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1 Cile prace

V teoretické ¢asti bylo cilem vypracovat literarni reSersi na téma proteasy (jejich
charakterizace, klasifikace, inhibitory, vyskyt a vyuziti), a to nasledn¢ se zaméfenim na
proteolytické enzymy obsazené V léCebném pripravku Wobenzym (bromelain, papain,
trypsin, chymotrypsin) a vyuziti proteas v mediciné (systémova enzymoterapie). Dale
provést literarni reSer§i o urease (Vlastnosti, vyskyt, purifikace, imobilizace ureasy

a praktické aplikace).

Cilem experimentalni ¢asti byla optimalizace imobilizace ureasy z Canavalia
ensiformis na magnetické mikrocastice Perlosa MG 200 (volba vhodnych podminek pro
imobilizaci — vliv koncentrace pufru na imobilizaci; imobilizace enzymu se substratem,
blokace reaktivnich skupin enzymu), dale pak stabilita imobilizované ureasy. Vyuziti

imobilizované ureasy pro odstranéni mocoviny ze vzorkd moci a ze vzorkl vina.



2 Uvod

Proteasy patii do skupiny enzymd, jez $tépi proteiny v pfitomnosti vody na
peptidy nebo az na aminokyseliny. Proteasy obecné délime na exoproteasy
a endoproteasy. Lépe byvaji proteasy klasifikovany na aspartatové, cysteinoveé,
serinové, metalo-, threoninové, glutamatové a asparaginové proteasy. V této diplové
praci je vénovana cast jejich vlastnostem, vyskytu, inhibitorim a hlavné vyuziti, a to
pfedevsim v mediciné.

Vyuziti proteas v mediciné méa znany vyznam. Jiz v minulosti bylo hojné
vyuzivano rostlinnych $tav bohatych na proteasy k 1€cbé riznych ran ¢i vieda. Lécivé
ucinky proteolytickych enzymii jsou vyuzivany i dnes v moderni mediciné k 1é¢bé
mnoha onemocnéni. Obor zabyvajici se 1é¢bou pomoci enzymi se nazyva systémova
enzymoterapie, za jejiho zakladatele je povazovan prof. Max Wolf. Proteasy mohou byt
aplikovany mistné, oblastné do zivotné dulezitych organi, injekéné ¢&i podavany
peroralné ve forme tablet (k nejznadméjsim patii Wobenzym, Prevenzym a Phlogenzym).
Systémové enzymoterapie se vyuziva k1é¢bé otokl, k antibiotické 1éCbe¢, pfti
nedostatecné sekreci travicich §t'av ¢i k 1é€bé vrozenych enzymopatii.

Ureasa je amydohydrolasa a fosfotriesterasa katalyzujici hydrolyzu mocoviny na
amoniak a oxid uhli¢ity. Ureasa je prvnim enzymem, ktery byl krystalizovan. Nachazi
se V bakteriich, houbach, tasach, rostlindch a u né€kterych bezobratlych Zivocicht.
Vyskytuje se hojné v rostliné Canavalia ensiformis (Jackova fazole), pattici do ¢eledi
bobovité (Fabaceae). Vzhledek k vysokym nakladiim na izolaci a purifikaci enzyma je
dnes hojn€ vyuZivano imobilizace enzymi, kdy dochazi k jejich upevnéni na pevné
nosi¢e. Vyhodou imobilizovanych enzyml je jejich opakovatelné pouziti a snadné
odstranéni enzymu z reakéni smési. Imobilizovand ureasa byla jiz vyuzita pro
odstranéni mocoviny z krve, krevniho séra a z moci. Jeji odstranéni z moci je dilezité
pro lepsi stanoveni metaboliti vyskytujicth se v nizkych koncentracich, vysoké
koncentrace mocCoviny komplikuji jejich stanoveni. Velky vyznam ma dnes odstranéni
mocoviny z alkoholickych napoji. Mocovina zde reaguje s ethanolem za vzniku

ethylkarbamatu, ktery je povazovan za karcinogen a mutagen.



3 Teoreticka ¢ast

3.1 Proteasy
Proteasy jsou enzymy $tépici proteiny, patii do skupiny hydrolas (EC 3, enzymy

katalyzujici hydrolyzu, coz je rozkladna reakce probihajici v pfitomnosti vody). Jsou
asto extrémné specifické co do struktury i prostorové konfigurace, reakce katalyzuji pii
v rozmezi pH 2 az 9 (Neilands & Stumpf, 1961). Jejich tlohou je $tépeni proteinti na
peptidy nebo az na aminokyseliny. Tyto metabolity byvaji nasledné vyuzity jako zdroj
energie, pripadn¢ jsou pouzity na resyntézu bilkovin. Také se ucastni premény
inaktivnich forem peptidi na aktivni formu nebo pfemény prohormonii na hormony.
Proteasy maji casto nizkou molekulovou hmotnost, jsou stalé a lze je pfipravit
v krystalickém stavu. Vyskytuji se predevsim ve formée inaktivnich zymogent (Neilands
& Stumpf, 1961).

3.1.1 Klasifikace proteas

Zakladnim clenénim proteas je rozdéleni na exoproteasy a endoproteasy.
Zatimco exoproteasy odsStépuji aminokyseliny od konce peptidického fetézce (od N-
konce — aminopeptidasy, nebo od C-konce — karboxypeptidasy), endoproteasy Stépi
uvnitt peptidického fetézce a naruSuji tim 3D strukturu protein. Nyni jsou proteasy
¢lenény do sedmi skupin (kland) na zakladé povahy katalytickych zbytkl: aspartatové
(poprvé popsany Vroce 1993), cysteinové (1993), serinové (1993), metalo- (1993),
threoninové (1997), glutamatové (2004) a asparaginové (2010) proteasy (Kohei,
2012). Z analyzy stovek aminokyselinovych sekvenci a za pouziti ptisnych standardi
pro ptibuznost bylo potvrzeno 84 odlisnych rodin proteas (Rawlings & Barrett, 1993).
Rada t&chto rodin vykazovala znamky davného vztahu k ostatnim a byly proto zafazeny
do kland, i tak mezi 60 skupinami sekvenci nebyl spatien zadny vztah. Pro klasifikaci
proteas byla zfizena on-line databaze MEROPS. Tato databaze obsahuje téz informace
0 substratech a inhibitorech proteas. Klasifikace je zaloZena na podobnostech primarni
aterciarni struktury pravé téch mist pifimo ucastnicich se reakce. Sekvence jsou
zatazeny do rodin a rodiny jsou nasledné fazeny do klanti (Rawlings et al., 2014). Prvni
Klasifika¢ni systém pro peptidasy publikovali v roce 1993 Rawlings a Barrett, v roce
2004 pak obohatili systém o inhibitory proteas.

Serinové proteasy $§tépi peptidové vazby v proteinech, kde se v aktivnim misté
enzymu nachazi serin (Hedstrom, 2002). Vyskytuji se jak v eukaryotech, tak

I v prokaryotech, v pfirod¢ jsou Siroce rozsifené. V lidském organismu maji ruzné
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reakce, krevni srazlivost, maji vyznam pii vyvoji, apoptdze a rozmnozovani (Page & Di
Cera, 2008). Na zakladé 3D struktury mize byt vétSina serinovych proteas zafazena do
Sesti klant, a to do klanu chymotrypsinu, subtilisinu, karboxypeptidas C, klanu
Escherchia D-Ala-D-Ala peptidas A, klanu ptibuznych represoru lexA a eventuelné do
klanu zahrnujici ATP-dependentni serinové peptidasy (Barrett & Rawlings, 1995).
Podle Di Cera (2009), tvoii vice nez jednu tfetinu vSech znamych proteolytickych
enzymu serinové proteasy, jez jsou seskupené do 13 klant a 40 rodin. Tyto Ctyfi rodiny
proteas — ubikvitin specifické C proteasy (klan CA, rodina C19, odpovédné za regulaci
vnitrobunéénych bilkovin), adamalysinové proteasy Zn-typu (klan MA, rodina M12,
podrodina B, tidi rustové faktory a integrinové funkce), prolyloligopeptidasy (klan SC,
rodina S9, §té€pi malé peptidy) a serinové proteasy trypsinového typu (klan PA, rodina
S1, podrodina A, nejvétsi skupina homolognich peptidas v lidském genomu zodpovédna
za mnoho biologickych procesll), samy o sob¢ predstavuji vice nez 40 % vSech
proteolytickych enzymi v lidském organismu (Page & Di Cera, 2008). Klasifika¢ni
systém proteas MEROPS v roce 2015 pocitd se zafazenim serinovych proteas do
celkem Sestnacti klant.

Souhrn katalytickych jednotek vSech serinovych proteasovych rodin je uveden

v Tabulce 1.
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Obecné vlastnosti serinovych proteas
Pocet . Katalytické N .

Klan rodin Zastupce Zbytky Primarni specifita
PA 12 Trypsin His, Asp, Ser é E.F.GKQRW,
SB 2 Subtilisin Asp, His, Ser F,W,Y

SC 2 Prolyl oligopeptidasa Ser, Asp, His G,P

D-Ala-D-Ala

SE 6 karboxypeptidasa Ser, Lys D-A

SF 3 LexA peptidasa Ser, Lys/His A

SH 2 Asemblin cytomegaloviru His, Ser, His A

SJ 1 Lon peptidasa Ser, Lys K,L,LM,R, S

SK 2 Clp peptidasa Ser, His, Asp A

SP 3 Nukleoporin His, Ser F

SQ 1 Aminopeptidasa DmpA Ser A G KR

SR 1 Laktoferin Lys, Ser K, R

SS 1 L, D-karboxypeptidasa Ser, Glu, His K

ST 5 Rhomboid His, Ser D, E

Tab. 1: Obecné vlastnosti serinovych proteas. V tabulce je uvedena zkratka klanu, pocet rodin,
zastupce daného klanu, katalytické zbytky a primarni specificita. Nékolik ¢lent kazdého klanu
mize poskytnout Siroké spektrum primarnich specifickych mist, o ¢emz svédci PA, SJ a SQ
klany. Upraveno dle Di Cera, 2009.

Dle Ovaere et al. (2009), mohou byt na zakladé substratové specificity serinové
proteasy rozdéleny do skupiny typu trypsinu (§té€pi peptidové vazby za kladné nabitymi
aminokyselinami, Arg a Lys), typu chymotrypsinu (enzymy maji specifitu Stépit za
sttednimi nebo velkymi hydrofobnimi zbytky jako jsou aminokyseliny Tyr, Phe a Trp),
do skupiny typu elastasy (tyto enzymy davaji prednost $tépeni za Ala, Gly a Val) a typu
subtilisinu (subtilisin je serinova proteasa prokaryot). K serinovym proteasam fadime
tyto znamé enzymy: trombin, trypsin, chymotrypsin, granzym, elastasa. V Tabulce 2
jsou uvedeni nékteti zastupci serinovych proteas.

Cysteinové proteasy, znamé téz jako thiolové proteasy, maji spolecny
katalyticky mechanismus, ktery vyZaduje pfitomnost nukleofilniho cysteinového thiolu
v katalytické triddé nebo dyade (dvojici). Tyto proteasy maji nezameénitelnou roli
prakticky v kazdém aspektu fyziologie a vyvoje. V rostlinach jsou dulezité pro rust,
vyvoj, hromadéni a mobilizaci zasobnich proteinii obsazenych v semenech. Déle se
zapojuji do signalnich drah vyvolanych reakci na bioticky a abioticky stres. U Clovéka
a jinych zivocichi jsou zodpovédné za starnuti, apoptdzu, imunitni odpovéd’ MHC tiidy

2, zpracovani prohormonu (Grudkowska & Zagdanska, 2004; Chapman et al.,
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1997). Jsou pfitomny ve virech, bakteriich, v prvocich, rostlinach a také u savci. Dale
byly objeveny v houbach (Otto & Schirmeister, 1997). Cysteinové proteasy se b&zné
vyskytuji v ovoci, kde je jejich obsah vys§i u nezralého plodu. Mezi nejznaméjsi
cysteinové proteasy patii papain, bromelain, katepsiny, kalpainy. Papain a cystein
v latexu stromu papdja jsou kli¢ovym faktorem v obran¢ stromu proti motylim larvam
(Konno et al., 2004). Databaze MEROPS ftadi cysteinové proteasy celkem do ¢trnécti
klant, které jsou nasledné ¢lenény na mnoho rodin. V Tabulce 3 jsou uvedeni néktefi
zastupci cysteinovych proteas.

Asparaginové proteasy ¢i asparaginové peptidové lyasy se vyznacuji
neobvyklym proteolytickym mechanismem, nebot’ provadi spiSe eliminacni reakci nez
hydrolyzu (Rawlings et al., 2011). V prubéhu reakce vytvaii katalyticky asparagin
cyklickou chemickou strukturu. Vzhledem k tomu, Ze je mechanismus reakce zna¢né
odlisny, zarazeni mezi peptidasy je diskutabilni. Na zakladé podobnosti sekvenci byly
tyto proteasy rozdéleny do deseti rodin. V Tabulce 4 jsou uvedeni néktefi zastupci
asparaginovych peptidovych lyas.

Glutamatové proteasy obsahuji v aktivnim misté zbytek glutamové kyseliny.
Tyto proteasy byly diive fazeny mezi aspartatové proteasy, ale po zjisténi struktury byly
zatazeny do nové rodiny. Prvni struktura byla zjiSténa u scytadiliumglutamové
peptidasy, ktera obsahuje katalytickou dyadu, kyselinu glutamovou a glutamin. Patii
sem proteasy nachdzejici se predev§im v patogennich houbach, déale pak u vlaknitych
hub zejména u kmene Ascomycota, dale pak u archea a bakterii (Oda, 2012). Podle
MEROPSu jsou fazeny glutamatové proteasy do dvou rodin. Rodina G1 obsahuje
v aktivnim misté zbytky kyseliny glutamové a glutaminu, rodina G2 obsahuje zbytky
kyseliny glutamové a kyseliny aspartatové. Tyto enzymy jsou kyselé proteasy, napf.
eqolisin ma nejvyssi aktivitu pii pH 2,0 v pfipadé pouziti kaseinu jako substratu.
Glutamatovou proteasou je napi. scytalidopepsin D. V Tabulce 5 jsou uvedeni néktefti
zastupci glutamatovych proteas.

Threoninové proteasy nesou V aktivnhim misté threoninovy zbytek, ktery je
nukleofilem v katalytické triad€. Prototypy této tfidy enzymi tvoii katalytickou
podjednotku proteazomu. V Tabulce 6 jsou uvedeni néktefi zastupci threoninovych
proteas.

Metaloproteasy obsahuji v aktivnim misté kov, a to nejcasteji Zn*", nékteré viak
mohou obsahovat napi. Co** nebo Mn®*. Kovovy ion aktivuje molekulu vody, byva
koordinovan na protein pfes tii ligandy, pficemz se tyto ligandy mohou ménit — histidin,
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glutamat, aspartat, lysin a arginin (Rawlings & Barrett, 1995). Ctvrtou koordina¢ni
pozici zabira labilni molekula vody, ktera je pouzita pro hydrolyzu. MEROPS databaze
seskupuje metaloproteasy podle katalytického typu, kde prvni znak reprezentuje
katalyticky typ: A — kyselina aspartatova, C — cystein, G — kyselina glutamova, M —
metalo, S — serin, T — threonin, U — neznamé. Nukleofilem je zde aktivovana molekula
vody. Ze vSech proteas patii metaloproteasy k nejrozmanitéjsi skupiné S vice nez
padesati rodinami. Zinkové metaloproteasy jsou velmi rozsSifené v bakterialnim svété
(Hase & Finkelstein, 1993).

Metaloproteasy mohou byt rozdéleny podle mista hydrolyzy cilového proteinu na
metaloexopeptidasy (pf. karboxypeptidasa A) a metaloendopeptidasy (thermolysin).
V Tabulce 7 jsou uvedeni néktefi zastupci metaloproteas.

Aspartatové proteasy jsou prvni lidstvem poznané a zaroven prvni popsané
proteasy (Szecsi, 1992). Byvaji syntetizovany v neutralnim prostfedi jako inaktivni
zymogeny. Jsou vysoce specifické, maji tendenci Stépit dipeptidické vazby, které maji
hydrofobni zbytky (tak jako skupina /3-methylenu). Pti $tépeni se netvoii kovalentni
meziprodukt a proteolyza proto probiha v jednom kroku. Obecné maji tyto proteasy
v aktivnim misté¢ dvé vysoce konzervované asparagové kyseliny a také katalyticky
vazanou vodu, obvykle funguji v kyselém prostiedi (Tang & Wong, 1987). Dle
MEROPSu jsou aspartatové proteasy fazeny do péti klan, a to do klanu AA
(napft. pepsinova rodina), klan AC (napi. rodina signalnich peptidas II), klan AD
(napt. rodina presenilinu), klan AE (napf. rodina GPR endopeptidas) a klan AF
(napt. rodina omptinu). K aspartatovym proteasam patii napf. pepsin, renin, katepsin D,

chymosin. V Tabulce 8 jsou uvedeni néktefi zastupci aspartatovych proteas.
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Klany serinovych proteas

KLAN | RODINA TYP PEPTIDASY
sB S8 subtilisin Carlsberg (Bacillus licheniformis)
S53 sedolisin (Pseudomonas sp. 101)
S9 prolyl oligopeptidasa (Sus scrofa)
S10 karboxypeptidasa Y (Saccharomyces cerevisiae)
sc S15 Xaa-Pro dipeptidyl-peptidasa (Lactococcus lactis)
S28 lysozomalni Pro-Xaa karboxypeptidasa (Homo sapiens)
S33 prolyl aminopeptidasa (Neisseria gonorrhoeae)
S37 PS-10 peptidasa (Streptomyces lividans)
S11 D-Ala-D-Ala karboxypeptidasa A (Geobacillus stearothermophilus)
SE S12 D-Ala-D-Ala karboxypeptidasa B (Streptomyces lividans)
S13 D-Ala-D-Ala peptidasa C (Escherichia coli)
Sk S24 represor LexA (Escherichia coli)
S26 signalni peptidasa I (Escherichia coli)
S21 assemblin cytomegaloviru (lidsky herpesvirus 5)
S73 gpO peptidasa (Enterobacteria phage P2)
SH S77 prokapsidova peptidasa gp21 (Enterobacteria phage T4)
S78 prokapsidova peptidasa (Enterobacteria phage HK97)
S80 prokapsidova peptidasa gp175 (Pseudomonas phage phiKZz)
S16 Lon-A peptidasa (Escherichia coli)
s S50 Reptidasa infekénihq pankreas nekrotizujiciho birnaviru Vp4
(infek¢ni nekroéza slinivky)
S69 peptidasa Tellina viru 1 VP4 (Tellina virus 1)
S14 peptidasa Clp (Escherichia coli)
SK S41 C-terminalni konec zpracovavajici peptidasa 1 (Escherichia coli)
S49 peptidasa signalniho peptidu A (Escherichia coli)
SO s74 samostepici p{otein endo-sialidasy CIMCD faga K1F E. coli
(Enterobacteria phage K1F)
SP S59 nukleoporin 145 (Homo sapiens)
SR S60 laktoferin (Homo sapiens)
sS 66 LD-cgrboxypeptidasa murein tetrapeptidasy (Pseudomonas
aeruginosa)
ST S54 rhomboid-1 (Drosophila melanogaster)
S48 HetR peptidasa (Anabaena variabilis)
S62 PA peptidasa chiipky A (influenza A virus)
S68 PIDD proteinové jednotky 1 (Homo sapiens)
napfifazen S71 MUCI1 samostépici mucin (Homo sapiens)
S72 dystroglykan (Homo sapiens)
S79 CARDS samostépici protein (Homo sapiens)
S81 destabilasa (Hirudo medicinalis)

Tab. 2: Proteasy serinového typu. Serinové proteasy jsou V tabulce uspofadany do klani
a nasledné do rodin, v zavorce je uveden vyskyt enzymu. Zdroj: https://merops.sanger.ac.uk/
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Klany cysteinovych proteas

KLAN | RODINA TYP PEPTIDASY
Cl papain (Carica papaya)
C2 kalpain-2 (Homo sapiens)
C6 p_eptidasa pomocné komponenty bramborového viru Y (bramborovy
virus Y)
C10 streptopain (Streptococcus pyogenes)
C12 ubiquitinyl hydrolasa L1 (Homo sapiens)
C16 papainova peptidasa 1 koronaviru zptisobujiciho hepatitidu mysi
(virus mysi hepatitidy)
C19 ubiquitin-specificka peptidasa 14 (Homo sapiens)
C28 L-peptidasa viru slintavky a kulhavky (virus slintavky a kulhavky)
cysteinova peptidasa o arterivirupraseciho reprodukéniho a
C31 respiracniho syndromu (virus zvysujici hladinu
laktatdehydrogenasy)
C32 cysteinova peptidasa arteriviru (virus reprodukéniho a respiraéniho
syndromu prasat)
C33 c_yste)inové peptidasa kofiského arteriviru typu Nsp2 (konisky arteritis
virus
C39 peptidasa zpracovavajici bakteriocin (Pediococcus acidilactici)
C47 stafopain A (Staphylococcus aureus)
C51 D-alanyl-glycyl-peptidasa (Staphylococcus aureus)
C54 autophagin-1 (Homo sapiens)
CA C58 YopT peptidasa (Yersinia pestis)
C64 Cezanne peptidase (Homo sapiens)
C65 otubain-1 (Homo sapiens)
C66 IdeS peptidasa (Streptococcus pyogenes)
C67 CyID peptidasa (Homo sapiens)
C70 AvrRpt2 peptidasa (Pseudomonas syringae)
c71 pseudomurein endoisopeptidasa Pei (Methanobacterium phage
psiM2)
C76 peptidasa deubikvitinujici viralni protein (lidsky herpesvirus 1)
C78 UfSP1 peptidasa (Mus musculus)
C83 y-glutamylcystein dipeptidyltranspeptidasa (Nostoc sp. PCC 7120)
C85 enzym deubikvitinujici OTLD1 (Homo sapiens)
C86 ataxin-3 (Homo sapiens)
deubikvitinujici peptidasa nairoviru (virus Krymsko-konzské
car - .
hemoragické horecky)
C93 LapG peptidasa (Pseudomonas fluorescens)
C96 McjB peptidasa (Escherichia coli)
C98 USPL1 peptidasa (Homo sapiens)
C101 OTULIN peptidasa (Homo sapiens)
C102 | GtgE peptidasa (Salmonella enterica)
C105 |peptidasa 1 o papainového typu (virus opic¢i hemoragické horecky)
C110 | peptidasa kyfoskoliézy (Mus musculus)
Cl1 klostripain (Clostridium histolyticum)
C13 legumain (Canavalia ensiformis)
Cl4 kaspasa-1 (Rattus norvegicus)
CD C25 gingipain RgpA (Porphyromonas gingivalis)
C50 separasa (Saccharomyces cerevisiae)
C80 samostépici toxin RTX (Vibrio cholerae)
C84 prtH peptidasa (Tannerella forsythia)
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C5 adenain (lidsky adenovirus typ 2)
C48 Ulp1l peptidasa (Saccharomyces cerevisiae)
C55 YopJ protein (Yersinia pseudotuberculosis)
CE C57 peptidasa zpracovavajici virus vakcinie I7L (Vaccinia virus)
C63 peptidasa zpracovavajici virus afrického moru prasat (virus afrického
moru prasat)
C79 ElaD peptidasa (Escherichia coli)
CF C15 pyroglutamyl-peptidasa | (Bacillus amyloliquefaciens)
cL C60 sortasa A (Staphylococcus aureus)
C82 L,D-transpeptidasa (Enterococcus faecium)
CM C18 peptidasa 2 viru hepatitidy C (hepatitis C virus)
CN C9 peptidasa sindbis viru typu nsP2 (Sindbis virus)
CO C40 dipeptidyl-peptidasa VI (Lysinibacillus sphaericus)
CP C97 DeSI-1 peptidasa (Mus musculus)
CQ C53 peptidasa pestiviru Npro (virus klasického moru prasat)
C7 peptidasa p29 viru houby kastanu (Cryphonectria hypovirus)
C8 peptidasa p48 viru houby kastanu (Cryphonectria hypovirus 1)
C21 peptidasa tymoviru (virus mozaiky tufinu zlutého)
C23 peptidasa carlaviru (ASP virus)
o C27 peptidas viru zardének (Rubella virus)
naprirazen n T A . p . ¥ . 7 N
C36 Iv;)eptlcviasa’ papamqvel}o typu nekrotického furoviru fepy zluté (virus
tepy Zluté, nekrotické povahy)
C42 peptidasa papainového typu viru fepy Zluté (virus fepy zluté)
C75 AgrB peptidasa (Staphylococcus aureus)
C108 Prp peptidasa (Staphylococcus aureus)

Tab. 3: Proteasy cysteinového typu. Cysteinové proteasy jsou V tabulce uspofadany do kland
a nasledné do rodin, v zavorce je uveden vyskyt enzymu. Zdroj: https://merops.sanger.ac.uk/

Klany asparaginovych peptidovych lyas

KLAN | RODINA TYP PEPTIDASY

N1 peptidova lyasa nodaviru (flock house virus)

NA N2 obalovy protein tetraviru (Nudaurelia capensis omega virus)
N8 san_loé‘fépici protein kapsidového polioviru typu VPO (lidsky

poliovirus 1)

NB N6 YscU protein (Yersinia pseudotuberculosis)

NC N7 obalovy protein reoviru typu 1 (savéi orthoreovirus 1)

ND N4 Tsh-asociovana samostépici doména apod. (Escherichia coli)

NE N5 samostépici protein picobirnaviru (lidsky picobirnavirus)

Tab. 4: Proteasy asparaginového typu. Asparaginové peptidové lyasy jsou Vv tabulce usporadany
a nasledné do rodin, vzavorce je uveden vyskyt enzymu.
Zdroj: https://merops.sanger.ac.uk/

do klanu
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Klany glutamatovych proteas

KLAN | RODINA TYP PEPTIDASY
GA Gl scytalidoglutamova peptidasa (Scytalidium lignicolum)
GB G2 "pre-neck appendage" protein (bakteriofag phi-29)

Tab. 5: Proteasy glutamatového typu. Glutamatové proteasy jsou v tabulce usporadany do kland
a nasledn¢ do rodin, v zavorce je uveden vyskyt enzymu. Zdroj: https://merops.sanger.ac.uk/

Klany threoninovych proteas

KLAN | RODINA TYP PEPTIDASY
T1A multikatalyticka endopeptidasa (proteazom)
T1iB peptidasa HslV komponenty HslUV (Escherichia coli)
PB(T) T2 glykosylasparaginasovy prekurzor
T3 y-glutamyltransferasa 1
T6 polycystin-1
X TS5 ornithin acetyltransferasovy prekurzor

Tab. 6: Proteasy threoninového typu. Threoninové proteasy jsou v tabulce uspofadany do kland
a nasledné do j
Zdroj: http://enzyme.expasy.org/peptidas.txt

rodin,
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Klany metaloproteas

KLAN | RODINA TYP PEPTIDASY
M1 aminopeptidasa N (Homo sapiens)
M2 peptidasa enzymu pieménujiciho angitensin (Homo sapiens)
M3 thimet oligopeptidasa (Rattus norvegicus)
M4 termolysin (Bacillus thermoproteolyticus)
M5 mykolysin (Streptomyces cacaoi)
M6 peptidasa imunitniho inhibitoru A (Bacillus thuringiensis)
M7 snapalysin (Streptomyces lividans)
M8 leishmanolysin (Leishmania major)
M9 bakterialni kolagenasa V (Vibrio alginolyticus)
M10 matrix metalopeptidasa-1 (Homo sapiens)
M11 gametolysin (Chlamydomonas reinhardtii)
M12 astacin (Astacus astacus)
M13 neprilysin (Homo sapiens)
M26 IgAl-specificka metalopeptidasa (Streptococcus sanguinis)
M27 tentoxilysin (Clostridium tetani)
M30 hyicolysin (Staphylococcus hyicus)

MA M32 karboxypeptidasa Taq (Thermus aquaticus)
M34 anthrax letalni faktor (Bacillus anthracis)
M35 deuterolysin (Aspergillus flavus)
M36 fungalysin (Aspergillus fumigatus)
M41 FtsH peptidasa (Escherichia coli)
M43 cytofagalysin (Cytophaga sp.)
M48 Ste24 peptidasa (Saccharomyces cerevisiae)
M49 dipeptidyl-peptidasa Il (Rattus norvegicus)
M54 archaelysin (Methanocaldococcus jannaschii)
M56 BlaR1 peptidasa (Staphylococcus aureus)
M57 prtB g.p. (Myxococcus xanthus)
M60 enhancin (Lymantria dispar nucleopolyhedrovirus)
M61 glycyl-aminopeptidasa (Sphingomonas capsulata)
M64 IgA peptidasa (Clostridium ramosum)
M66 StcE peptidasa (Escherichia coli)
M72 peptidyl-Asp metalopeptidasa (Pseudomonas aeruginosa)
M76 Atp23 peptidasa (Homo sapiens)
M78 ImmA peptidasa (Bacillus subtilis)
M80 Wss1 peptidasa (Saccharomyces cerevisiae)
M84 MpriBi peptidasa (Bacillus intermedius)
MA M85 NleC peptidasa (Escherichia coli)

M90 MtfA peptidasa (Escherichia coli)
M91 NleD peptidasa (Escherichia coli)
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M93 BACCAC_01431 g.p. apod. (Bacteroides caccae)
M97 EcxAB peptidasa (Escherichia coli)
M98 YghJ g.p. (Escherichia coli)
M14 karboxypeptidasa A1 (Homo sapiens)
MC M86 PghP y-polyglutamat hydrolasa (Bacillus phage phiNIT1)
M99 Csd4 peptidasa (Helicobacter pylori)
MD M15 zinkova D-Ala-D-Ala karboxypeptidasa (Streptomyces albus)
M74 murein endopeptidasa (Escherichia coli)
ME M16 pitrilysin (Escherichia coli)
M44 metalopeptidasa poxviru (Vaccinia virus)
MF M17 leucin aminopeptidasa 3 (Bos taurus)
MG M24 methionyl-aminopeptidasa 1 (Escherichia coli)
M18 aminopeptidasa | (Saccharomyces cerevisiae)
MH M20 glutamat karboxypeptidasa (Pseudomonas sp.)
M28 aminopeptidasa S (Streptomyces griseus)
M42 glutamyl-aminopeptidasa (Lactococcus lactis)
M M19 membranova dipeptidasa (Homo sapiens)
M38 isoaspartyl dipeptidasa (Escherichia coli)
MM M50 S2 peptidasa (Homo sapiens)
MN M55 D-aminopeptidasa DppA (Bacillus subtilis)
MO M23 S-lyticka metalopeptidasa (Achromobacter lyticus)
MP M67 RPN11 peptidasa (Saccharomyces cerevisiae)
MQ M29 aminopeptidasa T (Thermus aquaticus)
MS M75 imelysin (Pseudomonas aeruginosa)
MT M81 mikrocystinasy MIrC (Sphingomonas sp. ACM-3962)
M73 camelysin (Bacillus cereus)
M77 tryptofanyl aminopeptidasa typu 7-DMATS (Aspergillus fumigatus)
M79 RCEL1 peptidasa (Saccharomyces cerevisiae)
naptifazen M82 PrsW peptidasa (Bacillus subtilis)
M87 ptidatny protein 1 chloridového kanalu (Homo sapiens)
M88 IMPa peptidasa (Pseudomonas aeruginosa)
M96 Tikil peptidasa (Homo sapiens)

Tab. 7: Metaloproteasy. Metaloproteasy jsou V tabulce uspofadany do kland a nasledné do
rodin, v zavorce je uveden vyskyt enzymu. Zdroj: https://merops.sanger.ac.uk/
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Klany aspartatovych proteas

KLAN | RODINA TYP PEPTIDASY
Al pepsin A (Homo sapiens)
A2 HIV-1 retropepsin (virus lidské imunitni nedostate¢nosti 1)
A3 peptidasa viru kvétakové mozaiky (virus kvétakové mozaiky)
AA A9 spumapepsin (lidsky spumaretrovirus)

All peptidasa Copia transposonu (Drosophila melanogaster)
A28 protein 1 navozujici poskozeni DNA (Saccharomyces cerevisiae)
A32 PerP peptidasa (Caulobacter crescentus)

AC A8 signalni peptidasa II (Escherichia coli)

A22 presenilin 1 (Homo sapiens)

AD - — -
A24 peptidasa 1 prepilinu typu 4 (Pseudomonas aeruginosa)

A25 gpr peptidasa (Bacillus megaterium)

AE
A3l HybD peptidasa (Escherichia coli)

AF A26 omptin (Escherichia coli)

A5 termopsin (Sulfolobus acidocaldarius)
A36 sporula¢ni faktor SpollGA (Bacillus subtilis)

napiifazen

Tab. 8: Proteasy aspartatového typu. Aspartatové proteasy jsou Vv tabulce uspotadany do kland
a nasledné do rodin, v zavorce je uveden vyskyt enzymu. Zdroj: https://merops.sanger.ac.uk/

3.1.2 Vyskyt proteas
Proteasy se vyskytuji ve vSech organismech, od prokaryot pies eukaryota az po

viry. Tyto enzymy se zlcastiiuji mnoha fyziologickych reakci, a to napf. traveni
bilkovin (digestivni funkce) ¢i mohou byt soucasti vysoce regulovanych kaskad
(regulacni funkce). Proteasy hraji klicovou roli pfi fyziologickych procesech a pfi
prestavbé tkani sttevni bariéry (Giuffrida et al., 2014).

V zaludku se vyskytuje pepsin a rennin, v pankreatu trypsin, chymotrypsin
a karboxypeptidasa. Enzymy aminopeptidasa, dipeptidasa, aminotripeptidasa, prolidasa
a enterokinasa jsou obsazeny Vtenkém stfevé. V krvi se napf. vyskytuji trombin
a plasmin (fibrinolysin). Jiné tkan¢ mohou obsahovat katepsiny (Neilands & Stumpf,
1961).

V lidském organismu jsou pfitomny tyto aspartatové proteasy: /3-sekretasa
1 (BACE1L), B-sekretasa 2 (BACE2), kathepsin D, kathepsin E, chymosin, napsin-A,
nepenthesin, pepsin, plasmepsin, presenilin, renin. Obvykle funguji v kyselém prostiedi
(Tang & Wong, 1987), tzn. funkce aspartatovych proteas je omezena prostiedim,

aspartatové proteasy se vyskytuji v mensi mife nez jiné skupiny proteas. Nejznamé;jsim

21



zdrojem aspartatovych proteas je zaludek (pepsin, gastricsin a chymozin) lysozomy
(katepsiny D a E), ledviny (renin), kvasinky a houby.

Rostliny pomoci proteas degraduji nefunkcni bilkoviny na aminokyseliny.
Rostlinné proteasy jsou klicovymi reguldtory markantni fady biologickych procest,
vcetné meiosy, preziti gametofytu, embryogeneze, depozice kutikuly, vyvoje pruducht
a plastidd, biogeneze chloroplastt, rtstu, lokalnich a systémovych obrannych reakci,
ajsou specificky exprimovany v case 1 prostoru a nasledné¢ akumulovany
Vv subcelularnich strukturach (van der Hoorn, 2008). Proteasy jsou pro rostliny velmi
dalezité. Mutace proteas maji Casto za nasledek smrt rostliny (napt. DEK1, ALEI
aPCS1), nebo také zhorSeni zdravotniho stavu rostliny (napi. ESD4, VAR2, EGY1
a MPA1), zatimco mutace nékterych proteas plisobi redundantné (napt. VAR2, VPEs,
BRS1 a UCHI1/2), anebo jsou smrtelné, pokud jsou oba geny mutované
(napt. VAR2/FtsH8), viz Obr 1. Redundance a umrtnost spojena s mutacemi proteas
omezuje moznosti, které by vedly ke genetickym zménam. Mezi rostlinné proteasy
fadime papain, ficin, bromelain.

K bakterialnim proteasam fadime tyto enzymy: zelatinasa (K-toxin), dipeptidasa,
subtilisin (Neilands & Stumpf, 1961).
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Obr. 1: Biologické role rostlinnych proteas. Funkce proteas pro rtzné etapy v zivoté
rostlin: mei6za (MPA1); preziti gametofytu (PCS1); formace suspenzoru (mcll-Pa); depozice
pokozky embrya (ALE1l); tvorba osemeni (SVPE); velikost meristému (AMP1); osud
epidermalni bunky (DEKI1); vyvoj pruducht (SDD1); vyvoj chloroplasti (VAR2); vyvoj
plastidi (EGY1); rust (BRS1); ochrana pted UV zafenim (SNGI1); rozpoznavani patogenu
(Rcr3); obranné reakce (NbCathB, NbVPE, yVPE); systémové obranné reakce (CDR1); doba
kveteni (ESD4); a vétveni (UCH1 / 2). (Upraveno dle van der Hoorn, 2008).

3.1.3 Inhibitory proteas

Cinnost proteas je inhibovana fadou slougenin. Inhibitory se ¢leni dle vyse
uveden¢ho rozdéleni proteas, napf. inhibitory serinovych proteas, inhibitory
cysteinovych proteas, atd. Za fyziologickych podminek existuje rovnovdha mezi
proteasami a jejich inhibitory. Aktivitu enzymu ovliviiuji vazbou v jeho aktivnim mistg.
Jsou to obvykle bilkoviny s doménami, které blokuji nebo vstupuji do aktivniho mista
proteasy a tak zabranuji pfistupu substratu. Pfi kompetitivni inhibici se inhibitor vaze na
aktivni misto, ¢imz se zabrani interakci enzym-substrat. U nekompetitivni inhibice se
inhibitor vaZe mimo vazebné misto enzymu, nebrani vazb¢ substratu na enzym, ale

snizuje rychlost pfemény substratu na produkt.
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Serinové proteasy jsou sparovany s inhibitory serinovych proteas v ptipadé, kdy
uz nejsou potieba. Serinové proteasy jsou inhibovany riznorodou skupinou inhibitord,
vcetné syntetickych ¢i chemickych inhibitorti (pro vyzkumné a terapeutické ucely),
ataké piirodnimi proteinovymi inhibitory. Mezi pfirozené inhibitory patii rodina
serpinil, které mohou tvofit kovalentni vazbu se serinovymi proteasami a tak inhibovat
jejich funkci. Nejlépe prozkoumanymi serpiny jsou antitrombin a o-1-antitrypsin,
studované pro jejich roli pti koagulaci (Breugelmans et al., 2009). V pfirodé jsou
inhibitory proteas vyuzivany Vv obranném mechanismu rostlin. Ptikladem muze byt
inhibitor trypsinu obsazeny v semenech nékterych rostlin. Napiiklad v sdjovych bobech
odrazuje predatory. Syrové sojové boby jsou toxické pro mnoho zivocichu, vcetné
¢lovéka, dokud nejsou denaturovany inhibitory proteas, které obsahuji.

Témét vSechny znamé aspartatové proteasy jsou inhibovany pepstatinem,
pentapeptidem, jenz je produkovan riznymi druhy Actinomyces (Szecsi, 1992). Po
oSetfeni metaloproteas chelata¢nimi ¢inidly, jako je ethylendiamintetraoctova kyselina
(EDTA), dojde k Gplné inaktivaci. EDTA odstranuje z proteas zinek, ktery je nezbytny
pro jeji aktivitu. Aspartitové proteasy mohou byt dale inhibovany i cheldtorem o0-
fenantrolinem.

Glutamatove proteasy =~ mohou byt inhibovany 1,2-epoxy-3-(p-
nitrofenoxy)propanem (EPNP).

K cysteinovym inhibitorim patii serpiny, stefiny a inhibitory apoptozy (IAP).

3.1.4 Vyuziti proteas

Proteasy jsou hojné vyuzivany v primyslu, medicin¢ i také jako zékladni
biologicky nastroj, z tohoto hlediska je tedy jejich oblast vyzkumu obrovska. Travici
proteasy jsou soucasti mnoha pracich prostfedkl, odstranuji skvrny obsahujici
bilkoviny. Uplatnéni nachazeji v kozedélném pramyslu, pii zpracovani viny a surového
hedvabi. Pro lepsi absorpci zivin jsou piidavany do krmiva zvitat. Jiné jsou vyuzivany
z 1ékatského hlediska, napt. fidi srazeni krve, cilené¢ odbourdvaji patogenni proteiny.
Velky vyznam maji pfi acasti v zanétlivé reakci a apoptoze, pii kontrole koagulace ¢i
traveni bilkovinné potravy.

Proteasy hraji zna¢nou roli v angiogenezi (proces tvorby novych krevnich cév
z jiz existujicich cév), a to jak ve vyvoji, tak i zejména pii patologickych stavech.
Angiogeneze je rozhodujici béhem normalniho fyziologického vyvoje, u dospélych se
vyskytuje v pribéhu zanétu, hojeni ran, ischemii, a pii patologickych stavech, jako je
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revmatoidni artritida, hemangiom a rozvoji nadoru (Hublica et al., 1992; Hanahan
& Folkman, 1996). Vzhledem k tomu, Ze jsou dilezitymi regulatory degradace tkané
a migrace bunék, predpoklada se, Ze jejich inhibice by byla vhodna pro inhibici
nadorového ristu a vaskularizaci (vznik krevnich cév v tkani). Slibné vysledky byly
pozorovany pii studiich na zvitatech, ale klinické studie podobné vysledky neprokazaly
a jsou ¢asto doprovazeny vedlejsi ucinky (Coussens et al., 2002).

Serinové proteasy mohou byt zna¢né uzitecné v diagnostice, napf. stanoveni
hladiny serinovych proteas mulze byt pozadovdno pro zjisténi koagula¢niho faktoru
Vv diagnostice hemoragickych nebo trombotickych stavii. Stanoveni elastasy je
vyuzivéano ke stanoveni exokrinni aktivity pankreatu, tedy k prikazu cystické fibrozy ¢i
chronické pankreatidy. Serinové proteasy jsou dilezitym diagnostickym markerem pro
hypersenzitivni reakei typu 1 (pf. anafylaxe).

Cysteinové proteasy se pouzivaji jako doplikové latky pro vyzivu dobytka
ke zlepSeni stravitelnosti bilkovin. Rostlinné cysteinové proteasy, z plodu ¢i latexu
rostlin, jako jsou papdja, ananas, maji vysokou proteolytickou aktivitu vici kutikule
hlistic, maji nizkou toxicitu a jsou po cela desetileti pouZivany v tradicni mediciné proti

hlisticim (Stepek et al., 2004).

3.1.5 Bromelain
Bromelain mtze oznaCovat jeden ze dvou proteasovych enzymu extrahovanych

z rostliny Celedi Bromeliaceae. Nejvice prostudovany je bromelain z ananasu (Ananas
comosus). Zname bromelain obsaZzeny ve stonku (EC 3.4.22.32) a bromelain obsazeny
v ovoci (EC 3.4.22.33). Radime jej mezi cysteinové proteasy. Bromelain §tépi proteiny,
peptidy, amidy a estery aminokyselin a peptidi. Preferuje misto Stépeni na
karbonylovém konci Lys, Ala, Tyr a Gly (IUMBM databaze; Godfrey & Reichelt,
1983). Molekulova hmotnost bromelainu je 23 kDa. Bromelain je glykoprotein, je
tvofen jednim polypeptidovym fetézcem s jednim sacharidovym postrannim fetézcem
(Ritonja et al.,, 1989). Bromelain obsahuje 212 aminokyselin. NHj-terminalni
aminokyselinou je Val, COOH-terminalni je Gly.

Nejvyssi koncentrace enzymu je obsazena ve spodni Casti stonku rostliny
ananasu, velké mmnoZstvi je obsazené i vovoci a Vv listech. Ze stonku ananasu
se bromelain ziskava oloupanim, rozdrcenim a vylisovanim §tavy. Dalsi kroky zahrnuji

precisténi a zkoncentrovani enzymu.

25



Optimalni hodnota pH pro katalytickou aktivitu je zavisla na povaze substratu,
typu a koncentraci pufru a ptitomnosti ¢i nepiitomnosti redukéniho ¢inidla. Optimalni
rozmezi pH je asi 4.5-7.5. Optimalni teplota vzhledem k zachovani enzymu je v rozsahu
35-45°C (Stellmach, 1988). Pii vyssi teploté, napt. pii 50°C je po hodiné zachovano 83
% enzymu, zatimco pii 40°C zlstava zachovano téméf 100 % enzymu (Jutamongkon
& Charoenrein, 2010).

Enzym ve form¢ prasku je ¢aste¢né rozpustny ve vodé a nerozpustny ve veétsing
organickych rozpoustédel. Stabilni je pii pH 3-6 a pfi teploté az do 60°C (Stellmach,
1988). Bromelainovy prasek miize byt skladovan po dobu dvou let pfi teploté nizsi nez
8°C beze ztraty aktivity. Ztrat¢ aktivity v disledku nespravného skladovani se muze
ptedejit pfidanim cysteinu.

Bromelain obsahuje v aktivnim centru vysoce reaktivni cystein, jenZ je nezbytny
pro katalyzu. Enzym muze byt aktivovan redukénimi slou¢eninami, jako jsou cystein, 2-
merkaptoethanol, dithiothreitol, KCN. Naopak nevratn¢ inhibovan mutze byt
alkylaénimi ¢inidly, napf. N-ethylmaleinimid (NEM), kyselina jodoctova a 1,3-
dibromaceton (Lauwers & Scharpe, 1997). Reverzibilni inhibici zpisobuji ionty rtuti,
organické slouceniny rtuti a tetrathionan (Lauwers & Scharpe, 1997).

Bromelain je spolecné s papainem vyuZivan k tenderizaci (urychlenému
dozravani) masa (Chaurasiya et al., 2015).

V Evropé je pod obchodnim niazvem NexoBrid schvélen koncentrat
proteolytickych enzymti obohacenych o bromelain. Aplikuje se na popaleniny
a pouzivd se k odstranéni popalené tkan€ z hlubokych nebo ¢astecné hlubokych
popalenin ktze. Tento piipravek vyrazné snizuje nutnost chirurgického odstranéni
poskozené tkané (Rosenberg et al., 2014). Bromelain ma vliv na inhibici agregace
krevnich desticek, fibrinolytickou aktivitu, ma protizanétlivy Gcinek, 1écivy uinek na
tkan¢ poskozené popaleninami, zvySuje absorpci jinych 1é¢iv, ddle ma mukolytické
vlastnosti (snizovani vaznosti hlenu, usnadnéni vykaslavani), napomaha traveni,
zlepSuje hojeni ran a ma pfiznivy vliv na kardiovaskularni a obchovy systém
(Blumenthal et al., 2000). Bromelain je po oralnim podani u zvifat absorbovan
zazivacim traktem, vkrvi je zjiStetno az 40 % molekulové hmotnosti plivodniho
enzymu. NejvySsi koncentrace bromelainu se nachazi v krvi 1 hodinu po podani, avsak,
jeho proteolyticka aktivita se rychle deaktivuje, pravdépodobné béznymi plasmatickymi
proteasami a sérovym a-2-makroglobulinem. Bromelain byl Gspé$né pouzit jako travici
enzym v piipad€ exokrinni pankreatické nedostatecnosti a jinych stfevnich potizich.
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Vzhledem K ptisobeni v Sirokém rozmezi pH, je bromelain aktivni jak v zaludku, tak
I vtenkém stieveé. Bylo také prokdzano, ze bromelain muze slouzit jako adekvatni
nahrada za pepsin ¢i trypsin v pfipadé jejich nedostatku (Blumenthal et al., 2000). Pro
své potencionalni protizanétlivé ucinky byva vyuzit pii 1€cb¢ artritidy (Brien et al.,
2004). U vétSiny studii vyvstdva problém =z hlediska metodiky, neni definitivné

stanovena uc¢innost, doporucend denni davka ¢i nezadouci interakce S jinymi 1é¢ivy.

3.1.6 Papain

Papain (EC 3.4.22.2) je fazen mezi cysteinové proteasy. Molekulova hmotnost
papainu je 23,4 kDa. Prekurzor papainu, prepropapain, obsahuje 345 aminokyselin,
samotny papain se pak sklada z 212 aminokyselin (Mitchel et al., 1970). Je tvofen
jednim polypeptidovym fetézcem, stabilizovan tfemi disulfidovymi mustky a jeho
trojrozmérna struktura se skladad ze dvou odlisnych strukturnich domén. Mezi nimi je
Stérbina obsahujici aktivni misto. V aktivnim centru se nachazi vysoce reaktivni Cys-25,
jenz je nezbytny pro katalyzu. Spolecné s His-159 a Asn-175 tvofti katalytickou triddu.
Papain hydrolyzuje Sirokou Skalu proteinii a peptidi. Navic ma také esterasovou,
thiolesterasovou, transesterasovou a transamidasovou aktivitu. Vykazuje zvlastni
specifickou substratovou preferenci pfedev§im pro objemné hydrofobni nebo
aromatické zbytky. Papain preferuje toto Sté€peni: (hydrofobni aminokyselina) - (Arg
nebo Lys) - §tépi zde - (nesmi byt Val); hydrofobni je Ala, Val, Leu, Ile, Phe, Trp nebo
Tyr.

Nachazi se v latexu listli a v zelenych plodech stromu papaji (Carica papaya,
Vasconcellea cundinamarcensis). Ziskava se nafezavanim plodu, zachycena tekutina se
suSi a nasledné pieciStuje. Spolecné s papainem se vyskytuje chymopapain. Oproti
papainu je obsazen ve vy$§im mnozstvi, ale jeho u¢inky jsou polovi¢ni. Obsah enzymu
v plodech zranim klesa.

Papain vykazuje maximalni aktivitu pfi pH 4.0-7.0. Je relativné tepelné
rezistentni, s optimalnim teplotnim rozsahem 60-70°C. Papain je nestabilni v kyselém
prostiedi, pfi hodnotdch pH nizSich nez 2.8 dochazi rychle a nevratné k inaktivaci
enzymu (Lauwers & Scharpe, 1997; Arnon, 1970).

Papain vykazuje vysokou stabilitu viici mocoviné€ a organickym rozpoustédlim.
Vystavenim az 9 M mocoving, 70% methanolu, 15% dimethylsulfoxidu (DMSO)
nebyla zplsobena zadna ztrata aktivity (Lauwers & Scharpe, 1997; Arnon, 1970).
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Papain je téméf upln€ rozpustny ve vode, avSak je nerozpustny ve vétsiné organickych
rozpoustédel.

Pouzitim mirnych reduk¢nich ¢inidel, jako je cystein, sulfid, kyanid nebo
kyselina thioglykolova, doplnéné o chelator (pf. EDTA), nebo ptfidanim 2,3-
dimerkaptopropanolu, muze dojit k aktivaci papainu (Lauwers & Scharpe, 1997; Arnon,
1970). Mezi aktivatory patii i sifi¢itany ¢i N-bromsukcinimid. Enzym je inhibovan
t&zkymi kovy (napt. Hg?*, Zn?*, Fe®*, Cu?*), H,0, ale i vzduchem. Nevratnou inhibici
zpusobuji alkyla¢ni Cinidla, jako jsou p-chlor-merkurybenzoat (PCMB), NEM
a jodacetat (White J. & White D., 1997). Dal$imi inhibitory jsou fenylmethylsulfonyl
fluorid (PMSF), tosyl-L-lysin chlormethyl keton (TLCK), a-2-makroglobulin, 4-(2-
aminoethyl)benzensulfonyl fluorid (AEBSF), antipain, cystatin a karbonylova ¢inidla.

Papain se v praskové formé, spoleéné s bromelainem, vyuziva k tenderizaci
masa.

Daéle se pouziva pii studiu struktury proteinil, mapovani peptidli, pro modifikaci
bunécného povrchu pro screening nebo identifikaci protilatek, ptipravu Fab fragmentii
z protilatek IgG a IgM, a také pro rozpousténi integralnich membranovych proteint.
Také se vyuziva jako pfisada do riznych enzymovych ptipravki, napt. Accuzyme. Ten
se pouziva k oSetfeni nékterych chronickych ran pfedevs§im k vycisténi od mrtvé tkané.
Papdja zlepSuje imunitni systém a brani nemocem, jako jsou opakujici se usni infekce,
nachlazeni a chiipka (Chukwuemeka & Anthonia, 2010). Extrakty z papaje vykazovaly
inhibi¢ni u€inek na gram-pozitivni bakterie a gram-negativni bakterie, ptikladem jsou
tyto organismy: Bacillus subtilis, Escherichia coli, Salmonella typhi, Staphylococcus
aureus, Enterobacter cloacae a Proteus vulgaris (Emeruwa, 1982). U lidi, po 1é¢b¢
antibiotiky, pomaha St'dva z papéje obnovit normalni stfevni floru zni¢enou antibiotiky.
Slupky papéje slouzi jako obklad pro 1éceni koznich ran, které se rychle nehoji
(Chukwuemeka & Anthonia, 2010).

Papain se piidava do nékterych zubnich past jako bélidlo. Uginek béleni je vsak
minimalni, protoZe koncentrace papainu je nizkd a navic je pak fedén slinami

(Chakravarthy & Acharya, 2012).

3.1.7 Trypsin

Trypsin (EC 3.4.21.4) je travici enzym vyskytujici se v zazivacim ustroji mnoha

obratlovct. Patii do skupiny hydrolas, konkrétn¢ je fazen do serinovych proteas.
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Trypsin je produkovan slinivkou bfisni ve formé proenzymu trypsinogenu. Pisobenim
enterokinasy nebo trypsinem na trypsinogen, vznikd aktivni forma trypsinu.
Trypsinogen muize byt aktivovan odstranénim terminalniho hexapeptidu, ¢imz se ziska
jednotetézcovy OG-trypsin. Naslednym omezenim autolyzy se vytvaii dalsi aktivni
formy, které maji dva nebo vice peptidovych fetézcu propojenych disulfidovymi
vazbami. Ptevladaji formy a-trypsinu, které maji dva peptidové fetézce, a B-trypsin,
majici jeden fetézec.

Tento aktivacni mechanismus je bézny pro vétSinu serinovych proteas
a zabrafiuje automatické degradaci slinivky bfiSni. Trypsinogen, inaktivni forma
trypsinu, je produkovan acinéznimi exokrinnimi bunikami pankreatu. Po stimulaci
slinivky cholecystokininem je pak vylu¢ovan do prvni Casti tenkého stfeva, duodena,
kde se ucastni se traveni proteini. Molekulovd hmotnost trypsinu je riizna, ptfi¢emz
zalezi na zdroji. Hodnota 23,3 kDa je uvadéna pro hovézi a prase¢i trypsin. Lidsky
trypsin ma molekulovou hmotnost 22,9 kDa (Feinstein et al., 1974). V roce 1876 byl
poprvé popsan trypsin i jeho proteasova aktivita, pojmenoval jej Kiihne. 3D struktura
hovéziho trypsinu byla zjisténa v roce 1974 (Rawlings & Salvesen, 2013). V 90. letech
20. stoleti byla zkoumana role trypsinu u dédi¢né pankreatitidy. Bylo zjisténo, ze
mutace v Argll17His je odpovédna za zabranéni autolyzy, ¢imz zpusobuje zanét
slinivky bfisni.

Trypsin je charakteristicky specifitou Stépeni, St€pi peptidovy fetézec na
karboxylovém konci aminokyselin argininu a lysinu. Pokud je na C-konci v misté
Sté€peni prolin, ke §tépeni nedochazi. Podle Rodriguez et al., 2008 dochazi i ke §tépeni
pfed aminokyselinou prolinem. Toto St€peni neni preferovano, avSak k nému mize
dojit. Enzymovy mechanismus, tak jako u ostatnich enzyml zrodiny serinovych
a Ser-195 (Barrett et al., 1998). Na obrazku 2 je znazornéna katalyticka triada trypsinu.

SraZzenim kyselinou trichloroctovou nebo v pfitomnosti vysokych koncentraci
mocoviny (8 M) vede k reverzibilnim ztratam aktivity trypsinu (Keil, 1971).
Lyofilizovany trypsin skladovany v chladu, suchu a ve tmé, je t¢émét neomezené stabilni
(Stellmach, 1988), m¢l by byt skladovan pii teploté -20°C az -80°C, aby se zabranilo
autolyze. Optimalni teplota pro funkci lidského trypsinu je 37°C (Hustoft et al., 2012).
Trypsin je rozpustny ve vodé a v isotonickych solnych roztocich.

Trypsin vykazuje nejvyssi stabilitu pfi hodnoté pH 3. Pti tomto pH a pii nizké
teploté si dokaze uchovat aktivitu po tydny (Keil, 1971; Walsh, 1970). Upravenim pH
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na hodnotu 8 je enzym opét aktivni. Pii vyssi hodnoté pH muize byt autolyza trypsinu
zpomalena ptidanim vapenatych iontt. Tepelna denaturace zavisi na hodnoté pH. Je-li
pH nizsi nez 8, zvyseni teploty zptsobuje reverzibilni denaturaci. Pokud je ale pH vyssi
nez 8, vysokou teplotou je zpusobena denaturace nevratna (Walsh, 1970; Lauwers
& Scharpe, 1997). Trypsin je rozpustny ve vod¢ a v izotonickém roztoku chloridu
sodného. Optimaln¢ ptsobi pii hodnotach pH 6 az 9 (Keil, 1971).

Trypsin je inhibovan slou¢eninami jako PMSF, diisopropylfosfofluorid (DFP),
také aromatickymi a alifatickymi aminy. Mezi inhibitory trypsinu jsou fazeny i EDTA,
ionty Ag® (White J. & White D., 1997) a ekotin, dimerni periplasmaticky protein
z Escherichia coli. Nejsiln¢jsi nizkomolekularni kompetitivni inhibitor trypsinu je p-
aminobenzamidin (Keil, 1971; Barman, 1985). Nevratnou inhibici trypsinu zpusobuje
TLCK (Keil, 1971; Walsh, 1970). Inhibitory trypsinu s vysokou molekulovou hmotnosti
zahrnuji polypeptidy a proteiny zivo¢isného pivodu (aprotinin, a-2-makroglobulinu, a-
1-antitrypsin atd.) i puvodu rostlinného, napi. izolované ze sdéjovych bobu, fazole
mesicni a jemene. Aktivita trypsinu neni ovlivnéna
tosylfenylalanylchlormethylketonem (TPCK), irreverzibilnim inhibitorem
chymotrypsinu.

Pii zpracovani potravin je vyuZzivano piipravkil obsahujicich smési riznych
proteas zahrnujicich trypsin. Tyto pfipravky jsou pak pouzity napf. pro zlepSeni
zpracovatelnosti tésta, k tenderizaci masa, pti studené stabilizaci piva, zlepSeni struktury
rybich vyrobkd, k regulaci tvorby aromat u syrd a mlécnych vyrobkta. Trypsin se
vyuziva pro piipravu vzorkt pro prutokovou cytometrii, izolaci mitochondrii, in vitro
studie proteind, peptidové mapovani, sekvencovani, odstranéni monovrstvy bunck
z plastu a skla, snizeni hustoty bun€k v tkanové kultufe, subkultivaci bungk, Stépeni

faznich proteinti (White J. & White D., 1997).
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Obr. 2: Aktivni misto trypsinu tvofici komplex s ekotinem (Rawlings & Salvesen, 2013).
Rezidua katalytické triady, aminokyseliny Asp102, His57 a Ser195, jsou zobrazeny tyrkysové.
Zlutg je zobrazen ekotin, makromolekularni proteasovy inhibitor, interagujici s Asp189.

3.1.8 Chymotrypsin
Chymotrypsin (EC 3.4.21.1) je enzym patiici do skupiny proteas, konkrétné

serinovych proteas. Jedna se o travici enzym, je soucasti pankreatické $tavy a ucastni
se proteolyzy ve dvanactniku. Obsahuje 241 aminokyselin uspofadanych do tii
polypeptidovych fetézcl, které¢ jsou drzeny pohromadé pomoci disulfidovych mustki
(Lauwers & Scharpe, 1997; Wilcox, 1970). Je znam ve tiech formach, a to chymotrypsin
A, B a C (oznacovany také jako a, 3 a y). Prvni dvé formy jsou az z 80 % identické.
Molekulova hmotnost enzymu je priblizné 25 kDa (Lauwers & Scharpe, 1997).
Peptidovou vazbu §tépi za velkymi hydrofobnimi aminokyselinami (Phe, Trp a Tyr) a to
na C-konci téchto aminokyselin. Ve slinivce bfi$ni je produkovan v inaktivni formé
jako chymotrypsinogen a nésledné je vylucovan acindrnimi buiikami slinivky b#i$ni do
dvanactniku. Chymotrypsinogen je tvofen jednim polypeptidovym fetézcem a sklada se
z 245 aminokyselin (Hartley, 1964). Po stimulaci acinarnich bun¢k hormonalnim
signalem nebo nervovym impulsem dochazi k vyliti proenzymu do dvanactniku.
Chymotrypsinogen je aktivovdn na svou aktivni formu z-chymotrypsin pomoci

trypsinu. Tato forma se autokatalyzuje (§t€pi sama sebe) na jiz aktivni a-chymotrypsin.
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Katalytickou triadu tvoii aminokyselinové zbytky His57, Aspl02 a Serl95, jsou
nezbytné pro §tépeni peptidové vazby a jsou stabilizovany vodikovymi vazbami (Blow,
1976).

Chymotrypsin je stabilni pfi skladovani na suchém, chladném misté a je mirn¢
rozpustny ve vodé. V roztoku je nejstalejsi pfi hodnoté pH 3. Nad pH 10 piestava byt
enzym aktivni. Nejvyssi aktivitu vykazuje pfi hodnotach pH kolem 8.

Bylo prokéazano, 7e Ca®" ionty zvy3uji aktivitu chymotrypsinu a také stabilitu
tohoto enzymu proti denaturaci. Aktivita enzymu je inhibovana nékolika latkami
s nizkou molekulovou hmotnosti, ale piedev§im velkym pocétem latek s vysokou
molekulovou hmotnosti. Mezi inhibitory chymotrypsinu patii hydroxymethylpyrroly,
kyselina borita, derivaty kumarinu, peptidylové aldehydy (Abell & Nabbs, 2001). PMSF
a DFP také inhibuji chymotrypsin (Blow, 1971; Geiger, 1984). TPCK inhibuje
chymotrypsin nevratn&. Mezi inhibitory patii i t&zké kovy jako jsou Cu?* a Hg*
(Lauwers & Scharpe, 1997; Wilcox, 1970). Mezi nejvyznamnéjsi inhibitory s vysokou
molekulovou hmotnosti patii a-1-antichymotrypsin, a-1-inhibitor proteinas, o-2-
makroglobulinu, aprotinin a séjovy inhibitor trypsinu (Lauwers & Scharpe, 1997,
Geiger, 1984).

Mezi primarni vyuziti chymotrypsinu patfi pomoc pii zazivani a pouziti jako
svlj vyznam, napf. pro monitoring substitucni terapie pankreatickymi enzymy
u chronické pankreatitidy. Chymotrypsin, spolecné s ostatnimi pankreatickymi enzymy,
se nejCastéji pouziva pii 1écb€ pankreatické nedostatecnosti (mohou ji trpét osoby
s cystickou fibrézou, osoby, které podstoupily chemoterapii, piipadné lidé trpici
chronickym stresem). Chymotrypsin se béZn¢ vyuziva pii sekvenéni analyze, syntéze

peptidd a mapovani peptida.

3.1.9 Vyuziti proteas v mediciné
Lidé¢ jiz diive vyuzivali ovocnych $tdv bohatych na enzymy (papéja, ananas)

k 1é¢b¢ ran a viedi. I dnes jsou proteolytické enzymy z tropického ovoce a pankreati
mladych hospodaiskych zvifat pouzivany mistné pii 1é€bé torpidnich (pietrvavajicich)
viedi a ran, oblastné k nadhradé nedostateCné sekrece travicich stav a k 1é¢bé
koronarnich tromb6z a embolii do Zivotné dilezitych organt. Celkova injekéni aplikace

chybéjicich enzymil umozinuje 1écbu vrozenych enzymopatii,
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napi. mukopolysacharidosy (Wraith, 2005). V dne$ni dobé moderni medicina vyuziva
proteasy k 1é€bé mnoha onemocnéni. V poslednich letech se velmi rozviji systémova
enzymoterapie. Za jejiho zakladatele je povazovan prof. Max Wolf. Jeho rozsahlé
pfiznivé empirické zkuSenosti inspirovaly Némce Karla Ransbergera, ktery zavedl
tovarni vyrobu nejhodnotnéjSich preparati a zahajil éru zédkladniho vyzkumu i ¢etnych
kontrolovanych klinickych studii (Nouza K. & Nouza M., 2006b).

U systémové enzymoterapie Se jednd o podavani smési rostlinnych
a zivociSnych enzymu ve formé tablet, kdy tablety jsou chranény specidlnim obalem
(ochrana pred degradaci v prostiedi zaludku), ktery se rozpousti az v tenkém stieve. Zde
dojde ke vstiebani ¢asti enzymu do tkani, krevniho a mizniho ob&hu. Mezi nejznamé;jsi
ptipravky s obsahem enzymu patii Wobenzym (pankreatin, bromelain, papain, trypsin,
chymotrypsin, a-amylasa, lipasa, rutin), Prevenzym (bromelain, papain, trypsin a rutin)
a Phlogenzym (bromelain, trypsin a rutin).

Proteasy jsou podéavany peroralné (zajisténi systémovych Ié¢ebnych ucinki
V organismu), mistné (lécba viedli a ran), oblastné do Zivotn¢ dualezitych organt
(nedostatecna sekrece travicich §tav), injekéni aplikace (1é€ba vrozenych enzymopatif).

Mezi farmakologické ulinky systémové enzymoterapie patii: protizanétlivy
ucinek, antiedematozni (ptisobici proti otokiim, edémtiim) a edém-protekéni ucinek,
fibrinolyticky a trombolyticky ucinek, analgeticky uc¢inek, imunomodulac¢ni uc¢inek
posilujici slabou imunitu (Nouza K. & Nouza M., 2006a). Systémova enzymoterapie
podporuje obranny zanét a antibiotickou 1é¢bu, omezuje opakované a chronické zanéty
tkani a organli. VyuZziva se 1 v prevenci a 1é¢bé otokll. Na oslabenou imunitu plsobi
systétmova enzymoterapie podnétné, na nadmérnou a patologickou imunitu
(imunokomplexové a autoimunitni procesy) pusobi tlumivé. Uplatiiuje se i v komplexni
protinadorové 1écbé (Nouza K. & Nouza M., 2006a). Systémova enzymoterapie mize
snizit nepfiznivé ucinky zpusobené radioterapii a chemoterapii (Leipner & Saller, 2000).
Systémova enzymoterapie stupiiuje resorpci peroralné uzivanych antibiotik a zvysSuje
jejich koncentrace v krvi (Barsom et al., 1983). Antibiotika také vlivem systémové
enzymoterapie pronikaji i do tézko pfistupnych oblasti organismu. Stale castéji
se uplatiluje preventivné i lécebné¢ v détském véku a u stdrnoucich osob. U déti
se vyuziva ptedevsim k posileni imunity, ve vyssim véku k omezeni vyskytu infek¢nich
onemocnéni, oddaleni nastupu predcasného starnuti a potlaceni vyskytu piidruzenych

zavaznych chorob (Honzikova, 2004; Nouza K. & Nouza M., 2000).
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V Ceské republice prvni systematicky pouZivana systémova enzymoterapie byla
u déti 1é¢ba Wobenzymem (Nouza K. & Nouza M., 2006b). Ziskané zkuSenosti ukazuji,
ze systémova enzymoterapie je u déti kazdého véku vyborn€ snasena a jeji efekty jsou
stejné dobré, ne-li lepsi nez u dospélych a starSich jedinct. Uvazuje se o specifickych
vlastnostech détského organizmu a traviciho systému, umoziujicich rychlej$i postup
preparati z zaludku do stfeva, o snizeném S$tépeni a rychlejSim vstfebavani enzymu
a 0 snaz§im navozovani imunologické tolerance na enzymy (Nouza K. & Nouza M.,
2006Db). Nekteti 1ékati proverili u déti i Gcinnost dalsiho preparatu, Phlogenzymu, ktery
se uziva stejné jako Wobenzym, ovSem v polovi¢nich davkach. Na trhu existuje jesté
potravinovy doplnék Prevenzym, vhodny pro leh¢i ptipady a pro preventivni uzivani.
Systémova enzymoterapie byla v Evropé zkoumana z hlediska vyhodnoceni G¢innosti

proteolytickych enzymii v 16¢b€ karcinomu prsu, tlustého stieva (Beuth, 2008).

3.1.10 Absorpce proteinti pres stirevni sténu
Mnoha publikacemi bylo vyvraceno dogma o nevstfebatelnosti bilkovinnych

(enzymovych) makromolekul pfi dodrzeni ur¢itého postupu perordlné podanych
enzymu. Akceptaci systémového pusobeni peroralné podavanych proteolytickych
enzymu branily zpocatku pochybnosti o zachovani jejich funkéni aktivity pii prichodu
kyselym prostfedim Zaludku a =zastarald dogmata o nemozZnosti vstfebavani
neporusenych molekul bilkovin stievni sténou (Kostiuk & Jirasek, 2010). Nyni je nade
v8§i pochybnost pfijimano, Ze malé, ale piesto vyznamné, mnoZzstvi mnoha
makromolekul mutze byt absorbovano v neporusené a biologicky aktivni formé
(Steffens, 1995). Castell et al. (1997) ve své publikaci dokazuji, Ze u zdravych jedinci
dochdzi k resorpci malého mnozZstvi peroralné podanych enzyml v makromolekulové
formé a plné funkéni Gc€innosti. Enzymy, které takto ptestoupily do krevniho obé¢hu,
vV ném zUstavaji ve volném stavu jen po kratkou dobu. Trypsin, stejné jako ostatni
travici enzym (kromé lipasy), je docela rezistentni viéi enzymové degradaci, je proto
mozné, ze znacnd Cast projde skrz stfevni st€énu a miize byt detekovdna v plazmé
(Steffens, 1995).

Dnes je prokazano, Ze pfi zajisténi ochrany enzymi pred zaludecnim obsahem
(obalem rozpoustéjicim se az Vneutralnim nebo alkalickém stfevnim prostiedi)
a aplikaci nala¢no s velkym mnoZzstvim tekutiny dochazi k resorpci né€kolika procent

peroralné podanych enzymuti v makromolekularni forme a plné funkéni ucinnosti (Nouza
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K. & Nouza M., 2006b). Hlavnim mechanizmem vyuziti vsticbanych enzymu je vSak
jejich navazani na krevni antiproteasy (vazebné proteiny proteas). Peroralné podavané
proteolytické enzymy mohou byt detekovany piechodné jako intaktni, s vysokou
molekulovou hmotnosti, fyziologicky aktivni molekuly proteinu, a to bud volné
(v nanomolarnich koncentracich), nebo v komplexu s anti-proteasami v plazmé, lymfe

nebo poranéné tkani (Lorkowski, 2012).

3.1.11 Wobenzym

Wobenzym patii mezi nejzndméjs$i enzymové preparaty, je to farmakologicky
preparat produkovan né€meckou firmou Mucos-Pharma. Piiznivé ovliviiuje
imunitu a potla¢uje zanét. Urychluje vstiebavani otokt, krevnich podlitin a krevnich
vyront, ustupuje bolest, urychluje hojeni. Je vyuzivan jako podpiirna 1écba pii zanétech,
pooperacnich a pourazovych stavi. Mozné terapeutické indikace Wobenzymu jsou
uvedeny jako alternativa k dosud uzivanym lé¢ebnym postupiim. Wobenzym je mozno
pouzit u dalSich stavii jako jsou pourazové otoky, lymfedémy rizné etiologie,
fibrocysticka mastopatie. Wobenzym je vhodné uzivat také jako podptirnou 1écbu pfi
pooperacnich stavech v chirurgii (artroskopické vykony, stomatochirurgie, ORL), pfi
zangtech povrchovych Zil, revmatoidni artritidé, revmatismu mekkych tkani, artroze
(pokrocila stadia), pti chronickych a recidivujicich zanétech. Je vhodné jej uzivat pfi
podavani antibiotik (WOBENZYM homepage, 2016).

Kazda tableta Wobenzymu obsahuje papain (60 mg), bromelain (45 mg), trypsin
(24 mg) a chymotrypsin (1 mg). Mimo to obsahuje rutin, pankreatin, lipasu a a-amylasu
(Galebskaya et al., 2000). Trypsin a chymotrypsin jsou enzymy zivocisného ptvodu,
papain a bromelain plivodu rostlinného.

Sukhikh et al., 1997, ve své studii dokazuji, ze zatimco u 70 muzi i Zen
s chlamydiovymi, mykoplazmovymi a ureaplazmovymi urogenitalnimi infekcemi
lécenymi 20 dnh antibiotiky bylo zaznamenano klinické vylééeni v 61,4 %,
u 78 nemocnych 1écenych 20 dni 1/2 davkou antibiotik a prepardtem Wobenzymem
doslo k vyléceni v 92,3 %. Chlamydie ur€ované v slizni¢nich bunkach metodou PCR
byly pln€ odstranény z organizmu pii 1écb€ samotnymi antibiotiky jen v 30 %, pfi 1é€be
antibiotiky a Wobenzymem vymizely chlamydie plné v 90 %.

U nas v Ceské republice (primyslové oblasti Kralup I. Vokalova) byl tiiceti

détem ve véku 3—15 let s recidivujicimi infekcemi hornich a dolnich dychacich cest
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podavan 6 mésici Wobenzym v dennich davkéach 1 drazé na 6 kg télesné hmotnosti. Uz
v prib¢hu 1é¢by a v nésledujicich 6 mésicich byl pozorovan ve srovnani s predchozim
obdobim a s détmi neléCenymi Wobenzymem vyrazny pokles recidiv infekei, zmirnéni
jejich zavaznosti (t€émét vymizely laryngospasmy - kieCovité uzavieni hrtanu, které
vede k nedostatecnému piisunu vzduchu do plic) a omezeni spotieby antibiotik.
Zlepsily se 1 nékteré imunologické laboratorni ukazatele (IgE a dalsi). Lécba byla
obecné dobie snasena i u alergickych déti (Nouza K. & Nouza M., 2006b).

Od roku 2002 jsou kazdorocné provadény pravidelné priizkumy, které mapuji
pouzivani 1éku systémové enzymoterapie Wobenzymu u laické vetfejnosti. Ze ziskanych
Gdajti vyplyva, ze s Wobenzymem ma osobni zkusenost 7-8 % dospélé populace CR
a spokojenost u pacientd s vysledky 1é¢by se v ruznych letech pohybovala od 82 % do
90 % (Kostiuk & Jirasek, 2010).

3.2 Ureasa
Ureasa (EC 3.5.1.5) je enzym patiici do rodiny amidohydrolas (amydas)

a fosfotriesteras. Katalyzuje hydrolyzu mocoviny na oxid uhli¢ity a amoniak (viz
Obr. 3), pfesnéji vznika amoniak a karbamat, ten je nasledné¢ degradovan spontanni
hydrolyzou za vzniku kyseliny uhli¢ité a dalsi molekuly amoniaku (Zimmer, 2000).
Pisobenim ureasy dochézi k alkalizaci okolniho prostiedi. V pfirod¢ se podili na

kolobéhu dusiku a uhliku.

0O 0
J\ ureasa NH;
——— — e
H,N™ “NH, H,0 HO” “NH, H,0 y
co,
+ NH3

Obr. 3: Ureasa katalyzujici hydrolyzu mocoviny

3.2.1 Historie ureasy
V roce 1909 objevil Takeuchi ureasu v s6ji. J. B. Sumner ji v roce 1926 izoloval

a jako prvni enzym byla krystalizovana. Podal diikaz o tom, ze enzymy jsou bilkovinné
povahy a také to, Ze proteiny mohou byt krystalizovany. V roce 1946 mu byla udélena

Nobelova cena za chemii. Ureasa ma historicky vyznam, protoZe se jedna o prvni
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enzym, u kterého bylo zji$téno, ze obsahuje sulfhydrylové skupiny. Dale pak, ureasa je
prvnim enzymem, u kterého bylo zjis$téno, Ze obsahuje nikl.

Dulezitym zjisténim Dixona v roce 1975 bylo prokdzani nikelnatych iontd
v aktivnim misté¢ ureasy z Canavalia ensiformis, jez jsou dileZité pro jeji ¢innost

a aktivaci. Strukturu ureasy vytesil v roce 1995 P. A. Karplus.

3.2.2 Vlastnosti ureasy
Ureasa obsahuje v aktivnim centru ionty Ni**. V pomé&ru hmotnosti obsahuje

ureasa 2,0 £ 0,3 g atomu niklu na 105 000 g enzymu (Dixon et al., 1980). Vykazuje
enzymovou specifitu k mocoviné a hydroxymocoving. Bylo prokdzano, Ze acetamid
a N-methylmoc¢ovina mohou slouzit jako substrat pro ureasu z Canavalia ensiformis.
Dnes je zndmo velké mnozstvi substrat ureasy, které se vSak hydrolyzuji mnohem nizsi
rychlosti nez mocovina. Piikladem jsou: hydroxymocoviny, dihydroxymocovina,
semikarbazid, formamid, acetamid, thioacetamid, thiomocovina, methylmocovina,
ethylmocovina, methylkarbamat, ethylkarbamat, amidy a estery kyseliny fosforecné.
V Zivotnim prostedi vede aktivita ureasy ke zvySovani pH. Optimalni aktivitu vykazuje
ureasa pii pH 7,4.

Bylo navrzeno nékolik mechanismli katalyzy ureasy na zdkladé znamé
krystalové struktury enzymu, modelovych komplext a vypocetnich pokust, ale pfesné
kroky katalyzy a pozadavku niklu v porovnani s jinymi kovy zlstavaji nejasné (Carter
et al., 2009). Cisténa bakterialni ureasa je asteéné aktivovana inkubaci s oxidem
uhli¢itym a ionty niklu, nicméné, in vitro aktivace byla také zjisténa v ptitomnosti
manganu a kobaltu. In vivo aktivace ureasy z vétSiny zdroji vyzaduje prislusné
proteiny, které funguji jako niklové metalochaperony (chaperon = specidlni protein,
ktery v buiice pomahd skladat vétSinu bilkovin do jejich spravného prostorového
uspotfadani), a GTP zavislé molekularni chaperony nebo proteiny, které hraji jiné role
Vv procesu zrani. Kromé toho, nékteré mikroorganismy mohou kontrolovat jejich hladinu

ureasy regulacnimi mechanismy, jez jsou zavislé na iontech kovu.
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3.2.3 Struktura ureasy
Ureasy rostlin a hub jsou tvofeny z identickych podjednotek, majicich typicky

cca 90 kDa. Nejcastéji jsou sestaveny trimery a hexamery.

Podjednotka ureasy z Canavalia ensiformis se sklada z 840 aminokyselin, jeji
molekulova hmotnost bez Ni** iontii ma hodnotu 90,77 kDa (Krajewska, 2009a). Tedy
hmotnost hexameru, jehoz soucésti je 12 nikelnatych iontd, je 545.34 kDa (590 kDa
zjisténo sedimentacni metodou). Dal§im ptikladem homohexamerické struktury
rostlinnych ureas jsou ty obsazené v so6ji, v kajanu indickém a v bavlnikovych
semenech, ale také v listu moruse. Z hub ma tuto strukturu ureasy Schizosaccharomyces
pombe, z plisni Coccidioides immitis. Bakterialni ureasy se skladaji ze tfi odlisnych
podjednotek, z jedné velké (a, 60 - 76 kDa) a dvou malych (3, 8 az 21 kDa a y, 6-
14 kDa), vytvaftejicich trimery, coz méa za nésledek molekulovou hmotnost enzymu
mezi 190 a 300 kDa. Typickymi ptiklady jsou ureasy z Klebsiella aerogenes a Bacillus
pasteurii. Shodou okolnosti, kyselé ureasy mohou byt také slozeny ze tii podjednotek,
podobnym bakterialnim neutralnim ureasam, a (66-68 kDa), 3 (15-17 kDa) a y (8-14
kDa). Naproti tomu ureasy z druhti Helicobacter se skladaji ze dvou podjednotek a (61-
66 kDa) a 3 (26 az 31 kDa), pro ureasu z Helicobacter pylori bylo prokazano, ze tvoii
komplex dodekamer (Ha et al., 2001). Pozoruhodné je, Ze i kdyz jsou ureasy z riznych
zdroju (bakterii, rostlin, hub) slozené z riznych typi podjednotek, vykazuji vysokou
homologii aminokyselinovych sekvenci. Vyznamné je to, Ze aktivni misto ve vSech
znamych ureasach je vzdy umisténo v a podjednotce. Ureasa je enzym bohaty na
aminokyselinu cystein. Celkovy pocet cysteinii na podjednotku ureasy je 15. Celkové
molekula ureasy obsahuje 90 cysteinli. VSechny rostlinné a bakteridlni ureasy, mimo té
z Helicobacter pylori, jsou cytoplazmatické. Struktura aktivniho centra ureasy

z Canavalia ensiformis je zobrazena na Obr. 4.
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Obr. 4: Aktivni misto ureasy. Aktivni misto obsahuje dva atomu niklu, zndzornény zeleng.
Cervend jsou znazornény molekuly vody. Rezidua histidind ucastnicich se katalyzy jsou
znazornény oranzovymi atomy uhliku. Bile zndzornéné atomy uhliku znaci aminokyselinové
zbytky jenz koordinuji s atomy niklu (Carter et al., 2009).

3.2.4 Aktivni centrum ureasy
Znalosti o aktivnim centru ureasy byly zjiStény z krystalickych struktur

bakterialnich ureas z Klebsiella aerogenes a Bacillus pasteurii. Bylo prokazano, ze
aktivni misto obsahuje binuklearni nikl, bylo zjisténo, Zze vzdalenosti Ni-Ni je
podobnych hodnot u obou ureas, 3.7 a 3.5 A v Bacillus pasteurii a Klebsiella
aerogenes, v daném pofadi. V centru (viz Obr. 5) jsou Ni’* ionty pfemostény
karbamylovanymi lysiny prostfednictvim atomt kysliku, s Ni (1) déle koordinuji dva
histidiny prostfednictvim svych atomt dusiku, a s Ni (2) dva histidiny také
prostiednictvim atomt dusiku a dale s kyselinou asparagovou pies atom kysliku. Kromé
toho, ionty niklu jsou pfemostény hydroxidovym iontem (WB). Dale pak se dvéma
koncovymi molekulami vody, W1 (prvni molekula vody) na Ni (1), W2 (druha
molekula vody) na Ni (2), a W3 (tfeti molekula vody) smétuji k otvoru aktivniho mista.

Piedpoklada se, ze v aktivnim misté ureasy (viz Obr. 5), se mo¢ovina vaze na
vice elektrofilni Ni (1), jenz je vice citlivy na nukleofilni atak. Pii vyméné vody W1-W3
(prvni za tieti molekulu vody), je mocCovina dale vazéna na Ni (2) pies dusik jedné
z jejich aminovych skupin. Pfedpoklada se, Zze tato vazba usnadiiuje nukleofilni atak
vody na karbonylovy uhlik, coz vede k tvorbé meziproduktu, uvolni se amoniak

a karbamat (Dixon et al., 1980).

39



Llys Lys
) i b) l|.
|
O: \O v N
HiN_ /| N(His) vy, SR Nwis)
N/‘(1) \Né) N \N 2
_—Ni | — _-Ni(1) Ni(2)__
(His)N \ \o/’\ N(His) (His)N// S~ \ N(His)
H \ |
H.O w8 OH,\ }
vy 0w OlAsp) HO\C _CH,  OlAsp)
H?O H;
W3)
Lys Lys
c) d) |
NH hlm
AN 0N
O =S oo
(His)N / O\ N(His) (His)N /O O\ N(His)
\\ / \ N\ / \
_ _—Ni(1) NiI(2)___ _-Ni(1) g Ni(2)___
(His)N~ / S~ \ N(His) | [His)N~ | ~o0~— '\ "N(His)
/ l \‘ | ) \\
: H,
O\C/NH O(Asp) O\pl/N “O(Asp)
l .
CH) m;‘

Obr. 5: Schématické struktury aktivniho centra ureasy: (a) nativni ureasa, (b) ureasa inhibovana
B-merkaptoethanolem, (c) kyselinou acetohydroxamovou, (d) fenylfosfodiamidem (upraveno
dle Krajewska, 2009a).

3.2.5 Inhibitory ureasy

Ureasy jsou inhibovany mnoha slouc¢eninami, a to napt. 3-merkaptoethanolem,
kyselinou acetohydroxamovou, fenylfosfodiamiedm, fosfatem, kyselinou boritou
(viz Obr. 5). Kyselina hydroxamova je vzhledem ke své nizké toxicité jednim z nejvice
intenzivné studovanych inhibitorti, a to pro vyuziti v mediciné. Amidy a estery kyseliny
fosforecné a kyseliny thiofosfore¢né patii t€Z mezi inhibitory ureasy (viz Obr. 6).
Amidy a estery kyseliny fosforecné byvaji Kklasifikovany jako nejsiln€jsi inhibitory.
Cinnost ureasy inhibuji téz t&zké kovy, ionty sodiku a drasliku.

Mezi inhibitory ureasy patii N-(n-butyl)triamid kyseliny thiofosfore¢né (NBPT)
jenZ je obsaZen v piipravku StabilureN®™. Tento piipravek je aplikovan spoletné
s hnojivy obsahujicimi mocovinu, vyrazné snizuje aktivitu ureasy v misté kontaktu
hnojiva s ptidou nebo rostlinou a brani tak rozkladu mocoviny az do prvnich vétsich

srazek. Mezi vyhody pfipravku patii zvySeni dostupnosti dusiku pro rostliny a omezeni

40



ztrat  dusiku  Gnikem amoniaku do ovzdusi  (http://www.agra.cz/aktualni-
informace/aktualizovane-7-3-2013-inhibitor-ureazy-pojistka-prednosti-mocoviny.html).
NBPT je dale obsazen v hnojivu UREA stabil.

NH NH; NH2
| | |
HO _|p=o H:N—I[’=O @—O—P=O
NH: NH: NH:
diamid kyseliny fosforecné triamid kyseliny fosforecné fenyldiamid kyseliny fosforecné
NH2 NH: NH:
CI—Q—O—P —o Qco—m\'—P=o FO—CO-HN-P=0
NH: NH: NH:
4-chlorfenyldiamid kyseliny fosfore¢né  N-(diaminofosfinyl)benzamid N-(diaminofosfinyl)-4-fluorobenzamid
I\‘I‘Ig I\HI I\Hl
H:I\'—I|’=S CsHo—HN—P =S CsHii—HN—P=S§
NH: NH: NH:
triamid kyseliny thiofosforec¢né N-(n-butyl)triamid kyseliny thiofosforecné N-cyklohexyltriamid kyseliny
thiofosforecné

Obr. 6: Amidy a estery kyseliny fosfore¢né a kyseliny thiofosfore¢né jako inhibitory ureasy
(upraveno dle Krajewska, 2009a).

3.2.6 Vyskyt ureasy

Ureasa se nachazi v bakteriich, houbach, tasich, rostlinaich i u nékterych
bezobratlych zivocichi, také se vyskytuje jako ptidni enzym (viz Tab. 9).

Ureasa je produkovana mnoha organismy, hojné se vyskytuje v rostling
Canavalia ensiformis (Jackova fazole). Canavalia ensiformis je rostlina pattici do ¢eledi
bobovitych (Fabaceae). Dorlstda az 1 m na vySku, roste v bohatych pidach a na
slunnych teplych mistech. Velikost luskd je az 36 cm, obsahuji velka bila semena.
Fazole jsou mirné toxické, toxicitu lze odstranit tepelnou upravou. Cela rostlina se

pouziva jako krmivo, nelze ji vSak pouzit ve sméesi krmiv obsahujicich mocovinu, nebot’
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ureasa obsazend vrostlin€é by wuvolnila velké mnozstvi Skodlivého amoniaku
z mocoviny. Kromé ureasy je také vyznamnym zdrojem konkanavalinu A. Ureasa
v Canavalia ensiformis tvoii mezi 0,07 % az 0,14 % celkové hmotnosti (Sumner &
Hand, 1928).

Jednou z nejcastéji studovanych bakterialnich ureas je z Helicobacter pylori,
protoze se podili na tvorbé peptickych viedu a vzniku rakoviny zaludku (Covacci et al.,
1999).

Rostliny Houby
Canavalia ensiformis Aspergillus nidulans
Glycine max Aspergilus niger
Cajanus cajan Coccidioides immitis
Gossypium hirsutum Schizosaccharomyces pombe
lvlasy Bezobratli
Nitellopsis obtusa Otala lactea
Bakterie
Aerobacter aerogenes Providencia rettgeri
arthobacter oxydans Selenomonas ruminantium
Bacillus pasteuri Staphylococcus leei
Brevibacterium ammoniagenes Streptococcus mitior
Helicobacter pylori Lactobacillus fermentum
Klebsiella aerogenes Lactobacillus reuteri
Proteus mirabilis Arthrobacter mobilis

Tab. 9: Zdroj ureasy (upraveno dle Krajewska, 2009a)

3.2.7 Purifikace ureasy
Ureasa byla poprvé ziskana v krystalické formé v roce 1926, a to Sumnerem

(Gorin et al., 1959). Metoda izolace byla pomérn¢ jednoduchi. Moucka z fazole
Canavalia ensiformis byla extrahovana 32% acetonem, extrakt byl nasledné filtrovan.
Krystalky enzymu, které se utvotily ve filtratu, jenz byl ponechan v chladu, byly
oddéleny centrifugaci.

Ureasa splilujici pozadavky na Cistotu pro analytické pouziti se Cisti z moucky
Canavalia ensiformis nasledovné: extrakci 20% acetonem, tepelnym oSetfenim,
vysrazenim kyselinou a lyofilizaci. Pro extrakci ureasy se jeden dil fazolové moucky

smisi s 5 dily 20% acetonu, ktery obsahuje 1 mmol-I* EDTA a 1 mmol-I* 2-
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merkaptoethanol, smés se micha pii teplot¢ 20°C po dobu 5 min. Tepelnym oSetfenim
se z extraktu odstrani mléné zabarveni. Ureasa se z Cir¢ho zlutého supernatantu vysrazi
tpravou pH roztoku na 5,4 pomoci kyseliny citronové. Ureasa se rozpusti v 15 mmol-I™*
fosfatovém pufru, pH 8,5 (kone¢na hodnota pH je 6,8 az 7,0), poté nasleduje lyofilizace.
Timto postupem byl enzym piecistén 14,7 krat a bylo dosazeno vytézku 6,75 g enzymu
z 1 kg semen fazoli (Sung et al., 1989).

Ureasu z Canavalia ensiformis lze precistit i pomoci
poly(hydroxyethylemethakrylat-N-methakryloyl-(L)histidinamid methylester) cryogelu
chelatovaného s Cu?* (cryogel na bazi PHEMAH-Cu®"). PHEMAH-CU®* cryogel byl
syntetizovan a charakterizovan pro stupein nabobtndni, morfologii (pomoci skenovaciho
elektronového mikroskopu), vé&lendni Cu®* do N-methacryloyl- (L)histidinamid
methylesteru (podle elementdrni analyzy a atomové absorpéni spektrofotometrie).
Vazba ureasy k PHEMAH-Cu** cryogelu byla optimalizovéna tim, Ze byl zkouman vliv
pH, prutok a vliv koncentrace ureasy na navazani. Maximalni vazba ureasy byla
23,2mg na 1 g suchého adsorbentu. Maximalni vazba ureasy extrahované z moucky
Canavalia ensiformis byla 67,8 mg na 1 g suchého adsorbentu. Eluce ureasy z kolony
cryogelu byla provedena 1,0 mol-I"* NaCl v 20 mmol-I™* fosfatového pufru (pH 8,0).
Bylo zjisténo, Ze ureasa by mohla byt opakované vazana a vymyvana z (PHEMAH-
Cu?") cryogelu s méné nez 10% ztratou ve sloupci kapacity (Tekiner et al., 2012).

K dal§im zdrojim ureasy patéi semena vodniho melounu (Citrullus vulgaris).
Prakash & Brushan, 1997, ziskali ureasu nasledovné: loupana semena vodniho melounu
byla namocena na 8 hodin do extrakéniho pufru pii teploté 4-6°C. Poté byla smeés
homogenizovana a filtrovana. Byla provedena centrifugace smési, smés byla opét
filtrovana. K extraktu byl pfidan ledovy aceton, tato smés byla protiepana
a centrifugovana. Pelet byl resuspendovan v 25 mmol-I" Tris-acetatovém pufru (pH
7,5). Suspenze byla ponechana 6 hodin na ledu a poté centrifugovana, supernatant byl
nafedén extrakénim pufrem a byl pfidan chlazeny aceton. Smeés byla opét
centrifugovana, k supernatantu byl pfidan opét aceton. Nasledovala centrifugace smési,
pelet byl poté resuspendovan v extrakénim pufru a smés byla centrifugovana.
Supernatant byl aplikovan na kolonu Sephadex G-200, eluce byla provedena Tris-
acetatovym pufrem (25 mmol-1?, pH 7,5) obsahujicim 1 mmol-1* 2-merkaptoethanol,
sprutokem 20 ml za hodinu. Frakce obsahujici wurecasu byly smichany

a zakoncentrovany. Enzym byl timto postupem piecistén 45,8 krat.
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3.2.8 Imobilizace ureasy
Enzymy v porovnéni s béznymi chemickymi katalyzatory maji SirSi vyuziti

atadu vyhod. Jejich pouziti je omezeno z praktického hlediska. Kromé vysokych
nakladii na izolaci a CiSténi enzymt je hlavnim problémem jejich citlivost na zmény
podminek prostfedi, coz zahrnuje zejména teplotu, pH a citlivost na inhibitory
(Krajewska, 2009b). Nasledkem toho je omezeni zivotnosti enzymil a obtizny navrat do
jejich aktivni formy pro opakované pouziti (Chaplin & Bucke, 1990; Sheldon, 2007).
problémy, je imobilizace enzymi. Imobilizace se sestava z ptevedeni enzymi do
nerozpustné formy, a to nejéastéji jejich upevnénim na pevné nosice, kdy je dosazeno
heterogenity enzymového systému a stabilizace struktury enzymt, coz je dulezité pro
jejich ¢innost (Chaplin & Bucke, 1990; Sheldon, 2007). Heterogenita systému umoznuje
1 snadné oddéleni od produktu a tim opakované znovupouziti. Umoznéna je také
nepfetrzitd ¢innost enzymovych procest, jejich rychlé ukonceni a vét§i rozmanitost
pouziti.

Pro  pouziti  vriznych  analytickych,  lékatskych,  primyslovych
a biotechnologickych procesech byla studovana imobilizace nejruznéjSich enzymu.
N¢ekolik téchto procestt bylo realizovano ve vyrob€, a to zejména v potravinaiském
primyslu a pfi vyrobé nékterych chemikalii a 1é¢iv (Chaplin & Bucke, 1990).

Mezi rozséhle studované enzymy pro imobilizaci a praktické aplikace patii
ureasy, a to vzhledem k vyznamu procesi, kterych se zucastnuje (Krajewska, 2009b).
Byly vyvinuty rozmanité techniky imobilizace. Zakladnim rozdélenim je na chemické
a fyzikalni, velmi Casto jsou pouzivany jejich kombinace (Cao, 2005). K chemickym
metodam patii: kovalentni vazba na pevny nosi¢, zesitovani s nizkomolekuldrnim
¢inidlem, nékdy je také provadéno s ptidavkem neutralnich sloucenin (co-zesitovani).
Mezi fyzikalni techniky patii napf. adsorpce na pevny nosi¢, zachyceni do gelu, ¢i
mikroenkapsulace. Volba materialti pro imobilizaci je prakticky neomezena a zahrnuje
organické, anorganické, ptirodni a syntetické latky, které mohou byt v podobé (mikro,
nano) kulicek, membran, vlaken, dutych vlaken a (mikro) kapsli. Imobilizace enzymu
neni obtizna, problémem je ziskdni enzymu s pozadovanymi vlastnostmi, neexistuje
univerzalni protokol jak imobilizovat enzymy a nelze piedvidat jejich vysledné
vlastnosti (Krajewska, 2009b). Kazd4d metoda mé své vyhody i nevyhody a je potieba
k nim pifi volb¢ imobilizace ptihlédnout. Adsorpce je jednoducha, levna a efektivni,

avSak velmi cCasto reverzibilni. Naopak kovalentni vazba a zesitovani jsou U¢inné
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atrvalé, ale ndkladné a snadno snizuji aktivitu enzymu. U zachyceni
a mikroenkapsulace je omezena ¢innost enzymu difuzi substratu a produktu v reakéni
smési. Pfi volbé nosného materidlu by mély byt vzaty v uvahu jeho vlastnosti: vysoka
afinita k proteiniim, dostupnost reaktivnich skupin pro pfimou reakci s enzymy nebo pro
chemické modifikace, mechanicka stabilita. Velmi diilezitd je volba nosného materialt
vzhledem ke zvolené aplikaci imobilizovaného enzymu. Pro potravinaiskeé,
farmaceutické, 1ékarské a zemédé€lské tucely by to méla byt netoxicnost a/nebo
biokompatibilita. Materidl by mél byt pfipadné biologicky rozlozitelny a financéné
nendro¢ny (Sheldon, 2007; Krajewska, 2004). Velky daraz pro praktické aplikace je
kladen na stabilitu enzymu, coz zahrnuje teplotni a skladovaci stabilitu také v porovnani
S volnym enzymem, funk¢ni stabilitu a opakované pouziti.

Vyvoj jednoduché a spolehlivé techniky pro imobilizaci enzymu je dileZitou
soucasti biotechnologie. Pomoci imobilizace na magnetické nanocéstice lze snadno
izolovat produkt z reak¢ni smési, ktera umoziuje fidit reakci a zaroven snizuje naklady
na enzym (Sahoo et al., 2011). Ureasa byla jiz imobilizovana na mnoho riznych nosict,
ale ne vzdy splnuji jeji vlastnosti po imobilizaci podminky pro praktické vyuziti
(Pogoryliy et al., 2013). V Tabulce 10 jsou shrnuty nékteré metody imobilizace ureasy
Z riznych zdroji pouZitych v poslednich dvou desetiletich, kdy byla prozkoumana fada

technik a podptrnych materialu pro imobilizaci ureasy.
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Metoda

Zdroj ureasy | . o Nosi¢ Literatura
imobilizace
C. ensiformis ko\‘/’;;%gtm vlakna hedvabi (Unuma et al., 2007)

C. ensiformis ko\\//:;?;tnl polypropylenova vlakna (Yeon & Lueptow, 2006)
C. ensiformis kovalentni nylonova membrana (Teke & Baysal, 2007, Di
' vazba y Martino et al., 2003)

. . kovalentni polyakrylonitrilova duta (Lin & Yang, 2003; Yang
C. ensiformis vazba vlakna &Lin, 2001)
C. ensiformis k"zgﬁgm chitosanové kulicky (Chen & Chiu, 1999)
. . kovalentni alkylaminové sklenéné
Cajanus cajan vazba kulicky (Reddy & Kayastha, 2006)
Cajanus cajan kozg;%r;tm arylaminové sklenéné kulicky | (Reddy & Kayastha, 2006)
poly(2-
. . hydroxyethylmethakrylat-N- o
C. ensiformis adsorbce methakryoyl-L -histidin- (Bayramoglu et al., 2005)
methylester) kulicky
poly(2-
. . hydroxyethylmethakrylat-N- o
C. ensiformis adsorbce methakryoyl-L-histidin- (Bayramoglu et al., 2005)
methylester-Ni?") kulicky
C. ensiformis adsorbce polyanilinova membrana (Laska et al., 1999)
. . . (Marzadori et al., 1998;
C. ensiformis adsorbce hydroxyapatit Borghetti et al., 2003)
C.ensiformis | adsorbce | POly(ethylenterefialitova) (Elgin & Sacak, 1995)
vlakna
C. ensiformis adsorbce aminovana p Ol}fsulfonova (Pozniak et al., 1995)
membrana
C. ensiformis adsorbce kaolinit (Sundaram & Crook, 1971)
Cajanus cajan adsorbce zelatinové kulicky (Srlvastaé%(é)il)Kayastha,
Dolichos biflorus | adsorbce porézni kiemik (Chaudhari et al., 2005)

C. ensiformis

enkapsulace

alginatové kulicky

(Nakarani & Kayastha,

2007)
C. ensiformis | enkapsulace kapsule Chlt(?sz}nu obalencho (DeGroot & Neufeld, 2001)
alginatem
C. ensiformis | enkapsulace nylonové kapsule (Sundaram, 1973)
. . nylonove.fnfkmkapsule (Monshipouri & Neufeld,
C. ensiformis | enkapsulace obsahujici ureasu a
; 1992)
hemoglobin
C. ensiformis | enkapsulace | magnetické alginatové kulicky (Hamaya et al., 1993)
(Prakash & Upadhyay,
Citrullus vulgaris | enkapsulace alginatové kapsule 2005; Prakash & Upadhyay,
2006)

Helicobacter
pylori

enkapsulace

hydrofobni modifikované
alginatové kapsule

(Leonard et al., 2004)

C. ensiformis

zachyceni

poly-N-
isopropylakrylamidovy gel

(Eremeev & Kukhtin, 1997,
Eremeev et al., 1999)
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polyakrylamidovy gel
C. ensiformis zachyceni zesitovany N,N - (Shah et al., 1994)
methylenbisakrylamidem

celulosova-TiO, kompozitni (Kurokawa et al., 1993;

C. ensiformis zachyceni

gelova vlakna Hatayama et al., 1996)
Cajanus cajan zachyceni agarovy gel (Mulagalapalli et al., 2007)
Citrullus vulgaris | zachyceni | agarosova gelova membrana (Prakash et al., 2007)
Bacillus pasteurii | zachyceni polyurethanova péna (Bachmeier et al., 2002)

Tab. 10: Pfehled metod imobilizace ureasy riznymi metodami (upraveno dle Krajewska 2009b)

3.2.9 Praktické aplikace imobilizované ureasy
Potencial ureasy byl stidle vice studovan pro ruzné laboratorni, technické

a biotechnologické aplikace. S ohledem na vyznamy procest, kterych se ureasa Gcastni,
je velka moznost vyuziti ureasy v praktickych aplikacich (Krajewska, 2009b).
Imobilizovana ureasa byla jiz aplikovana v mnoha odvétvich, z nichz mtzeme
zminit nasledujici: odstranéni mocoviny z krve v dialyza¢nim pfistroji, kdy byla urcasa
imobilizovana na povrch polyakrylonitrilového (PAN) dutého vlakna kovalentni vazbou
v piitomnosti glutaraldehydu (Lin & Yang, 2003). Povrch dutych vlaken PAN byl
hydrolyzovan a amidovan ve vodném roztoku, ktery obsahoval NaOH a 1,6-
hexandiamin. Poté byla vldkna vloZena do glutaraldehydu a nasledné¢ ponotfena do
vodného roztoku ureasy. Takto imobilizovana ureasa vykazovala vyssi relativni aktivitu
a stabilitu nez nativni ureasa béhem skladovéani pii rtiznych hodnotich pH. Pro
skladovani jak nativni tak imobilizované ureasy na dutych vldknech PAN byla
optimalni hodnota pH 7. Avsak i pii této hodnoté pH relativni aktivita nativni ureasy se
prudce snizila po 14 dnech na 66 %, po 42 dnech byla zachovana pouze 1,8 % pfi
skladovani pfi teploté 4°C. Oproti tomu imobilizovana ureasa si udrzela vyssi relativni
aktivitu: bylo zachovano 90 % aktivity po 42 dnech. Kromé toho je vyhodou
imobilizované ureasy to, ze mize byt znovu pouzita vicekrat, a to az 15x pii zachovani
80% aktivity. Pomoci dialyza¢niho experimentu byla prokazana ucinnost odstranéni
mocoviny pii pouZiti dialyzatoru s ureasou imobilizovanou na dutych vldknech.
Mocovina byla odstranéna z krve 2x rychleji nez béznou dialyzou. Mnozstvi mocoviny
odstranéné pii pouziti dialyzatoru s imobilizovanou ureasou bude za 1 hodinu stejné

jako v pfipad¢ dialyzy pomoci bézného dialyzatoru béhem 4 hodin. To naznacuje, ze
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dialyzator s imobilizovanou ureasou muze vyznamné zkratit Cas potiebny pro dialyzu
(Lin & Yang, 2003).

Ureasa (pomoci zesitovani na alkylaminovém skle) z kajanu indického (Cajanus
cajan) byla imobilizovana kovalentné na alkylaminové sklo v pfitomnosti
glutaraldehydu a na arylaminové sklo byla navazana diazotaci (Reddy & Kayastha,
2006). V téchto ptipadech doslo k 92,5% a 90% imobilizaci, imobilizovana ureasa
vykazovala optimalni aktivitu pti 77°C a zachovala si 50 % své aktivity po inkubaci pfi
této teploté po dobu 90 minut. Imobilizovana ureasa byla pomérné stabilni pfi vysSich
teplotach a v Sirokém rozmezi pH, neobycejn¢ stabilni byla pti skladovani pfi teploté
4°C, po 25 opakovanych pouzitich si zachovala i 50% aktivitu. Takto imobilizovana
ureasa byla pouzita v dialyza¢nim sa€ku obsahujicim vzorek krevniho séra, méteno bylo
mnozstvi mocoviny ve vzorcich potenciometricky pH elektrodou.

Ureasa z Cajanus cajan byla také imobilizovanad na agar a byla pouzita pro
stanoveni mocoviny v krvi pacienti se sniZzenou funkci ledvin. ZvySena hladina
mocoviny v krvi je klinicky vyznamné pii ledvinovych potizich ¢i urémii. Hodnoty
koncentrace mocoviny v klinickych vzorcich krve stanovené imobilizovanou ureasou
obstaly ve srovnani s vysledky ziskanymi v klinické laboratofi. Takto imobilizovana
ureasa neni ndkladna na ptfipravu, ma dobrou stabilitu a mulze byt pouzita
i v bioreaktorech (Mulagalapalli et al., 2007).

Dnes je velkou snahou odstranit mocovinu nejen z biologickych vzorkd, ale také
napt. ze vzorkl vina. Zde dochézi ke vzniku karcinogenniho ethylkarbamatu pti reakci

mocoviny s ethanolem (Francis, 2006), viz Obr. 7.

0 o]
Hc” “on * JL — J—I\ o~ + NH,
HN NH, H2N 0 CH3
etanol mo¢ovina ethylkarbamat amoniak

Obr. 7: Reakcei ethanolu s mo¢ovinou vznika ethylkarbamat.

3.2.10 Mocovina ve viné
Az do poslednich let byl pfikladdn pfitomnosti mocoviny v alkoholickych

napojich maly vyznam. Zjisténim, 7e mocovina muze reagovat s etanolem za vzniku

ethylkarbamatu, zejména za zvySené teploty, je vénovana pozornost odstranéni
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mocoviny z alkoholickych napoji, a to pfedevsim z vina (Zimmerli & Schlatter 1991).
Dalsi slouc¢eniny nalezené ve ving, jako je citrulin a karbamylfosfat, mohou téz v reakci
s ethanolem produkovat ethylkarbamat, ale moc¢ovina je hlavnim prekurzorem pro vznik

tohoto karcinogenu a mutagenu (Stevens & Ough, 1993; Delanni, 1996).

3.2.11 Metody stanoveni mocoviny ve viné
Metody pro stanoveni obsahu mocoviny ve vin¢ lze rozdé¢lit do tii kategorii, a to

na metody zaloZenych na reakcich tvoficich barevné produkty, enzymovou hydrolyzu
a chromatografickou separaci (Francis, 2006). K podpofe pro enzymové odstranéni
mocoviny z vina byly pouzity ureasové kmeny aktivni pti nizkém pH (Fujinawa et al.,
1990).

Koncentrace mo&oviny ve ving je obvykle niz$i nez 3 mg-I™* (Fujinawa et al.,
1992), ve vinech oSetfenych ureasou je mnozstvi mocoviny vyrazné nizsi. V saké se
normalni koncentrace mocoviny pohybuje mezi 5 az 80 mg-™ (Matsumoto, 1993),
a proto se znacna €ast vyzkumu zamétuje na tento alkoholicky napoj.

Enzymové metody jsou zalozeny na stanoveni amoniaku (nebo méné casto
uhli¢itanu), ktery se uvoliiuje plisobenim ureasy na mocovinu, tyto metody jsou Casto
oznacovany jako neptimé (Taylor & Vadgama 1992). Hodnota pH pozadovana pro
optimalni aktivitu pro vétSinu znamych rostlinnych a bakterialnich ureas se pohybuje
V neutralnich nebo mirné alkalickych podminkach (Mobley & Hausinger 1989). Kyselé
ureasy ze stfevnich bakterii, jako je Lactobacillus (Kodama, 1996), maji optimalni
aktivitu pii pH v rozmezi 2 az 4, coz je mnohem vhodngjsi pro sniZzeni mocoviny
ve kvaSenych népojich.

Ttebaze se kyselé ureasy lépe hodi ke snizeni koncentrace mocoviny ve vinech,
tak oboji, neutralni ureasy a kyselé ureasy, byly tsp&$né pouzity pro stanoveni
mocoviny ve viné¢ a jinych alkoholickych napojich (Francis, 2006). Je tieba
poznamenat, Ze bylo pozorovano n€kolik rozdili v charakteru téchto enzymt, a to nejen
Vv jejich optimalni hodnoté pH. Specificka aktivita neutralnich ureas (1000 -
5500 U-mg™) je obecné vyssi ne ta, kterou vykazuji kyselé ureasy (350 — 450 U-mg™
pro kmeny Lactobacillus) (Miyagawa et al., 1999).

3.2.12 Stanoveni aktivity ureasy
Pro stanoveni aktivity ureasy bylo jiz vyvinuto mnoho analytickych technik,

z nichz zadna neni dominantni, protoze se lisi v oblastech aplikace (Francis et al.,
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2002). Tyto techniky muzeme rozdé€lit na metody piimé a néptimé. K pfimym metodam
fadime ty, které vedou k barevnym produktim. Nepiimou metodou je enzymova
degradace mocoviny.

Kolorimetrické pifimé stanoveni mocoviny nejcastéji vyuziva reakce s butan-2,3-
dionem, kdy v piitomnosti kyseliny sirové dochazi k tvorbé Zlutého chromogenniho
produktu (Butler & Walsh, 1982). Toto c¢inidlo ma vysokou stabilitu a selektivitu
k mnoha matricim.

Pro stanoveni mocoviny miize byt vyuzito infracervené spektroskopie. Tato
metoda je vhodnd pro stanoveni v mlékdrenském primyslu a byla jiz pouzita pro
analyzu tukl a bilkovin (Marshall, 1992). Nevyhodou je potiebny odhad ptispévku
z piekryvajicich se absorp¢nich past ostatnich slozek a mocoviny.

Vysoce efektivni metodou s pozoruhodnou citlivosti je chemiluminiscence,
dochazi k tvorbé fluorescen¢niho produktu reakci amoniaku s o-ftalaldehydem. Metoda
je vhodna pro kombinaci s analytickymi technikami jako je HPLC (Francis et al., 2002).

Stanoveni amonnych iontl iontové-selektivni elektrodou je zaloZzené na
vytésnéni amoniaku z roztoku silnou zasadou, pfi¢emzZ dochazi ke zméné potencidlu
elektrody. Z kalibra¢ni pfimky vytvofené na zakladé¢ hodnot potencialu standardnich
roztoku je dopoctena koncentrace amonnych iontt.

Vznik amonnych iontdl muize byt stanoven pomoci Nesslerova cinidla, které
obsahuje tetrajodortutnatan draselny, diky némuz je mozna detekce uz malého mnozstvi
vznikajicich amonnych iontli, kdy dochazi ke vzniku hnédozluté sraZeniny.
Spektrofotometricky je stanovena absorbance pifi absorpénim maximu 400-435 nm
(Francis et al, 2002).

Nikelnaty enzym ureasa, Casto extrahovany z Canavalia ensiformis ¢i Bacillus
pasteurii, je schopen vysoce selektivni degradace mocoviny na amoniak a oxid uhli¢ity.
Kysela ureasa z Lactobacillus fermentum je ucinna v oblasti pH 3,0 — 4,0 a byla vyuzita
ke snizeni mocoviny ve viné, aby bylo zabranéno vzniku vysokych hladin
ethylkarbamatu (Kodama & Suzuki, 1995). Ke stanoveni mocoviny pii aplikaci ureasy
byla pouzita metodika vyuzivajici UV-VIS fotometrickou nebo elektrochemickou
detekci. Prvni z nich zahrnuje Berthelotovu reakci, pti které uvolnény amoniak reaguje
s fenolem a s chlornanovymi ionty za vzniku modré barvy, a to zejména v p¥itomnosti

nitritopentakyanozelezitého komplexu (Taylor & Vadgama, 1992).
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Pro stanoveni mocCoviny v klinickych vzorcich dominuje ureasou katalyzovana
hydrolyza, nasledné je casto vyuzivanou metodou kolorimetrie a elektrochemicka

detekce.
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Materialy

hydrogenfosfore¢nan draselny (K,HPOy)
dihydrogenfosforecnan draselny (KH2PO4)
jodistan sodny (NalOg)

ureasa (Canavalia ensiformis, Jack bean)
magnetické mikroc¢astice MG 100
Coomassie Brilliant Blue G250
methanol (99%)

kyselina fosfore¢na (H3POj), 99,9%
mocovina

trifluoroctova kyselina

pyridin

N,O-bis(trimethylsilyDtrifluoracetamid (BSTFA)

trimethylchlorsilan (TMCS)
glycin

tris(hydroxymethyl)aminomethan hydrochlorid

kyselina chlorovodikova
moc¢ od pacienta, 28 let
vino:

Rulandské $edé, Znovin Znojmo, 2014

Ryzlink vlassky, Vinné sklepy Valtice, 2012

Palava, PPS AGRO Strachotin, 2014
Veltlinské zelené, Vinice Hnanice, 2013
Irsai Oliver, Vinice Hnanice, 2013

52

PENTA (Ceska republika)
PENTA (Ceska republika)
Sigma-Aldrich (Némecko)
Sigma-Aldrich (Némecko)

IONTOSORB(Ceska republika)

Sigma-Aldrich (Némecko)
Lach-Ner (Ceska republika)
Lachema (Ceska republika)
Sigma-Aldrich (Némecko)
Sigma-Aldrich (Némecko)
Sigma-Aldrich (Némecko)
Sigma-Aldrich (Némecko)
Sigma-Aldrich (Némecko)
Lachema (Ceska republika)
Sigma-Aldrich (Némecko)
Lach-Ner (Ceska republika)

Kaufland (Cesk4 republika)
Albert (Ceska republika)
Albert (Ceské republika)
Kaufland (Ceské republika)
Kaufland (Ceské republika)



4.2 Pristroje
Analytické vahy

Automaticky rotator

Centrifuga chlazena

Vortex V-1 plus

Pipety 1ul-5ml

pH metr digitalni

Mikrodestickovy reader Synergy HT
Lyofilizator LYOVAC GT2

Plynovy chromatograf Agilent 7820A
Lazen inkubacéni sucha

Odstfedivka laboratorni stolni

Ttepacka TS-100

Sartorius (Némecko)

Biosan (Lotyssko)
Eppendorf (Némecko)
Biosan (Lotyssko)
Eppendorf (Némecko), Gilson (Francie)
WTW (Némecko)

BioTek (USA)

Leybold Heraeus (Némecko)
Agilent Technologies (USA)
Major Science (USA)

MPW Med. Instruments
Biosan (LotyS$sko)
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4.3 Metody

4.3.2 Imobilizace ureasy pomoci jodistanu
Do 2 ml mikrozkumavek bylo navazeno 100 mg magnetickych mikrocastic

Perlosa MG 200. K nim byly ptidany 2 ml 50 mmol.I* roztoku NalO,. Mikrozkumavky
byly umistény na automaticky rotator a byly protiepavany pii 4°C v lednici do druhého
dne. Mikroc¢astice byly od roztoku separovany pomoci vnéjsiho magnetického pole,
roztok byl odpipetovan a mikro&astice byly 5x promyty fosfatovym pufrem (0,1 mol.I™
K-Pi; pH 8,0). K promytym mikro¢asticim bylo dale ptidano 500 pl roztoku ureasy
(10 mg.ml™") z Canavalia ensiformis, 950 pl pufru (0,2 mol.I* K-Pi; pH 8,0) a 450 pl
vody. Tato smés byla protfepavana na automatickém rotatoru pii 4°C v lednici do
druhého dne. Mikrocastice byly od roztoku separovany pomoci vnéjsiho magnetického
pole, roztok byl odpipetovan a mikrocastice byly 10x promyty fosfatovym pufrem
(0,1 mol.I* K-Pi; pH 7,0) za tgelem odstranéni nenavazaného enzymu. Po pfidani
enzymu k mikroc¢asticim, po imobilizaci a po prvnim promyti fosfatovym pufrem bylo

vzdy odebrano 50 ul roztoku pro stanoveni koncentrace proteinu.

4.3.2 Stanoveni koncentrace proteinii (mnoZzstvi imobilizované ureasy)
Koncentrace celkovych proteini ve vzorcich byla meéfena pomoci metody

Bradfordové. Do jamek mikrodesticky bylo vzdy pipetovano 50 pl vzorku nebo vody
a200 pl pracovniho roztoku Bradfordova ¢inidla. 50 pl vzorku bylo vzdy odebrano
pfed imobilizaci, po imobilizaci enzymu a po prvnim promyti mikro¢astic. Pracovni
roztok Bradfordova ¢inidla byl pfipraven smichanim vody a zasobniho roztoku
Coomassie Brilliant Blue G250 v poméru 4:1. Zasobni roztok Coomassie Brilliant Blue
G250 byl ptipraven rozpusténim 50 mg Coomassie Brilliant Blue G250 v 25 ml MeOH
a 50 ml 85% kyseliny fosfore¢né. Roztok byl dopIlnén do 100 ml deionizovanou vodou.
Desticka byla protiepana a po 5 minutaich byla zméfena absorbance na
mikrodestickovém readeru pii vinové délce 595 nm. Zrozdilu naméfenych hodnot
absorbanci pted imobilizaci, po imobilizaci a po prvnim promyti mikrocéstic bylo

stanoveno mnozstvi imobilizované¢ho enzymu.
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4.3.3 Stanoveni aktivity ureasy
Aktivita ureasy byla stanovena nepfimou metodou, a to méfenim

nezreagovaného substratu, mocoviny, pomoci plynové chromatografie.

K promytym mikroc¢asticim s imobilizovanou ureasou bylo pipetovano 800 pl
vody a 1200 pl roztoku 500 mmol-1* mocoviny ve 41,5 mmol-1? fosfatovém pufru (K-
Pi, pH 7,0). Mikrozkumavky byly promichavany na tiepacce, kde probéhla reakce pti
37°C po dobu 40 minut. Reakce byla zastavena odebranim 180 pl reakéni smeési
a pridanim k 20 pl 10% trifluoroctové kyselin€ (TFA). Vzorky byly poté centrifugovany
(14000 g, 8 minut, 4°C). Do krimpovacich vialek bylo pipetovano 50 pul supernatantu,
nato byly vzorky zmrazeny na teplotu -80°C po 30 minut, nasledovala lyofilizace
vzorki po dobu 3 hodin. Ke vzorkiim bylo vzdy pipetovano 300 pl derivatizacni smési.
Derivatizaéni smés byla pfipravena smichanim 150 pl pyridinu, 150 pl N,O-
bis(trimethylsilyl)trifluoracetamid (BSTFA) S obsahem
1% trimethylchlorsilan (TMCS), a 10 pl TMSC. Vzduch zvialky byl odstranén
plynnym dusikem, vialky byly ihned opatfeny vicky a uzavieny pomoci krimpovacich
klesti. Vzorky byly dany do inkubacni 1dzn¢, kde probé&hla derivatizace mocoviny pfi
80°C po dobu 45 minut. Méfeni zderivatizované mocoviny prob¢hlo na plynovém
chromatografu, kde piky odpovidaly retencnim ¢astim 8.,4; 8,9 a 9,2 minuty. Obsahy
ploch pod jednotlivymi piky byly seCteny a bylo zjisténo mnozstvi nezreagované
mocoviny v reakéni smési. Nasledné bylo dopocteno zreagované mnozstvi mocoviny
abyla stanovena aktivita ureasy. Aktivita ureasy je vyjadfena v nkat, zreagované

mnozstvi mocoviny v umol, pfipadné v procentech (%).

4.3.4 Plynova chromatografie
K detekci derivatizované mocoviny byl pouzit plynovy chromatograf Agilent

7820A od firmy Agilent Technologies (USA) s detekci ionizaci plamenem (FID). Pro
ovladani plynového chromatografu byl pouZivan software Agilent OpenLAB CDS
EZChrom Compact. Zdrojem nosného plynu byla tlakova lahev obsahujici dusik
(prutok 30 ml.min'l). Pro FID byla potieba tlakova ldhev s vodikem (priitok 25 ml.min’
) a vzduchu (priitok 400 ml.min™), jejich? pfivod byl veden do oblasti detektoru.
Vzorek 0 objemu 1 ul byl automaticky davkovan injekéni stiikackou pies pryzové
septum do proudu nosného plynu. Cas analyzy vzorku byl 11,7 min. Pro termostat byl
pouzit nasledujici teplotni rezim: v ¢ase 0-4 min 80°C, 4-8,5 min 170°C, 8,5-11,7 min

250°C, 11,7-13,7 min 300°C. Po tomto teplotnim rezimu nasledovalo zchlazeni
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detektoru na teplotu 80°C aby mohla byt provedena analyza dal§iho vzorku. Piky

derivatizované mocoviny odpovidaly retenénim ¢asiim 8,4; 8,9 a 9,2 minuty.

4.3.5 Stanoveni specifické aktivity ureasy
Specifickd aktivita ureasy byla stanovena z méfeni mnozstvi navazaného

enzymu a z hodnot aktivity ureasy. Specificka aktivita ureasy je vyjadiena v nkat.mg™.

4.3.6 Vytvoreni kalibra¢ni primky pro mocovinu
Pro vytvofeni kalibraénim piimky byly pouzity koncentrace Cisté mocoviny

5 mmol.I*, 20 mmol.I*, 40 mmol.I* a 60 mmol.I*. Do krimpovacich vialek bylo
pipetovano 50 pl vzorku, nato byly vzorky zmrazZeny, lyofilizovany a derivatizovany.
Po analyze na plynovém chromatografu byly naméfené hodnoty pikd ptifazeny
odpovidajicim koncentracim a ztéchto udaji byla vytvofena kalibraéni piimka

a ziskana rovnice regrese.

4.3.7 Ovéreni presnosti prace a méreni plynového chromatografu
Ovéfeni pfesnosti méfeni bylo stanoveno zméfenim péti vzorkil obsahujicich

mocovinu v koncentraci 300 mmol.I'. Do krimpovacich vialek bylo pipetovano 50 pl
vzorku, nato zmrazeny, lyofilizovany a derivatizovany. Skute¢na koncentrace mocoviny
byla zjisténa pomoci plynového chromatografu. Po dosazeni hodnot intenzit piki do

rovnice regrese byla zjiSténa koncentrace mocoviny.

4.3.8 Volba vhodného mnoZstvi ureasy pro imobilizaci
Imobilizace ureasy prob&hla podobné jako v postupu imobilizace ureasy pomoci

jodistanu. K &asticim, které byly promyty 5x ve fosfatovém pufru (0,1 mol-I* K-Pi, pH
8,0), byla pfidana ureasa o riznych koncentracich tak, aby v imobiliza¢ni smési bylo
obsazeno 1, 3,5, 7, 9, 11 a 13 mg ureasy. U vSech vzorkll byla stanovena aktivita

ureasy, specificka aktivita ureasy a zreagované mnozstvi mocoviny.

4.3.9 Vliv koncentrace pufru na imobilizaci
Imobilizace ureasy probéhla podobné jako v postupu imobilizace ureasy pomoci

jodistanu. Pro imobilizaci ureasy byly zvoleny nasledujici podminky: voda; 0,1 mol-I™;
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0,25 mol-I"; 0,5 mol-I* a 1 mol-I* K-Pi pufr (pH 8,0). U viech vzorki byla stanovena

aktivita ureasy, specificka aktivita ureasy a zreagované mnozstvi mocoviny.

4.3.10 Blokace reaktivnich skupin ureasy
Imobilizace ureasy probéhla podobné jako v postupu imobilizace ureasy pomoci

jodistanu. V prvnim pifipadé byly po promyti mikrocastice s imobilizovanou ureasou
vystaveny po dobu 15 minut 0,2 mol-I* glycinu. V druhém pripads byly po promyti
mikro&astice s imobilizovanou ureasou vystaveny po dobu 15 minut 0,1 mol-I" Tris-
HCI pufru. V tfetim pfipadé byla ureasa imobilizovana v pfitomnosti substratu
(0,1 mol-I™" mo&oving). U vech vzorkil byla zmé&fena aktivita ureasy, specificka aktivita

ureasy a zreagované mnozstvi mocoviny.

4.3.11 Stabilita imobilizované a volné ureasy
Imobilizace ureasy probéhla stejné jako v postupu imobilizace ureasy pomoci

jodistanu. Imobilizovana ureasa byla ponechana pfi laboratorni teploté (25°C) po dobu
0, 4, 6, 24 a 30 hodin. Pii stejnych podminkach byla ponechdna také volnad ureasa
a imobilizovana ureasa, ktera byla ogetiena po dobu 15 minut 0,2 mol-I"* glycinem. Poté
byla u vSech vzorkli zmétfena aktivita ureasy, specificka aktivita ureasy a zreagované

mnozstvi moCoviny.

4.3.12 Odstranéni mocoviny ze vzorkii moci
Imobilizace ureasy prob&hla stejné¢ jako v postupu imobilizace ureasy pomoci

jodistanu. K imobilizované urease byla pfidina mo¢ neznamého pacienta v riznych
koncentracich. Koncentrace mocoviny v moc¢i byla 330 mmol-I?. Redéna byla na
koncentraci 10, 25, 50, 100 a 150 mmol-I™. U t&chto vzorki byla stanovena aktivita

ureasy, specificka aktivita ureasy a zreagované mnozstvi mocoviny.

4.3.13 Odstranéni mocoviny ze vzorki vina
Imobilizace ureasy probéhla stejné jako v postupu imobilizace ureasy pomoci

jodistanu. K imobilizované urease byly piidany vzdy 2 ml vina bez ptidavku mocoviny.
Ke stanoveni bylo pouzito celkem 5 druhii vin (Rulandské Sedé, Ryzlink vlassky,

Palava, Veltlinské zelené a Irsai Oliver). Pouze ke vzorku vina Rulandské Sedé bylo pro
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dal$i stanoveni pfidano takové mmnozstvi mocoviny, aby byla ve vzorku celkova
koncentrace mocoviny 3 mg-I. U vzorkd byla stanovena aktivita ureasy, specificka

aktivita ureasy a zreagované mnozstvi mocoviny.
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4.4 Vysledky

4.4.1 Vytvoreni kalibra¢ni primky pro mocovinu

Pro vytvofeni kalibraéni pfimky byly pouzity koncentrace cisté mocoviny
5 mmol.I*, 20 mmol.I%, 40 mmol.I* a 60 mmol.I"}. Z chromatogramu byly zjistény
naméfené hodnoty intenzit pikli. Z téchto hodnot byla sestrojena kalibracni piimka,
ktera je znazornéna na Obr. 8. Z rovnice regrese byly vzdy vypocitany koncentrace

mocoviny v danych vzorcich.
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50000000 -

40000000 -

30000000 -

20000000 -
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10000000 -

O T T T 1
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Obr. 8: Graf zavislosti intenzity piku na koncentraci mo¢oviny se zobrazenou rovnici regrese.
Pro kazdou koncentraci mocoviny byla provedena tfi méfeni.

4.4.2 Ovéreni presnosti prace a méreni plynového chromatografu

Presnost méfeni byla stanovena zméfenim péti vzorkii obsahujicich mocovinu
v koncentraci 300 mmol.I". Po derivatizaci vzorkd byla skutena koncentrace zjisténa
pomoci plynového chromatografu. Mnozstvi mocoviny ve 2 ml je teoreticky 600 pumol,
prakticky byla zjisténa primérna hodnota 599,9 umol (viz Tab. 11). Hodnota relativni
odchylky méteni je 2,5 %.
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Koncentrace mocoviny Latkové mnozstvi mocoviny ve @ latkové mnozstvi
[mmol.I"] 2 ml [pmol] mocoviny ve 2 ml [pmol]

614,58
616,36
300 578,98 599,90 + 14,8
602,54
587,02

Tab. 11: Hodnoty koncentrace a mnozstvi ¢isté mocoviny (mnozstvi mocoviny bylo pfepocteno
na 2 ml, coz byl objem mikrozkumavky pouzivané pro imobilizaci ureasy).

4.4.3 Imobilizace ureasy na magnetické Castice

Ureasa byla imobilizovdna na magnetické mikrocastice Perlosa MG 200
jodistanovou metodou. Pro navéazdni ureasy byly voleny riizné podminky, aby byly

zjistény optimalni podminky pro navazani tohoto enzymu.

4.4.3.1 Volba vhodného mnoZstvi ureasy pro imobilizaci

Pro imobilizaci na magnetické mikrocastice Perlosa MG 200 bylo pouzito
mnozstvi 1 — 13 mg ureasy z Canavalia ensiformis. Ureasa byla imobilizovana na 100
mg mikro&astic v prostiedi K-Pi pufru (0,1 mol.I"; pH 8,0). V Tab. 12 jsou uvedena
mnozstvi pfidané ureasy VvV mg, dale pak hodnoty mnoZzstvi navdzané ureasy v mg
a v procentech. Hodnota mnozstvi navazané ureasy na magnetické mikrocastice Se
zvySovala na zaklad¢ pfidaného mnoZstvi ureasy. Nejvyssi narist navazani ureasy byl
U hodnoty 5 mg, hodnota imobilizované ureasy vzrostla o 7,1 %.

U imobilizované ureasy byla stanovena jeji aktivita (nkat). Hodnota aktivity
ureasy se zvySovala na zaklad¢ ptidavku ureasy, a to tak, Ze do hodnoty 5 mg je
pozorovan velky nartst aktivity enzymu (viz Obr. 9). Mezi piidavky 5 mg az po 13 mg
neni jiz tolik patrny narist aktivity enzymu.

Z téchto vysledkl vyplyva to, ze nejvhodnéjsi mnozstvi ureasy z Canavalia
ensiformis pro imobilizaci na magnetické mikrocastice Perlosa MG 200 v prostiedi

0,1 mol.I"* K-Pi pufru pfi pH 8,0 je hodnota 5 mg.
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Pidana MnozZstvi navazané L, Nartst navazani
fidana ureasa [mg] Navazana ureasa [%]
ureasy [mg] ureasy [%]

1 0 8,2+0,92 -

3 0,28 0,070 9,3+0,76 11

5 0,82 +0,274 16,4 £ 1,7 7,1

7 1,25 £ 0,475 17,8 +2,7 1,4

9 1,76 = 0,342 19,6 £ 1,7 1,8

11 2,73+ 0,622 24,8 +2,5 5,2

13 3,34+ 0,287 25,7+ 1,1 0,9

Tab. 12: Hodnoty mnozstvi navazané ureasy z Canavalia ensiformis v mg a procentech pro
dany ptidavek ureasy do imobilizace. Pro kazdé stanoveni byly provedeny 3 méteni.

300

250

150

———————%

100

aktivita ureasy [nkat]

50

O T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14

mnozstvi pfidané ureasy [mg]

Obr. 9: Graf zavislosti aktivity ureasy z Canavalia ensiformis imobilizované na magnetické
mikrocastice (Perlosa MG 200) na mnozstvi pfidané ureasy. Mé&feni bylo provedeno ve tfech
opakovanich.

4.4.3.2 Vliv koncentrace pufru na imobilizaci

Pro imobilizaci enzymu na magnetické mikro¢astice ma znac¢ny vliv koncentrace
pufru. Pro imobilizaci ureasy z Canavalia ensiformis na magnetické mikrocastice
Perlosa MG 200 byly zvoleny nésledujici podminky: voda; 0,1 mol-I"*; 0,25 mol-I™:;
0,5 mol-1" a 1 mol-I" K-Pi pufr (pH 8,0). Pro imobilizaci bylo pouZito 5 mg ureasy
z Canavalia ensiformis. Mnozstvi navazané ureasy bylo zjisténo z celkové koncentrace
proteini pred a po imobilizaci enzymu pomoci metody Bradfordové. V piitomnosti

vody bylo navazano 0,09 mg ureasy z celkového mnozstvi 5 mg, coz odpovida 1,77 %

61



(viz Tab. 13). V piipadé K-Pi pufru se navézalo nejvice ureasy u 0,1 mol.1™* K-Pi pufru,
a to 0,64 mg ureasy z celkového mnoZstvi 5 mg, coz odpovida 12,83 %. U 1 mol.I™ K-
Pi pufru byla koncentrace pufru tak vysoka, Ze bylo branéno spravnému méfeni
celkového mnozstvi proteint stanovovanych pomoci metody Bradfordové. Vlivem
tohoto prostfedi nedoslo k navazani ureasy.

U imobilizované ureasy byla stanovena aktivita (nkat.ml™). V prosttedi vody
vykazovala ureasa imobilizovana v prostredi 0,1 mol.1"? K-Pi pufru, 173,6 nkat.ml™,
Aktivita ureasy imobilizované v prostiedi 0,25 mol.I"* K-Pi pufru byla 123,6 nkat.ml™,
v prostiedi 0,5 mol.I" K-Pi pufru 58,8 nkat.ml™. Ativita ureasy, jenz byla imobilizovana
v prostiedi 1 mol-I"* K-Pi pufru, byla nulova, nedoslo totiz k navazani enzymu.

Z vysledku vyplyva, ze nejvhodnéjsi koncentrace pufru pro imobilizaci ureasy
z Canavalia ensiformis na magnetické mikrocastice Perlosa MG 200 je prostiedi
0,1 mol.I" K-Pi pufru.

Koncentrace pufru Navazano ureasy [MQ] Navazano ureasy [%]
voda 0,09 + 0,008 1,8 £ 0,44
0,1 mol-1I* K-Pi 0,64 + 0,071 12,8 0,55
0,25 mol-1" K-Pi 0,51 + 0,042 10,2 + 0,42
0,5 mol-1"* K-Pi 0,19 + 0,049 3,8+ 1,29
1 mol-1" K-Pi 0 0

Tab. 13: Hodnoty mnozstvi navazané ureasy uvedené vmg a Vprocentech pro rizné
koncentrace pufru. Méfeni bylo provedeno ve tfech opakovanich.
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Obr. 10: Graf zavislosti aktivity ureasy z Canavalia ensiformis imobilizované na magnetické
mikrocastice (Perlosa MG 200) na koncentraci pufru. Méfeni bylo provedeno ve tfech
opakovanich.

4.4.3.3 Blokace reaktivnich skupin ureasy

Reaktivni skupiny ureasy byly blokovany za u¢elem zvysSeni stability enzymu.
Pro blokaci reaktivnich skupin byla pouzita imobilizace ureasy z Canavalia ensiformis
magnetické mikrocastice (Perlosa MG 200) v pfitomnosti 0,1 mol.I" mocoviny, dale
pak oSetfeni imobilizované ureasy 0,2 mol.I" glycinem & 0,1 mol.I"* Tris-HCI pufrem
po dobu 15 minut.

V piitomnosti 0,1 mol.I" mocoviny doslo k imobilizaci 15,1 % ureasy, pri
imobilizaci v optimalnich podminkach bylo navazano 12,1 % (viz Tab. 15). Imobilizace

Vliv podminek na mnozstvi zreagované mocoviny je uveden v Tab. 16. Pii
uvazeni relativni odchylky bylo odstranéno stejné mnozstvi mocoviny, pouze mnozstvi

mocoviny odstranéné ureasou osetfenou glycinem po imobilizaci bylo niZsi.
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Podminky Mnozstvi navazane Navéazana ureasa [%]
ureasy [mg]
imobilizace s 0,1 mol-1" mocovinou 0,75 + 0,098 15,06 + 0,65
imobilizace bez mocoviny 0,61 +0,152 12,13 £ 1,25

Tab. 15: Mnozstvi navazané ureasy z Canavalia ensiformis na magnetické mikro¢astice
(Perlosa MG 200) v mg, v %, pro imobilizaci s 0,1 mol.I"" mo&ovinou v porovnani s imobilizaci
ureasy bez pridavku mocoviny. Méfeni bylo provedeno ve tfech opakovanich.

. Mnozstvi zreagované Zreagovana
Podminky .. N
mocoviny [pumol] mocovina [%]
imob. se 0,1 mol.I" mo¢ovinou 320,41 + 30,42 53,4+ 5,1
0,1 mol.I* K-Pi 372,75+ 15,74 62,1+2,6
po imob. — Tris-HCI pufr (0,1 mol.I'*; pH 8) 361,73 + 34,27 60,3 + 6,8
po imob. - glycin (0,2 mol.I™") 309,94 + 29,78 51,7+ 5,0

Tab. 16: Hodnoty zreagovaného mnozstvi mocoviny uvedenych v pmol a v % pro podminky
zvolené pro imobilizaci ureasy z Canavalia ensiformis na magnetické mikrocastice (Perlosa MG
200). M¢teni bylo provedeno ve tiech opakovanich.

4.4.4 Stabilita volné a imobilizované ureasy

Stabilita volné a imobilizované ureasy byla stanovena v ¢ase 0 hodin, dale pak
po 4, 6, 24 a 30 hodinach, kdy po tuto dobu byla ureasa ponechana pti laboratorni
teploté. V prvnim ptipadé byla pro stanoveni pouzita ureasa z Canavalia ensiformis
imobilizovana na magnetické mikrocastice (Perlosa MG 200). V druhém ptipad¢ byla
ureasa z Canavalia ensiformis imobilizovana na magnetické mikrocastice (Perlosa MG
200) a nasledné oSetifena 0,2 mol.I? glycinem po dobu 15 minut. Ke srovnani byla
pouzita volna ureasa z Canavalia ensiformis.

U imobilizované ureasy, imobilizované ureasy nasledné oSetfené glycinem
avolné ureasy, bylo stanoveno mnoZstvi zreagované mocoviny vztazené na 1 mg
enzymu obsazeném v reak¢éni smési (viz Obr. 11). U imobilizované ureasy mnozstvi
zreagované mocoviny v zavislosti na ¢ase klesalo, a to z 34,8 % (v ¢ase 0 hodin) na
27,8 % (po 30 hodinich). Imobilizovand ureasa oSetfend glycinem v ¢ase 0 hodin
preménila 38,6 % substratu, po 30 hodinach 31,4 % mocoviny. Ubytek preménéného

substratu v zavislosti na Case je pfi¢itan nestabilit€¢ enzymu. Volna ureasa v ¢ase 0 hodin
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pfeménila 16,5 % mocoviny, po 30 hodindch doslo ke zreagovéni 15,3 %. Po
pfihlédnuti ke smérodatné odchylce nelze fict, Ze by dosSlo ke snizeni zreagovaného
mnozstvi mocoviny v zavislosti na case. V tomto ptipadé¢ by bylo vhodné stanovit
stabilitu enzymu v delsim ¢asovém tseku.

Specifickd aktivita imobilizované ureasy, imobilizované ureasy nasledné
osetfené glycinem a volné ureasy v zdvislosti na Case je vyjadiena v jednotkach
nkat.mg™ (viz Obr. 12). Hodnota specifické aktivity imobilizované ureasy klesla za
30 hodin z paivodnich 85 nkat.mg™ (100 %) na 78,2 nkat.mg™ (92 %). U imobilizované
ureasy oSetiené glycinem klesla specificka aktivita v pribéhu 30 hodin z 90,6 nkat.mg'1
(100 %) na 85,5 nkat.mg™ (94,4 %). Specifickd aktivita volné ureasy byla tém&k
2X niz§1 nez u obou piipadi imobilizované ureasy. Z pocatecni hodnoty specifické
aktivity, jez byla 41,3 nkat.mg'1 (100 %), klesla po 30 hodinach na 38,3 nkat.mg'1
(92,6 %). Pokles specifické aktivity ve vSech tiech piipadech nebyl tak vyrazny, a bylo
by proto vhodné stanovit specifickou aktivitu pro delsi casové useky.
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M imobilizovana ureasa

w

zreagovana mocovina
N N
S G
o o

W imobilizovana ureasa
osetrena glycinem

15,0
M volnd ureasa
10,0
5,0
0,0
0 4 6 24 30
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Obr. 11: Graf zavislosti zreagované mocoviny v ¢ase. Zobrazeni mnozstvi zreagované
mocoviny (%) vztazené na 1 mg ureasy V reakéni smési pro imobilizovanou ureasu, pro ureasu
imobilizovanou a nasledn& osetfenou 0,2 mol.I* glycinem a volnou ureasu. Stanoveni bylo
provedeno po 4, 6, 24 a 30 hodinach, kdy byla po tuto dobu ureasa ponechana pfti laboratorni
teploté (25°C). Méteni bylo provedeno ve tfech opakovanich.
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Obr. 12: Graf zavislosti aktivity imobilizované ureasy, imobilizované ureasy oSetiené glycinem
a volné ureasy (nkat.mg-1) na ¢ase. Enzym byl po tuto dobu ponechan pfi laboratorni teploté
(25°C). Ureasa z Canavalia ensiformis byla imobilizovana na magnetické mikrocastice Perlosa
MG 200. M¢éteni bylo provedeno ve tiech opakovanich.

4.4.5 Praktické vyuziti imobilizované ureasy

Pro praktické vyuziti ureasy z Canavalia ensiformis imobilizované
na magnetické mikrocastice Perlosa MG 200 bylo provedeno odstranéni mocoviny

ze vzorku mod¢i a vina.

4.4.5.1 Odstranéni mocoviny ze vzorki moci

Pro odstranéni mocoviny zmoc¢i byl pouzit vzorek moc¢i muze (28 let).
Ve vzorku moé&i byla naméfena koncentrace 330 mmol.I! mocoviny, méfeni bylo
provedeno Vv laboratofi Fakultni nemocnice Olomouc. Ureasa z Canavalia ensiformis
byla imobilizovana na magnetické mikrocastice Perlosa MG 200 v prostiedi K-Pi pufru

(0,1 mol.I'Y; pH 8,0). Pro imobilizaci bylo pouZito 5 mg enzymu.
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Moc¢ byla fedéna na koncentraci 10, 25, 50, 100 a 150 mmol.I" a nasledné z ni
byla odstranovana mocovina. Mnozstvi odstranéné mocoviny (%) pro jednotlivé
koncentrace mo&oviny je zndzornéno na Obr. 12. U koncentrace 25 mmol.I" bylo
odstranéno 38,4 % mocoviny ze vzorku, u koncentrace 50 mmol.I? bylo odstranéno
62,3 % mocoviny. V piipadé koncentrace 100 a 150 mmol.I"* bylo odstranéno 66,5

fv v

2 63,1 % mocoviny. U nejniz§i koncentrace 10 mmol.1™" doslo k Gplnému odstranéni

mocoviny.
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Obr. 13: Znazornéni mnozstvi odstranéné mocoviny ze vzorku (%) u danych koncentraci
mocoviny v moc¢i (mmol.1™"). Méfeni bylo provedeno ve tfech opakovanich.

4.4.5.2 Odstranéni mocoviny ze vzorki vina

Pro odstranéni mocoviny z vina bylo pouzito celkem 5 druhd vin (Tab. 17).
U téchto vin bylo zméfeno pH. Nejvyssi pH mélo Rulandské Sedé, 3,64. Naopak
nejnizsi pH mél Ryzlink vlassky, 3,32.

Ve vzorcich vin byly naméfeny rizné koncentrace mocoviny (Tab. 18). Nejvyssi
koncentrace mocoviny byla naméfena v Palavé, a to 8,94 mg.I" vina. Nejniz§i hodnota

mocoviny byla v Rulandském $edém, 2,13 mg.I" vina.
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Ureasa z Canavalia ensiformis byla imobilizovana na magnetické mikrocastice
Perlosa MG 200 v prostiedi K-Pi pufru (0,1 mol.I'; pH 8,0). Pro imobilizaci bylo
pouzito 5 mg enzymu. K imobilizované urease byly piidany vzdy 2 ml vina. MnoZzstvi
odstranéné mocoviny je shrnuto v Tab. 19. Rulandské $edé¢ obsahovalo ve 2 ml
71,1 umol mocoviny, odstranéno bylo 41 pmol (57,6 %). Ryzlink vla$sky obsahoval
ve 2 ml 214,7 umol mocoviny, imobilizovanou ureasou bylo odstranéno 93,1 pmol
(43,4 %). V Palavé bylo obsazeno ve 2 ml 297,7 pmol mocoviny, odstranéno bylo
128 umol (43 %). Veltlinské zelené obsahovalo ve 2 ml 197,3 umol mocoviny,
zreagovalo 66,4 umol (33,6 %). Irsai Oliver obsahoval 198,3 pmol mocoviny ve 2 ml,
bylo odstranéno 84,4 umol (42,6 %). V ptipad¢ vina Rulandské Sedé, kde byla pfidana
mocovina do vysledné koncentrace 3 mgl™, bylo ze 2 ml z mnoZstvi 99,9 pmol

odstranéno 50,8 pmol mocoviny (50,8 %).

Vino Roénik Producent pH
Rulandské sedé 2014 Znovin Znojmo 3,64
Ryzlink vlassky 2012 Vinné sklepy Valtice 3,32
Palava 2014 Strachotin 3,47
Veltlinské zelené 2013 Vinice Hnanice 3,43
Irsai Oliver 2013 Vinice Hnanice 3,61

Tab. 17: Zakladni informace vin pouzitych k odstranéni mocoviny, uveden je roénik, producent
a hodnota pH vina.

Koncentrace mocoviny

Koncentrace mocoviny

Vino [umol.ml™] ve ving [mg.I"'] ve ving
Rulandské sedé 35,55+ 0,30 2,13+ 0,02
Ryzlink vlassky 107,33 £ 0,66 6,45+ 0,04
Palava 148,87 + 5,22 8,94 £ 0,31
Veltlinské zelené 98,67 + 3,29 5,93+0,20
Irsai Oliver 99,17 £ 2,46 5,96 £ 0,15

Tab. 18: Naméfené hodnoty koncentrace mocoviny ve viné v pmol.ml™ prevedené na mg.I™.
Hodnoty koncentrace mocoviny byvaji v literatufe uvadény v jednotkach mg.l™" vina. Méfeni

bylo provedeno ve tiech opakovanich.
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MnozZstvi

Odstranéna

, .. . . Odstran¢éna
Vino mocoviny ve 2 ml mocovina .
. mocovina [%]
vina [umol] [wmol]

Rulandské sedé 71,1+0,6 410+ 1,14 57,63+ 1,60
Ryzlink vlassky 2147+ 1,3 93,1+5,70 43,37+ 2,66
Palava 297,7+ 10,4 128,0 £ 6,60 42,99 + 2,22
Veltlinské zelené 197,3+ 6,6 66,4 + 3,93 33,64+ 2,00
Irsai Oliver 198,3+4,9 84,4+ 0,27 42,55+ 0,13
Rulandské Sedé + mocovina* 99,9+0,7 50,7 +1,30 50,77 £ 1,30

Tab. 19: Hodnoty mnoZstvi mo¢oviny (umol) ve viné a mnozstvi odstranéné moc¢oviny (umol,

%) pro dany druh vina. Méfeni bylo provedeno ve tfech opakovanich.

* piidavek mocoviny na vyslednou koncentraci 3 mg.1™
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4.5 Diskuze

Hlavnim cilem diplomové prace je optimalizace imobilizace ureasy z Canavalia
ensiformis na magnetické mikrocastice Perlosa MG 200. Pro imobilizaci byla zvolena
jodistanova metoda, kdy pomoci jodistanu sodného byla aktivovana celulosa na povrchu
magnetickych mikrocastic. Na takto aktivované mikrocastice byla imobilizovéana ureasa.
Bylo posuzovano mnozstvi navazané ureasy na mikroc¢astice Perlosa MG 200, dale pak
byl zkouman vliv koncentrace pufru na imobilizaci a vliv na blokaci reaktivnich skupin
ureasy. Byla testovéna stabilita volné a imobilizované ureasy pii laboratorni teploté
(25°C).

Bylo testovano, jak koncentrace ureasy pridané k aktivovanym casticim ovlivni
mnozstvi navazané ureasy. Pro zjiSténi optimdlnich podminek bylo zkoumano
procentudlni mnozstvi navazané ureasy, kdy bylo pro imobilizaci pouZzito mnozstvi 1, 3,
5, 7,9, 11 a 13 mg ureasy na 100 mg castic. Nejlepsiho vysledku bylo dosazeno
Vv pripad€ pouziti 5 mg na 100 mg ¢astic pro imobilizaci, kdy doslo k navéazani 0,82 mg
ureasy na 100 mg c¢astic. Zvolenim vhodného mnozstvi pro imobilizaci se zabrani
zbytecnému plytvani enzymem (Krajewska, 2009b), coz by pii pouziti ve velkém
métitku mohlo mit i negativni dopad z ekonomického hlediska.

Daéle bylo zkoumano optimalni prostfedi pro imobilizaci ureasy z Canavalia
ensiformis na magnetické mikrocastice Perlosa MG 200. Pouzity byly tyto podminky:
voda; 0,1 mol-I*; 0,25 mol-1™*; 0,5 mol-1™* a 1 mol-1"* K-Pi pufr (pH 8,0). Nejlepsiho
vysledku bylo dosazeno pii imobilizaci v podminkach 0,1 mol.I"* K-Pi pufru, kdy se
navazalo 0,64 mg (12,83 %) ureasy na 100 mg ¢astic z celkového mnozstvi 5 mg ureasy
pfidané do imobilizace. Takto imobilizovana ureasa vykazovala aktivitu 173,63 nkat.ml’
! B-Galaktosidasa z Bacillus circulans byla imobilizovana na Eupergit C (Hernaiz
& Crout, 2000) pfi raznych koncentracich K-Pi pufru. Byly pouZity pufry o koncentraci
0,2 — 1,4 mol.I'*. Nejlepsiho vysledku bylo dosazeno, kdyz imobilizace probihala pii
koncentraci 1 mol.I"%, kdy se navézalo nejvice proteinu (100 %) a zaroveii pii této
koncentraci méla B-galaktosidasa nejvyssi aktivitu. Je tedy dulezité zvolit pro dany
enzym vhodnou koncentraci pufru pro imobilizaci, nebot’ kazdy enzym ma jiné
vlastnosti a efektivita imobilizace velmi zavisi i na prostfedi, ve kterém je enzym
imobilizovan.

Pro blokaci reaktivnich skupin ureasy byla ureasa imobilizovdna v pfitomnosti
0,1 mol.I" mo&oviny. Tato koncentrace (ktera je 2x vyssi) byla zvolena na zakladd

potiebné koncentrace pro maximalni rychlost reakce ureasy, jenz je 0,05 mol.I”
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(Krajewska, 2012). V této diplomové praci byl dale zkouman vliv oSetieni
imobilizované ureasy 0,2 mol.I" glycinem & 0,1 mol.I"* Tris-HCI pufrem po dobu
15 minut. V piitomnosti 0,1 mol.I"* mo&oviny bylo navézano 15,1 % ureasy, pfi
imobilizaci bez pouZziti mocoviny se navazalo 12,1 %. Komeréné dostupna ureasa ztrati
asi 50 % své aktivity béhem skladovani v lednici v lyofilizovaném stavu po dobu pul
roku. Béhem skladovani pfi laboratorni teploté nebo v rozpuSténé formé je ztrata
aktivity rychlejsi (Schneider et al., 1980). Byly provedeny pokusy pro zvyseni stability
ureasy, a to napf. v pfitomnosti rizného pH pufru, pfi rizné iontové sile, ptidanim
malatu, ¢i citratu, nebo ptidavkem sloucenin obsahujicich sulthydrylovou skupinu, jako
je cystein a merkaptoethanol, nicméné tyto pokusy byly netspésné. Dobrych vysledkt
doséahlo pfidani stabiliza¢niho ¢inidla obsahujiciho smés glutationu, EDTA a citratu.
Tato smés po lyofilizaci a po skladovani po dobu 12 tydnt pfi teploté 33°C vykazovala
100 % ptlivodni aktivity. Enzym bez ptidavku smési ztratil po skladovani za stejnych
podminek 20 % puavodni aktivity (Schneider et al., 1980). Ureasa z Lactobacillus
fermentum byla kovalentn¢ vazana na Eupergit C 250 L (Andrich et al., 2009)
v 0,05 mol.I"* K-Pi pufru (pH 7), nésledné byla stabilizovand glycinem o koncentraci
0,075 mol.I" pii 4°C po 20 minut. Takto imobilizovana ureasa vykazovala lepsi
vysledky nez ureasa neoSetiena glycinem. Po skladovani pti 4°C po dobu 34 dnt
vykazovala 69 % své ptivodni aktivity.

Méfena byla také stabilita ureasy z Canavalia ensiformis. Stabilita byla
testovana pro imobilizovanou ureasu, pro ureasu imobilizovanou a nasledné oSetfenou
0,2 mol.I" glycinem po dobu 15 minut a pro volnou ureasu. Stabilita byla méfena pfi
laboratorni teploté (25°C) v case 0 hodin, poté po 4, 6, 24 a 30 hodinach. Specificka
aktivita imobilizované ureasy klesla zhodnoty 85,0 nkatmg™ za 30 hodin na
78,2 nkatmg™ (na 92 %). Imobilizovand ureasa o3etfena glycinem vykazovala po
30 hodinach specifickou aktivitu 85,5 nkat.mg™ (pokles na 94,4 %) oproti po&ate¢ni
specifické aktivité (90,6 nkat.mg'l). Specifickd aktivita volné ureasy byla témeét 2x nizsi
nez u obou piipadi imobilizované ureasy, kdy specifické aktivita klesla po 30 hodinach
na 38,3 nkat.mg™ (92,6 %) z pocateni specifické aktivity 41,3 %. Obecné plati, Ze
enzymy nejsou stabilni pii skladovani v roztoku, jejich aktivita se v pribéhu casu
postupné sniZzuje nebo je ztracena uplné. Danial et al., 2015, imobilizovali ureasu
z Canavalia ensiformis na alginatové Castice. Takto imobilizovana ureasa vykazovala
po skladovani pfi laboratorni teplot¢ po 21 dnech aktivitu 83 %, tUplnou ztratu

vykazovala po 50 dnech. Oproti tomu volna ureasa ztratila veSkerou aktivitu jiz po
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14 dnech. Imobilizovana ureasa vykazovala vyssi stabilitu nez volnd ureasa.
Chellapandian & Krishnan, 1998, imobilizovali kovalentn¢ ureasu z Canavalia
ensiformis na kopolymer chitosan-poly(glycidyl methakrylat). Imobilizovanou ureasu
skladovali pfi laboratorni teploté (25°C) a pii 4°C ve fosfatovém pufru (pH 7,5). Po
60 dnech vykazovala ureasa po skladovani pii 4°C 73 % své plvodni aktivity,
po skladovéani pii laboratorni teploté¢ si uchovala 58 % ptivodni aktivity. Ureasa
z Canavalia ensiformis imobilizovand na magnetické nanocastice pomoci
karbodiimidové reakce si po 45 dnech skladovani pfi teploté 4° C zachovala 70 % své
puvodni aktivity (Sahoo, et al., 2011). VSechny tyto studie zkoumaly aktivitu ureasy po
delsi casové useky. V této diplomové praci byla stabilita méfena pouze po dobu
30 hodin, kdy byl sice zaznamenan pokles specifické aktivity ureasy, ale bylo by
vhodné zméfit stabilitu i pro delsi ¢asovy usek.

Na zéklad¢ vySe ziskanych vysledki, byly pro praktické aplikace zvoleny pro
imobilizaci tyto optimalni podminky, které zajistuji vysS$i mnozstvi enzymu, které je
schopno navazani se na Castice (Danial et al., 2015). Timto zpisobem imobilizovana
ureasa byla pouZita pro odtranéni mocoviny ze vzorkli moci ¢i ze vzorkil vina.

Ve stanovovaném vzorku moc¢i byla zjiSténa koncentrace mocoviny
330 mmol.I™* (tato hodnota byla stanovena v laboratofi Fakultni nemocnice Olomouc).
Koncentrace mocoviny v mo¢i u zdravych lidi se pohybuje vrozmezi 166,5 —
333,0 mmol.I™* (Algasaimeh et al., 2014). Vzorek mogi byl fedén na rizné koncentrace
a nasledné zn¢ byla pomoci imobilizované ureasy odstraovana mocovina.
U koncentrace 25 mmol.I"! mocoviny se podafilo odstranit 38,4 % mocoviny ze vzorku,
u koncentrace 50 mmol.I™* 62,3 % mocoviny, v piipadé koncentrace 100 mmol.1™" 66,5%
a u koncentrace 150 mmol.I"* bylo odstranéno 63,1 % mo&oviny. Odstranéni nebo
snizeni koncentrace mocoviny v moci je dilezité¢ z hlediska stanoveni metabolit
obsazenych v moci v nizkych koncentracich metodou plynové chromatografie, kdy
mocovina pfi tomto stanoveni interferuje. Vysokd koncentrace mocoviny ve vzorku
komplikuje mnoha meéfeni, pfedevSim metody zalozené na separaci pomoci plynové
chromatografie. Pouziti volné ureasy v tomto pifipadé neni mozné, je zapotiebi ureasu
od vzorku odd¢lit, aby mohly byt stanoveny metabolity. Vyuzivd se proto
imobilizovanych enzymu, u nichz je vyhodou jednoducha separace od produktu ci
reak¢ni smési (Sheldon, 2007).

Plynovou chromatografii byly stanoveny takovéto koncentrace mocoviny ve

ving: Rulandské $edé 35,6 pmol.ml™ (2,1 mg.I™"), Ryzlink vlassky 107,3 pmol.ml™
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(6,5 mg.I""), Palava 148,9 pmol.ml™ (8,9 mg.I"), Veltlinské zelené 98,7 pmol.ml™
(5,9 mg.I"), Irsai Oliver 99,2 urnol.ml'1 (5,9 mg.l'l). Mocovina ve vin¢ vznika
dusledkem c¢innosti kvasinek (Fujinawa et al., 1990), je prekurzorem vzniku
ethylkarbamatu, ktery vznika degradaci argininu. Ethylkarbamat je klasifikovan jako
pravdépodobné karcinogenni, proto je dulezité jeho vzniku ptedchazet (Pflaum et al.,
2016). Jeho pfitomnost byla zjisténa u fermentovanych potravin, avSak nejvyssi
mnozstvi bylo detekovano u alkoholickych néapojii. Koncentrace mocoviny
v komerénim ving se b&Zn& vyskytuje v koncentraci kolem 3 mg.I" (Fujinawa et al.,
2012). Nizsi hodnotu koncentrace mocoviny mélo pouze vino Rulandské Sedé.
Ethylkarbaméat je v metabolické draze postupné oxidovan na epoxid vinylkarbamatu,
ktery interferuje s DNA coz ma za nasledek mutagenni a karcinogenni u€inky (Pflaum
et al., 2016). V této diplomové praci byla odstranéna mocovina z 5 druhd vin pomoci
ureasy z Canavalia ensiformis imobilizované na magnetické mikrocastice Perlosa MG
200, po 40 minutach doslo k odstranéni 33,6 — 57,6 % mocoviny ze vzorkl. VétSina
znamych ureas je v kyselém prostiedi inaktivovana. K odstranéni mocoviny se proto
dnes vyuzivaji kyselé ureasy ziskané z Lactobacillus fermentum, enzym je komeréné
pouzivan k odstranéni mocoviny zvina a jinych fermentovanych néapoji (Weber
& Sharypov, 2009). Napriklad kyseld ureasa byla pfidana do japonského saké (20 %
ethanolu, 35 mg.I™ mocoviny), koncentrace mocoviny byla sniZena na nedetekovatelnou
uroven (Miyagawa et al., 1999). Ve studii Esti et al., 2007, bylo k odstranéni mocoviny
z vina pouzito celkem 5 vzorkl vin. Koncentrace mocoviny v téchto vinech byla 0,9 —
7,1 mg.I'. Vzorky vina byly oSetfeny kyselou ureasou v mnozstvi 25 mg.1™ po dobu
30 dnti. Koncentrace mocoviny byla ve vSech pfipadech sniZzena pod hranici detekce.
Ureasa z Lactobacillus fermentum imobilizovana kovalentné¢ na Eupergit C 250 L
a nasledné stabilizovand glycinem, byla pouzita na odstranéni mocoviny v modelovém

viné (Andrich et al., 2009).

73



5 Zavér

V této diplomové praci byly optimalizovany podminky pro imobilizaci ureasy
z Canavalia ensiformis na magnetické mikrocastice Perlosa MG 200
jodistanovou metodou. Ureasa imobilizovand za optimalnich podminek byla
nasledné vyuzita pro odstranéni mocoviny ze vzorki moci a vina.

Pfi stanoveni vhodného mnozstvi ureasy pro imobilizaci byla ureasa pfidana
k 100 mg ¢astic vmnozstvi 1 — 13 mg. Nejlepsiho vysledku bylo dosazeno
pfiddnim 5 mg ureasy k 100 mg castic, coz vedlo k navazani 0,82 mg ureasy
(16,4 %). Aktivita takto imobilizované ureasy byla 228,4 nkat.ml™.

Pro stanoveni vhodné koncentrace pufru pro imobilizaci byl zvolen 0,1 mol-1?
K-Pi pufr, kdy se navazalo 0,64 mg ureasy (12,8 %). Aktivita ureasy byla
173,6 nkat.ml™.

Pfi imobilizaci ureasy v piitomnosti 0,1 mol.I* mocoviny doslo k navazani
15,1 % ureasy na rozdil od imobilizace bez mocoviny, kdy se navazalo pouze
12,1 % ureasy.

Nejvyssi hodnotu specifické aktivity po 30 hodindch pti laboratorni teploté
(25°C) vykazovala imobilizovana ureasa oetfena glycinem, a to 85,5 nkat.mg™,
imobilizovana ureasa neoSetfend glycinem vykazovala specifickou aktivitu
ureasa, 38,3 nkat.mg™.

Imobilizovand wureasa byla pouzita pro odstranéni mocoviny z moci.
Pti koncentraci 100 mmol.I" mocoviny bylo odstranéno 66,5 % mocoviny.
Imobilizovana ureasa byla pouzita pro odstranéni mocoviny z péti druhti vin.
Pomoci imobilizované ureasy se podaftilo snizit koncentraci mocoviny v ptipadé
3 druht vin na 57,0 %, u Veltlinského zeleného na 66,4 % a u Rulandského
Sedého na 42,4 %.
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7 Seznam pouzitych zkratek

AEBSF
BACE1
BACE?2
DFP
DMSO
EDTA
EPNP
FID
IAP
NBPT
NEM
PAN
PCMB
PMSF
TLCK
TPCK

4-(2-aminoethyl)benzensulfonyl fluorid
B-sekretasa 1

3-sekretasa 2

diisopropylfosfofluorid
dimethylsulfoxid
ethylendiamintetraoctova kyselina
1,2-epoxy-3-(p-nitrofenoxy)propan
detekce ionizaci plamenem

inhibitory apoptozy

N-(n-butyl)triamid kyseliny thiofosfore¢né
N-ethylmaleinimid

polyakrylonitril
p-chlor-merkurybenzoat
fenylmethylsulfonylfluorid
tosyl-L-lysin chlormethyl keton
tosylfenylalanylchlormethylketon
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