji reaktivni skupiny vybranych nosict
jako napfiklad skupiny elektrofilni a epoxyskupiny. Na enzymu jsou zase pro vznik vazby
diilezité ionizovatelné postranni fetézce aminokyselin lysinu, argininu, histidinu, cysteinu,

tyrosinu, kyseliny asparagové a glutamové (Zucca a Sanjust, 2014), (Korecka, 2020).

Imobilizace pomoci zesiténi

Tato metoda vyuzivd bifunkénich Ccinidel (glutaraldehyd, bisdiazobenzidin,
hexamethylen diisokyanat), ktera jsou schopna tvofit mezi enzymy kovalentni vazby, dojde
tak k jejich proktizeni a naslednému shluknuti, které na pohled muize pusobit, jakoby se
enzym vysrazel. Na rozdil od ostatnich zptsobti imobilizace zde neni nutny zadny specificky
drahy nosi¢. Zesitény enzym je ve vod¢ nerozpustny a vykazuje vyssi stabilitu pti skladovani
a pti jeho aplikaci. K vytvofeni této sit¢ je tfeba mit enzym v co nejcistsi podobé. Toho je
poméme slozité dosahnout. Tato metoda dovoluje vytvoreni agregatii 1 vice tipti enzymu
zaroven. Manipulace s takto imobilizovanym enzymem je ale kvuli absenci pevného nosice

obtizna (Govardhan, 1999).

Imobilizace pomoci zapouzdieni

Zapouzdieni spo¢ivd v zachyceni vétSich enzyml v kapaliné, kterd je obalena
semipermeabilni membranou, ta je udrzuje v ur€itém vymezeném prostoru a zaroven je
chrani pfed okolnim prostfedim, které by je mohlo poSkodit. Aby tato metoda byla funk¢ni,
membrana musi umoznit prichod substratu dovniti a z produktu ven, ale zaroven nemutze
dovolit enzymu prochazet ven z vytvorené kapsule. Je vytvotrena n€kolika nosnymi materialy
(napf. nitratem celuldzy a nylonem). Jeji propustnost 1ze ovlivnit vybérem velikosti otvora v
membrang. V piipadé potieby je mozné prostiedi v kapsuli upravit za ucelem dosdhnuti co
nejvyssi aktivity enzymu. Dalsi vyhodou této metody je, Ze po piestupu pfes membranu neni
molekulam substratu kladen témér zadny odpor, jako tomu je napiiklad u enkapsulace. Také
umoziuje mit v jedné kapsli dohromady 1 vice rliznych enzymt. Problém tu ¢ini difuze, kdyz
se veétsi mnozstvi produktu nachazi najednou uvnitt kapsule. To potom mize zpusobit
prasknuti kapsle. Rozpoustédlo totiZ mize vlivem osmotického tlaku proudit dovnitt kapsule,

ve které jsou enzymy zapouzdiené (Maghraby et al., 2023), (Korecka, 2020).

Imobilizace metodou enkapsulace
K imobilizaci enzymu se vyuZivaji polykationtové nebo polyaniontové polymery,
které po pifidani iontd vytvofi gel. Mezi jedny z nejCastéji pouzivanych polymert patii
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alginat, polysacharid ziskdvany z bunéénych stén hnédych motskych fas a z pouzder urcitych
druhti bakterii. Pfitomnost alginatu ve sténach chrani fasy pfed poskozenim tim, Ze jim
dodava pottebnou pruznost a pevnou strukturu. U bakterii napomaha k tvorbé biofilmu. Je
netoxicky a diky svému snadnému biologickému odbourani v téle a schopnosti tvofit

hydrogel je od svého objevu roku 1881 znam jako zahustovadlo, stabilizator, gelujici ¢inidlo

a emulgator. Sklada se ze zbytkl vazané vazbou 31,4 kyseliny p-mannuronové (M) a vazbou

al,4 kyseliny L-guluronové (G). Tyto zbytky jsou v alginatech fazené za sebou po blocich.
Bloky se skladdaji z po sobé jdoucich G zbytkii (GGGGGG), po sobé jdoucich M zbytkl
(MMMMM) a stiidajicich se M a G zbytki (MGMGMG). Na zesiténi pomoci dvojmocnych
iontd (napt. Ca2+ ionty) za nasledné tvorby hydrogelu se podili pouze G bloky. Obsah M a G
zbytkli se u alginati z raznych zdroji lisi. Jejich pomér také udava fyzikalni vlastnosti
vysledného gelu jako je napiiklad mira tuhosti (Raus a kol., 2021).

Polymer s enzymem nereaguje, pouze svym zesiténim omezi pohyb enzymu, ktery
tak z n¢j nevyplavuje. Zaroven jsou v celém objemu gelu pory, které umoznuji prachod
substratu dovnitit a produktu vné z buiiky. Velikost téchto port zavisi na koncentraci a druhu
daného polymeru. Dalsi vyhodou této metody je moZnost upraveni mikroprostiedi uvniti gelu
za ucelem co nejvyssi efektivity enzymu.

Tato metoda neni vhodna pro takové typy reakci, kdy je enzym a substrat podobné
velikosti, nebo pokud je reaktant vétSi nez samotny enzym. Dalsi nevyhodou je zpomaleni
proudéni enzymu skrz gel a mozné zpomaleni celé¢ chemické reakce, ¢i omezeni reakcni
schopnosti enzymu. Také zde mlze dochazet v n€kterych piipadech k uréitému stupni uniku,
vétsimu nez u metod, jako je napiiklad sitovani nebo kovalentni interakce. Vyhodou naopak
je dostupnost a biologickd odbouratelnost polymerti (Hanzuchova, 2014; Maghraby et al.,
2023).

Imobilizace pomoci adsorbce

Pfi imobilizaci za pomoci adsorbce je vyuzivano k vazbé mezi enzymem a nosicem
fyzikalnich sil jako jsou vodikové mustky, Wander-Waalsovy interakce nebo hydrofobni
interakce. Jde o sily ponckud slabé, obzvlasté v porovnani s vySe zminénou kovalentni
vazbou. Enzymy tak mohou pomérné snadno z nosice unikat. Dal§im tskalim této metody je,
7ze ne kazdy enzym lze imobilizovat na jakykoliv nosi¢. Pro spravnou adsorpci musi byt
splnény uréité podminky, a to konkrétné aby enzym s nosi¢em interagovaly. Uspéina

adsorpce je zarucena pritomnosti specifickych aktivnich skupin, které jsou ptfitomny na
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nosném materidlu. Pokud na materialu nejsou ptitomny, mohou byt tyto interakce vytvoieny
pfidanim modifikatorti nosi¢l, které umoznuji spojeni mezi enzymy a nosi¢i. Vyhoda této
metody je, Ze je oproti vétSiné velice levna a snadna na vyrobu (Jesionowski et al., 2014;

Korecka, 2020).

Imobilizace pomoci iontové vazby

K imobilizaci za pomoci iontové vazby jsou pouzity enzymy, které jsou opacné
nabité, nez je vybrany nosi¢. Dojde tak k vytvofeni iontové vazby. Ta je zpravidla pevnéjsi
nez vazba pomoci adsorbce, ale stale mén¢ stabilni nez vazba kovalentni. Enzymy jsou z
povrchu nosic¢e snadno vyvazatelné. Vyskyt ndboje na nosi¢i mize zpusobit nezddouci zmény
ve struktufe a fungovani enzymu. Pro tuto metodu je tak nutné zvolit pouze takové enzymy,

které budou schopny iontové interakce s nosi¢i vytvaret (Maghraby et al., 2023).

3. Metodicka cCast

3.1 Seznam pouzitych chemikalii

Akrylamid Sigma-Aldrich, USA
Ampicilin

Alginat Sodny Sigma-Aldrich, USA
L-Asparagin Carl Roth, Némecko
Coomassie Briliant Blue Sigma-Aldrich, USA

Chlorid sodny (NaCl) Lach-Ner, CR

Dodecylsiran sodny (SDS) Carl Roth, Némecko
Dithiotreitol (DTT) Duchefa Biochemie, Nizozemsko
Ethanol Lach-Ner Group,

Hydroxid sodny Penta, CR

Isopropyl B-D-thiogalaktopyranosid (IPTG) Serva, Némecko

Kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA) Sigma-Aldrich, USA
Kyselina chlorovodikova Penta, CR

Kyselina trichloroctova (CCl;COOH) VWR International, Némecko
Nesslerovo ¢inidlo Supelco
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N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin (TEMED) Sigma-Aldrich, USA

Peroxodisiran amonny (APS) BioFroxx, Némecko

Pierce BCA Protein Assay Kit Thermo Fisher Scientific
PureCube 100 NiNTA Agarosa Cube Biotech, Némecko
Trisma base (Tris) Sigma-Aldrich, USA
Tris-boratovy pufr obsahujici EDTA (TBE)? Fluka (Sigma-Aldrich), USA

K produkeci ASN339Pt iso 1 byl pouzit plasmid pET16bASN339Pt iso 1 a bunééna kultura
Escherichia coli LEMO 21 (DE3) poskytnut¢ Laboratofi biochemie proteini s
technologickym potencialem VSCHT Praha.

3.2 Roztoky, média a pufry

Luria-Bertani medium (LB medium)

Na 1 litr média:
5 g NaCl
5 g kvasni¢ného extraktu

10 g tryptonu

Pii ptipravé pevného LB média bylo k 1 litru LB média ptidano 15 g agaru. K ptipravé LBA
média byl k LB médiu piidan ampicilin do vysledné koncentrace 0,1 mg/l. Po smichani bylo

médium sterilovano v autoklavu.

Roztoky na Britton-Robinsonovy pufry
Roztok A:
0,04 M kyselina borita

0,04 M kyselina fosfore¢na
0,04 M kyselina octova
Roztok B:
0,2 M hydroxid sodny
Namichanim riznych pomért roztokit A a B byla pfipravena série roztokli o riznych

hodnotach pH.
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Tris-HCl pufr ( 1 litr pufru)
100 mM Tris-HCI pufr (pH 8)
12,114 g Trizma® base
100 mM Tris-HCI pufr (pH 9)
12,114 g Trizma® base
50 mM Tris-HCI pufr (pH 7,5)
6,057 g Trizma® base

Pufry pro afinitni chromatografii na koloné s Ni-NTA agarosou
Pufr A:

50 mM Tris-HCl1 pH 7,5 s 10 mM imidazolem, pH 7,5
Pufr B:

50 mM Tris-HCI pH 7,5 s 40 mM imidazolem, pH 7,5
Elu¢ni puft:

50 mM Tris-HCl1 pH 7,5 s 250 mM imidazolem, pH 7,5

Roztok Coomasie Brilliant Blue ( 0.5 litru roztoku)

1,25g Coomassie Brilliant Blue R-250

50 ml kyselina octova

250 ml ethanol

Odbarvovaci roztok
9% kyselina octova

25% ethanol denaturovany
Po navazeni a rozpusténi byl roztok doplnén na objem destilovanou vodou.
2% roztok CaCl, ( 1 litr roztoku)

20 g CaCl,

Po navazeni a rozpusténi byl roztok doplnén na pozadovany objem destilovanou vodou.

Elektrodovy pufr (hodnoty na 1 litr)
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18,8g glycin
3,02¢g Tris
1g SDS

Po navézeni a rozpusténi byl roztok doplnén na pozadovany objem destilovanou vodou.

10% délici gel na SDS-PAGE (hodnoty na 5 ml)

1,9 ml destilovana voda

1,7 ml 30% (akrylamid:bisakrylamid v poméru 29:1)
1,3 ml TRIS-HCI, pH 8,8

0,05 ml 10% SDS

0,05 ml 10% APS

0,002 TEMED

% zaostr 1 gel pro SDS-PAGE (hodnotv na 2 ml

1,4 ml destilovana voda

0,33 ml 30% (akrylamid:bisakrylamid v poméru 29:1)
0,25 ml TRIS-HCI, pH 6,8

0,02 ml 10% SDS

0,02 ml 10% APS

0,002 ml TEMED

Roztoky alginatu sodného pro imobilizaci (100 ml roztoku)

2% alginatovy roztok
2 g alginat sodny
4% alginatovy roztok
4 g alginat sodny
6% alginatovy roztok
6 g alginat sodny
Smés byla za stalého michani zahiivana na 50 C°, dokud nedoslo k uplnému rozpusténi
alginatu.
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Po rozpusténi byl roztok doplnén destilovanou vodou na pozadovany objem.

3.3 Pfistroje

e Aparatura pro polyakrylamidovou elektroforézu ~ Bio-Rad, USA

Analytické vahy ALJ 200-5DA
BioSan 3D Sunflower Mini Shaker
Centrifuga Avanti® J-26 XPI
Centrifuga MPW 352R

Destickovy spektrofotometr Epoch 2
Déavkovac Linomat 5

Magneticka michackalKA RCT basic
HomogenizatorOneShot Cell Disruptor
ThermoStat plus

Thermomixer Comfort

pH metr 50+ DHS

Roto-Shake Genie

Spektrofotometr SmartSpec™ 3000
Vortex ZX4 VELP

Lyofilizator

Kern, Némecko

BioSan, Lotyssko
Beckman Coulter Inc., USA
Med. Instruments, Polsko
Biotek, USA

CAMAG®), Svycarsko
Schoeller Instruments, CR
Constant Systems, UK
Eppendorf, Némecko
Eppendorf, Némecko

XS Instruments, Italie
Schoeller Instruments, CR
Bio-Rad, USA
Scientifica, Italie

Labconco, X

3.4 Pouzit¢ metody

3.4.1 Transformace bunék plasmidovou DNA

Suspenze bunck Escherichia coli LEMO 21 (DE3) byly po vyjmuti z mrazaku
ponechany 20 minut v nadobé s ledem, aby doSlo k jejich rozmrazeni. Z mrazaku byl v
mezicase také vyjmut plasmid pET16b ASN339Pt iso 1. Po jeho rozmrazeni byl 1 pl
plasmidu pipetovan do zkumavky sjiZz rozmrazenymi bunkami. VSe bylo peclivé
promichédno. Nasledné byla zkumavka vloZena na 90 vtetin do inkubatoru zahfatém na 42 °C.
Poté bylo k buikdm piiddno 600 pl LB média. Néasledné se zkumavka pfemistila opét do
inkubdatoru, ktery byl nastaven tentokrat na 37 °C. Tam se bunky nechaly po dobu jedné
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hodiny regenerovat. Po hodin¢ v inkubatoru bylo 200 pl obsahu zkumavky rovnomeérné

rozetfeno na LBA misku (koncentrace ampicilinu 100 pg/ml). Miska byla inkubovana po

dobu 16 hodin pii 37 °C.

3.4.2 Kultivace bunék v tekutém meédiu
Ve sterilnim prostiedi byly do zkumavky pipetovany 4 ml LB média a 4 pl ampicilinu

(vysledna konc. 100 pg/ml). Néasledné byla z misky, na které narostly kolonie

transformovanych bunék Escherichia coli LEMO21 (DE3), na Spicku nabrana jedna kolonie
a Spicka byla vlozena do zkumavky s médiem. Zkumavka byla inkubovana pti 37 °C za

stalého trepani pii 130 RPM piiblizné 16 hodin.

Narostlé¢ inokulum bylo pouzito pro okovani do vétsiho objemu LB média. Do 200
ml LB média v 500 ml Erlenmeyerové bance byly pfidany 2 ml narostlého inokula z
predeslého dne. Baika byla umisténa do orbitalni ttepacky, kde byla pti 37 °C za stalého
trepani pifi 200 RPM ponechana po dobu 4 hodin. Pro ovéfeni, zda bunky narostly do
potfebného mnozstvi, bylo provedeno méteni optické denzity pomoci spektrofotometru pfi
vlnové délce 600 nm. Pifi OD = 0,5 byl pfidan induktor genové exprese IPTG v kone¢né
koncentraci 0,3 mmol/l. Suspenze bun¢k byla odstiedéna pii 10000 g po dobu 10 minut pii 4
°C. Vysledna peleta byla skladovana piti -20 °C.

3.4.3 Izolace a precisténi ASN339Pt iso 1

ASN339Pt iso 1 byla pfeciSténa pomoci afinitni chromatografie s pouzitim NiNTA
agarosy. Stacionarni faze kolony byla promyta 10 ml ekvilibra¢niho pufru 100 mM TRIS s 10
mM imidazolem, pH 9. Nasledn¢ byl nanesen vzorek. Po proteceni vzorku ndsledovalo
promyti 2x5 ml ekvilibra¢niho pufru. Poté byla kolona promyta 2x5 ml promyvaciho pufru
100 mM TRIS pH 9 (konc. imidazolu 40 mmol/l). Nasledovala eluce 2x5 ml elu¢niho pufru
100 mM TRIS pH 9 (konc. imidazolu 250 mmol/l). PteciStény vzorek bylo nutné zbavit
vysoké koncentrace imidazolu. To bylo provedeno odsolenim pomoci gelové chromatografie

na koloné¢ PD10. Kolona byla promyta 10 ml 100 mM TRIS pufru, pH 9. Nasledné bylo
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naneseno 2,5 ml vzorku, ktery protekl kolonou, poté bylo ptiddno 3,5 ml TRIS pufru, ktery
byl jiman. Koncentrace pre¢isténého enzymu byla stanovena pomoci Pierce ™ BCA Protein

Assay Kit.

3.4.4 Analyza preciSténi ASN339Pt iso 1 pomoci SDS-PAGE

Pro analyzu pfecisténi enzymu pomoci SDS-elektroforésy bylo pfipraveno 5 ml 10%
déliciho gelu, ktery byl nalit mezi skla aparatury, ktery se nechal polymerovat po dobu 20
minut za nepfitomnosti vzduchu. Nasledné byly pfipraveny 2 ml 5 % zaostfovaciho gelu, do
kterého byl vtlacen hiebinek. Gel byl ponechan 20 minut polymerovat. Nasledné byl hiebinek
z gelu vyjmut a vytvorené jamky byly promyty elektrodovym pufrem. Elektrodovym pufrem
byla také vyplnéna vnitini 1 vnéj$i komora aparatury, aby byl ponofen spodni okraj gelu a

platinovy dratek tvoftici elektrodu.

Nasledné byly ptipraveny vzorky pro SDS-PAGE (vzorek pelety byl resuspendovan
pomoci 6 ml 100 mM TRIS pH 9) smichanim 15 pl vzorku a 15 pul PLB (Protein Loading
Buffer). Vzorky byly povafeny po dobu 6 minut. Nasledné byly vzorky na ledu opét
zchlazeny a odstfedény na stolni centrifuze. Vzorky byly do jamek gelu naneseny v tomto

potadi:

M —NZYBlue Protein Marker (8 pl)

1 — peleta po rozbiti buné¢k (2 pl)

2 — supernatant po rozbiti bunék (2 pl)

3 — vzorek po protekci kolonou (2 ul)

4 — promyti pufrem s 10mM imidazolem (2 pl)

5 — promyti pufrem s 10mM imidazolem (10 pl)
6 — promyti pufrem se 40mM imidazolem (10 ul)
7 — promyti pufrem se 40mM imidazolem (15 pl)

8 —eluce pufrem s 250mM imidazolem (15 pl)
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9 — eluce pufrem s 250mM imidazolem (15 pl)

Jako standard molekulovych hmotnosti byl pouzit NZYBlue Protein Marker. Déleni
proteinii probihalo ptfi 180 V. Vysledny gel byl po vyjmuti z aparatury pro SDS-PAGE
umistén do roztoku Coomassie Brilliant Blue, kde byl gel po dobu 20 minut inkubovéan na
tfepacce. Nasledné byla Coomassie Brilliant Blue odlita a gel byl zalit odbarvovacim
roztokem, kde byl na tfepacce ponechan po dobu 15 minut, kdy doSlo k vyméné
odbarvovaciho roztoku. Odbarvovani probihalo, dokud nebyly prouzky na gelu zietelné

viditelné. Nakonec byl potizen sken gelu.

3.4.5 Analyza precisténi ASN339Pt iso 1 pomoci SDS-PAGE

Do 1,5 ml zkumavky s 290 pl 10 mM roztoku asparaginu v 100 mM TRIS pH 9 bylo

pipetovano 10 pl enzymu o konc. 1,5 mg/ml. Obsah zkumavky byl promichdn pomoci
vortexu. Reakce probihala po dobu 10 minut pti 37 °C. Reakce byla zastavena ptfidavkem 15
ul 1,5 M TCA. Po zastaveni reakce bylo pfidano 36 pl Nesslerova Cinidla, které ve zkumavce
ucinkovalo po dobu 10 minut za pokojové teploty. Nasledné bylo 200 ul smési ze zkumavky
pipetovano do mikrotitracni destiCky. Desticka byla vlozena do spektrofotometru, kde byla
mefena absorbance pii vinové délce 436 nm. Pro kvantifikaci mnozstvi uvolnéného
amoniaku byla sestrojena kalibracni kiivka. K sestaveni kalibracni kiivky byly pfipraveny
roztoky siranu amonného o koncentraci 0,05, 0,1, 0,15, 0,2, 0,3 a 0,4 mM. K 290 ul roztoku
bylo pfidano 15 pl TCA a 36 ul Nesslerova ¢inidla a smés byla inkubovéna 10 minut pii
laboratorni teploté. Nasledné byla u téchto roztokti métena jejich absorbance pii vinové délce

436 nm.

3.4.6 Biochemicka charakterizace ASN339Pt isol

Pro stanoveni pH optima byla pfipravena série roztokt Britton-Robinson pufrti s 10
mM asparaginem o pH hodnoté 7,8; 8,64; 8,97; 9,22; 9,47; 9,96; 10,81 a 11,21. Aktivita

enzymu byla stanovena zptisobem popsanym vyse.
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Pro stanoveni teplotniho optima byla provedena série méteni jeji aktivity pii teploté
15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55 a 60 °C. Jako substrat byl pouzit roztok 10 mM asparaginu
ve 100 mM pufru TRIS pH 9. Aktivita enzymu byla stanovena zptisobem popsanym vyse.

Pro stanoveni hodnoty Michaelisovy konstanty byla pfipravena série roztokl
asparaginu o koncentraci 2, 5, 10, 15, 25, 35, 60, 90, 120 a 150 mmol/l. Asparagin byl
rozpuStén ve 100 mM pufru TRIS pH 9. Aktivita enzymu byla stanovena zplsobem

popsanym vyse.

Nameétené hodnoty absorbance byly pfevedeny na koncentraci uvolnéného amoniaku
na zaklad¢ kalibracni kiivky. Ziskané hodnoty byly pouzity k vypoctu aktivity asparaginasy
pfi jednotlivych koncentracich asparaginu. Hodnoty byly proloZeny kiivkou v programu
GraphPad Prism 7. Pro prolozeni hodnot byla pouzita rovnice pro substrdtovou inhibici

(rovnice 1) a jeji modifikovana varianta (rovnice 2) (Baprio et. al.,2018),

Vlim ’ [S]
Ll [S] rovnice 1
Ko ¥ [S].(1+T(-—)
L
= o {Sj— ST rovnice 2
K+ 151 ()
l

kde V,,, je maximalni rychlost pii saturaci substratem, [S] je koncentrace substratu, Ky, je

Michaelisova konstanta, n je pocet molekul substratu a K; je inhibi¢ni konstanta.

3.4.7 Metody imobilizace ASN339Pt iso 1

Imobilizace byla provedena metodou enkapsulace enzymu do alginatovych kulicek.
Rozpu$ténim alginitu v destilované vodé pomoci magnetické michacky byly pfipraveny

roztoky algindtu sodného v destilované vodé¢ o koncentracich 2 %, 4 % a 6 %.
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Roztok ASN339Pt iso 1 byl pfidan k algindtovému roztoku v poméru 1:4 (v/v). V
ramci experimentu bylo pipetovano 0,25 ml enzymového roztoku (hmotnost enzymu v
roztoku= 0,725 mg) do 0,75 ml alginatového roztoku. Smés byla dikladné promichéna po
dobu 1 minuty za pouZiti vortexu. Pfipravend smeés byla pomoci 1 ml stfikacky ddvkovana po
kapkach do vychlazeného 2% roztoku chloridu vapenatého (CaCl:) za neptetrzitého michani.
Proces sitovani alginatu probihal po dobu 20 minut. Po uplynuti stanovené doby byly
alginatové kulicky pfeneseny na filtrani papir, kde setrvaly po dobu 7 minut, aby doslo k
odstranéni prebyte€ného roztoku. Nasledné byly kulicky zvaZeny na analytickych vahach.
Pro méfeni enzymové aktivity byla kazda kuli¢ka ptidéna do 2 ml zkumavky s rovnym dnem
(kvili minimalizaci poSkozeni pfi vyjimani alginatové kulicky) s 290 pl roztoku 10 mM
asparaginu ve 100 mM pufru TRIS pH 9. Po uplynuti doby reakce byly kuli¢ky ze zkumavky
vyjmuty. Nasledné byly pfemistény na 10 min do 2 ml zkumavky obsahujici 300 pul 100 mM
pufr TRIS pH 9 pro odmyti substratu i produkti z povrchu i z nitra kulicky. Poté byla
kuli¢ka ze zkumavky opét vyjmuta a pfemisténa do nové 2 ml zkumavky se 100 mM pufrem
TRIS pH 9. V této zkumavce byla kulicka uskladnéna v lednici do doby dal§iho méfeni
aktivity.

Pro jednoduchou imobilizaci pomoci adsorpce na povrch byla jako nosi¢ pouzita
kolecka filtracniho papiru. Na kazdé¢ kolecko bylo pomoci pipety naneseno 5 pl enzymového
roztoku ASN339Pt iso 1 (na kazdy papirek ptipadlo 4,3 pg enzymu). Po naneseni enzymu
byly papirky ponechany 20 minut pii pokojové teploté, aby doslo k odpateni kapaliny.
Nasledné byla v ¢asovych intervalech 24 hodin méfena specifickd aktivita papirkl. Z davodu
nemoznosti vyuZit tento imobiliza¢ni nosi¢ k opakovanému vyuzivani byla specificka aktivita
enzymu u kazdého papirku métena pouze jednou. Pii kazdém méfeni byly pouzity 3 filtracni
papirky a 5 pl neimobilizovaného enzymu ASN339Ptiso 1 pro porovnani. Mezi méfenimi
byly filtra¢ni papirky uchovavany v Petritho miskach z divodu zamezeni kontaminace

vnéjSimi polutanty. Petriho misky byly uchovavany v lednici pii 5 °C.

Pro imobilizaci pomoci iontové vazby byla jako nosi¢ pouzita nitrocelulosova

membrana Amersham Protrans™ 0,45 ym NC, Whatman AE 100 a Whatman AE 98 s pory o

velikosti 0,45, 12 a 15 um. Kazdd membrana byla rozdélena na obdélniky 4x12 mm. Do
kazdého obdélniku bylo pomoci pristroje Linomat 5 naneseno 5 pl ASN339Pt iso 1. Pii
prvnim nanasSeni na membrany byla naméfena aktivita enzymu rovna nule. NanaSeni pomoci

Linomatu 5 bylo opakovano, tentokrat vSak pouze do 4 obdélnikii membran, které byly ihned
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preneseny k méfeni enzymové aktivity, aby se vyloucilo poskozeni enzymu dlouhou dobou
nanaSeni. Aktivita téchto membran se také po zméfeni rovnala nule. Na zakladé téchto
poznatkl byl pfistroj Linomat 5 shledan nevhodnym pro nanaSeni ASN339Pt iso 1. Nasledné
byla pfipravena nova sada membran. Enzym byl na obdélniky membran tentokrat nanasen
pomoci pipety. Aby se docililo toho, ze na kazdém obdélniku bude pouze 5 ul enzymu,
membrana byla rozstiihana jiz pfed nandSenim. Nasledné byla po dobu 5 dni métena aktivita

enzymu. Méteni byl provadéna v Casovych intervalech 24 hodin.

Pro imobilizaci pomoci afinitni interakce proteinu a nosice byly pouZzity mikrotitracni
desticky sjamkami potazenymi funk¢nimi skupinami koordinujici nikelnaté kationty
(NiINTA). Byly pfipraveny enzymové roztoky s 11020 pg, 204 ng a 410,8 pg (odpovida
fedici fadé¢ enzymové smesi 1x, 5x a 25x). Do jedné jamky desticky bylo pipetovano vzdy
200 pl enzymu. Enzym o urcité¢ koncentraci byl nanesen pokazdé do 5 jamek desticky.
Nasledné byl enzym v jamce inkubovan piti 20 °C po dobu 1 hodiny. Poté byla kazda jamka
3x promyta 220 pl 100 mM pufru TRIS pH 9 a z jamek byl odsat piebyte¢ny puft. Desticka
pak byla zchlazena na -80°C po dobu 2 hodin. Poté nésledovalo vysuseni desticky pomoci
lyofilizatoru. Lyofilizace probihala pii -50 °C po dobu 16 hodin. Nasledné bylo do kazdé
jamky pipetovano 220 pl 10 mM asparaginu ve 100 mM TRIS pH 9. Reakce probihala po
dobu 30 minut. Nésledné€ bylo z kazdé jamky odebrano do 1,5 ml zkumavky 200 pl reakéni
smési, ke které bylo pro zastaveni reakce ptidano 10 pl 1,5 M TCA. Nasledné bylo do
zkumavky pfidano 24 pl Nesslerova cinidla. Nakonec byla zméfena absorbance pomoci

spektrofotometru.

4. Vysledky

4.1. Produkce rekombinantni

Plasmid (pET16bAsp339Pt) kodujici L-asparaginasu z P. thiaminolyticus byl pouzit k
transformaci bunék E. coli LEMO 21 (DE3), ve kterych doslo k produkci ASN339Pt iso 1.
Uspésnost produkce rekombinantniho enzymu pii 37 °C byla zjistovana pomoci metody

SDS-PAGE s naslednym barvenim Coomassie Brilliant Blue. Na zéklad¢ obrazku vysledného
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gelu (Obrazek 4) bylo zjisténo, Ze molekulovd hmotnost produkovaného proteinu odpovida
pfiblizné¢ 40 kDa. Béhem promyvacich krokti s 10 a 40 mM imidazolem témé&f nebyl cilovy
protein detekovan, coz svéd¢i o jeho dobré vazbé na NiNTA kolonu. V prvni elu¢ni frakci s
250 mM imidazolem (Obrazek 4, draha 4) byla pozorovana nejvyssi koncentrace cilového
proteinu. Zaroven zde bylo pozorovano minimalni mnozstvi kontaminujicich proteinti, coz

sveédci o vysoké Cistoté a uspésné purifikaci vzorku.

Na zéklad¢ téchto vysledkd lze tak konstatovat, ze produkce cilového proteinu
ASN339Pt iso 1 byla UspéSna a zvolend metoda afinitni chromatografie pomoci NiNTA
agarosy vedla k jeho efektivni purifikaci. Koncentrace ASN339Pt iso 1 ve vysledném
preparatu byla 0,86 mg/ml.

S S - kDa
-180
40 kDa —
.-f::x b -
o B | —45

- - &

1% W

Obrazek 4: Polyakrylamidovy gel po SDS-PAGE obarveny Coomassie Briliant Blue. Vzorky
po izolaci a purifikaci pomoci afinitni chromatografie na koloné¢ s NiNTA agarosou.
Jednotlivé drahy obsahuji: M NZYBIlue Protein Marker, S supernatant po rozbiti bun¢k, P
peleta po rozbiti bun€k PO nezachycené proteiny proteklé kolonou, 1 prvni promyti 10 mM
imidazolem, 2 druhé promytil0 mM imidazolem, 3 prvni promyti 40 mM imidazolem, 4

prvni eluce 250 mM imidazolem, 5 druha eluce 250 mM imidazolem.
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4.2. Biochemicka charakterizace ASN339Pt 1sol

Pro stanoveni pH optima byla méfena aktivita L-asparaginasy Vv sérii
Britton-Robinsonovych pufri s pH rozmezim 7,8 az 11,21. Nejvyssi prumérnou aktivitu
vykazovala L-asparaginasa pii hodnoté pH 9,47 (Graf 1). Z grafu je ziejmé, Ze je tento enzym

aktivni v alkalické oblasti pH.

2,50

% ! }

0,50

N
o
o
—e—
—eo—

Specificka aktivita [umol/min/mg]

0,00
7,50 8,00 8,50 9,00 9,50 10,00 10,50 11,00 11,50

pH

Graf 1.: Zavislost specifické aktivity ASN339Pt iso 1 na pH

Pro stanoveni teplotniho optima byla métfena aktivita L-asparaginasy v teplotnim
rozmezi 15 az 60 °C, pficemz nejvyssi aktivitu vykazovala pii 40 °C (Graf 2 ). Pfi vyssi

teploté zacala aktivita vlivem denaturace enzymu klesat.
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Graf 2. : Zavislost specifické aktivity ASN339Pt iso 1 na teploté

Na zaklad¢ vysledkli méteni zavislosti pocatecni rychlosti na koncentraci substratu je
ptedpokladéano, Ze pii vySSich hodnotach substratu v reakéni smési dochazi k inhibici reakce
substratem (Graf 3). Pomoci programu GraphPad Prism 7 byly zjiStény nasledujici hodnoty
kinetickych parametrt: Ky= (6,13 +- 1,11) mmol/l, V= (0,62 +- 0,03) umol/min/mg a K=
(150 +- 10) mmol/I (obr. 3)
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Graf 3: Zavislost poc¢atecni reakcni rychlosti enzymové reakce na koncentraci substratu pii 37 °C.

Data byla vyhodnocena programem GraphPad Prism 7.

4.3. Imobilizace do alginatu

Pro imobilizaci do alginatu byly vytvofeny kulicky 2, 4 a 6 % algindtu sodného,
obsahujici ASN339Pt iso 1. Nasledné byla v casovych intervalech 24 hodin méfena
specificka aktivita kazdé kulicky. Pti kazdé sérii méteni kuli¢ek byla pro porovnani métena i
aktivita neimobilizované ASN339Pt iso 1. M¢feni aktivity v kulickach s 2% alginatem (Graf

4) bylo ukonceno po 3 dni méfeni, kdy specificka aktivita kulicek klesla témét na nulu.
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Pravdépodobné doslo k vyplaveni enzymu z divodu nizké hustoty alginatové sité¢ v
kuli¢kach. Specificka aktivita v kulickach s 4% alginatem byla pfi prvnim méteni az o 420 %
vys§i nez tomu bylo u neimobilizovaného enzymu (Graf 5). Nasledné jejich aktivita v
pribéhu méfeni rychle klesla na v priméru 100 % specifické aktivity enzymu
neimobilizovaného. Poté se jeho specificka aktivita udrzovala mezi 80-90 % a ke konci na 61
% specifické aktivity neimobilizovaného enzymu. Tento pokles mohl byt taktéz disledkem
castecného uvolnéni enzymu z alginatu, nebo degradaci enzymu v pribéhu ¢asu. Vysledky
mefeni specifické aktivity kulicek se 6% alginatem (Graf 6) se pak az na pocatecni, o 40 %
niz8i aktivitu nez byla pozorovana u 4% kulic¢ek s pfedeslym métenim shodoval. V priiméru

pak po prvni dny sledovani vykazovaly pouze o 4,5 % niz$i hodnoty aktivit (Graf 6).

Imobilizace ASN339Pt iso 1 do 2% alginatu sodného

10

Specificka aktivita [umol/min/mg]

Cas [dny]
® Enzym volny Kulicka ¢. 1 Kuli¢ka ¢. 2 Kulicka ¢. 3

Graf 4: Graf zmény specifické aktivity ASN339Pt iso 1 imobilizované do 2% alginatu v ¢ase. Enzym volny

predstavuje neimobilizovany enzym pro porovnani.
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Imobilizace ASN339Pt iso 1 do 4% alginatu sodného
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Graf 5: Graf zmény specifické aktivity rL-asparaginasy imobilizované do 4% alginatu v ¢ase. Enzym volny

predstavuje neimobilizovany enzym pro porovnani.

Imobilizace ASN339Pt iso 1 do 6% alginatu sodného
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Graf 6: Graf zmény specifické aktivity rL-asparaginasy imobilizované do 6% alginatu v Case. Enzym volny

predstavuje neimobilizovany enzym pro porovnani.
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4.4. Imobilizace na filtracni papir

Pro imobilizaci L-asparaginasy na filtracni papir byla vytvofena pomoci kancelarské
dérovacky sada kolecek filtracniho papiru (Obrazek 5). Na kazdé kolecko o poloméru 3 mm
bylo naneseno asi 4,3 pug enzymu. Byly provedeny dvé série méteni, pricemz jednotlivé
barevné body odpovidaji métenim provedenym na jednotlivych koleckach filtracniho papiru
(oznacené jako "Filtracni p. 1" aZ "Filtracni p. 4") a kontrolni méfeni volného enzymu

(oznacen¢ jako "Enzym volny").

Obrazek 5: Sada kolecek filtracniho papiru pfipravena na naneseni enzymu.

Z dat méteni vyplynulo, ze pfi prvnim méfeni vykazoval imobilizovany enzym az 2x
vyssi specifickou aktivitu, nez tomu bylo u enzymu neimobilizovaného o stejné hmotnosti
vreakéni smési. Nasledné¢ v pribéhu 1. série méfeni (Graf 7) zacala aktivita enzymu
pozvolna klesat, az v posledni den vykazoval imobilizovany enzym 3x niz§i aktivitu, nez
tomu bylo u enzymu neimobilizovaného. Z tohoto diivodu bylo méfeni ukonceno. Pti 2. sérii
meéfeni (Graf 8) nebyl pozorovan tak velky rozdil ve specifickych aktivitich enzymu na
filtracnim papiru a neimobilizovaném enzymu. Nahlé zvySeni specifické aktivity volného

enzymu ve 3. a 4. dni mohlo byt zplsobenou néjakou chybou. Nameéfené hodnoty
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specifickych aktivit tak byly celkové vice konzistentni. Oproti 1. sérii méteni (Graf 7) vSak

byly celkové hodnoty aktivit imobilizovaného i1 volného enzymu nizsi.

Imobilizace ASN339Pt iso 1 na filtracni papir 1. méreni
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Graf 7: Graf zavislosti mény specifické aktivity L-asparaginasy imobilizované na filtra¢ni papir na Case — 1.série

mefeni.
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Imobilizace ASN339Pt iso 1 na filtracni papir 2. méreni
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Graf 8: Graf zavislosti specifické aktivity L-asparaginasy imobilizované na filtracni papir na case - 2. série

meéfeni.

4.5 Imobilizace na desticku s NINTA

Pro imobilizaci enzymu ASN339Pt iso 1 bylo 200 pl enzymové smési pipetovano do
jednotlivych jamek desticky, ktera se nechala inkubovat po 1 hodinu pfi teploté 20 °C. Do
jednotlivych jamek bylo naneseno 1020 pg, 204 pg a 41 pg. Po 30-minutové reakci enzymu
nebyla naméfena zadnéd r-asparaginasova aktivita. Pokus byl ndsledné opakovéan s novou
destickou, aby se vyloucil ptipadny technicky problém, vysledné aktivita enzymu vSak opét

nebyla detekovana. Kvili vysoké cené jednotlivych desti¢ek tak nebyl pokus déle opakovan.

4.6. Imobilizace na membrany

Jako nosiCe pro imobilizaci ASN339Pt iso 1 byly pouzity tfi druhy nitrocelul6zovych
biomembran. Konkrétné€ se jednalo o membranu Whatman® AE 98 s pory o velikosti 15 pm,
membranu Whatman® AE 100 s pory o velikosti 12 um a membranu Amersham™
Protran™0,45 um NC s pory o velikosti 0,45 pm. Na membrany byl nanesen enzym pomoci
piistroje Linomat 5 (Obrazek 6).
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Obrazek 6: Pristroj CAMMAG® Linomat 5 nanaSejici roztok ASN339Ptiso 1 na membranu Amersham™’
Protran™0,45 pm NC.

Vysledna aktivita enzymu u vSech membran byla po odecteni slepého vzorku nulova,
pficemz kontrolni méteni volného enzymu vykazovalo standardni hodnoty aktivity. To mohlo
byt zptsobené dlouhym procesem nandSeni enzymu pii pokojové teploté na membranu
(celkova doba nanaseni trvala okolo hodiny) nebo doslo k ovlivnéni enzymu pfi samotném
procesu nanaSeni pristrojem. NandSeni pomoci Linomatu 5 bylo opakovano, tentokrat vSak
pouze do 4 obdélnikii membran, které byly ihned pfeneseny k méfeni enzymové aktivity, aby
se vyloucilo poSkozeni enzymu dlouhou dobou nanaSeni. Aktivita téchto membran se také po

méfeni rovnala nule.

Na zaklad¢ téchto poznatkd byl piistroj Linomat 5 shledan nevhodnym pro nanaseni
ASN339Pt iso 1. Nasledn¢ byla pfipravena nova sada membran. Enzym byl na obdélniky
membran tentokrat nanaSen pomoci pipety. Aby se docililo toho, ze na kazdém obdélniku
bude pouze 5 ul enzymu, membréna byla rozstiihana jiz pted nanaSenim. Z divodu
nemoznosti vyuzit tento imobilizacni nosi¢ k opakovanému vyuzivani byla specificka aktivita
enzymu u kazdého kousku membran métena pouze jednou. Pti kazdém méteni byla méfena
specificka aktivita 5 obdélnikli vSech 3 typli membrén a 5 pl neimobilizovaného enzymu
ASN339Pt iso 1 pro porovnani. Mezi méfenimi byly filtracni papiry uchovavany v Petriho

miskach z divodu zamezeni kontaminace vné&jSimi polutanty pii 5 °C. Z dat méfeni
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vyplynulo, Ze nejvyssi specifickou aktivitu vykazoval enzym nanesen na membranu
Whatman® AE 100, jejiz velikost port Cinila 12 pm. (Graf 10). U enzymu na této membrané
byly vysledky namétenych aktivit také v porovnani se zbylymi dvéma nejvice konzistentnimi
a byl zde naméfen nejnizS§i rozdil v porovnani s naméfenou specifickou aktivitou
neimobilizovaného enzymu. Z 90% specifické aktivity v prvni den meéteni klesla 5. den
specifické aktivity na 35 %. U méfeni enzymu naneseném na membrané Whatman® AE 98, s
velikosti pora 15 pm (Graf 9) byl pozorovan, po namétenych vysokych hodnotach v prvnim
dni méfeni pokles aktivity pfi druhém dni méfeni. Po tomto poklesu vSak byly v prabéhu
dalsich dni naméfené hodnoty specifické aktivity imobilizovaného enzymu velmi podobné a
k poklesu jiz moc nedochdzelo. Oproti membrané¢ Whatman® AE 100 byly hodnoty
specifické aktivity v priméru o 16% nizsi. Velice ptekvapujici pak byly vysledky enzymu
naneseném na membrané¢ AmershamTM ProtonTM0,45 um NC, kdy byla naméfena aktivita 1
po nanaseni enzymu pomoci pipety rovna téméf nule, piicemz tato hodnota byla namétena v
pribéhu celé doby méfeni. (Graf 11). NandSeni na tuto membranu bylo opakovano 3x, aby se
vyloucila chyba konkrétni ¢asti membrany, nebo naneseni enzymu bez aktivity. Namétena

absorbance po odecteni slepého vzorky byla vzdy témét nulova.

Imobilizace ASN339Pt iso 1 na membranu Whatman® AE
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Graf €. 9: Graf zmény specifické aktivity L-asparaginasy imobilizované na membrané Whatman® AE 98.
Velikost port membrany je 15 um. Na vodorovné ose (x ose) je zobrazen ¢as v dnech, zatimco na svislé ose (y
ose) je uvedena specificka aktivita enzymu. Graf obsahuje vice datovych sérii, pficemz jednotlivé barevné body
odpovidaji méfenim provedenym na jednotlivych obdélnicich nitrocelul6zové membrany (oznacené jako

membrana €. 1" az "membrana ¢ 5") a kontrolni méfeni volného enzymu (oznacené jako "Enzym volny")
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Graf ¢. 10: Graf zmény specifické aktivity L-asparaginasy imobilizované na membrané Whatman® AE 100.

Velikost portt membrany je 12 pm. Na vodorovné ose (x ose) je zobrazen Cas v dnech, zatimco na svislé ose (y
ose) je uvedena specifickd aktivita enzymu. Graf obsahuje vice datovych sérii, pficemz jednotlivé barevné body
odpovidaji méfenim provedenym na jednotlivych obdélnicich nitrocelulozové membrany (oznacené jako

N

membrana €. 1" az "membrana ¢ 5") a kontrolni méteni volného enzymu (oznacené jako "Enzym volny")
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Imobilizace ASN339Pt iso 1 na namembranu AmershamMT
Proton™MT70,45 um NC
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Graf 11: Graf zmény specifické aktivity L-asparaginasy imobilizované na membran& Amersham™" Proton™70,45
um NC. Velikost port membrany je 0,45 um. Na vodorovné ose (x ose) je zobrazen ¢as v dnech, zatimco na
svislé ose (y ose) je uvedena specificka aktivita enzymu. Graf obsahuje vice datovych sérii, pficemz jednotlivé
barevné body odpovidaji méfenim provedenym na jednotlivych obdélnicich nitrocelulézové membrany
(oznacené jako membrana €. 1" az "membrana ¢ 5") a kontrolni méfeni volné¢ho enzymu (oznacené jako "Enzym

volny").

5. Diskuze

L-Asparaginasy, pokud nejsou izolovany z teplomilnych ¢i chladomilnych kment
bakterii, maji teplotni optimum v teplotnim rozsahu od 37 °C do 60 °C (Jia et al., 2021).
Namétené teplotni optimum zkoumané ASN339Pt iso 1 s teplotnim optimem v hodnotach 40
az 45 °C zapada do hodnot specifickych pro tuto skupinu enzymi. Oproti rekombinantni
L-asparaginase iso 2 izolované taktéz z Paenibacillus thiaminolyticus vykazuje ASN339Pt
isol 1 vysS§i rozsah teplotniho optima o 5 °C (Giirlichova, 2023). I pfesto vSak jeji teplotni
optimum lezi v nizsi oblasti teplot, coz mlize vést k urCitym omezenim pii potencialnim

vyuziti tohoto enzymu v oblasti potravinarstvi, kdy se teplota pfi pfipravé vétSiny vyrobkd, u
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kterych hrozi vznik vys$§iho mnozstvi akrylamidu pohybuje nad 60 °C (FoodDrinkEurope,
2019).

Zavislost enzymové aktivity na pH je dalSim dilezitym faktorem ovliviiujicim
moznosti pouZziti enzymu v praxi. pH optimum vétSiny L-asparaginas se nachazi v bazickych
podminkach v rozmezi pH 8-10. Piikladem mohou byt L-asparaginasy izolované ze Spirulina
maxima s pH optimem 8,59 (Abd ElI Baky, EI Baroty, 2016) nebo ze
Streptomycesgulbargensis s pH optimem 9 (Amena et al., 2010). U zkoumané ASN339Pt
isol se pH optimum pohybuje taktéz v bazické oblasti (9,5-10 pH), pro tuto skupinu enzymu
typickou.

Hodnota Michaelisovy konstanty u L-asparaginas vyuZivanych v mediciné je pro
L-asparaginasu z E. coli 15 umolxI-1 a pro r-asparaginasu z D. dadantii 48 umolxI-1 (Nguyen
et al., 2016). Z odhadované hodnoty Michaelisovy konstanty pro Asp339Pt isol z P
thiaminolyticus (K,= 6,13 +- 1,11 mmol/l ) vyplyva, Ze tento enzym neni vhodny pro pouziti
v medicing, nebot’ je jeho konstanta moc vysokda. Ale mohl by se pouzit v potravinaistvi, kde
Km pouzivanych enzymt se pohybuji v fadu jednotek az desitek mmol/l. Naptiklad hodnota
Michaelisovy konstanty pro komeréné vyuzivany Aspergillus niger je 1,4 mmolxl-1 (Dias et

al., 2019).

Vysledna aktivita zkoumané v-asparaginasy z Paenibacillus thiaminolyticus
imobilizovana do alginatu sodného byla vyssi, nez tomu bylo u stejného typu imobilizace
L-asparagindsy ziskané ze Streptomyces gulbargensis, u které byla zachovana aktivita 38%
(Amena et al., 2010). U L-asparaginasy z Paenibacillus thiaminolyticus vSak nebyla kromé
2% alginatu v priméru nizsi nez 50 %, kdy prvni dny svou aktivitou imobilizovany enzym i
vyrazn¢ prevySovala. Prudky pokles aktivity 2% alginatovych kulicek mohl byt
pravdépodobné zptisoben unikem enzymu do pufru, ve kterém byl pies noc skladovén, z
davodu nizsi hustoty algindtové sité kulicek. Diky pomérné vysoké hodnoté specifickych
aktivit imobilizovaného enzymu a jeho pomérn¢ stabilnim hodnotam aktivity pti opakovaném
pouzivani byl roztok 4% alginatu sodného shledan vhodnym pro imobilizaci ASN339Pt iso 1.
Dalsi vyzkum tak miize smefovat k efektivnéjsi formé vyuziti tohoto materidlu, nez byly

vybrané kulicky, které jsou kvtli svému tvaru pro bézné vyuzivani nepraktickeé.

Imobilizace ASN339Pt iso 1 adsorpci na celulézovy filtracni papir se ukézala jako

nevhodnd pro opakované vyuziti. Po ponofeni enzymu do reakéni smési dochazi totiz k
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postupnému uvoliiovani enzymu z povrchu papiru. To je pravdépodobné zpiisobeno slabou
interakci enzymu s povrchem filtracniho papiru. Celulosa, ze které je vyroben, neni nijak
zvlast modifikovana a neobsahuje pravdépodobné vEétsi mnozstvi silné nabitych skupin, na
které by se enzym ASN339Pt iso 1 mohl navazat. Tim se tak filtrani papir jevi jako
nevhodny nosi¢ pro imobilizaci, jelikoz opakovatelnost vyuziti je pro enzymovy nosic pfi
jeho vybéru jednim z hlavnich kritérii (Maghraby et al., 2023). Po zjiSténi, Ze enzym z
filtracniho papiru unikd, bylo méfeni modifikovano. Misto opakovaného métfeni zmény
aktivity u vybrané sady stale stejnych kusi filtracniho papiru od prvniho dne byla pozorovana
zména aktivity enzymu za urcitou dobu skladovani. Pii méfeni tak byla piivodné vytvoiena
sada mnoha kousk filtracnich papirti, na které byl prvni den enzym nanesen a poté byl z této
sady vzdy vybran urcity pocet papirkd, u kterych byla métena specificka aktivita naneseného
enzymu po skladovani pti 5 °C. Z dat méfeni vyplynulo, Ze specifické aktivita u nanesen¢ho
enzymu klesa pomalu, ¢imz by mohl byt filtra¢ni papir vhodnym nosi¢em pro biosenzory
obsahujici tento enzym. Filtra¢ni papir je totiz pomérné levny a dostupny material. Nicméné

slaba vazba enzymu na tento material je vyznamnou piekazkou.

U imobilizace ASN339Pt iso 1 na nitrocelulosové membrany byl pozorovan stejny
problém s jejich nemoznosti opakovatelného vyuziti, podobné jako u filtracniho papiru. Po
zjiSténi, Ze enzym z membran unikd, bylo métfeni upraveno. Stejné jako u filtracniho papiru
byla misto opakovaného méfeni stejnych kusi membran vytvofena sada mnoha kouski
membran, na které byla nanesena ASN339Pt iso 1. Po zjisténi, Ze pfistroj Linomat 5 neni
vhodnym pro nanaSeni z divodu dlouhého procesu nanéseni, pti kterém byl enzym vystaven
vyuzit mnohem rychlejsi, avSak méné presny postup, kdy se ANS339Pt iso 1 na membranu
pouze nakapala pomoci pipety. To tak mohlo byt jednim z divodi kolisani aktivity u
jednotlivych membran jedné sady. Velmi prekvapivé zjisténi bylo, ze a¢ byl enzym nanaSen
na 3 tipy membran, které byly vSechny vyrobené z nitroceluldzy a liSily se pouze velikosti
péra (15, 12, 0,45 pm), aktivita nanesené¢ho enzymu na membranu s 0,45um pory byla, oproti
zbylym dvéma membrandm, vzdy téméf nulova. Nandseni na tuto membranu se opakovalo
mnohokrat pro vylouceni pouziti neaktivniho enzymu, znecisténého kusu membrany c¢i
chybné koncentrace substratu. U membran s 15p poéry po prvnim dni méfeni, kdy se
namétend specifickd aktivita pohybovala v priméru na 73 % oproti volnému enzymu, doslo k
poklesu na pouhych 19 %. U membrany s 12 pum péry pak byla naméfena aktivita v praméru

o celych 19 % vyssi. Je tak velmi zvlastni, Ze u membrany s 0,45um pory byla aktivita tak
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miziva. Jedno z moznych vysvétleni je, ze z diivodu vyssi koncentrace nitroskupin (vice
hustd membrana) mohlo s vyssi pravdépodobnosti dojit k interakci nitroskupiny s aktivnim
mistem enzymu, coz mize vést k neaktivité enzymu (Prabhakar et al., 2025). Také danou
membranu vyrabi odli§na firma, nez tomu je u ptedeSlych dvou. Nicméné pokles specifické
aktivity v pribéhu ¢asu i u 12 a 15um membrany byl znatelny, a tak nitrocelulosova
membrana nebyla shledana vhodnym nosic¢em pro imobilizace, ani jako potencionalni

komponenta pro vyvoj biosenzord.

6. Zaver

® Produkce ASN339Pt iso 1 pii 37 °C pomoci bunék Escherichia coli LEMO 21 (DE3)
byla uspésna
e ASN339Ptiso 1 byla purifikovana pomoci afinitni chromatografie na koloné
s NiNTA agarosou s vytézkem 0,86 mg/ml.
e Charakterizace produkované ASN339Pt iso 1:
o pH optimum: 9,5-10 pH
o Teplotni optimum: 40-45 °C
o Ky: 6,13+ 1,11mmol/l
O Vim: 0,62 +- 0,03 umol/min/mg
o K;: 150 +- 10 mmol/l
® 4% roztok alginatu sodného byl shledan vhodnym nosi¢em pro imobilizaci ASN339
Pt iso 1 z divodu vysokého procenta zachované aktivity enzymu a moZnosti
opakovatelného pouziti spolu s jeho zdravotni nezavadnosti a nizkou pofizovaci cenu.
o Desticky s NiINTA agarosou byly shledany jako nevhodny nosi¢ pro imobilizaci
ASN339Pt iso 1, z divodu ztraty aktivity enzymu po naneseni enzymu na desticku.
e Filtraéni papir byl shleddn nevhodny pro imobilizaci ASN339. Byl také shledan
nevhodnym jako mozny komponent biosenzorii pro detekci L-asparaginu.
e Biomembrany Whatman® AE 98, Whatman® AE 100 a membrana Amersham™’
Protran™’0,45 um NC byly shlediny jako nevhodné pro imobilizaci ASN339Pt iso 1
kviili nemoZnosti opakovaného vyuziti membran, nizké aktivité enzymu po naneseni a

pomérné rychlym poklesem aktivity enzymu. Kvuli témto faktim nebyla ani jedna z
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membran shleddna vhodnou jako mozny komponent biosenzori vyuzivajici tento

enzym.
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