UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI

Prirodovédecka fakulta

Katedra anorganické chemie

Imobilizace a charakteristika aminotransferas

BAKALARSKA PRACE
Autor: Nikol Kréova
Studijni program: B1407 Chemie
Studijni obor: Chemie pro viceoborové studium,
Biologie
Forma studia: Prezencni
Vedouci prace: doc. RNDr. Ludmila Zajoncova, Ph.D.

Rok: 2015



ProhlaSuji, Ze jsem ptedloZzenou bakalafskou praci vypracovala samostatné pod
vedenim doc. RNDr. Ludmily Zajoncové, Ph.D. za pouziti literatury a zdroji

uvedenych v zavéru prace.

V Olomouci dne 5. 5. 2015
Nikol Kréova



Chtéla bych podékovat své vedouci bakalaiské prace doc. RNDr. Ludmile
Zajoncové, Ph.D. za odborné vedeni, rady a pfipominky pii vypracovani této
bakalatrské prace. Podékovani patii také Mgr. Miroslavovi Jofenkovi za pomoc pii
praci s imobilizaci aminotransferasy a vyhodnocenim vysledki. Dale vSem

pracovnikiim katedry biochemie PfF UP v Olomouci za ochotu a spolupréci.



Bibliograficka identifikace

Jméno a piijmeni autora Nikol Krcova

Nazev prace Imobilizace a charakteristika aminotransferas
Typ préace Bakalarska

Pracovisté Katedra biochemie

Vedouci prace doc. RNDr. Ludmila Zajoncova, Ph.D.

Rok obhajoby prace 2015

Abstrakt

Tato bakalaiska prace je zaméfena na imobilizaci aminotransferasy na rtzné
magnetické nosi¢e a urCeni vlastnosti imobilizované aminotransferasy ve srovnani
svolnou aminotransferasou. Teoreticka ¢ast se zabyva obecnou charakteristikou
aminotransferas (vyskyt, struktura, klasifikace, reak¢ni mechanismus, substratova
specifita, inhibice). Teoreticka ¢ast zahrnuje imobilizaci aminotransferas a ptehled
zpusobu imobilizace enzymi na riizné nosice a jejich vyuziti v praxi.

Experimentalni ¢ast se vénuje piipravé imobilizované aminotransferasy
(Chromobacterium violaceum) riznymi metodami na magnetické celulosové
mikrocastice. Porovnava vlastnosti imobilizované aminotransferasy (aktivita, tepelna
stabilita, funkcni stabilita, operacni stabilita, vazebna kapacita) ve srovnani s jeji

volnou formou.

Kli¢ova slova aminotransferasy, imobilizace, aktivita, stabilita
Pocet stran 59
Pocet ptiloh 0

Jazyk Cesky



Bibliographical identification

Autor’s first name and Nikol Kréova
surname
Title Immobilization and characterization of

aminotransferases

Type of thesis Bachelor

Department Department of Biochemistry
Supervisor doc. RNDr. Ludmila Zajoncova, Ph.D.
The year of presentation 2015

Abstract

This bachelor thesis is focused on immobilization of aminotransferase on
various magnetic carriers and determine the properties of immobilized aminotrasferase
in comparison to free aminotrasferase. The theoretical part deals with general
characteristics of aminotransferase (occurence, structure, classification, reaction
mechanism, substrate specifity, inhibition). The theoretical part also involves
immobilization of aminotrasferases and an overview of methods of immobilization
of enzymes on various carriers and their use in practice.

The experimental part deals with immobilization of aminotransferase
(Chromobacterium violaceum) with various methods on magnetic cellulose
microparticles. There is also a comparison of properties of immobilized
aminotrasferase (aktivity, thermal stability, functional stability, operational stability

and binding capacity) with free enzyme.

Keywords aminotransferases, immobilization, activity, stability
Number of pages 59
Number of appendices 0

Language Czech



Obsah

R O 1 (- 1) ¢ T TP UPRUPROPPPOPRN 8
72 01 TR 9
3 TeOretiCKA CAST........ooouiiiiiiie e 10
3.1 AMINOTFANSTEIASY ...c.viiviiiiice e 10
3Ll VSKYE ottt et 12
312 SHUKEUIA. ..o 14
3.1.2. 1 AKEIVIE SO c.tiiiiiiiieiiie ettt 15
3.1.3 Klasifikace aminotransferas ... 16
3.1.4 Reakeni MechaniSmUS ..........ceeiiiiiiieiiiiieesee e 21
3.1.5  SubStratova SPECIfita ......cceeivieiiiiiiieiie e 23
3151 INNIDICE....iiiiic s 23
3.2 IMODIlizace enzymul..............ccccoiiiiiiiiiiii 26
32,1 VYD NOSICE. ...ttt s 26
3.2.1. 1 POTEZNT NOSICE ..envvienvieiiiieiee sttt 27
3.2.1.2  NEPOTEZNT NOSICE ....vevveveeriiieeiieeie ettt 28
3.2.2 Metody IMODIIZACE.........coiiiiiiicee e 29
3.2.2.1 Reverzibilni imobilizace ...........ccccoiiiiiiiiiiiicie e 30
B0 B R Ao 0] 1 1= OSSP 31
3.2.2.2  Trreverzibilni imObIliZace .......c.covvviiviiiiiiiieie e 31
3.2.2.2.1 ZACKYCENT ....viiiiiieiic e 32
3.2.2.2.2 ZRSTEENT ..o 33
3.2.2.2.3 ENKAPSUIACE.......ccviiiieiiecie et 33
3.2.2.2.4 Kovalentni Vazba.........cccecveiiieriiiiiie e 34

3.2.3  Vyuziti imobilizovanych enzymul V PraXi.......c.ccooveveererenenenenesesesieenns 34
3.3 Imobilizace aminotransferas.............ccocveviiiiiiiiiic e 35
K N o] 11 & TV o] - V(O PRTTRUURPRR 38

3.4.1 Historie @-amiNOIrANSTEIAS .......ooiiieeee e, 38



4 Experimentalni CASt ............coooiiiiiiiiiii s 39
4.1 Materialy a chemiKkalie ...................ccooiiiiiii 39
A2 PFISTIOJ...ccuviiiiiiiiiiiie ettt 40
O I |V T (o0 YR STSUSS SRR 40
4.3.1 Stanoveni aktivity aminotransferasy .........ccceovvviiiieiiniiniesee 40
4.3.1.1 HPLC metoda stanoveni produktii enzymoveé reakce ............c.coeernne. 41
4.3.2 Imobilizace aminotransferasy pomoci jodistanu...........cccocceerveriieninnnnnne 42
4.3.3 Imobilizace aminotransferasy pomoci glutaraldehydu ..............cceevenneee 42
4.3.4 Imobilizace aminotransferasy pomoci karbodiimidu..............cc.coovvvenennn, 43
4.3.5 Stanoveni vazebné kapacity aminotransferasy.........c.ccooevvvveriiiiiniieneennennn 43
4.3.6 Teplotni stabilita aminotransSferasy ..........cccccevvveiiiiiiesienie e 44
4.3.7 Funk¢ni stabilita aminotransferasy ........cocoovvvvvveieeiieesie e 44
4.3.8 Operacni stabilita aminotransferasy ..........cocecvvvverieiiniiniesseee e 45
4.4 Vysledky a diskuse .............cccoccoooveniiiiinnnnnn Chyba! Zalozka neni definovéna.
4.4.1 Stanoveni aktivity aminotransferasy ..... Chyba! Zalozka neni definovana.
4.4.2 Stanoveni vazebné kapacity aminotransferasy........... Chyba! Zalozka neni
definovana.
4.4.3 Teplotni stabilita aminotransferasy....... Chyba! Zalozka neni definovana.
4.4.4 Funkeni stabilita aminotransferasy ....... Chyba! Zalozka neni definovana.
445 Operalni stabilita aminotransferasy...... Chyba! Zalozka neni definovana.
S  ZAVET ... Chyba! ZaloZka neni definovéna.
B LIEratura. ..o 46
7 Seznam pouZitych ZKrateK.............ccooooiiiiiiiiiii 49



1 Cile prace

e Vypracovat reSersi na téma ,,Imobilizace a charakteristika aminotransferas®
e Imobilizace aminotransferas na magnetické nosice
e Stanoveni vlastnosti volné a imobilizované aminotransferasy na

magnetickych celulosovych mikroc¢asticich



2 Uvod

Enzymy jsou relativné drahé biokatalyzatory, proto je z ekonomického hlediska
vyzadovano jejich opétovné pouziti. Kromé pouziti v biotechnologickych procesech
se imobilizované enzymy vyuzivaji v analytické chemii, v bioafinitni chromatografii
a slouzi jako biorekognikacni vrstva pfi konstrukci katalytickych biosensort.

Dtlezitou tfidou enzymi jsou aminotransferasy, enzymy katalyzujici
transaminacni reakce. Od objevl transaminaci v biologickych systémech vyznam
aminotransferas pro metabolismus aminokyselin vyrazné vzrostl. Aminotransferasy
hraji dulezitou roli v metabolismu aminokyselin, proto jsou zna¢né rozsifeny
v piirodé. Jsou vSudypfitomné, nachazeji se jak v mikroorganismech, tak
Vv eukaryotickych buiikach. Aminotransferasy maji mnoho vyhod oproti jinym
systémum, nepotiebuji externi piidavek kofaktoru, maji vysokou enantioselektivitu,
Sirokou substratovou specifitu, vysokou reakéni rychlost a stabilitu. Vzhledem
k témto vlastnostem se aminotransferasy staly primyslové pouzivanymi enzymy
K vyrobé aminokyselin, chiralnich amint, aminoalkoholti a aminocukrii, coz jsou
vychozi latky pro farmaceuticky a agrochemicky primysl. Aminotransferasy mohou
byt klasifikovany jako a-aminotransferasy nebo w-aminotransferasy podle polohy
aminoskupiny, ktera je prevedena s ohledem na karboxylovou skupinu substratu.
Pouze w-aminotransferasy ukazaly katalytickou aktivitu vié¢i primarnim aminim.

Vysoké naklady na izolaci a purifikaci enzymi jsou faktory, které vedou
k imobilizaci enzymu na pevné nosice. Hlavnimi pfednostmi imobilizace jsou snadna
separace enzymu zreakéni smési, sniZeni provoznich ndkladli, vysoka stabilita
procesu, jednodussi fizeni enzymové reakce a moznost opakovaného pouZiti.
SoucCasnym trendem je imobilizace enzymil na neporézni nosice. Magnetické
celulosové mikrocastice se vyznacuji vysokou chemickou rezistenci a snaSenlivosti
S nejrizngjsimi  rozpoustédly a pufry. Jsou mechanicky odolné a pomoci

magnetického pole se daji snadno separovat.



3 Teoreticka ¢ast

3.1 Aminotransferasy

Aminotransferasy (starSi nazev: transaminasy), patii do enzymové tfidy transferas
(EC 2), pienasi dusikaté skupiny (EC 2.6). Jedna se o pienos aminoskupiny
(EC 2.6.1) od darce, obecné aminokyseliny, na akceptor, obecné 2-0xokyselinu.

Aminotransferasy jsou enzymy katalyzujici transaminacni reakce. Tyto reakce
jsou reverzibilni. Dochéazi pti nich k pfenosu aminoskupiny z aminokyseliny na a-
oxokyselinu (sloucenina s karboxylovou skupinou a s keto skupinou). Vysledkem je
vznik jiné aminokyseliny a a-oxokyseliny. Aminotransferasy jsou specifické pro
jeden par aminokyseliny s jeji odpovidajici a-oxokyselinou. Kofaktorem této reakce
je pyridoxal-5’-fosfat (PLP, derivat vitaminu B6) znazornény na Obr. 1, ktery vznika
fosforylaci pyridoxalu. Ten spolu s pyridoxinem a pyridoxaminem tvoii funkéni
derivaty vitaminu B6. Pravdépodobné piedstavuje nejuniversalngj$i organicky

kofaktor, ktery je pouzivan riznymi enzymy ve vSech organismech.
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Obr. 1 Pyridoxal-5’-fosfat (ptevzato z Hopwood, 2012).

VSechny aminotransferasy maji kofaktor pyridoxal-5’-fosfat umistén v aktivnim
misté Cetnymi nekovalentnimi interakcemi, takze si plocha pyridinového kruhu lezi
smérem k rozpoustédlu a substratu a re plocha pyridinového kruhu lezi smérem
k proteinu (Obr. 2). Jedina vyjimka je v pfipadé aminotransferas, které vyuzivaji
rozveétvené aminokyseliny jako substraty a D-aminotranferas, kde dochézi k dodéani

protonu z re strany pyridinového kruhu (Hwang et. al., 2005).
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Obr. 2 si a re plocha pyridinového kruhu (pfevzato z Dalton, 2011).

Aminotransferasy maji tedy v aktivnim centru skupinu dalezitou pro katalytickou
¢innost. Jelikoz transaminaéni reakce jsou vratné, aminotransferasy hraji klicovou
roli pfi degradaci i biosyntéze aminokyselin. Syntéza jedné aminokyseliny casto
vyzaduje degradaci jiné aminokyseliny. Aminokyseliny mohou byt v urCitych
ptipadech nahrazeny aminy, které poskytuji pfislusné aminoskupiny. Jako
akceptorové molekuly aminokyselin mohou slouzit i aldehydy.

Reakce bézi, je-li pritomen pyridoxal-5’-fosfat (PLP), ktery je v prib&hu reakce
pfeménén na pyridoxamin-5’-fosfat (PMP) prostiednictvim pienosu aminoskupiny ze
substratu. Chova se jako druh transportu amoniaku a elektroni mezi ob&ma
molekulami zapojenymi do reakce. Zpocatku se darce aminoskupiny musi navazat na
enzym a koenzym se asimiluje, je tedy pfeveden na pyridoxamin-5’-fosfat (PMP).
Tudiz vznikne ketokyselina a aminokyselina z koenzymu se ptevede na molekulu
akceptoru. Transaminace je ukoncena uvolnénim koenzymu vV jeho aldehydové

formé (Tavares, 2011). Mechanismus je uveden na Obr. 3.
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Obr. 3 Pink-ponk bi-bi mechanismus (upraveno dle Hopwood, 2012).
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3.1.1 Vyskyt

Aminotransferasy jsou vSudypfitomné. Jsou to klicové enzymy nékolika
metabolickych drah, proto jsou znacné€ rozSifeny v pfirodé. Nachdzeji se
v zivo¢isnych tkanich, rostlinach a mikroorganismech. Jsou pfitomny v metabolismu
vetSiny aminokyselin.

Aminotransferasy se nachazeji u vSech rostlin v mnoha subcelularnich
kompartmentech, jako naptiklad cytosol, mitochondrie, chloroplasty a peroxisomy.
Jejich aktivita zahrnuje zejména redistribuci dusiku, fotorespiraci, syntézu
potfebnych aminokyselin, syntézu sekundarnich metabolitdi a udrzovani hladin
potiebnych aminokyselin (Neuberg, 2011). Aspartataminotransferasa
a glutamataminotransferasa jsou dvé nejdulezitéjsi a nejvice se vyskytujici
aminotransferasy v rostlinnych pletivech.

Zivogisné aminotransferasy se nachazeji v jatrech, ledvinach, mozku a srdci. Jsou
to velmi dualezité enzymy v klinické praxi (Westlake, 2012). Jde o typické
nitrobunééné enzymy, jez pii poSkozeni tkdni pronikaji pfes bunécné stény do
mezibunééného prostoru a odtud do krevniho obéhu. Zmény v aktivité
aminotransferas slouzi jako ukazatele onemocnéni jater (Westlake, 2012). Jedna se
0 indikatory miry bunééné smrti, ke které dochazi v jatrech. To je uzite¢né pii
diagnostice Zloutenky a onemocnéni jater napiiklad pifi nadmérmné konzumaci
alkoholu. Toto zjisténi je dalezité v cyklu glukosa-alanin, kde probiha transaminace
pyruvatu na alanin ve svalech, ten pak pronika krvi do jater, kde je pfeménén zpét na
pyruvat a pak na glukosu, coz ma byt pouzito v energeticky aktivnich svalovych
bunkach (Westlake, 2012).

Aktivita aminotransferas se zvySuje v krvi pii destrukci jaternich bunék, a to
u vSech nemoci jater: virova hepatitida, infekéni nebo toxicka rakovina jater. Zvyseni
aktivity aminotransferas muze byt také spojené s autoimunitnim onemocnénim,
obezitou nebo nadvahou, dale alkoholismem, myopatii, infarktem myokardu,
svalovou namahou nebo svalovym traumatem (Fialova a Vejrazka, 2005).

Pfi poskozeni jater se do krve nadmémé uvolnuji nékteré enzymy
(Fialova a Vejrazka, 2005). V piipad¢ poskozeni pouze cytoplazmatické membrany
jaterni buniky se do krve uvoliiuji enzymy lokalizované piedevS§im v cytoplazmé
(alaninaminotransferasa,  cytoplazmaticky  isoenzym  aspartataminotranferasy

a laktatdehydrogenasa, coz je jaterni izoenzym). V piipadé¢ tézkého poskozeni
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hepatocytt (jsou zasazeny i mitochondrie), se do krve dostavaji jak cytoplazmatické
enzymy, tak i enzymy lokalizované v mitochondriich (mitochondridlni izoenzym
aspartataminotransferasy, glutamatdehydrogenasa). NejcitlivéjsSimi  indikatory
poskozeni jsou aminotransferasy: alaninaminotransferasa a aspartataminotransferasa
(Fialova a Vejrazka, 2005).

Alaninaminotransferasa (ALT) je nejvice obsazena v jatrech, v ostatnich
organelach (kosterni svalstvo, srdce, atd.) je jeji aktivita mnohem nizsi. Je
lokalizovana pouze V cytoplazmé (Fialova a Vejrazka, 2005). Fyziologicka hodnota
v krevnim séru je 0,1 — 0,78 pkat.I* (Kotatkova, 2011a). Aspartataminotransferasa
(AST) se vyskytuje ve vétsim mnozstvi v fad¢é organi (jatra, srdce, kosterni svalstvo,
ledviny, pankreat a erytrocyty). Je lokalizovana jak v mitochondriich, tak
Vv cytoplazmé. Cytoplazmaticka frakce se uvoliiuje do obéhu snadno i pii mirném
poskozeni hepatocytii (pii poskozeni permeability bunééné membrany) (Fialova
a Vejrazka, 2005). Fyziologicka koncentrace v krevnim séru je 0,05— 0,72 pkat.I”
protoze signalizuje uvolnéni obou frakci, tedy rozpad jaternich bunck (Fialova
a Vejrazka, 2005).

Aminotransferasy produkované mikroorganismy jsou dulezité predev§im pro
komer¢ni ucely. SuSené extrakty Escherichia coli, Pseudomonas fluorescens,
Bacillus subtilis katalyzuji tvorbu glutamatu v pfitomnosti a-ketoglutaratu jako
akceptoru aminokyseliny. Darci aminoskupin jsou aspartat, alanin, valin, leucin,
norleucin, tryptofan, tyrosin, fenylalanin a methionin. Donorem aminoskupiny mutze
byt i isoleucin, histidin, lysin, threonin a glycin. Glutamova-tyrosin a fenylalanin-
glutamova aminotransferasy byly ziskany v extraktech z E. coli. Bylo prokazano, ze
jak bunécné susSené piipravky, tak extrakty z bun€k vyzaduji PLP pro maximalni
aktivitu (Feldman a Gunsalus, 1950).

Obecné plati, ze aminotransferasy zivocisnych tkani jsou specifické pro L-
aminokyseliny. Ne¢které bakterie obsahuji aminotransferasy specifické pro D- i L-
aminokyseliny (Moudgil a Sadasivudu, 2006). Bakterie maji krom¢& L-aminokyselin
aminotransferas enzym schopny transaminace D-aminokyselin. Tento enzym je
dilezity pro bakterie, protoze katalyzuje syntézu D-glutamové kyseliny a D-alaninu,
coz jsou dilezité slozky bakteridlni bunécné stény, stejné jako celd fada dalSich D-
aminokyselin. V disledku toho jsou D-alaninaminotransferasy cilové enzymy pro

vyvoj novych antimikrobialnich latek (Sugio et. al., 1995). Aminotransferasy jsou
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pravdépodobné nejdulezitéjsi a vSudyptitomné enzymy pro syntézu a degradaci

chirdlnich aminokyselin a amidt v pfirodé.

3.1.2 Struktura

Enzymy s kofaktorem PLP mohou byt zafazeny do strukturnich typu |1 —1V na
zakladé podobnosti jejich terciarnich struktur (Hirotsu et. al., 2005). Pouze do dvou
skupin byly zatazeny aminotransferasy. VSechny doposud znamé aminotransferasy
patii do strukturniho typu I, s vyjimkou aminotransferas, které vyuzivaji rozvétvené
aminokyseliny jako substraty a D-alaninaminotransferasy, které byly zatazeny do
strukturniho typu 1V. Maji rizné druhy funkci K rozpoznani obou substratu, coz je
nezbytné pro transaminacni reakce katalyzované aminotransferasami. K objasnéni,
jak aminotransferasy rozpoznavaji dva razné druhy aminokyselin a katalyzuji
transaminacni reakce, byly uréeny trojrozmérné struktury riznych aminotransferas
pomoci rentgenového zafeni. Struktura byla fesena sledovanim krystald strukturnich
typt | a IV se substraty, inhibitory nebo bez nich. Tyto enzymy vytvaii funkéni
homodimery, nékdy mnohem rozsahlejsi komplexy (Hirotsu et. al., 2005).

Aminotransferasy spolu s dalsimi enzymy s kofaktorem PLP maji oblasti, kde
aminokyselinova sekvence je u vSech stejna. Obvykle ji tvori lysin, ktery reaguje
s aldehydovou skupinou PLP a karboxylovy postranni fetézec, obvykle Kkyselina
glutamova a aspartatova (Hopwood, 2012).

Krystalova studie aminotransferas patficich do typu | prokazala, Ze maji podobné
trojrozmérné struktury. Aminotransferasy tvoii homodimery (Obr. 4) s pramérnou
molekulovou hmotnosti monomeru 40 kDa (Hirotsu et. al., 2005). Kazdy monomer
se sklada z velké domény, Vv niz je vazan PLP. Ma tiivrstevnou a / B / a konformaci.
Sklada se z dvojice a-helixti, mezi nimi se nachazi sedm spletenych B-listd a malé C-
terminalni domény. Mala doména obsahuje maly B-list s a-helixy kolem ngj,
orientovanych kolmo na list (Westlake, 2012). Aktivni misto Se nachazi na dimernim
rozhrani a rozhrani domény s koenzymem PLP nachazejicim se ve spodni ¢asti kapsy
aktivniho mista a tvofici Schiffovy baze s katalytickym zbytkem lysinu.
Nejvyznamngjsi zastupce strukturniho typu | je aspartataminotransferasa, podle niz
se tato skupina nékdy nazyva. AST meéni celou svou konformaci z oteviené do
uzaviené¢ formy v zavislosti na vazbé substratu. Podobné to plati i pro
aromatické AT, které maji celkovou strukturu a aktivni misto zcela podobné AST
(Hirotsu et. al,. 2005).
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Skupina IV se strukturn¢ podoba skupiné | a odrazi tak substratovou specifitu
enzymu, které vazou D-aminokyseliny (Sugio et. al., 1995). D-

alaninaminotransferasa je jedna z mala zastupcu této skupiny.

Mala C-terminalni
doména

PLP vazany v kapse
velké domény

Obr. 4 Terciarni struktura holoenzymu z Chromobacterium violaceum, zastupce
strukturniho typu I. Kofaktor PLP je reprezentovan kulickami a svétlejsi stinované domény
(svétle zelena, svétle modra) jsou malé domény, a tmavé zbarvené domény jsou velké

domény (upraveno podle Westlake, 2012).

Aminotransferasy strukturniho typu IV, jsou homohexadimery (trimer dimert)
ajejich substratem jsou aminokyseliny srozvétvenym fetézcem (BCAT)
(Hirotsu et. al., 2005). Molekulova hmotnost monomeru je 31,5 kDa. Kazdy

monomer se skladd zmalé a velké domény a mezidoménové smycky
(Hirotsu et. al., 2005).

3.1.2.1 Aktivni misto

Shin a Kim (2002) navrhli model aktivniho mista na zaklad¢ vztahu mezi
strukturou a reaktivitou substratu. Model aktivniho mista a trojrozmémé urceni
krystalové struktury byly pouzity k objasnéni, jak enzym fidi substratovou specifitu
a stereoselektivitu (Turner a Truppo, 2013).

Na Obr. 5 je zobrazen model dvou vazebnych mist, ktery se sklada z velké kapsy
(L) a malé kapsy (S). Velka kapsa slouzi jako karboxylova past a mala pojme fetézec

na stran¢ substratu (Hopwood, 2012; Turner a Truppo, 2013). Kli¢ovymi faktory
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bylo rozpoznani obou substratd, hydrofobnich a karboxylovych skupin v kapse (L)
asilny elektrostaticky odpor pro karboxylové skupiny v kapse (S) (Van
Hauwermeiren, 2014). Navic sférickd omezeni v malé kapse byla zasadni pro
rozpoznani substratu, zabranuji vstupu vétsiho substituentu nez ethylové skupiny
a vykazuji silny odpor ke kyselym skupinam. Kazda skupina vétsi nez ethylova
vykazovala snizenou aktivitu. Dokonce i velka kapsa vykazuje limitujici velikost
substituentu. Vétsi substituent nez sféricky objemna hexylova skupina byla inaktivni

vaci enzymu (Hopwood, 2012).

Ann Asp/Glu

Obr. 5 Model aktivniho mista (pfevzato z Hopwood, 2012).

3.1.3 Klasifikace aminotransferas

V posledni dobé byly vytvofeny rozsahlé databaze shromazd'ujici informace
0 aminotransferasach (Rudat et. al., 2012).

Aminotransferasy lIze rozdélit do Sesti tfid na zakladé srovnani sekvenci
v databazi Pfam (Tab. 1) (Hwang et. al., 2005). Ttidy I a II, IIl a V patii do stejného
typu PLP enzymu, na rozdil od tfidy IV, ktera patii do jiné skupiny. Zastupci tiidy 1
all jsou aspartataminotransferasy a aromatické AT, tfidy Il o-AT a tfidy V
fosfoserinaminotransferasy. D-alaninaminotransferasy a aminotransferasy, které

vyuzivaji rozvétvené aminokyseliny jako substraty, patii do podskupiny IV (Rudat

16



vvvvv

zatazeny do podskupiny VI (Hwang et. al., 2005).

Tab. 1 Klasifikace aminotransferas (pfevzato z Hwang et. al., 2005).

Hlavni substraty
Podskupina® | Enzym®
Amino donor Amino akceptor
tall AST L-aspartat 2-Ketoglutarat
ALT L-Alanin 2-Ketoglutarat
AroAT L-Phenylalanin 2-Ketoglutarat
HisPAT L-Histidonol-fosfat 2-Ketoglutarat
. AcornAT N-Acetyl-L-ornithin 2-Ketoglutarat
OrnAT L-Ornithin 2-Ketoglutarat
®-AaAT B-Alanin Pyruvat
GaBaAT 4-Aminobutyrat 2-Ketoglutarat
DapaAT 7,8-Diaminopelargonat | Methylthio-2-oxobutanoat
v D-AlaAT D-Alanin 2-Ketoglutarat
BCAT L-Leucin 2-Ketoglutarat
v SerAT L-Serin Pyruvat
PSerAT 3-Fosfo-L-serin 2-Ketoglutarat
(VD) UDP-2-acetamid-4-keto-2,6-
ArnB L-Glutamat dideoxyglukosa
TyIB L-Glutamat TDP-3-keto-6-deoxy-D-glukosa
StsC L-Glutamat scyllo-inositol

& podskupiny podle databaze Pfam

PAST: aspartataminotransferasa; ALT: alaninaminotransferasa; AroAT: aromatickd aminotransferasa;

HisPAT: histidinol-fosfataminotransferasa; AcornAT: acetylornithinaminotransferasa; OrnAT:
ornitinaminotransferasa; ®-AaAT: w-aminokyselinaaminotransferasa; GaBaAT: 4-
aminobutyrataminotransferasa; DapaAT: diaminopelargondtaminotransferasa; D-AlaAT: D-

alaninaminotransferasa; BCAT: aminotransferasa, ktera vyuziva rozvétvené aminokyseliny jako
substrat; SerAT: serinaminotransferasa; PSerAT: fosfoserinaminotransferasa; ArnB: UDP-2-acetamid-
TylB: TDP-3-keto-6-deoxy-D-glukosa-

aminotransferasa; StsC: L-glutamin-scyllo-inositolaminotransferasa.

4-amino-2,4,6-trideoxyglukosaaminotransferasa;
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Podskupina | a Il, 1V, V vyhradn¢ ptenasi aminoskupiny vazané na o-uhliku
aminokyseliny. Zatimco aminotransferasy v podskupiné¢ Il mohou pienaset
aminoskupiny z atomu uhliku, ktery nema karboxylovou skupinu (Rudat et. al.,
2012).

Podskupina | a Il tedy zahrnuje aminotransferasy, které ptenasi aminoskupiny
téchto aminokyselin: aspartat, alanin, tyrosin, histidinol-fosfat a fenylalanin (AST,
ALT, TyrAT, HisPAT a PheAT) (Mehta et. al., 1993). AST a aromatické AT jsou
nejvice studované aminotransferasy (Westlake, 2012). Obecné plati, ze AST
a AroAT pouzivaji L-aspartait a L-tyrosin (nebo L-fenylalanin) jako donory
aminoskupiny a o-ketoglutarat jako akceptor aminoskupiny. Podle informaci
0 struktufe vSechny tyto aminotransferasy jsou homodimerni enzymy a aktivni misto
se sklada ze dvou vazebnych kapes (Obr. 6). Karboxylova skupina donorové
aminokyseliny je umisténa ve velké kapse a stabilizovana argininem a asparaginem.
Postranni  fetézec  aminokyseliny je umistén v malé vazebné kapse
(Hwang et. al., 2005).

Do podskupiny III patiéi aminotransferasy, které ptenasi aminoskupiny
acetylornithinu, ornithinu, m-aminokyseliny, y-aminobutyratu a diaminopelargonatu
(AcornAT, OrnAT, o-AaAT, GaBaAT a DapaAT). Podle klasifikace enzymu dle
polohy aminoskupiny, ktera je pfevadéna, jsou tyto enzymy oznacovany jako o-
aminotransferasy (Westlake, 2012). Tyto aminotransferasy maji Sirokou substratovou
specifitu a jsou velmi uZzitené pro pfipravu chirdlnich amini a nepfirozenych
aminokyselin, jako jsou B-aminokyseliny. Velka vazebna kapsa ®-AT je vétsi nez
AST a AroAT (Obr. 6). Je mozné, ze w-AT mohou piijimat substraty vétsi velikosti,
nez piirodni aminokyseliny (Hwang et. al., 2005).

Podskupina IV zahrnuje D-alaninaminotransferasu a aminotransferasy, které
vyuzivaji rozvétvené aminokyselina jako substrat (D-AlaAT a BCAT) a ob¢ preferuji
2-ketoglutarat jako substrat ketokyseliny. D-AlaAT je dilezity enzym pro vSechny
bakterie, které maji buné¢nou sténu (Westlake, 2012). Hlavni strukturalni rozdil mezi
BCAT a D-AlaAT je hydrofobni charakter aktivnich vazebnych kapes: tj. zbytky
histidinu a argininu jsou lokalizovany ve velké kapse v D-AlaAT, zatimco zbytky
tyrosinu a fenylalaninu jsou v malé kapse v piipadé BCAT (Obr. 6). Srovnanim 3D
struktur bylo zjisténo, Ze mald a velkd kapsa BCAT je obracend vzhledem k D-
AlaAT, takze proton pochazi zopacné strany. To vysvétluje opacnou

enantioselektivitu obou skupin enzymt. L-terc-leucin miize byt syntetizovan pomoci
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BCAT, zatimco syntéza fady D-aminokyselin, jako jsou D-2-aminobutyrat, D-alanin
a D-fenylalanin, probiha za pouziti D-AlaAT. Kromé toho se zvySuje konformacni
flexibilita oblasti smy¢ky spojujici homodimer (Hwang et. al., 2005).

Podskupina V zahrnuje serinaminotransferasu a fosfoserinaminotransferasu
(SerAT a PSerAT), které vyuzivaji L-serin a 3-fosfo-L-serin jako donory
aminokyselin (Hwang et. al., 2005; Rudat et. al., 2012).

(A) Lys (B) Lys L
S n— L NHA~ N Trp
TR S/
[ ]qcoo / ‘Hd ]
A 3 ‘ J
s O a9 Fcoo —Asp
2 | ; Asn o NSy SR
NS R O Arg
O o | | 0 00 r I
N; W
7 H
ooc ooc
Asp Asp
(C) Lys ) Lys
NH L . NH,
S o His. [ S
Phe — / S Tyr N~
{ '8 | [ y H '
Tve £C00 00C. =R
yr e TN
~—"Arg Arg™__ .
M o H™ Sy o
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oo %0
Jj o LT
N~ N
H H'
0oc ooc
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Obr. 6 Schéma aktivnich vazebnych mist nékterych aminotransferas. A) AST nebo
AroAT: karboxylova skupina substratu je stabilizovana argininem a asparaginem v malé
vazebné kapse a pyridoxalovy kruh kofaktoru PLP je stabilizovan aspartatem. B) w-AT:
velka vazebna kapsa je vétsi nez u AroAT nebo AST, tryptofan ve velké vazebné kapse
muze stabilizovat aromaticky substrat n-n interakci. C) BCAT: k odbéru a dodani protonu
dochazi z re strany pyridinového kruhu a pyridoxalovy kruh kofaktoru PLP je stabilizovan
glutamatem. D) D-AlaAT: k odbéru a dodani protonu dochazi zre strany pyridinového
kruhu a malé a velké vazebné kapsy jsou umistény na opacné orientaci ve srovnani s BCAT

(ptevzato z Hwang et. al., 2005).
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Posledni a nejnovéjsi podskupina VI zahrnuje cukerné aminotransferasy (SAT).
Cukerné aminotransferasy se podileji na amino cukerné syntéze vyskytujici se
v bunikach produkujicich sekundarni metabolity. Jsou specidlné rozd€leny do
podrodin aminotransferas v databazi Pfam. SAT se podileji na syntéze antigenu O
a lipopolysacharidi pfitomnych ve vn&jsSi membrané gram-negativnich bakterii
a sekundarnich metabolitli, jako jsou antibiotika. Aminoakceptory téchto SAT jsou
predevs§im NDP-keto-cukry nebo scyllo-inositol (scillitol) a darci aminoskupin jsou
predevsim glutamat nebo glutamin. SAT ukazuji specifitu 1 regioselektivitu
nukleotidovych skupin pro ptenos aminoskupin, pokud jde o NDP-keto-cukry
(Hwang et. al., 2005).

Je zndma Sir$i klasifikace zaloZend na katalytickych reakcich, kterd byla
predstavena v roce 1980 (Rudat et. al., 2012). Aminotransferasy byly rozdéleny do
dvou skupin: oa-aminotransferasy a -aminotransferasy. a-Aminotransferasy
katalyzuji transaminaci aminoskupiny na a-uhliku a vyhradné pojmou a-
aminokyseliny a a-ketokyseliny jako pary substrati. m-Aminotransferasy ptisobi na
distalni aminoskupinu substratu. ®-Aminotransferasa je trivialni nazev oznacujici
vSechny aminotransferasy v podskuping III. Zatimco a-aminotransferasy piedstavuji
vSechny aminotransferasy v podskupiné I, 11, IV a V. Podle této klasifikace vsechny
AT pusobici na B-aminokyseliny jsou povazovany za ®-AT. Pfi pozorovani bylo
zjisténo, ze nékteré ®-AT jsou schopny Kkatalyzovat transaminace primarnich
aminovych slou¢enin, které nejsou opatfeny karboxylovymi skupinami (Rudat et. al.,
2012).

Recké pismeno "o" v tomto trivialnim ndzvu neni dileZité pro aktualni polohu
vzhledem k aminoskupiné na atomu uhliku vazaného na karboxylovou skupinu, ale
predstavuje vsechny pozice kromé o (Malik et. al., 2012). V pribéhu prvni poloviny
reakce dochazi k pfedani aminoskupiny do polohy vzdalené od a - uhliku. K tomu
dochazi vzdy, 1 kdyz je zde moznost vybéru druhé aminoskupiny na a skupiné se
stejnou konfiguraci, pfestoze v prubéhu druhé poloviny reakce a-transaminace

probiha stejné jako u vétsiny ostatnich aminotransferas (Westlake, 2012).
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3.1.4 Reak¢éni mechanismus

Kofaktor aminotransferas je pyridoxal-5'-fosfat (PLP) znamy jako derivat
vitaminu B6. Je t0 velmi rozsifeny a vSestranny katalyzator. Pouziva se v riznych
katalytickych reakcich od transaminaci véetné dekarboxylace, racemizace
a eliminace. Enzymy s kofaktorem PLP jsou tak univerzalni, ze se odhaduje, ze
1,5 % z celkového poctu otevienych Ctecich rdmct v bakteridlnich genomech koduji
tyto enzymy. Pyridoxal-5'-fosfat hraje klicovou roli v prab¢hu chemickych reakci se
substraty, a to ze dvou davodu. Diky své aldehydové skupiné je schopen vytvaret
iminy s NH; skupinou aminokyselin a také je schopen odebirat substratu elektrony
(Westlake, 2012).

Mechanismus reakce a strukturalni vlastnosti aminotransferas byly velmi
podrobné studovany. Reakce katalyzovana aminotransferasami muze byt formalné
povazovana za redoxni reakci s oxidacni deaminaci donoru ve spojeni s redukéni
aminaci akceptoru (Rudat et. al., 2012).

Transaminaéni reakce je fizena ping-pong bi-bi mechanismem a sklada se ze
dvou polovin reakci, které regeneruji kofaktor pyridoxal-5‘-fosfat. (Hopwood, 2012;
Rudat et. al., 2012)

V klidovém stavu enzymu je pyridoxal-5'-fosfat vazan na e-aminoskupinu lysinu
v aktivnim misté pies Schiffovu bazi (tj. apoenzym, vnitini aldimin, Obr. 7). Prvnim
krokem je vznik Schiffovy baze mezi aktivnim mistem zbytku lysinu (pfes e-
aminoskupinu lysinu) a aldehydovou skupinou PLP vazanou na enzym (vnitini
aldimin) (Hopwood, 2012). Pti kontaktu se substratem se vazba mezi kofaktorem a
apoenzymem uvoliiuje a pyridoxal-5'-fosfat tvoii se substratem Schiffovu bazi
(vngjsi aldimin, Obr. 7).
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Vnitini aldimin Vnéjsi aldimin

Obr. 7 Struktura vnitiniho a vnéjsiho aldiminu (upraveno dle Lopez et. al., 2010).
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Bylo ptedpokladéano, Ze dalsi krok v reakci je zavisly na tom, ktera ze tfi vazeb na
o-uhliku bude §tépena (Westlake, 2012). Stépna vazba vngjsiho aldiminu musi byt
kolma k m vazbé mezi koenzymem a donorem v diisledku nizké aktivacni energie
Vv této konkrétni konfiguraci tvofici karbanion jako meziprodukt. n-Systém PLP
zajisStuje stabilitu takto vzniklého intermediatu, jez je déna resonan¢ni strukturou
mezi kruhem pyridinu a Schiffovou bazi. Za stabilizaci fenolového stavu stoji poloha
sdileného protonu mezi fenolovou skupinou pyridoxal-5‘-fosfatu a Schiffovou bazi
(Westlake, 2012). Mechanismus je zobrazen na Obr. 8.

Zbytek lysinu, ktery se uvoliiuje pfi tomto procesu, slouzi jako zaklad pro dalsi
krok a katalyzuje 1,3-vodikovy posun zahrnujici odbér a-protonu z vngjsiho
aldiminu a deprotonizaci iminu na koenzymu. o-Vodik je odebran od darce
aminokyseliny za vzniku plandrniho meziproduktu (ketiminu) ptfedtim, nez je
premistén na C4 atom PLP molekuly. Tento meziprodukt se poté hydrolyzuje za
vzniku pyridoxamin-5¢-fosfatu (PMP) a ketokyseliny. Druhy krok reakce zahrnuje
tvorbu komplexu mezi PMP vazaného na enzym a akceptorem aminokyseliny

a zpétnou regeneraci PLP (Westlake, 2012).
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Obr. 8 Mechanismus transaminacni reakce zahrnujici kofaktor PLP a jeho

meziprodukty (upraveno podle Westlake, 2012).
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3.1.5 Substratova specifita

Vsechny doposud znamé aminotransferasy pouzivaji stejny koenzym ke katalyze,
katalyzuji stejny typ reakci, 1i$i se pouze v substratové specifité. Strukturalni rozdily
mezi nimi odrazeji specializaci pro substratovou specifitu, samoziejm¢ neutralni
divergence a adaptace na evolu¢ni omezeni, které nejsou pfimo spojené s jejich
katalytickou funkci. Enzymy dané podskupiny pfijmou aminokyselinové substraty
podobné struktury (Mehta et. al., 1993).

Jak jiz bylo zminéno v kapitole 3.1.3, substratova specifita w-aminotransferas je
mnohem $ir§i, nez a-aminotransferas, jelikoz a-AT mohou pifijmout pouze a-
aminokyseliny a o-ketokyseliny jako dvojice substrati. Nejvyznamnéjsi rozdil
mezi substraty a-AT a ®-AT lze Cerpat z hlediska reaktivity primarnich aminQ
a ketonu jako darcti a akceptorti aminoskupiny (Malik et. al., 2012). Byla prokazana
fada strukturné odlisSnych primarnich amint (arylalkylové aminy a alkylaminy)
vykazujici reaktivitu darci aminoskupiny. V¢tSina z reaktivnich  darch
aminoskupin byla nalezena mezi arylalkylovymi aminy spiSe nez alifatickymi
aminy. V piipad¢ akceptoru aminoskupiny byla pozorovana vysoka reaktivita s o-
ketokyselinou (typicky pyruvat) a aldehydy (propanal a benzaldehyd). Reaktivita
ketonil jako akceptorti aminoskupin je mnohem niz§i nez s pyruvatem, coz je jedna
z hlavnich ptekazek asymetrické syntézy chiralnich amint (Malik et. al., 2012;
Van Hauwermeiren, 2014).

Vsechny doposud znamé wm-aminotransferasy ukazaly nejvyssi reaktivitu vaci o-
methylbenzylaminu (a-MBA) az na dvé vyjimky, které jsou reaktivnéjsi nez a-MBA,

aminoindan a aminotetralin (Malik et. al., 2012).

3.1.5.1 Inhibice

a-Aminotransferasy i m-aminotransferasy jsou citlivé na inhibici gabaculinem
(Obr. 9, Obr. 10) (Westlake, 2012). Tato sloucenina se chova jako neurotoxin v téle,
ktery je schopen prekroceni hematoencefalitické bariéry v mozku. Inhibice
gabaaminotransaferasy, umoziuje Gaba, coZ je inhibi¢ni neurotransmiter, aby jeji
hladina vyrazn& vzrostla. Po navézani do aktivniho mista je vytvotfena Schiffova
baze s PLP a dojde k odstranéni protonu z B-uhliku vazaného na fetézec, Asp 259
PLP Arg 416 Trp 57 PLP Trp 157, imino skupiny, jako by se stalo s normalnim

aminodonorem substratu. Nicméné s gabaculinem je druhy proton pievzat z f-uhliku,
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vytvaii nestabilni meziprodukt. Poté dochdzi ke wvzniku m-karboxyphenyl-
pyridoxamin-fosfatu (mCPP), ktery je velmi stabilni, a jako takovy irreverzibilné
brani opétovnému vytvoreni PLP (Westlake, 2012).

N _
H3N+ COO

Obr 9. Vzorec inhibitoru gabaculinu (pfevzato z Westlake, 2012).
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Obr. 10 Mechanismus inhibice aminotransferasy kofaktoru PLP gabaculinem
(upraveno podle Westlake, 2012).

Dale také dvé slouceniny, 4-aminohex-5-ynova kyselina a 4-aminohex-5-enova
kyselina (Obr. 11), které mohou byt povazovany za acetylenové a vinylové derivaty
4-aminobutyratu,  byly  pfipraveny  jako  enzymové  inhibitory = 4-
aminobutyrataminotranferasy. Také 2-aminobut-3-enova kyselina byla navrzena jako
inhibitor aspartataminotransferasy, enzym indukuje reaktivitu zavedenim konjugace
dvojnych vazeb (John et. al., 1979).

Testovanim krysich jater bylo prokazano, ze L-cykloserin (Obr. 11) inhibuje

invitro tii jaterni enzymy: alaninaminotransferasu, fenylalaninaminotransferasu
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a tyrosinaminotransferasu. Inhibice je nevratnd a nekompetitivni s ohledem na
substraty aminokyselin. D-cykloserin byl méné ucinny jako inhibitor. Pouze
v ojedinélych, perfundovanych krysich jatrech L-cykloserin inhiboval celkovou
glukoneogenezi. Alaninaminotransferasa byla inhibovana také v mozku, srdci a
ledvinach (Wong et. al., 1973).

Bylo také prokazano, ze cinchofen, zobrazen na obrazku 11 a jeho derivaty 3-,6-
,7-,8-hydroxycinchofen inhibuji aspartataminotransferasu a alaninaminotransferasu
Vv krysich jatrech. ALT je mnohem vice citlivéjsi na tyto inhibitory nez AST
(Hanninen a Hartiala, 1965).
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4-aminohex-5-ynova kyselina 4-aminohex-5-enova kyselina 2-aminobut-3-enova kyselina
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N
= g ‘ T~
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Ho” o
L-cykloserin D-cykloserin cinchofen

Obr. 11 Vzorce inhibitori.
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3.2 Imobilizace enzymii

Enzymy jsou relativné drahé biokatalyzatory, proto je z ekonomického hlediska
v mnoha procesech vyzadovano jejich opétovné pouziti (Mateo et. al., 2007).

Termin imobilizované enzymy se vztahuje na enzymy fyzikdln¢ omezené nebo
lokalizované v urcité definované oblasti prostoru za soucasného zachovani jejich
katalytickych aktivit a které mohou byt pouzity opakované (Brena a Bratista-Viera,
2006; Zajkoska et. al., 2013). Myslenka opétovného pouziti tedy znamena, Ze
aktivita imobilizovaného enzymu by méla byt dostateéné vysoka, aby bylo mozné
uskutecnit toto opakované pouziti. Z toho divodu musi byt enzym dostatecné
stabilni, nebo se musi stabilizovat imobilizaci. Pouziti imobilizovanych enzymi
umoznuje kontrolovat pribéh reakce a zjednodusSit konstrukci reaktoru
(Mateo et. al., 2007).

Hlavnimi pfednostmi imobilizace jsou snadna separace enzymu z reak¢éni smési,
reakce. Nevyhodou jsou dodate¢né ndklady, difuzni omezeni, kterd mohou snizit
reak¢ni rychlost (Zajkoska et. al., 2013).

Kromé pouziti v biotechnologickych procesech se imobilizované enzymy
vyuZivaji v analytické chemii (diagnostika), v bioafinitni chromatografii a slouZi jako

biorekognikacéni vrstva pii konstrukei katalytickych biosensord (Mateo et. al., 2007).

3.2.1 Vybér nosice

Vlastnosti nosi¢e maji zasadni vyznam pti uréovani zptisobu imobilizace enzymu.
Idedlni vlastnosti nosi¢e zahrnuji fyzikalni odolnost vici stlaceni, inertnost vici
enzymim (zadné nespecifické interakce senzymem), tepelnou odolnost,
biokompatibilitu, odolnost vii¢i napadeni mikroorganismy a dostupnost pfi nizkych
nakladech ( Brena a Batista-Viera, 2006).

Nosi¢e mohou byt anorganické nebo organické podle jejich chemického sloZeni.

Dale je lze rozdélit na piirodni a syntetické (Tab. 2).
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Tab. 2 Klasifikace nosi¢u (pfepracovano dle Brena a Batista-Viera, 2006).

polysacharidy: celulosa, dextran, agar,
Piirodni polymery |agarosa, chitin, alginat

Organické proteiny: kolagen, albumin

Syntetické polymery polystyren

polyamidy, vinyl- a alkyl-polymery

bentonit, oxid kifemicity, kaolinit, zeolit,

Ptirodni mineralni . g
pisky, uhlic¢itany

latky
aktivni uhli

Anorganické T -
sklo (neporézni a kontrolovatelné porézni)

Syntetické materialy | kovy, oxidy kovi s Fizenou velikosti port

silikagel

Fyzikalni vlastnosti nosi¢i (jako je pramér ¢astic, schopnost absorbovat vodu,
mechanickd odolnost, odolnost vuci tlaku atd.) maji zdsadni vyznam pro urceni
imobiliza¢niho systému a vybéru reaktoru pouzivaného za technickych podminek
(reaktor s michanim, pritokovy nebo vsadkovy reaktor). Zejména charakteristika
port a velikost ¢astic urcuji celkovy povrch a tim kriticky ovliviluji kapacitu pro
vazbu enzymu. Existuji dva typy nosi¢l: porézni a neporézni (Brena a Batista-Viera,
2006).

3.2.1.1 Porézni nosice

Porézni nosi¢e umoznuji vEétsi kapacitu vazby enzymu. Imobilizovany enzym je
vice chranén pied okolnim prostfedim. Porézni nosi¢e by mé€ly mit fizenou velikost a
distribuci poru s cilem optimalizovat jejich kapacitu. (Brena a Batista-Viera, 2006).

I pfes mnoho vyhod anorganickych nosic¢ii (vysoka stabilita proti fyzikalnim,
chemickym a mikrobialnim degradacim) se vétSina pramyslovych aplikaci provadi
urcuji Groven aktivity imobilizovanych enzymu (Brena a Batista-Viera, 2006).

Mezi nejpouzivanéj$i porézni nosice anorganického puvodu patii silikagel
a porézni sklo. Silikagel je vysoce porézni, mechanicky odolny, ale ma omezenou
chemickou stabilitu (omezujicim faktorem je teplota a pH). Tato matrice trpi
Znaénym smrs$tovanim béhem procesu susSeni, coz vede k praskdni materidlu a
kolapsu porG. Za pouziti pridatnych latek Ize tyto problémy piekonat

(Sassolas et. al., 2012). Porézni sklo je uzitetné vzhledem ke své mechanické

27



odolnosti, vysoké porovitosti, tepelné stabilit¢ a odolnosti vici nespecifickym
interakcim. Nicméné¢ je rozpustné v bazickém prostiedi (Hermanson et. al., 1992).

Nejpouzivanéjsim organickym, makroporéznim hydrofilnim nosi¢em je celulosa.
Je to nejhojnéjsi ptirodni organicky polymer charakteristicky snasenlivosti k vysSSim
teplotim a pH (Hermanson et. al., 1992). Chitin a chitosan jsou dal$imi pfirodnimi
polysacharidy. Chitin je jednim ze svétoveé nejvice bohatych obnovitelnych zdroja. Je
hlavni slozkou schranek koryst, exoskeletu hmyzu a bunécénych stén hub, kde
poskytuje pevnost a stabilitu. Je nerozpustny ve vétSin€¢ rozpoustédel. Chitin
a chitosan je mozno chemicky povazovat za analogy celulosy. Komer¢né jsou
ziskany pfi relativné nizkych nakladech ze skotapek korysu (krabi, krevety, humiti)
(Krajewska, 2004). Vynikajicim nosi¢em organického puvodu, ktery se Siroce
pouziva, je agarosa ziskana z moiskych fas (komeréni nazev Sepharosa). Tento
polysacharid je vysoce porézni, to vede k vysoké kapacité pro proteiny. Dalsi vyhoda
je hydrofilni charakter, absence nabitych castic (které brani nespecifické adsorpci
substratu a produktu) a komeréni dostupnost. Pfirodni agarosa je mechanicky
i chemicky nestabilni, ale po zesiténi vhodnym ¢inidlem (napf. epichlorhydrin)
vznikad stabilni gel. Nicméné dilezitym omezenim v pouziti agarosy a jinych
poréznich nosi¢i je vysoka cena (Brena a Batista-Viera, 2006). Piikladem
syntetického organického nosice muize byt polyakrylamid, ktery je odolny vuci
nespecifickym interakcim a ma dobrou stabilitu pH. Nevyhodou je mechanicka
nestabilita. Dal$im pouzivanym syntetickym polymerem je polyvinylalkohol (PVA).
Tento polymer je rozpustny ve vodé a nerozpustny v organickych rozpoustédlech.
Poskytuje dobrou mechanickou a tepelnou stabilitu (Zhang et. al., 2013).

Jelikoz v ptipad¢ poréznich nosici je rychlost enzymové reakce omezovana difuzi
substratu k enzymu a produkt se musi dostat ven, proto se v posledni dob¢ stale vice

preferuji nosi¢e neporézni (Brena a Batista-Viera, 2006).

3.2.1.2 Neporézni nosice

Mezi tyto nosice se fadi ruizné materialy o velikosti nanometrti aZz mikrometru,
podle toho, kde jsou pouzity. Tyto nosi¢e jsou zavedeny v biologickych a
chemickych oborech, medicin¢, biotechnologiich nebo environmentalnich
technologiich. Nej¢asteji pouzivané jsou magnetické Castice vyrobené z oxida zeleza
(McBain et. al., 2008). Naptiklad magnetit (Fe3O4) nebo maghemit (y-Fe,Os).
DalSimi pfipadnymi materialy jsou oxid chromity nebo cisté¢ kovy jako zelezo, nikl
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a jejich slitiny, napt. FePt a FeAu (McBain et. al., 2008). Nejvétsi vyhodou v pouziti
magnetickych neporéznich nosi¢i je snadnd manipulace a separace vnéjSim
magnetickym polem. Mezi potiebné vlastnosti také patéi chemicka rezistence
s nejcastéji pouzivanymi pufry a rozpoustédly, tepelnd stabilita, mechanicka
odolnost, superparamagnetismus, velky povrch atd. (Hsing et. al., 2007).

Povrchové vlastnosti magnetickych i nemagnetickych nosict lze zvolit zptisobem,
v zavislosti na konkrétnich aplikacich, pro které se vyrab¢&ji (Stratulat et. al., 2000).
Nosice se obaluji riznymi latkami a vytvori tzv. funkcionalizujici slupku, ktera
zamezi shlukovani castic a vnasi na povrch ¢astic funkéni skupiny vhodné pro

vytvoreni vazby s bioaktivni komponentou.

3.2.2 Metody imobilizace

Enzymy vykazuji celou fadu vlastnosti (funguji za mirnych reak¢nich podminek,
maji vysokou specifi¢nost reakce nebo substratovou specifitu), které usnadnuji jejich
vyhodné pouziti ve srovnani s konvenénimi chemickymi katalyzatory
(Krajevska, 2004). Existuje ale fada praktickych problému pii jejich pouzivani.
Vysoké naklady na purifikaci enzymii, dale citlivost na jiné nez optimalni podminky
pii purifikaci a citlivost na stopové mnozstvi latek, kter¢é mohou pusobit jako
inhibitory. Jiné nez optimalni podminky a inhibice mohou vést k denaturaci enzymu.
Dal$im diivodem je, Ze volny enzym v reakéni smési nelze po skonceni reakce ziskat
zpét v aktivni formé pro opakované pouziti. Navic po skonceni reakce je produkt
zneCistén enzymem, ktery musi byt odstranén, obvykle denaturaci a centrifugaci.
Resenim téchto problémd je imobilizace enzymti (Krajevska, 2004).

Ve srovnani s volnymi enzymy v roztoku, imobilizované enzymy jsou vétSinou
robustnéj$i a odoln€j$i vici zménam prostiedi. DalSim dualezitym aspektem je
heterogenita enzymovych systémt umoziujici snadnou separaci a oddé€leni jak
enzymu, tak produktu, vice opakovanych pouziti, nepfetrzity provoz enzymovych
procest a rychle ukonceni reakce (Krajevska, 2004).

Imobilizace enzymii je zalozena na omezeni volnosti pohybu enzymu, kdy se
nejprve rozhoduje o materialu nosi¢e a nasledné¢ o metodé (Brena a Batista-Viera,
2006; Zhang et. al., 2013). Jednim ze zptsobu, jak fidit rizné ptistupy k imobilizaci
je zafazeni do dvou Sirokych kategorii: reverzibilni a irreverzibilni metody. Bylo
navrzeno mnoho metod za ucelem dosazeni imobilizace a kazda z nich ma vyhody

i nedostatky (Zhang et. al., 2013). Enzymy byly pouzity v mnoha praktickych
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aplikacich, zejména v biomedicinskych a  biotechnologickych  oblastech
prostfednictvim imobilizace na rtiznych nosi¢ich. Nejvyuzivanéj§imi zpisoby
imobilizace jsou adsorpce, zesiténi, zachyceni, enkapsulace a kovalentni vazba

(Obr. 12) (Sassolas et. al., 2012; Zhang et. al., 2013).

E E
E
= i
. B
= E
Zachyceni Adsorpce Kovalentni vazba
E — BT
/ \ E \ E J E"./
=)
D 3 \ ' ,
S - >
B E -
. E
Zesiteni Enkapsulace

Obr. 12 Zptsoby imobilizace enzymii - zachyceni, adsorpce, kovalentni navazani, zesiténi,
enkapsulace. E: enzym, P: inertni protein (upraveno dle Sassolas et. al., 2012).

3.2.2.1 Reverzibilni imobilizace

Vzhledem k druhu enzymu vazaného na nosi¢, je mozné za mirnych podminek
uvolnit reverzibilni imobilizované enzymy z nosice. Pouziti reverzibilnich metod pro
imobilizaci enzymu je velmi atraktivni, zejména z ekonomickych divodd. Nosi¢
muZe byt znovu regenerovan vloZenim nového enzymu. Reverzibilni imobilizace
enzymu je zvlasté¢ dilezitd pro imobilizaci nestabilnich enzymil a pro aplikace

Vv bioanalytickych systémech (Brena a Batista-Viera, 2006).
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3.2.2.1.1 Adsorpce

Imobilizace adsorpci je pomérné¢ jednoduchy a levny zplsob imobilizace
(Brady a Jordaan, 2009). Zahrnuje reverzibilni nekovalentni interakce mezi
enzymem a nosi¢em. Enzym je pfichycen na povrch nosice prostfednictvim slabych
sil, jako jsou van der Waalsovy sily, elektrostatické interakce, hydrofobni interakce
a vodikové vazby (Zhang et. al., 2013). Povaha sil ucastnicich se nekovalentni
imobilizace mlize byt zménéna Upravou podminek, které ovliviiuji silu interakce
(napt. hodnota pH, iontova sila, teplota nebo polarita rozpoustédla) (Brena a Batista-
Viera, 2006).

Imobilizace adsorpci je mirny, jednoduchy proces, ktery obvykle zachovava
katalytickou aktivitu enzymu, jelikoz zde nedochazi k chemické vazbé jako takové.
Specificky povrch nosi¢e je také dilezitym faktorem, ktery ovliviiuje mnozstvi
adsorbovaného enzymu (Zhang et. al,. 2013).

Biologické komponenty jsou smichidny s vhodnym adsorbentem, za vhodnych
reakénich podminek ( pH, iontova sila, atd.) (Sassolas et. al., 2012). Po dostate¢né
dobé inkubace je neadsorbovany material odstranén promytim pufrem.

Tyto metody jsou tedy ekonomicky vyhodné. Velkou vyhodou je reverzibilita,
diky ni je umoZznéno znovupouziti nosi¢e. Metoda také pifinasi nékteré nevyhody.
Naptiklad imobilizovany enzym pfipraveny adsorpci miize mit Spatnou operacni
a skladovaci stabilitu. Mnozstvi adsorbovaného enzymu je zavislé na teploté, iontové
sile a pH. Problémem mohou byt slabé interakce, diky nim se enzym uvolni
z matrice. Nevyhodami tedy jsou uUbytek enzymu z nosi¢e do produktu, pietiZzeni

nosice nebo nespecificka vazba (Chaplin a Bucke, 1990).

3.2.2.2 Irreverzibilni imobilizace

Pojem nevratnd imobilizace znamena, Ze jakmile je biokatalyzator pfipojen
Kk nosici, nelze jej odd¢lit bez zni¢eni biologické aktivity enzymu nebo nosice. Mezi
nejcastéjSi postupy nevratné imobilizace jsou, zachyceni, zesiténi, enkapsulace a

kovalentni vazba (Brena a Batista-Viera, 2006).
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3.2.2.2.1 Zachyceni

Metoda je zalozena na zachyceni okluzi enzymu v polymerni siti, kterd umoziuje
prichod substratu a produktd, ale zadrzuje enzym. Tato metoda se 1iSi od ostatnich
metod tim, Ze enzym neni vazan na nosi¢ nebo membrany. Molekuly enzymu jsou
volné v roztoku a jejich pohyb je omezen pouze miizkou gelu (Brena a Batista-Viera,
2006).

Aby se zabranilo ztraté enzymu z gelu, musi byt kontrolovana velikost pora
v gelu. Soucasné¢ musi byt poskytnut pfistup substratu k enzymu a vylouceni
produktu ven zgelu. Nejcastéji Sse pouziva zachyceni na ptirodnich nebo
syntetickych polymerech. Nejvice jsou pouzivany polypeptidy (Zelatina, kasein,
kolagen), polysacharidy (agarosa, alginat, karragenan) a syntetické polymery
(polyakrylamid, polyvinylalkohol).

Biokatalyzatory byly zachyceny v pfirodnich polymerech, jako jsou agar, agarosa
nebo Zelatina tepelnou indukovanou gelaci a alginat a karagen ionotropickou gelaci.
Dal$imi metodami  pouzitymi k zachyceni jsou organickd polymerace
fotochemickym nebo chemickym procesem (polyakrylamid) nebo srézeni
z nemisitelného roztoku (polystyren) (Bickerstaff, 1997).

Existuji dva rGzné piistupy k zachyceni enzymi. Prvnim postupem je smichéni
enzymu s polymerem, nasledné¢ dochdzi k zesit€ni nosice. Dal§im a zaroven vice
pouzivanym postupem je smichani enzymii s monomery, kdy dochazi k polymeraci
anaslednému zesiténi nosic¢e. V obou pripadech je enzym zachycen v miizce
(Brady a Jordaan, 2009).

Jednim z hlavnich omezeni této techniky je difuzni a stérické omezeni, zejména
pii pouziti makromolekularnich substratt jako jsou skrob a proteiny (D’Souza, 1999;
Cao, 2005).

Upravou podminek polymerace lze zménit pérovitost polymeru, strukturu sité,
povrchové funkce a velikosti ¢astic. Porovitost 1ze zménit zejména zplisobem susent,
povrchovym napétim rozpoustédla a polymerni kompozici gelu (Brady a Jordaan,
2009).
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3.2.2.2.2 Zesiténi

Pfi tomto zpiisobu imobilizace neni potieba pouzit matrici. Principem této metody
je vzajemné spojeni enzymi do tfidimenzionalni struktury (Sassolas et. al., 2012). To
je umoznéno ruznymi chemickymi a fyzikalnimi metodami. Chemickou metodou
muze byt vytvoieni kovalentnich vazeb mezi molekulami enzymu. Timto zptisobem
vznikd nerozpustnd sit. Nejbéznéjsi aktivacni Cinidlo je glutaraldehyd, ktery
interaguje s aminoskupinami enzymu a vytvaii mezi nimi vazby, a tak umoziuje
jejich zesiténi (Mateo et. al., 2007). Dalsimi pouzivanymi c¢inidly jsou bis-
diazobenzidin nebo hexamethylendiisokyanat. Fyzikalni metodou mize byt
napiiklad flokulace. Pouzivana ¢inidla jsou polyaminy, polyethyleniminy, sulfonaty
a rizné fosfaty (Bickerstaff, 1997). Obecné plati, Ze zesiténi je vhodné pouzit ve
spojeni s nékterou dal$i metodou, napt. fyzikalni adsorpce, ¢imz se docili vétsi

stability enzymu (Lopez-Gallego et. al., 2005).

3.2.2.2.3 Enkapsulace

Podobné¢ jako zachyceni, enkapsulace chrani enzym z vnéjsiho prostiedi, ale ma
omezené aplikace Vv biokatalyze velkych substratli. Enkapsulace enzymii mize byt
umoznéna obalenim enzymu semipermeabilni membranou. Jedna se o jednoduchou
metodu, jestliZze je enzym vroztoku volny. V idedlnim pfipadé je umozZnén
oboustranny volny pohyb malym substratim a produktim pies semipermeabilni
membranu. Velké proteiny a enzymy nemohou prochéazet dovnité a ven z kapsule.
V nejjednodussim piipadé¢ je enzym na jedné strané polopropustné membrany,
zatimco reakéni slozky a tok produktd jsou pfitomny na strané¢ druhé
(Chaplin a Bucke, 1990).

VétsSinou jsou pouzivany mikrokapsule o velikosti 10 az 100 um v praméru
(nitrocelulosa, nylon). Pfi rychlém pfirtistku produktt uvniti kapsule muize dojit
k poruseni membrany (Bickerstaff, 1997). K dlouhodobému pouzivani jsou vhodna
komeréné dostupna duta vldkna a ultrafiltraéni membrany, které jsou odolné vici

mechanickym a chemickym vliviim.
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3.2.2.2.4 Kovalentni vazba

Imobilizace zaloZzena na tvorbé kovalentnich vazeb patfi mezi nejpouzivané;si
metody. Vyhodou téchto metod je stabilni charakter vazeb vytvofenych mezi
enzymem a matrici. Diky tomu neni enzym uvolnén do roztoku (Brena a Batista-
Viera, 2006). Tato metoda se pouziva k imobilizaci enzymu volné karboxy- ¢i
aminoskupiny (e-aminoskupina lysinu ¢i primarni aminoskupina) a funkéni skupiny
nosi¢e. Reakce by méla probihat za mirnych podminek, aby nedoslo k pozménéni
aktivni konformace enzymu (Zhang et. al., 2013). Funk¢ni skupiny proteint vhodné
pro kovalentni vazbu za mirnych podminek zahrnuji: aminoskupinu z lysinu nebo
argininu, karboxylovou skupinu kyseliny asparagové nebo glutamové, hydroxylovou
skupinu serinu nebo threoninu, fenolovy kruh tyrosinu, thioskupinu cysteinu,
imidazolovou skupina histidinu a indolovou skupinu tryptofanu (Mateo et. al., 2007).

Aby se enzym mohl navazat, je zapotiebi aktivovat funkcni skupiny nosice
vhodnym ¢inidlem. Epichlorhydrin se pouzivd k aktivaci nosi¢e nesouci
hydroxyskupinu. Jestlize nosi¢ obsahuje vice hydroxylovych skupin (polysacharidy),
k aktivaci se pouziva bromkyan (CNBr) nebo jodistan sodny (NalO4). Pokud
podklad obsahuje karboxylové skupiny, aktivace se provadi karbodiimidem. Nosice
nesouci aminoskupinu jsou nejcastéji aktivovany glutaraldehydem, coZ je pomérné
levné a bézné dostupné c¢inidlo. Imobilizace pomoci glutaraldehydu je znaéné
univerzalni metoda imobilizace. Imobilizace pomoci primarni aminoskupiny nabizi
v mnoha piipadech velice dobré vysledky, nebot” poskytuje zesiténi mezi molekulami
glutaraldehydu navazanych na enzym a mezi molekulami glutaraldehydu vazanych
na nosi¢. Duisledkem je chemickd zména celého povrchu enzymu

(Mateo et. al., 2007).

3.2.3 Vyuziti imobilizovanych enzyma v praxi

Jak jiz bylo uvedeno vySe, imobilizované enzymy vykazuji vys$$i stabilitu,
odolnost vi¢i vnéjSim vliviim, umoznuji opakované pouziti a také okamzité ukonceni
reakce (Krajewska, 2004).

Imobilizované enzymy byly pouZity v potravinaiském primyslu, kde nahrazuji
enzymové procesy katalyzované volnymi enzymy, ve farmaceutickém prumyslu a pfi

vyrobé jemnych specidlnich chemikalii. Velké mnozZstvi imobilizovanych enzymi
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v rozmezi aZ 10° tun ro&né slouZi k vyrob& kukufiéného sirupu s vysokym obsahem
fruktosy, jeden z nejvice komercné dulezitych procest (Krajewska, 2004).

Oblasti soucasnych a potencidlnich aplikaci imobilizovanych enzymovych
systému jinych nez primyslovych patii organické syntéze (v laboratornim méfitku),
analytickym a 1ékatfskym aplikacim. Poté co byla prokazana schopnost katalyzovat
reakce nejen ve vodném roztoku, ale i v organickém prostiedi, enzymy ziskaly velky
potencial pro organickou syntézu. Mohou zjednodusit chemické postupy snizenim
syntetickych krokd, mohou zvysit Cistotu produktu a mohou katalyzovat regio-
a stereoselektivni syntézy (Krajewska, 2004).

V analytickych aplikacich jsou imobilizované enzymy pouzivany hlavné pii
konstrukci biosenzorii a v mensi mife jsou soucasti diagnostickych prouzkd.
Katalytické biosenzory se vyuzivaji v klinické biochemii a pifi monitorovani
zivotniho prostiedi. Lékarské aplikace imobilizovanych enzymi zahrnuji diagnostiku
a lécbu nemoci (Krajewska, 2004). Imobilizované enzymy vykazuji vyssi tepelnou
a skladovaci kapacitu. Mohou byt vyuzity vSude, kde se pouzivaji volné enzymy, a to

nejen ke snizeni nakladu, ale i k urychleni reakce.

3.3 Imobilizace aminotransferas

Imobilizace biokatalyzatoru miize byt vhodna zejména pii praci s bezbunéénym
extraktem nebo purifikovanymi enzymy, které jsou vice v kontaktu s mediem, nez
kdyz jsou pouzity celé bunky (Neto, 2013). Imobilizovana ®-AT vykazuje lepsi
skladovaci a provozni stabilitu (P&ivi6 a Kanerva, 2013).

K dispozici je omezené mnozstvi odborné literatury o imobilizaci ®-AT se
zamé&feni na praci s bezbunéénym extraktem nebo celymi buitkami (Neto, 2013).
VétSinou byly imobilizovany celé bunky obsahujici poZzadovanou o-AT za pouZziti
riznych metod jako je zapouzdieni do kulicek alginatu a PVA-hydrogelu nebo
zachyceni v chitosanu. o-AT byly také kovalentné navazany na kulicky chitosanu
azachyceny v sol-gelovych matricich. Nedavné pokroky v pouziti o-AT
v organickych rozpoustédlech spise nez ve vodnych roztocich poskytly nové
moznosti  vyuziti lyofilizované ®-AT a adsorpce na hydrofobni nosice
(Paivio a Kanerva, 2013).

Napt. imobilizace celych bunék ®-AT zachycenim v kulickach alginatu
vapenatého byla pouzita pro kinetické Stépeni chirdlnich aminli, coz zplsobilo
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difizni omezeni, zmény substratu a inhibici produktu (Tufvesson et. al., 2011,
Neto, 2013). To bylo piekonano v jiné praci, kde celé bunky a permeabilizované
buiiky byly imobilizovany zachycenim v PVA-gelu bez difuzniho omezeni
sucinnosti  imobilizace 100 % (pozorovana aktivita / aktivita imobilizace)
(Neto, 2013).

Pokusy o imobilizaci celych bunék E.coli zesiténim glutaraldehydem, nebo
zachycenim v karagenanu a polyakrylamidu, byly neaspésné. V piipadé zesiténi
a zachyceni v polyakrylamidu bylo ztraceno 50 % aktivity, zatimco zachyceni
pomoci karagenanu vedlo k mechanicky nestabilnim produktim. Ve stejné praci
autofi uvadéji imobilizaci celych bun¢k pomoci hydratovaného oxidu titani¢itého
(adsorpéni povrch), algindtu (zachyceni) a chitosanu (bunécéna flokulace). Prvni
z nich ma udajné $patnou nosnost (méné nez 1 g celych bunék (susina) / g nosice)
a tudiz snizuje vynos imobilizace. Zatimco S alginatem vapenatym se snizila G¢innost
jiz pfi malém zatizeni (0,2 g celych bunék (susina)/g nosice). Protikladem je
imobilizace pomoci chitosanu, ktery umoznuje zatizeni 3,2 g celych bunck
(susina) / g nosice a vice nez 60 % zbytkové aktivity (Neto, 2013).

Byla zkoumana imobilizace (R)- a (S)-selektivni aminotransferasy na chitosan
s cilem zlepsit jejich vyuziti v biotechnologickych procesech. Pro AT bylo popsano
nékolik imobilizac¢nich pfistupt, kde se chitosan ukézal jako slibny nosi¢ pro tento
enzym. Chitosan nabizi celou fadu moznosti pro imobilizaci enzymi, protoze ma
volné hydroxylové skupiny a jednu aminoskupinu. Vzhledem ke své hydrofilnosti je
vhodny pro adsorpci a diky své rozpustnosti v kyselinaich a zasadach, mize byt
pouzity pro buné¢nou flokulaci (Mallin et. al., 2014).

AT byla také imobilizovana na Sepabeads, vysoce hydrofobni nosi¢, ktery
dostatecné zvysil produktivitu procesu. Kromé toho imobilizovana AT by mohla byt
pouzita V isopropylacetatu, kde volna AT byla zcela neaktivni. Imobilizace casto
stabilizuje biokatalyzatory, umozituje dlouhodobé operace a zjednodusuje nasledné
zpracovani, pokud se pouzije heterogennich reakci (Mallin et. al., 2014).

Imobilizace nebunécnych extrakti ®-AT byla dosazena kovalentni vazbou na
rizné pevné nosie a zachycenim v sol-gelovych matricich. Vytézky imobilizace
byly 20 —-50 % bilkovin (imobilizovany protein/cely protein) a méné nez 20 %
zbytkové aktivity (Tufvesson et. al., 2011; Neto, 2013). ®-AT imobilizované na
kulicky chitosanu zachovaly 77 % aktivity, ale jsou citlivé na inhibici substratu a

produktu. Imobilizace ®-AT v sol-gelovych matricich méla za nasledek zvySeni
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aktivity enzymu pii vy$sim pH a teploté¢ v porovnéni s volnym enzymem. Snadna
separace produktu ze sol-gelu imobilizované (R)-selektivni ®-AT je mozna
dvoustupniovou deracemizaci, skladajici se =z kinetického Stépeni R-selektivni
imobilizované ®-AT a asymetrickou syntézou (S)-selektivni @-AT, které maji byt
provadény s vytézkem 89 % (Tufvesson et. al., 2011). Ostatni prace uvadi nizké
vytézky imobilizace i nizkou zbytkovou aktivitu (< 50 %) po imobilizaci kovalentni
vazbou na nosi¢. Na druhé strané nékteré studie zaznamenavaly zvySeni stability pii
skladovani, ¢asto vysvétlovaly imobilizaci nativnich proteas z nebunécnych extrakti,
které potom nejsou schopny degradovat o-AT (Neto, 2013).

Truppo et. al. (2012) popsali imobilizaci ®-AT v organickych rozpoustédlech
(isopropylacetat, isopropanol, toluen). Nicméné neni jasné, jestli je to vysledek
imobilizace samotné nebo v dusledku piedchozich zlepseni stability enzymu, diky
proteinovému inzenyrstvi (Neto, 2013).

®-AT byly imobilizovany na magnetické ¢astice (Ni et. al., 2012). Nanocastice
oxidu zeleza (IONPs), kompozity nesouci adhezni zbytky se silnou povrchovou
afinitou, byly modifikovany katechol-chitosanem (CCS). ®-AT byly imobilizovany
na magnetické kompozity pomoci nukleofilnich reakci mezi katecholem a o-AT. Za
optimalnich podminek bylo imobilizovano 87,5 % ®-AT, ¢imz byla prokazana
vysokd nosnost. Kromé vysoké aktivity enzymu se ukazalo, Ze imobilizovana o-AT
na CSS-IONPs vykazuje zvySené pH optimum a tepelnou stabilitu v porovnani
s volnym enzymem. Imobilizovana ®-AT vykazovala vice nez 50 % své pocateéni
aktivity v 15 opakovanych reakénich cyklech za pouziti magnetické separace a
61,5 % své pocatecni aktivity pii skladovani pii 4°C ve fosfatovém pufru po dobu
15 dntli. Vysledky naznacuji, Ze tyto adhezni magnetické kompozity poskytuji lepsi
techniku pro imobilizaci biomakromolekul (Ni et. al., 2012).
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3.4 Aplikace v praxi

Aminotransferasy katalyzuji pfenos aminoskupiny z darce na akceptor, coz
umoznuje syntézu Siroké Skaly chirdlnich aminti a aminokyselin. Maji velky
potencial pro vyrobu opticky cistych B-aminokyselin. Opticky cisté p-aminokyseliny
jsou zajimavé stavebni kameny nejriznéjSich vyznamnych farmaceutickych latek.
AT mohou byt pouzity bud’ pii kinetickém $tépeni racemickych slou¢enin nebo pro

asymetrickou syntézu z prochiralniho substratu (Rudat et. al., 2012).

3.4.1 Historie m-aminotransferas

o-AT umoziuji dva piipravné postupy pro vyrobu chirdlnich amini, tj. kinetické
Stépeni racemickych aminii a asymetrickd syntéza achiralnich ketond. Prvenstvi
Vpouziti ®-AT pro vyrobu chirdlnich amind patii spolecnosti Celgene
Corporation (USA). To Vv roce 1997 odstartovalo védecky vyzkum (Malik et. al.,
2012).

Vétsina z raného pocatku vyzkumu o-AT se zaméfila na feSeni kinetickych
procest (S) - selektivni ®-AT sledovanych z pidnich mikroorganismti. Vyznamného
pokroku v kinetickém Sté€peni bylo dosaZeno pouZitim rtiznych procesnich krokd,
které zmirnily inhibici produktu, tj. enzymovy membranovy rektor (EMR). Nicméng,
vyzkum asymetrické syntézy zaostaval z divodu ruznych piekazek. Jednou z nich je
neptizniva reakéni rovnovaha a nizka reaktivita ketonu jako akceptoru aminoskupiny
(Malik et. al., 2012).

Prvni pfiklad asymetrické syntézy s pouZitim o-AT spocival v prekonani
nepfiznivé rovnovahy odstranénim produktu. V posledni dobé vyzkum o-AT
vyrazn€é vzrostl. Organicti chemici vénovali velkou pozornost katalytickym
vlastnostem enzymu pro asymetrickou aminaci ketont. V dusledku toho -AT lezi
Vv oblasti vysokého zajmu vyzkumu, proto jsme v poslednich letech byly svédky
vyznamné prulomové technologie m- AT katalyzujici asymetrické syntézy chirdlnich

amint (Malik et. al., 2012).
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Materialy a chemikalie

Acetonitril (ACN)

Aminotransferasa z Chromobacterium violaceum
Amoniak

Benzylaceton (2-fenyl-4-butanon, BA)
Bicincholinat sodny
Dihydrogenfosfore¢nan draselny
Dimethylsulfoxid (DMSO)

Glutaraldehyd

Hydrogenfosfore¢nan draselny

Hydroxid sodny

Hydrogenuhli¢itan sodny

Isopropylamin (IPA)

Jodistan sodny

Kyselina chlorovodikova

Kyselina octova

Kyselina trifluoroctova (TFA)
Magnetické mikroc¢astice MG CM 100
Magnetické mikro¢astice MG DEAE 100
Magnetické mikrocastice Perloza MG 100

Lab- Scan (Polsko)
c-Lecta (Némecko)
Merck (Némecko)
Sigma Aldrich (USA)
Sigma Aldrich (USA)
Sigma Aldrich (USA)
Sigma Aldrich (USA)
Sigma Aldrich (USA)
Sigma Aldrich (USA)
Lach-Ner (CR)
Sigma Aldrich (USA)
Sigma Aldrich (USA)
Sigma Aldrich (USA)
Lach-Ner (CR)
Sigma Aldrich (USA)
Sigma Aldrich (USA)
Tontosorb (CR)
Tontosorb (CR)
Tontosorb (CR)

N-(3-dimethylaminopropyl)-N¢-ethylkarbodiimid hydrochlorid

(EDC-HCI)

N-hydroxysukcinimid (NHS)
Pyridoxal-5°‘-fosfat mohohydrat (PLP)
Siran méd’naty pentahydrat
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS)
Uhli¢itan sodny monohydrat

Vinan sodny
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4.2 Pristroje

Analytické vahy Sartorius (Némecko)
Automatické pipety 1-5000 pl Eppendorf (Némecko)
Automaticky rotator Biosan (Lotys$sko)
Centrifuga Ependorf ( Némecko)
Digitalni pfedvazky Kern (Némecko)
Elektromagneticka michacka IKA (Némecko)
HPLC systém Schimadzu LC - 2010C Schimadzu (Japonsko)
pH metr inoLab Level 1 WTW (Némecko)
Spektrofotometr Biochrom (WPA) Biochrom Ltd. (GB)
Termostat SUB 6 Grant (Velka Britdnie)
Ttepacka s termostatem BioSan (Litva)

Vortex MS-1 IKA (Némecko)

4.3 Metody

4.3.1 Stanoveni aktivity aminotransferasy

Aktivita volné a imobilizované aminotransferasy byla stanovena vysokoucinnou
kapalinovou chromatografii (HPLC, Schimadzu LC -2010C) s pouZitim
benzylacetonu (BA) a isopropylaminu (IPA) jako substrata.

2 ml reakéni smés obsahovala Tris HCI pufr (78,71 mmol.I™; 78,71 pmol.I" PLP,
pH 8), isopropylamin (150 mmol.I"") jako donor aminoskupiny, HCI (150 mmol.I™)
pro tipravu pH reakce a benzylaceton (10 mmol.I™") rozpustény v dimethylsulfoxidu
(DMSO, 5% co-solvent). Pro méfeni aktivity imobilizovaného enzymu bylo pouzito
100 mg magnetickych  celulosovych  mikro¢astic s  imobilizovanou AT
z Chromobacterium violaceum. V piipadé méteni aktivity volné AT byl k reakéni
smé&si piipipetovan roztok volného enzymu (1 mg.ml™). Reakce probihala za stalého
michani a tfepani na automatickém rotatoru pfi laboratorni teploté po dobu 24 hodin.
Vzorek byl stopnut 1% TFA. Vzorek s denaturovanym enzymem byl piefiltrovan a
uschovan pro meéfeni aktivity pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie
(HPLC). Aktivita aminotransferasy byla vypocitana z plochy piku produktu (MPPA,
1-methyl-3-fenylpropylamin) v zavislosti kalibrace na produkt.
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Uvedeny postup méfeni aktivity volné a imobilizované aminotransferasy je

u vSech podkapitol totozny, obménuji se jen promeénné (teplota, znovupouziti, atd.).

4.3.1.1 HPLC metoda stanoveni produkti enzymové reakce

Mg¢fteni bylo provadéno na HPLC piistroji — Shimadzu LC - 2010C. Do vialky
s insertem bylo napipetovano 20 pl vzorku a 80 ul mobilni faze. Mobilni faze se
skladala z 60 % 10 mmol.I* CH3COONH4y, pH 11 (voda + kyselina octova, titrovano
amoniakem na pH 11, poté byla nutna filtrace) s 40 % ACN (acetonitril). Vzorky
byly davkovany do mobilni faze, ktera pienasela jednotlivé slozky vzorku na kolonu
(Gemini-NX 3pum C18 110A, 150 x 2.0 mm), kde dochazelo k opakovanému
ustanoveni rovnovahy mezi obéma fazemi a separaci analytu na zaklad¢ fyzikaln¢-
chemickych vlastnosti.

Analyty byly detekovany v mobilni fazi v prutokové cele UV detektoru po
prichodu separacni kolonou. Priitok byl 0,2 ml.min™, detekce 218 nm, injekce
vzorku byla 1 ul a doba separace 10 min. Standardy byly MPPA a BA. Reten¢ni ¢as
byl pro MPPA 6 minut a pro benzylaceton (BA) 8,1 minut.

Vystupem z UV detektoru je tzv. chromatogram, coz je graficky zaznam
zavislosti odezvy detektoru na reten¢nim Case. V chromatogramu se hodnoti plocha
nebo vyska piku.

Meéteni vzorkli na HPLC pfistroji provadél Mgr. Miroslav Jofenek.

m Wax Intensity : 706,315
Detector A: 21 Brim R Bt 732586
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Obr. 13 Chromatogram. Na obrazku je znazornén pik produktu MPPA V retenénim Case

6 mimut a pik BA v reten¢nim Case 8,1 minut.
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4.3.2 Imobilizace aminotransferasy pomoci jodistanu

Do 2 ml centrifugaéni zkumavky bylo navdzeno 100 mg magnetickych
celulosovych mikroc¢astic (Perloza MG 100) o standardni velikosti ¢astic 50 - 80 pum.
Bylo piidano 2000 pl 0,05 mol.I™ roztoku NalO4 ve vodé (v pufru se nerozpousti).
Smés byla tfepana a michana na rotatoru v lednici pii1 4°C. Pfes noc probihala
aktivace mikrocastic. Dal$i den byl jodistan odstranén a magnetické mikrocastice
byly sedmkrat promyty 800 ul fosfatového pufru (0,1 mol.I*, pH 8). Pufr byl
odstranén pomoci automatické pipety. Nasledné¢ bylo k aktivovanym ¢asticim
pridano 1600 pl fosfatového pufru (0,1 mol.I*, pH 8) s roztokem aminotransferasy
(7,5 mg.ml™"). Enzym se navazoval pti 4°C po dobu 24 hodin. Smés byla tfepana a
michéna na automatickém rotatoru pro efektivni navdzani enzymu. Poté byly ¢astice
separovany a promyty 10x fosfatovym pufrem (0,1 mol.I*, pH 8). Aktivita

aminotransferasy byla u imobilizovanych ¢astic zjisténa metodou HPLC.

4.3.3 Imobilizace aminotransferasy pomoci glutaraldehydu

Do 2ml centrifugacni zkumavky bylo navazeno 100 mg magnetickych
celulosovych mikroc¢astic (MG DEAE 100) o standardni velikosti ¢astic 30 - 50 pm.
Poté¢ bylo ptfidano 1900 pl 5% roztoku glutaraldehydu a smés byla 4 hodiny
protfepavana a michéana pfi teploté¢ 4°C. Po aktivaci ¢astic byly magnetické Castice
separovany magnetickym separidtorem a nenavazany glutaraldehyd byl odstranén.
Mikroéastice byly 5x promyty fosfatovym pufrem (0,1 mol.I", pH 8). Nasledné bylo
k aktivovanym mikro&sticim pfidano 1600 ul fosfatového pufru (0,1 mol.I™, pH 8)
s rozpu§ténou aminotransferasou z Chromobacterium violaceum (7,5 mg.ml™).
Imobilizace probihala pii 4°C po dobu 24 hodin za stalého michani a protfepavani na
automatickém rotatoru. Magnetick¢é mikrocastice byly separovany a roztok
obsahujici nevazanou aminotransferasu byl odpipetovan a mikrocastice byly
10x promyty 800 pl fosfatového pufru (0,1 mol.I*, pH 8). Byla stanovena aktivita

aminotransferasy u téchto Castic.
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4.3.4 Imobilizace aminotransferasy pomoci karbodiimidu

Do 2 ml centrifuga¢ni zkumavky bylo navazeno 100 mg magnetickych celulosovych
mikroc¢astic (MG CM 100) o standardni velikosti ¢astic 80 — 100 um. Poté byla
pfiddna aktivaéni ¢inidla ve fosfatovém pufru (0,1 mol.I*, pH 6): EDC.HCI
(13 mmol.I"Y) a NHS (25 mmol.I"%). Nasledng byl pfidan roztok aminotransferasy z
Chromobacterium violaceum (7,5 mg.ml™Y). Tato smés byla protiepavéana a michéna
na automatickém rotatoru 24 hodin pfi teploté 4°C. Po ukonceni imobilizace byla
smés separovana a magnetické mikrocastice byly 10x promyty stejnym pufrem
(0,1 mol.I'*, pH 6). Reakce probihala za soucasné aktivace karboxyskupiny pomoci

NHS. Byla stanovena aktivita aminotransferasy u téchto ¢astic.

4.3.5 Stanoveni vazebné kapacity aminotransferasy

Vazebna kapacita aminotransferasy byla stanovena metodou s kyselinou
bicinchoninovou (BCA metoda) (Luhova et. al., 2013) na zakladé porovnani
mnozstvi proteinu ve vzorku roztoku aminotransferasy pied imobilizaci a po
imobilizaci na rizné magnetické celulosové mikrocastice (MG 100, MG DEAE 100,
MG CM 100).

Reakce probihala smichanim 200 pl 10x nafedéného vzorku a 2 ml BCA ¢inidla.
Roztoky byly promichany a inkubovany pii 37°C po dobu 30 minut. Poté byly
ochlazeny na laboratorni teplotu. Nasledn¢ byla méfena jejich absorbance pii vinové
délce 562 nm proti blanku (200 pl destilované vody a 2 ml BCA ¢inidla)

Mnozstvi navazané AT z Chromobacterium violaceum na magnetické

mikrocastice bylo vypocitano podle vztahu:

vazebna kapacita=c¢; .V1—-C;.V,/m

kde c; je koncentrace proteint pied imobilizaci a ¢, po imobilizaci. Koncentrace
je vyjadfena mg.ml™, objem roztoku V; a V5 je dan v ml a m je hmotnost pevného
nosi¢e vmg. Vazebnd kapacita byla uvedena v hmotnostnim mnoZstvi
imobilizovaného  proteinu  na  hmotnostni  jednotku  kazdého  nosice

(ug AT/mg mikrocastic).
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4.3.6 Teplotni stabilita aminotransferasy

Vzorky volné aminotransferasy v Tris HCI pufru (0,1 mol.I'*, pH 8) a 100 mg
magnetickych celulosovych mikrocastic (Perloza MG 100) s imobilizovanou
aminotransferasou ve fosfatovém pufru (0,1 mol.I*, pH 8) byly inkubovény pii osmi
riznych teplotach (5°C, 15°C, 25°C, 35°C, 45°C, 55°C, 65°C, 75°C) po dobu
60 minut. Po inkubaci byly roztoky ponechany v ledu. Magnetické mikrocastice byly
separovany a pufr byl odpipetovan. Pro urceni aktivity volné a imobilizované AT
byla pouzita metoda HPLC. Pro porovnani teplotni stability volné a imobilizované
AT z Chromobacterium violaceum byla ur¢ena hodnota Tsg, coz je teplota, pii které

si enzym zachovava polovi¢ni aktivitu oproti nejvyssi uréené aktivite.

4.3.7 Funk¢ni stabilita aminotransferasy

Byla méfena funkéni stabilita volné a imobilizované aminotransferasy
z Chromobacterium violaceum na magnetickych celulosovych mikrocasticich
(Perloza MG 100). Bylo provedeno 5 méfeni v rozmezi 14 dni.

Vzorek volné aminotransferasy a imobilizované aminotransferasy pomoci
jodistanové metody byl inkubovan pfi laboratorni teploté po dobu 14 dni. Aktivita
volné i imobilizované aminotransferasy pii stanoveni funkéni stability AT byla
méfena v riznych ¢asovych intervalech. Aktivita obou vzorki byla méfena metodou
HPLC. Volnd AT byla méfena hned po ptipravé enzymu, po 1., 6., 7., a 13. dni
inkubace pii laboratorni teploté. MikrocCastice s imobilizovanou AT byly meéfeny
hned po imobilizaci, po 1., 7., 8. a 14. dni stani pfi laboratorni teploté. V ptipadé
volné aminotransferasy musel byt denaturovany vzorek centrifugovan po dobu
15 minut pii 10000 g z divodu ucpéavani filtru denaturovanym enzymem pfi
filtrovani vzorku.

Kazdé meéfeni probihalo s novym vzorkem, ktery byl inkubovéan pfi laboratorni
teploté po ur¢itou dobu. Byla méfena aktivita v zavislosti na ¢ase. Méfeni s nejvyssi
aktivitou aminotransferasy bylo uréeno jako 100 %. Pro porovnani funkéni stability
volné a imobilizované AT byla uréena hodnota tsp, coz je Cas, za ktery si enzym

zachova polovi¢ni aktivitu oproti nejvyssi namétené hodnote.
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4.3.8 Operacni stabilita aminotransferasy

Byla méfena operaéni stabilita volné a imobilizované aminotransferasy
z Chromobacterium violaceum. Magnetické celulosové mikrocastice
(Perloza MG 100) s imobilizovanou aminotransfeasou pomoci jodistanu byly po
imobilizaci promyty 10x fosfatovym pufrem (0,1 mol.I"}, pH 8) a pouzity pro mé&feni
aktivity v zavislosti na poctu pouziti. Aktivita byla stanovena metodou HPLC.
Enzymova reakce probihala za teploty 4°C.

S jednim vzorkem mikrocastic s imobilizovanou AT bylo provedeno 9 opakovani,
kdy mezi jednotlivymi cykly byly magnetické mikrocastice separovany a produkt
a substrat byly odpipetovany a mikroc¢astice byly promyty 10x fosfatovym pufrem
(0,1 mol.I", pH 8%). Prvni stanovena aktivita byla ozna¢ena jako 100 %, nasledujici
vysledky byly vyjadieny jako procentualni hodnoty zachované aktivity. Aktivita byla

stanovena prumérem ze Ctyf méfeni.
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6 Seznam pouZitych zkratek

ACN
AcornAT
ALT
ArnB
AroAT
AST

AT

BA

BCA
BCAT

BT

CCS
CCS-IONPs
CM
CS-IONPs
D-AlaAT
DapaAT
DEAE
DMSO
E. coli
EDC.HCI
EMR
Gaba
GaBaAT
HisPAT
HPLC
IONPs
IPA

kDa
MAT-BT
mCPP

acetonitril

acetylornithinaminotransferasa
alaninaminotransferasa
UDP-2-acetamid-4-amino-2,4,6-trideoxyglukosaaminotransferasa
aromatickd aminotransferasa

aspartataminotransferasa

aminotransferasa

benzylaceton

bicinchoninova kyselina

aminotransferasa, kterd vyuzivd rozvétvené aminokyseliny jako
substrat

hovéziho trypsin

katechol-chitosan

nanocastice oxidu zeleza obalené katechol-chitosanem
karboxymethyl

nanocastice obalené chitosanem
D-alaninaminotransferasa
diaminopelargonataminotransferasa
diethylaminoethyl

dimethylsulfoxid

Escherichia coli
N-(3-dimethylaminopropyl)-N*-ethylkarbodiimid hydrochlorid
enzymovy membranovy rektor

4-aminobutyrat

4-aminobutyrataminotransferasa
histidinol-fosfataminotransferasa

vysokoucinna kapalinova chromatografie

nanocastice oxidu Zeleza

isopropylamin

kilodalton

hovézi trypsin modifikovany maltotriosou

m-karboxyphenyl-pyridoxamin-fosfat

49



MPPA
NHS
OrnAT
PheAT
PLP
PMP
PSerAT
PVA
RAF-BT
SAT
SerAT
StsC

tso

Tso

TFA
Tris
TylB
TyrAT
a-AT
a-MBA
®-AaAT
o-AT

1-methyl-3-fenylpropylamin
N-hydroxysukcinimid

ornitinaminotransferasa
fenylalaninaminotransferasa

pyridoxal-5’-fosfat

pyridoxamin-5’-fosfat

fosfoserinaminotransferasa

polyvinylalkohol

hovézi trypsin modifikovany rafinosou

cukerné aminotransferasy

serinaminotransferasa
L-glutamin-scyllo-inositolaminotransferasa

Cas, za ktery si enzym zachova polovic¢ni aktivitu viici nejvyssi
nameétfené hodnoté

teplota, pfi které si enzym zachovava polovicni aktivitu oproti
nejvyssi urcené aktivité

kyselina trifluorotova

Tris (hydroxymethyl) aminomethan
TDP-3-keto-6-deoxy-D-glukosa-aminotransferasa
tyrosinaminotransferasa

a-aminotransferasa

a-methylbenzylamin
w-aminokyselinaaminotransferasa

w-aminotransferasa
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