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ABSTRAKT

vvvvvv

Studium procesu fosforylace a defosforylace je velice dulezité, nebot abnormalni
fosforylace proteinti souvisi sfadou vaznych onemocnéni lidi. Jednim z metod
identifikace mist fosforylace proteind je porovnani hmotnostnich spekter vzorku pted
a po defosforylaci fosfatdzou. Vyuziti imobilizovanych forem fosfatdz mé oproti
volnym formam tadu vyhod, napf. moznost opakovaného pouziti a zvySeni stability
enzymu po imobilizaci.

Cilem této bakalaiské prace bylo charakterizovat vlastnosti enzymového
reaktoru - imobilizované hovézi alkalické fosfatazy ze sliznice stfeva. Alkalicka
fosfatdza byla imobilizovana pfes své volné aminoskupiny na magnetické castice
obalené celulézou aktivovanou divinylsulfonem. Pti stanoveni aktivity byl pouzivan
jako substrat p-nitrofenylfosfat.

Byl porovnan vliv pH a koncentrace Mg2+ iontl na aktivitu volné a imobilizované
alkalické fosfatazy. Dale byla sledovana skladovaci a teplotni stabilita obou forem
enzymu a moznost opakovaného vyuziti imobilizované fosfatazy.
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ABSTRACT

Phosphorylation is one of the most common of all post-translational modifications
of proteins and has been found in nearly all cellular processes. Abnormal
phosphorylation is associated with many serious human diseases. One of the approaches
used for the identification of protein phosphorylation sites is based on the application
phosphatases and the comparison of MS analysis of samples before and after the sample
treatment with the enzyme. The use of phosphatase immobilized to magnetic carriers is
advantageous in comparison with the application of soluble enzyme: e.g. easy
manipulation of samples, an increase of enzyme stability and a possibility of repeated
use of immobilized enzyme.

Investigation of properties of enzyme reactor — bovine alkaline phosphatase from
intestinal mucosa immobilized to magnetic particles is a subject of this Bachelor Thesis.
The enzyme was coupled to cellulose magnetic particles after activation with divinyl
sulfone via the protein free amino groups. p-Nitrophenylphosphate was used
as a substrate for the phosphatase activity determination.

The effect of different conditions on the activity of soluble and immobilized forms of
alkaline phosphatase was compared: the effect of pH and Mg?* ions, storage stability
and thermostability and possibility of repeated use of the immobilized enzyme.

Keywords:

e enzyme reactor

e properties of alkaline phosphatase
e magnetic particles

e immobilization of enzymes

e dephosphorylation
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1.

uvoD

Fosforylace je jednou z nejrozsifenéjSich a nejpodstatnéjSich post-translac¢nich
modifikaci proteint.

Konformac¢ni zména proteinu po navazani fosfatu do fosforylacniho mista je
samotnym principem regulace. Abnormalni fosforylace proteini miiZe proto souviset
s fadou tézkych lidskych chorob jako je napt. rakovina.

Jednim z ptistupt k analyze fosfoproteinti je detekce fosforylace pomoci srovnani
jejich  hmotnostnich spekter nebo dvourozmérnych elektroforeogramii pted
a po defosforylaci fosfatazou.

Vyuziti imobilizovanych forem fosfataz mé oproti volnym formam tadu vyhod,
napiiklad rychlé a snadné piidani do vzorku a nasledn¢ jeho rychlé a snadné odebrani
ze vzorku, nebo zvySeni stability enzymu po imobilizaci. Moznost opakovaného
pouziti fosfatazy imobilizované na magnetické c¢astice zvySuje ekonomicnost
analyzy, navic nedochazi ke kontaminaci vzorku samotnou fosfatdzou.

Cilem této bakalafské prace bylo porovnat vlastnosti volné a imobilizované
hovézi alkalické fosfatazy ze sliznice stieva. Byl zkouman vliv pH a Mg?* ionti
na aktivitu fosfataz. Déle byla sledovana skladovaci a teplotni stabilita enzymut
a moznost opakovaného pouziti imobilizované fosfatazy.



2.

TEORETICKA CAST

2.1 Fosforylace

Fosforylace proteinti je dulezitd post-translacni modifikace, kterd se vyznamné
podili na regulaci biologickych procesi. Az jedna tietina vSech proteint
Vv eukaryotnich organismech je v ur¢itém okamziku fosforylovana [1-3].

Za pienos fosfatové skupiny z adenosintrifosfatu (ATP) na zbytky uréitych
aminokyselin odpovidaji enzymy zvané protein kindzy (obr. 1), znichz je
518 zakddovano v lidském genomu [3]. Blizké dokonceni urc¢eni sekvence lidského
genomu nam dovoluje identifikovat témét vSechny lidské protein kinazy. Pocet
518 je sice polovi¢ni, nez bylo piedpokladano ptred 15 lety, ale i tak je zastoupeni
kinaz 1,7 % z celého genomu opravdu velké [4].
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Obr. 1 Princip funkce protein kinaz — enzymy vyuZivaji svou y-fosfatovou
skupinu z ATP pro vznik monoesteru s hydroxylovymi skupinami aminokyselin
proteinu [5]

(prrevzato z http://publications.nigms.nih.gov/medbydesign/images/ch4_kinases.jpg; cit. 17.4.2012)

Fosforylace je d¢€j reverzibilni. Za defosforylaci bilkovin odpovidd o néco mensi
skupina enzymii zvanych fosfatazy. Pocet znamych fosfataz je okolo 100 [3, 6].

Fosforylace ovliviiuje konformaci a funkci proteini a reguluje enzymovou
aktivitu. To ma vliv na rizné bunécné déje, naptiklad na ptenos signalu, homeostazu,


http://publications.nigms.nih.gov/medbydesign/images/ch4_kinases.jpg

proliferace, bunécné diferenciace, metabolismus a déleni bunék [1]. Zvlasté pak
muze fosforylace ¢i defosforylace aktivovat ¢i deaktivovat proteiny/enzymy
a zprostfedkovat tak fadu signalnich drah. Abnormalni fosforylace proteini mohou
vést ke zménam chovani bun¢k a tim k celé fadé¢ onemocnéni lidi, napt. k rakoviné
[2]. Studium mutaci a poruch kindz nam poskytuje moznost vytvofeni agonistil
a antagonisti téchto enzymil pro pouziti k 1écbé onemocnéni. Kompletni katalog
lidskych protein kinaz pomaha v charakterizaci gent lidskych chorob [4].

Jsou znamé Ctyii typy vazeb fosfati v peptidovém fetézci podle druhu iontu,
na ktery se navazi: O-fosfaty, N-fosfaty, S-fosfaty a acyl-fosfaty. O-fosfaty vznikaji
fosforylaci hydroxylovych skupin serinovych, threoninovych a tyrosinovych
zbytkt (obr. 2). N-fosfaty jsou vytvafeny fosforylaci volné aminoskupiny
histidinovych, argininovych a lysinovych zbytki. S-fosfaty jsou vytvareny pii
fosforylaci cysteinu. Acyl-fosfaty vznikaji fosforylaci zbytkd asparagovych a
glutamovych kyselin [6-8].

U eukaryotnich a prokaryotnich organismu se 1i§i zastoupeni jednotlivych typt
fosforylovanych aminokyselin. V proteinech eukaryotnich organismu jsou
nejrozsifenéjsi O-fosfaty. Nejcastéji podstupuji fosforylaci serinové a threoninové
zbytky, méné pak tyrosinové. V bufice najdeme fosfoserin, fosfothreonin
a fosfotyrosin v poméru 1800:200:1 [1, 6-8].
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Obr. 2 Vznik nejrozsirenéjsich fosforylovanych aminokyselin u eukaryot-

fosfoserin, fosfothreonin a fosfotyrosin
(prrevzato z http://bass.bio.uci.edu/~hudel/bs99a/lecture26/phosphoaa.gif; cit. 17.4.2012)
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U prokaryot jsou nejcastéji zastoupeny N-fosfaty (hlavn¢ fosfohistidin)
a acyl-fosfaty. Ostatni fosforylované aminokyseliny se objevuji v organismech jen
ztidka [1, 8].

Identifikace fosforyla¢nich mist v proteinech hraje dulezitou roli v proteomice [3].
Vysoce vykonné technologie, napf. hmotnostni spektrometrie, umoznily v poslednich
letech identifikaci novych fosforylatnich mist. Existuje nékolik databazi
s identifikovanymi fosforylaénimi misty, napfiklad Phospho.ELM, Phosida,
PhosphoSite, PhosphoPep nebo PhosPhAt. I pies velké mnozstvi informaci vSak
porad neni zcela prozkouman vzorec, podle kterého se fosforylace fidi [2].
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2.2 Alkalicka fosfataza

Alkalicka fosfataza (ALP, EC.3.1.3.1) patii mezi hydrolazy (3. tfida enzymu),
které katalyzuji Stépeni esterové vazby, konkrétné monoestery kyseliny fosfore¢né
ve vysokém pH (9-10) [9, 11, 12]:

monoester kyseliny ortofosfore¢né + H,O = alkohol + ortofosfat

Také katalyzuje transfosforylacni reakce (pfenaseni zbytku kyseliny fosfore¢né
na organickou latku, napf. alkohol), pokud je ptitomen dostatek akceptort fosfatové
skupiny.

Tento membranovy enzym Se vyskytuje hojné v ptirodé. Az na n¢kolik rostlin byl
nalezen ve vétsin¢ organismu od bakterie po ¢lovéka. U savci se vyskytuje
napf. V jatrech, placenté, kostech, ledvinach a ve stievé [9-12].

Az na né€kolik malo vyjimek je ALP dimer, slozeny ze dvou identickych
podjednotek. ALP patii mezi metaloproteiny. Ve své molekule obsahuje tfi ionty
kovil — dva ionty zine¢naté a jeden ion hofecnaty (obr. 3) [9-12]. Zinecnaté ionty se
piimo ucastni katalytické reakce, zatimco funkce hofe¢natého iontu je jina, nejspise
stabilizuje pfenasenou fosfatovou skupinu [13].

Obr. 3 Struktura alkalické fosfatazy E.coli, s vyznaéenymi misty navazanych ionti
kovii (M1 —Zn**, M2 — Zn*, M3 — Mg*) [12]

Piesna funkce ALP v organismu neni znama, ackoli jeji mutace ma zasadni tlohu
v kostni mineralizaci [10, 11].
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Alkalickou fosfatazu lze v praxi pouzit pii identifikaci fosforylacnich mist
v proteinech/peptidech. Jak bylo fefeno v uvodu, jednim z pfistupit pii analyze
fosfoproteinti je detekce fosforylace pomoci napi. srovnani jejich hmotnostnich
spekter pred a po defosforylaci fosfatazou. Piky fosfoproteint/fosfopeptidi po reakci
zcela zmizi. Po porovnani obou spekter lze odlisit fosforylovany protein/peptid
pomoci charakteristického posunu hodnoty m/z zpisobeného ztratou fosfatové
skupiny (Am 80 Da). V pfipad¢ nékolikanasobné fosforylace dochazi ke snizeni
m/z o hodnotu n x 80 Da, kde n odpovida poctu fosfatovych skupin
v proteinu (obr. 4) [7].

pred reakci s fosfatasou '

a
intenzita Y X
80 Da 80 Da
L ‘ | | | I | |
¥ i 1 poreakci s fosfatasou
b b
l | ‘ l |

Obr. 4 Srovnani hmotnostnich spekter pied (a) a po (b) reakci s alkalickou
fosfatazou. Peptid X obsahuje jeden fosfat (Am = 80 Da), zatimco peptid Y obsahuje
fosfaty dva (Am = 2x80 Da) [7]
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2.3 Imobilizace enzymii

Biokatalyzatory maji fadu vyhod, jako je vysoky stupeit ucinnosti a vysoka
selektivita. Nicméné existuje nckolik praktickych problémt, jako jsou vysoké
naklady nebo omezena stabilita, které je tfeba fesit. Za uzite¢nou metodu k prekonani
téchto problému se povazuje imobilizace enzymi na pevné nosice [14].

Imobilizace enzymu byla definovana jako vazba enzymu na pevnou fazi. Tato
faze je oddé¢lena od faze kapalné, ve které je rozpustén substrat, ale zaroven je s ni
v kontaktu. Pevna faze je naptiklad né&jaky polymer, na ktery je navazan enzym
pomoci chemické nebo fyzikalni vazby [15]. Enzymy imobilizované na pevné nosice
jsou oznacovany jako enzymové reaktory.

Bylo vyvinuto nékolik metod imobilizaci. Konkrétné to jsou adsorpce, kovalentni
vazba, zachyceni, enkapsulace a zesit'ovani (obr. 5) [16].

’ ‘ A Adsorpce

Kovalentni vazba

Zachyceni

Zesit'ovani

22 0
'4’() Enkapsulace
L)
Y
&
T
€
t

Obr. 5 Znazornéni druht imobilizace [16]



V néekterych pripadech lze pro imobilizaci proteinti vyuzit ptimou fyzikalni sorpci
na nosic, kterd je jednou z nejstar§ich metod a stala se jednoduchym, ekonomicky
vyhodnym a snadnym postupem. Fyzikalni sorpce je vSak méné spolehliva a malo
stabilni ve srovnani s imobilizaci kovalentnimi vazbami [17].

Dalsi pouzivanou fyzikalni technikou imobilizace je zabudovani biologicky
aktivnich latek, pfipadné celych bunék, do gelové matrice. Matrice jsou tvoieny
syntetickymi polymery, jako jsou polyakrylamid, polyuretany nebo rizné typy
pryskyfic, dale proteiny (Zelatina, kolagen, vajeny bilek) a polysacharidy (agar,
agarosa, karagenany nebo alginaty). Nevyhodou tohoto postupu muiize byt postupné
uvolnovani imobilizované latky [17].

v

Kovalentni imobilizace je nejcastéj$i a nejucinngjsi imobilizacni technikou.
Vyzaduje, aby nosi¢ obsahoval funkcéni skupiny, napt. -NH,, -COOH, -OH, -SH
nebo -CONH,. Pusobenim rtznych ¢inidel se funkéni skupiny na povrchu nosice
aktivuji pro navazani biomolekul [17].

Vyhody imobilizovaného enzymu pted rozpustnym jsou:
- vyssi stabilita
- snadné oddéleni enzymu od reakéni smési, coz vede k lepsi kontrole
reak¢nich Cast, ke sniZzeni pracnéjSich separacnich technik a k minimalni
ztraté enzymu v reakci
- moznost opakovaného pouziti, coz vede k vyznamnym tsporam [18, 19].

Imobilizaci se vSak miize zménit 1 chovani biokatalyzatoru. Bylo prokazano, ze
imobilizace ma vliv jak na stabilitu enzymu, tak i na Km, V.« @ pH optimum. Také
citlivost na inhibitory a aktivatory mize byt zménéna [15].

Béhem nékolika poslednich desetileti intenzivni vyzkum v oblasti enzymové
technologie poskytl mnoho pfistupti, které umoznuji jejich praktické aplikace
Vv primyslu a lékatstvi [19].
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2.3.1 Imobilizace na magnetické c¢astice

Magnetické separacni techniky maji nékolik vyhod ve srovnani S ostatnimi
separa¢nimi postupy. Tento proces je obvykle velmi jednoduchy, staci jen nékolik
krok ke zpracovani vzorku. Vsechny kroky mohou probihat v jedné zkumavce
(nebo v jiné nadobe). Neni nutné pouzit drahé piistroje kapalinové chromatografie,
odstfedivky, filtracni ¢i jina slozita zatizeni [20].

Magnetické nosi¢e S imobilizovanym ligandem jsou smichany se vzorkem
obsahujicim cilové slouceniny. Po inkubaéni dob¢, kdy reaguje cilova slou¢enina
s modifikovanymi magnetickymi ¢asticemi, se magnetické Castice snadno a rychle
odstrani ze vzorku pomoci vhodného magnetického separatoru (obr. 6) [20].

A B

Obr. 6 Schématické znazornéni zpisobu odebrani roztoku od nemagnetickych
éastic po odstired’ovani vzorku (A) a odebrani roztoku od magnetickych &astic
za vyuZziti magnetu (B)

(pfevzato z http://www.biotechniques.com/biomarket/newproducts/Antibody-purification-
tools/biotechniques-11709.html, cit. 7.5. 2012)
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2.4 Magnetické €astice

Strucny historicky prehled

Jako prvni magnetické Castice byly pouzity ¢isté magnetické oxidy Zeleza
(magnetit), které byly pouzity k adsorpci a odstranéni rozpusténych a koloidnich
biologickych latek z odpadnich vod jiz v roce 1940. Nicménég, aplikace
magnetickych ¢astic s funkénimi skupinami pro selektivni zachyceni uZzite¢nych
biomolekul, jsou popsany az od pocatku roku 1970.V té dobé Peter Dunnill
a Malcolm Lilly v University College London popsali pouziti magnetickych
mikrocastic jako nosi¢l pro imobilizaci enzymi, nebo jako afinitni absorbenty. Ty
byly uréeny pro izolaci biomolekul ptimo z ropy [21].

Nové techniky rychle upoutaly pozornost jinych skupin a rozsitily se dal. Po roce
1970 se objevily prvni komeréné dostupné magnetické nosice. Nasledoval zajem
o dalsi materialy a magnetické Castice se zacali uplatiovat v oblastech buné¢ného
déleni, imunologickych metodach a v izolacich virQ a organel [21].

Vlastnosti magnetickych c¢astic

Z fyzikélniho hlediska by mély castice byt neporézni, mit vysoky specificky
povrch (20 — 100 m%g), mély by byt snadno oddglitelné pomoci jednoduchého
magnetického pole a dilezita je stejna velikost castic. Velikost ¢astic by méla byt
alespont 500 nm [21]. Nejcastéji se prumér ¢astic pohybuje v rozmezi od 50 nm
do 10 um [20].

Magneticke ¢astice sorbentu maji obecné superparamagnetické vlastnosti.
Superparamagnetické materialy jsou snadno zmagnetizovany V piitomnosti externiho
magnetu, ale nevykazuji zadnou zbytkovou magnetizaci, tj. jsou bez magnetické
paméti [21].

Magnetické nosi¢e mohou byt bud’ ptipraveny Vv laboratofi, nebo jsou i komeréné
dostupné. Tyto nosi¢e jsou obvykle k dispozici ve formé magnetickych castic
ptipravenych z rGznych syntetickych polymerd, biopolymert, porézniho skla
nebo magnetickych ¢astic na bazi anorganickych magnetickych materialta [20].

Co se tyCe anorganickych materiall, mezi t€émito ¢asticemi jsou oxidy kovu
preferovanéjsi nez kovy samotné (Fe, Co a Ni) a to z duvodu vyssi odolnosti
pred oxidaci [22]. Nejcastéji se jedna 0 castice S magnetitem (Fe3Oq)
nebo maghemitem (y-Fe,03) [23].

Vyhoda polymerniho slozeni vyplyva z dostate¢ného mnozstvi funkénich skupin,
které jsou potiebné pro dalsi aplikace (obr. 7). Naptiklad funkcionalizace povrchu
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castic konkrétnimi ligandy umoziuje jejich pouziti v imunochemickych metodach,
v izolaci nukleovych kyselin, bun¢k nebo mikroorganismu [22].

Magnetické
jadro

Polymerni vrstva

Organické raménko

Funkéni molekula (Iigand)/

Obr. 7 Priklad schéma magnetického nosice pro biotechnologické aplikace

(Prevzato z http://www.chempoint.cz/magneticke-nano-a-mikrocastice-pro-biotechnologicke-
aplikace; Cit. 7.5 2012)
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3.

EXPERIMENTALNIi CAST

3.1 Chemikalie

hovézi alkalicka fosfataza ze sliznice stfeva (EC 3.1.3.1), (Sigma-Aldrich,
Praha, CR)

p-nitrofenylfosfat disodna sal (Sigma-Aldrich, Praha, CR)

suspenze Castic s imobilizovanou fosfatdzou — magnetické Castice obalené
celulézou aktivovanou divinylsulfonem, na které je imobilizovana hovézi
alkalicka fosfataza ze sliznice stfeva : 0,5 M uhli¢itanovému pufru pH 9,8
obsahujicim 0,5 mM MgCl, a 0,03% NaN; Vvpoméru 1:24;
na 1 ml usazenych magnetickych ¢astic bylo imobilizovano 33 mg alkalické
fosfatizy (vyrobeno RNDr. Janou Frydlovou, Ph.D., Ustav patologické
fyziologie 1. LF UK Praha, CR)

uhligitan sodny bezvody p. a (Ing. Petr Lukes, CR)

hydroxid sodny p. a (Ing. Petr Lukes, CR)

hexahydrat chloridu hofe¢natého p. a (Ing. Petr Lukes, CR)

kyselina chlorovodikova konc. p. a (Ing. Petr Lukes, CR)
tris-(hydroxymethyl)-aminomethan p. a (Ing. Petr Lukes, CR)

3.2 Pristroje

Analytické vahy AB104 (Meter Toledo, Svycarsko)

Vortex MS1 Minishaker (IKA, Némecko)

Magneticky stojanek Dynal (Biotech, Norsko)

Termoblok Accu Block Digital Dry Bath (Labnet International, UK)

pH metr Jenwey (Essex, UK)

Mikrodesti¢kovy fotometr Multiskan Microplate Readeru MCC/340 (Thermo
Fisher Scientific, USA)

Piistroj na pfipravu destilované vody Milli-Q systém (Millipore Corporation,
USA)
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3.3 Pracovni postupy

3.3.1 Stanoveni aktivity volné a imobilizované fosfatazy

Metoda stanoveni aktivity alkalické fosfatazy dle Bernstineho et al. byla
modifikovana [24].

3.3.1.1 Obecny postup stanoveni aktivity volné fosfatazy

Do mikrozkumavky bylo napipetovano 50 pl pufru a 25 ul roztoku alkalické
fosfatazy. Enzymova reakce byla spuSténa pfidanim 25 pl roztoku substratu
p-NPP. Po 5 min inkubaci za laboratorni teploty a za stalé¢ho tfepani rychlosti
1400 rpm byla reakce ukoncena ptidanim 1 ml 1 M NaOH. Nasledné byla
v mikrotitra¢ni desticce zméfena absorbance 200 ul reakcéniho roztoku oproti
slepému vzorku pii vlnové délce 405 nm. Stanoveni bylo provedeno paralelné
ve tfech stanovenich.

3.3.1.2 Obecny postup stanoveni aktivity imobilizované fosfatazy

Do mikrozkumavky byla napipetovana suspenze castic s imobilizovanou
fosfatazou. Magnetické castice byly promyty 5x70 ul pufru. Poté byly promyté
castice resuspendovany v 70 pl pufru. Enzymova reakce byla spusténa piidanim
70 pl roztoku substratu p-NPP. Reakce probihala 5 minut za laboratorni teploty
za stalého tfepani rychlosti 1400 rpm a poté byla ukoncena oddélenim
magnetickych ¢astic pomoci magnetického separatoru. 50 pl roztoku supernatantu
bylo smichano s 0,5 ml 1 M NaOH. Nasledn¢ byla v mikrotitraéni desti¢ce
zméfena absorbance 200 pl reakéniho roztoku oproti slepému vzorku pii vinové
délce 405 nm. Stanoveni bylo provedeno paralelné ve ctyfech stanovenich.

3.3.2 Vliv koncentrace p-nitrofenylfosfatu na aktivitu fosfatazy

Volna fosfataza — pti stanoveni aktivity byly pouZity roztoky substratu p-NPP
o koncentracich 0,25 — 64 mg/ml H,O, roztok volné fosfatazy o koncentraci
22 pg/ml H,O a 0,5 M uhlic¢itanovy pufr pH 9,8 obsahujici 0,45 mM MgCl,. Postup
stanoveni aktivity viz kap. 3.3.1.1.

Imobilizovana fosfataza — pti stanoveni aktivity byly pouzity roztoky substratu
p-NPP o koncentracich 2 — 64 mg/ml H,O, 2,5 ul suspenze ¢astic s imobilizovanou
fosfatazou a 0,5 M uhli¢itanovy pufr pH 9,8 obsahujici 0,45 mM MgCl,. Postup
stanoveni aktivity viz kap. 3.3.1.2.
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3.3.3 Zavislost aktivity alkalické fosfatazy na mnozstvi enzymu

Volna fosfataza — pti stanoveni aktivity byly pouzity roztoky fosfatazy
0 koncentraci 2,7 — 44,0 ug/ml H,0O, roztok p-NPP o koncentraci 64 mg/ml H,O
a 0,5 M uhlicitanovy pufr pH 9,8 obsahujici 0,45 mM MgCl,. Postup stanoveni
aktivity viz kap. 3.3.1.1.

Imobilizovana fosfatiza — pti stanoveni aktivity bylo pouzito 0,75 — 3,0 ul
suspenze castic s imobilizovanou fosfatazou, roztok p-NPP o koncentraci 32 mg/ml
H,0 a 0,5 M uhli¢itanovy pufr pH 9,8 obsahujici 0,45 mM MgCl,. Postup stanoveni
aktivity viz kap. 3.3.1.2.

3.3.4 Vliv pH na aktivitu volné a imobilizované alkalické fosfatazy

Volna fosfataza — pii stanoveni aktivity byl pouzit roztok fosfatazy
0 koncentraci 18 ug/ml H,O, roztok p-NPP o koncentraci 64 mg/ml H,O a pufry
0,5 M TRIS-HCI obsahujici 0,45 mM MgCl; pH 7,0 — 9,0 nebo 0,5 M uhli¢itanovy
pufr obsahujici 0,45 mM MgCl, pH 95 — 10,5. Postup stanoveni aktivity
viz kap. 3.3.1.1.

Imobilizovana fosfatiza — pii stanoveni aktivity bylo pouzito 2,5 pl suspenze
Castic s imobilizovanou fosfatazou, roztok p-NPP o koncentraci 32 mg/ml H,O
a pufry 0,5 M TRIS-HCI obsahujici 0,45 mM MgCl, pH 7,0 — 9,0 nebo 0,5 M
uhli¢itanovy pufr obsahujici 0,45 mM MgCl, pH 9,5 — 10,5. Postup stanoveni
aktivity viz kap. 3.3.1.2.

3.3.5 Vliv Mg? iontd na aktivitu volné a imobilizované alkalické
fosfatazy

Volna fosfataiza — pii stanoveni aktivity byl pouZit roztok fosfatazy
o koncentraci 18 pg/ml H,O, roztok p-NPP o koncentraci 64 mg/ml H,O a 0,5 M
uhli¢itanovy pufr pH 9,8 obsahujici 4,5><10'6 — 4,5 mM MgCl,. Pfed stanovenim
aktivity byl roztok enzymu vzdy inkubovan 12 minut v 0,5 M uhlicitanovém pufru
pH 9,8 s prislusnou koncentraci MgCl,. Postup stanoveni aktivity viz kap. 3.3.1.1.

Imobilizovana fosfataza — pti stanoveni aktivity bylo pouzito 2,5 ul suspenze
Castic s imobilizovanou fosfatazou, roztok p-NPP o koncentraci 32 mg/ml H,O
a 0,5 M uhli¢itanovy pufr pH 9,8 obsahujici 45x10° — 45 mM MgCls,.
Pied stanovenim aktivity byla suspenze ¢astic vzdy inkubovana 12 minut v 0,5 M
uhli¢itanovém pufru pH 9,8 s pfislusnou koncentraci MgCl,. Postup stanoveni
aktivity viz kap. 3.3.1.2.
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3.3.6 Vliv teploty na stabilitu volné a imobilizované alkalické fosfatazy

Volna fosfataza — Byl piipraven roztok volné fosfatazy o koncentraci 18 pg/ml
H,O. Tento roztok byl inkubovan pfi teplot¢ 25; 37 a 50 °C
po dobu 0,5; 1; 2 a 5 hodin v0,5 M uhli¢itanovém pufru pH 9,8 obsahujicim
0,45 mM MgCl,. Po ochlazeni na 25 °C byla stanovena aktivita (viz kapitola 3.3.1.1.
s roztokem p-NPP o koncentraci 64 mg/ml H,O) Relativni aktivita byla vyjadiena
Vv procentech aktivity fosfatdzy, kterd byla inkubovédna pfislusSnou dobu pouze
pii 25 °C.

Imobilizovana fosfataza — Nejdiive byla stanovena aktivita 2,5 pl suspenze ¢astic
s imobilizovanou fosfatazou (viz kapitola 3.3.1.2. s roztokem p-NPP o koncentraci
32 mg/ml H,0 a 0,5 M uhli¢itanovym pufrem pH 9,8 obsahujicim 0,45 mM MgCl,).
Poté byly ¢astice promyty 5x70 ul 0,5 M uhli¢itanového pufru pH 9,8 obsahujici
0,45 mM MgCl,. Castice byly nasledné inkubovany ve 200 pl 0,5 M uhli¢itanového
pufru pH 9,8 obsahujiciho 0,45 mM MgCl, pii teplote¢ 25; 37 a 50 °C
po dobu 0,5; 1; 2 a 5 hodin. Po ochlazeni roztoku s ¢asticemi na teplotu 25 °C byly
¢astice resuspendovany v 70 pl 0,5 M uhlic¢itanového pufru pH 9,8 obsahujiciho
0,45 mM MgCl,, ve kterém byla stanovena aktivita imobilizovaného enzymu
dle kapitoly 3.3.1.2. Relativni aktivita byla vyjadiena v procentech aktivity fosfatazy;
100 % aktivity odpovidalo aktivité stanovené po inkubaci enzymu pii 25 °C.

3.3.7 Skladovaci stabilita volné a imobilizované alkalické fosfatazy

Po dobu 19 tydnl byla sledovana zména aktivity volné fosfatazy (o koncentraci
18 ng/ml skladovaciho roztoku) a suspenze ¢astic s imobilizovanou fosfatdzou. Obé
formy fosfatdzy byly skladovany v 0,5 M uhli¢itanovém pufru pH 9,8 obsahujici
0,45 mM MgCl, a 0,03 % NaNs pii teplote 4 °C.

Volna fosfataza — do mikrozkumavky bylo napipetovano 25 pl roztoku fosfatazy,
25 ul 0,5 M uhli¢itanového pufru pH 9,8 obsahujiciho 0,45 mM MgCl, a 25 ul H,0.
Enzymova reakce byla spusténa piidanim 25 pl roztoku p-NPP o koncentraci
64 mg/ml H,0. Po 5 min inkubaci za laboratorni teploty a za stalého tfepani rychlosti
1400 rpm byla reakce ukoncena pfidanim 1 ml 1 M NaOH. Nasledn¢ byla
v mikrotitracni destiCce zméfena absorbance 200 pl reakéniho roztoku oproti
slepému vzorku pfi vinové délce 405 nm. Stanoveni bylo provedeno v tripletu.

Imobilizovana fosfataza - Stanoveni aktivity bylo provedeno dle kapitoly 3.3.1.2.
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3.3.8 Opakované pouziti imobilizované alkalické fosfatazy

Stanoveni aktivity bylo provedeno 10x po sobé& (postup dle kapitoly 3.3.1.2
s 2.5 ul suspenze ¢astic s imobilizovanou fosfatazou, roztokem p-NPP o koncentraci
32 mg/ml H,0O a 0,5 M uhli¢itanovym pufrem pH 9,8 obsahujicim 0,45 mM MgCly).
Mezi jednotlivymi stanovenimi byly magnetické Castice promyty 5x70 pl 0,5 M
uhli¢itanového pufru pH 9,8 obsahujiciho 0,45 mM MgCl,. Stanoveni bylo
provedeno paralelné v deseti stanovenich.
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4.

VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Stanoveni aktivity volné a imobilizované alkalické fosfatazy

Principem stanoveni aktivity alkalické fosfatazy je Stépeni chromogenniho
substratu p-nitrofenylfosfatu na zluty p-nitrofenol a fosfat (obr. 8). Reakce je

wewvr

zabarveni, se stanovuje fotometricky pti vinové délce 405 nm. Intenzita zabarveni je
pfimo umeérna vzniklému p-nitrofenolatu a tim aktivité enzymu.

NO, NO,

. Alkalicka fosfataza Z
H‘)o + | > : * }4\p04
\/ N
0 OH
POsH,

Obr. 8 Hydrolytické §tépeni p-nitrofenylfosfatu alkalickou fosfatazou
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4.2. Vliv koncentrace p-nitrofenylfosfatu na aktivitu volné fosfatazy

Byla proméfena zavislost aktivity fosfatdzy na koncentraci substratu
p-NPP (0,2 - 43 mM). Z obr. 9 je patrné, ze az od koncentrace p-NPP 35 mM nema
koncentrace substratu vliv na rychlost reakce. Pro dalsi studie byla proto zvolena
koncentrace p-NPP 43 mM.
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Obr. 9 Zavislost aktivity volné fosfatazy na koncentraci p-nitrofenylfosfatu
Aktivita fosfatazy je vyjadiena v absorbanci (405 nm) odpovidajici mnozstvi vzniklého
p-nitrofenolatu; slozeni reakéni smési viz kapitola 3.3.2
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A (405 nm)

4.3 Vliv koncentrace p-nitrofenylfosfatu na aktivitu imobilizované
fosfatazy

Byla proméfena zavislost aktivity fosfatdzy na koncentraci substratu
p-NPP (2,7 - 43 mM). Z obr. 10 je patrné, Ze stejn¢ jako u volné fosfatdzy nema
ani u imobilizované formy enzymu vliv na rychlost reakce koncentrace substratu
vétsi nez 35 mM. Pro dalsi studie tedy byla zvolena také koncentrace p-NPP 43 mM.

0,800
°
L
0,600 | °
0,400 | °
0,200 | ¢
°
0000
0 10 20 30 40

koncentrace p-NPP [mM]

Obr. 10 Zavislost aktivity imobilizované fosfatazy na koncentraci

p-nitrofenylfosfatu
Aktivita fosfatdzy je vyjadiena v absorbanci (405 nm) odpovidajici mnozstvi vzniklého
p-nitrofenolatu; slozeni reakéni smési viz kapitola 3.3.2
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4.4 Zavislost aktivity volné fosfatazy na mnozstvi enzymu

Byla prométena zavislost aktivity fosfatazy na jejim mnozstvi (0,7 - 11 pg/ml).
Na obr. 11 vidime, Ze zavislost absorbance fosfatazy na jeji koncentraci je linearni.
Pro dalsi pokusy se zvolila stfedni hodnota této zavislosti, tedy 4,5 pg/ml.

A (405 nm)

0,900
y =0,1344x
R?=0,9699

(@)
0,600
0,300 + O
(@)
(0]
0,000 : : : ! !
0 2 4 6

koncentrace fosfatazy [ug/ml]

Obr. 11 Zavislost aktivity volné fosfatazy na mnoZstvi enzymu
Aktivita fosfatazy je vyjadiena v absorbanci (405 nm) odpovidajici mnozstvi vzniklého

p-nitrofenolatu; slozeni reakéni smési viz kapitola 3.3.3
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4.5 Zavislost aktivity imobilizované fosfatazy na mnozstvi enzymu

Byla proméiena zavislost aktivity fosfatazy na mnozstvi imobilizované fosfatdzy
(0,99 — 3,96 png), odpovidajici 0,75 - 3 pl suspenze castic s imobilizovanou
fosfatazou. Tato zavislost roste exponencialné (obr. 12). Pro dalsi studie se pouzivalo
2,5 ul suspenze Castic s imobilizovanou fosfatazou.
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Obr. 12 Zavislost aktivity imobilizované fosfatazy na mnozZstvi enzymu
Aktivita fosfatazy je vyjadiena v absorbanci (405 nm) odpovidajici mnozstvi vzniklého
p-nitrofenolatu; slozeni reakéni smési viz kapitola 3.3.3
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4.6 Vliv pH na aktivitu volné a imobilizované alkalické fosfatazy

Optimélni pH hydrolyzy se u alkalickych fosfatdz rtzného piivodu lisi,
ale obvykle je toto pH v rozmezi hodnot 9,0 — 10,0 [9, 11, 12]. Cilem této Casti prace
bylo pomoci substratu p-NPP porovnat vliv pH na aktivitu volné a imobilizované
hovézi alkalické fosfatazy. Zavislost aktivity fosfatazy na pH vykazuje u obou forem

podobny charakter (obr. 13). Nejvyssi aktivitu mély obé formy alkalické fosfatazy
pfi pH 10,0.

Obdobn¢ jako v naSem ptipadé nebyly pozorovany zadné rozdily v pH optimu
u kyselé bramborové fosfatdzy imobilizované na sukcinylamidopropylové sklenéné
kulicky [25].

Posuny v pH zévislostech aktivity enzyma po imobilizaci byly ale pozorovéany
naptiklad u chymotrypsinu [26].
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Obr. 13 Vliv pH na aktivitu volné a imobilizované alkalické fosfatazy

Relativni aktivita je aktivita fosfatazy vyjadfena v procentech aktivity stanovené pii pH 10,0; sloZeni
reakéni smési viz kapitola 3.3.4
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4.7 Vliv Mg®* ionth na aktivitu volné a imobilizované alkalické fosfatazy

Alkalicka fosfataza patii mezi metaloproteiny (viz kapitola 2.2). Proto byl
zjistovan vliv MgCl, na aktivitu volné a imobilizované formy enzymu. Z vysledkl
(tab. 1) vyplyva, ze MgCl, v reakci o koncentraci mendi nez 2,25x10° uM nemé
na aktivitu imobilizované fosfatazy prakticky vliv. Volnd fosfataza je
pfi koncentracich MgCl, niz§ich nez 2,25 uM inhibovana o max. 20 % oproti aktivité
v piitomnosti 2,25x10* pM. Koncentrace 2,25x10° pM MgCl, Vv reakéni smési
zvySuje aktivitu volné a imobilizované fosfatazy o 34 % a 57 % oproti aktivité
v roztoku s koncentraci 2,25x10% uM MgCl,.

Tab. 1 Vliv koncentrace MgCl, na aktivitu volné a imobilizované alkalické
fosfatazy

Koncentrace MgCl, v Relativni aktivita® [%0]
reakci [uM] volna f. imob.f.
2,25x10° 134 157
2,25x10° 100 100
2,25%10" 94 93
2,25 84 95
2,25%107! 84 97
2,25%107 84 92
2,25x1073 80 97
0 82 93

% Relativni aktivita volné fosfatazy (volna f.) a imobilizované fosfatazy (imob.f.) je vyjadiena
v procentech aktivity fosfatazy stanovené pii koncentraci 2,25x10* uM MgCly; sloZeni reakéni smési
viz kapitola 3.3.5
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4.8 Vliv teploty na stabilitu volné a imobilizované alkalické fosfatazy

Byla sledovana stabilita volné a imobilizované alkalické fosfatazy pii riznych
teplotach. Inkubace enzymu probihala 0,5; 1; 2 a 5 hodin pfi teploté 25; 37 a 50 °C.
U obou forem fosfatazy doslo k ireverzibilni inaktivaci jiz po 30 minutach inkubace
pti 50 °C (data nejsou zobrazena). Imobilizaci fosfatazy se snizila tepelna stabilita
pii 37 °C oproti jeji volné form¢ (tab. 2). Volna i imobilizovana forma enzymu si
zachovala jesté po 2 hodinové inkubaci pii 37 °C 47 %, respektive 43 % své puvodni
aktivity, tj. aktivity pfi vystaveni fosfatazy pouze 25 °C.

Tab. 2 Vliv teploty 37 °C na stabilitu volné a imobilizované alkalické fosfatazy

Cas Relativni aktivita ® [%0]
inkubace [h] volna f. imob. f.
0,5 85 53
1 64 a7
2 47 43
5 22 27

# Relativni aktivita volné fosfatazy (volnid f) a imobilizované fosfatizy (imob.f) je vyjadiena
v procentech aktivity fosfatdzy, ktera byla vystavena jen 25 °C; slozeni reakéni smési
viz kapitola 3.3.6
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4.9 Skladovaci stabilita volné a imobilizované alkalické fosfatazy

Imobilizované enzymy jsou behem skladovani Casto stabilngj$i nez jejich volné
formy [18, 19]. Pro ovéfeni tohoto pifedpokladu byla béhem dlouhodobého
skladovani sledovana zména aktivity volné a imobilizované fosfatdzy v tydennich
a pozdéji mésicnich intervalech. Obé formy fosfatdzy byly skladované v 0,5 M
uhli¢itanovém pufru pH 9,8 obsahujicim 0,45 mM MgCl, a 0,03% NaNj3; pii 4 °C.

U obou forem dochazi béhem skladovani k poklesu jejich aktivity (obr. 14).
Z obr. 14 je patrné, ze jiz prvni den skladovani klesla aktivita volné fosfatazy o 27 %,
zatimco imobilizovand forma si zachovala jest€¢ 100 % své plvodni aktivity
(. v 0. dnu) a to po dobu dvou tydnd. Po 19-ti tydnech klesla aktivita imobilizované
formy o 37 %, zatim co aktivita volné formy enzymu klesla o 77%. Stejné¢ jako
v piipadé imobilizace napt. proteaz [27] doslo i vnasem piipadé navazanim
fosfatdzy na magnetické Castice ke zvySeni skladovaci stability oproti volné forme.
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Obr. 14 Skladovaci stabilita volné a imobilizované alkalické fosfatazy
Relativni aktivita je vyjadfena v procentech aktivity fosfatdzy, kterd byla stanovena prvni den (den 0);
slozeni reakéni smési a skladovaci podminky viz kapitola 3.3.7
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4.10 Opakované pouziti imobilizované alkalické fosfatazy

Jednou z vyhod imobilizovanych enzymi na pevné nosiCe je moznost jejich
opakovaného pouziti [18, 19]. Proto byla sledovana zména aktivity imobilizované
alkalické fosfatazy béhem deseti po sob& provedenych stanovenich aktivity (postup
viz kapitola 3.3.8). Po péti stanovenich klesla aktivita 0 9 %, po deseti stanovenich
klesla aktivita o 23 %. Tyto vysledky potvrzuji, ze lze imobilizovanou alkalickou
fosfatdzu na magnetickych ¢asticich pouzit vicekrat, na rozdil od volného enzymu,
ktery je pouzitelny pouze jednou. Stejné tomu bylo i1 v pfipadé¢ imobilizace
napf. proteolytickych enzymu [26, 27, 28].
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5.

ZAVER

Byly porovnany vlastnosti imobilizované a volné hovézi alkalické fosfatazy ze
sliznice stfeva. V této praci byla konkrétné pouzivana alkalickd fosfatdza navazana
ptes své volné aminoskupiny na magnetické castice obalené celul6zou aktivovanou
divinylsulfonem. Pfi stanoveni enzymové aktivity byl pouzivan jako substrat
p-nitrofenylfosfat.

Imobilizaci enzymu na magneticky nosi¢ nedoslo oproti volné formé ke zméné
charakteru zavislosti aktivity na pH ¢i na koncentraci MgCly, ani k vyznamné zméné
teplotni stability.

Vyhodou imobilizované fosfatdzy oproti volné formé je zvySeni jeji stability
béhem kratkodobého 1 dlouhodobého skladovani. Navic byla prokdzédna moznost
opakovaného pouziti imobilizované fosfatazy, nebot’ i po deseti opakovanych
pouzitich si enzym imobilizovany na magnetické ¢astice zachoval 77 % své piivodni
aktivity.
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