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L-Asparaginasa (EC 3.5.1.1) je kli¢ovym enzymem, ktery hydrolyzuje L-asparagin na L-asparagovou kyselinu
a amoniak. Této vlastnosti L-asparaginasy je vyuzivano v protinadorové terapii k inhibici syntézy proteinti v rakovinnych
buiikach. L-Asparaginasa je diky tomu zakladem pro chemoterapii vyuzivanou k 1é¢b¢ pacienti s akutni lymfoblastickou
leukémii v pediatrii. Komeréni L-asparaginasy jsou pro aplikace ve zdravotnictvi ziskavany ptredev§im z Escherichia coli
a Erwinia chrysanthemi (ptejmenovana na Dickeya dadantii). Nicméné, vysoka mira nezadoucich u¢inkti komplikuje
dlouhodobé klinické pouziti L-asparaginasy, a proto se soucasny vyzkum zaméfuje na hledani enzymt novych ¢i na
modifikaci vlastnosti enzymu jiz znamych. Zaroven se L-asparaginasa v poslednich letech stala nepostradatelnou pro
potravinaisky prumysl, ve kterém je uznavana jako jeden z moznych prostiedkli pro odstraniovani L-asparaginu z potravin,
u kterych hrozi vznik akrylamidu béhem tepelného zpracovéani. Tento ¢lanek poskytuje pfehled informaci o soucasném
vyuziti L-asparaginas a jejich tiskalich.
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Obsah V&t pozornost vénovana i jejich vyuZiti v biosenzorech®
atestovana je i moznost jejich aplikace pii 1écbé infekc-
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V poslednich letech se vSak objevuji informace naznacuji-

i ci potencial téchto enzymi i v dalSich oblastech mediciny,

1. Uvod ato konkrétng pii 1é¢bé n&kterych autoimunitnich®
a infekénich onemocnéni™®,

L-Asparaginasy (EC 3.5.1.1) (L-ASNasy) jsou enzy-
my fadici se mezi amidohydrolasy. Jejich hlavni funkci je 2.1. Lécba onkologickych onemocnéni
hydrolyza L-asparaginu za vzniku L-asparagové kyseliny
a amoniaku (schéma 1). Pfitomnost L-ASNasy byla potvr- L-ASNasa se pouziva v kombinaci s jinymi léky pfe-
zena u mnoha mikroorganismi, rostlin i Zivo&ichu. devsim k 1é¢b&é ruznych lymfoproliferativnich poruch,
Na zédkladé¢ aminokyselinové sekvence, biochemickych
vlastnosti a struktury jsou L-ASNasy déleny do tfi rodin: o ) o
bakterialni (typ I a typ II), rostlinné (typ III) a rhizobialni', Jj\mr NH, L-asparaginasa ~ o
nicméné toto déleni jiz neodpovida v§em soucasnym po- o . —/T’ o
znatkim a lze pfedpokladat, Ze v budoucnu vznikne no- NH3 O Hy0 NHY NHz O
menklatura nova®. ) ¢

Pravé diky schopnosti $tépit L-asparagin nachézeji L-asparagin L-aspartat
L-ASNasy Siroké uplatnéni jak pii 1écbé onkologickych
onemocnéni, tak i v potravinarském primyslu jako ¢inidlo Schéma 1. L-Asparaginasa katalyzuje chemickou pFeménu
zabrafujici vzniku akrylamidu. V posledni dobé je stale L-asparaginu na L-asparagovou kyselinu a amoniak
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predevsim ALL. ALL je jednou z malignit, béhem kterych
dochézi k nadmérné produkei nezralych leukocytti, coz ma
za nasledek potlaceni vyvoje ostatnich krevnich bunck
a také Sitfeni a ukladani téchto naddorovych bun¢k do dal-
§ich organt, jako jsou jatra, slezina a lymfatické uzliny’.
Krom¢ terapie ALL je L-ASNasa vyuzivdna k lécbe
Non-Hodgkinova lymfomu’, Hodgkinovy choroby'’, chro-
nické lymfocytarni leukémie®, lymfosarkomt'®, akutni
myeloidni leukémie'® a akutni myelomonocytlcké leukeé-
mie’. Jeji uinnost byla zaznamenana i pti 16¢bé solidnich
tumortl, jako je karcinom pankreatu'', prostaty'!, sarkom
retikula'®, plicni adenokarcinom’, melanosarkom’, rakovi-
na vaje¢niki'' a nékterych nadorti mozku®''. Pro uplnost
je mozné doplnit, Ze tento enzym nasel uplatnéni i ve vete-
rinarni praxi, napiiklad pti 1é¢bé skotu s bovinni virovou
leukosou'?. B&hem t&chto terapii L-ASNasou je vyuZito
skute¢nosti, Ze L-asparagin patfi k proteinogennim amino-
kyselinam, nezbytnym pro biosyntézu proteinti a dalsi
bunécné procesy. Piestoze se jedna o neesencialni amino-
kyselinu a v lidském organismu je tato aminokyselina
pfimo syntetizovana, mnoho typid leukemickych nezralych
bunék je citlivych na nizkou hladinu L-asparaginu ve vnéj-
§im prosttedi'>'*. Divodem je skuteénost, Ze neoplastické
buriky, na rozdil od zdravych bunék, maji nizkou produkci
enzymu L-asparaginsynthetasy a postradaji tak schopnost
syntetizovat L-asparagin v dostatecném mnozstvi na po-
kryti potfeb rychlého rlistu a nekontrolované proliferace
a nedokazi dostatecné rychle reagovat na L-asparaginovou
deprivaci'™'®. Je uvadéno, Ze v krvi je nejb&znéji udrzova-
na hladina L-asparaginu v rozmezi 40-80 pmol 1" (cit.'”),
miiZe se viak pohybovat od jednotek ke stovkam pmol 1™
u zdravych jedinci. U pacienti s ALL nelécenych
L-ASNasou naopak hladina L-asparaginu stoupa
k jednotkim az stovkam mmol I"" (cit.'"®"). Uginkem
vhodnych L-ASNas muze dojit ke snizeni koncentrace
L-asparaginu vkrvi aZ na méné nez 0,1-3 pmoll”
(cit.'*"), coz vede k nutri¢ni deprivaci, zastaveni proteo-
syntézy a proliferace a nasledné k apoptoze leukemickych
bungk®'.

Syntéza L-asparaginu de novo ve zdravych bunkach
zaCind pomoci enzymové transaminace (schéma 2). Pre-
kurzorem biosyntézy L-asparaginu je oxalacetat, ktery
v pfitomnosti transaminasy reaguje s L-glutamatem za
vzniku L-aspartatu a 2-oxoglutaratu. L-Aspartat poté rea-
guje  sL-glutaminem za  vzniku  L-asparaginu
v ATP-dependentni reakci, ktera je katalyzovana L-aspara-
ginsynthetasou®. Z vy3e uvedenych informaci vyplyva, ze
dostatecna aktivita L-asparaginsynthetasy také souvisi
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s dostateénym zdrojem ATP (cit.'**). V této souvislosti je

nutné vyzdvihnout selektivni ptisobeni L-ASNasy na na-
dorové builky oproti neselektivnimu plisobeni jinych tera-
peutik®.

Z hlediska VyuZiti v lékatstvi jsou v souéasné dobé
ky vyznacuji vysokou aﬁnltou kL- asparagmu a relativné
nizkou afinitou k L-glutaminu®. A¢koli jsou tyto enzymy
v 1é€b¢ nadorovych onemocnéni vyuzivany jiz ptes 40 let,
dostupné jsou na farmaceutickém trhu preparaty obsahujici
L-ASNasy pouze ze dvou bakteridlnich zdrojl, konkrétn€ se
jedna o preparaty obsahujici nativni L-ASNasu z Escherichia
coli (nativni a pegylovand forma) a z Erwinia chrysanthe-
mi (dale zminovana v tomto ¢lanku jako Dickeya dadantii,
pfejmenovana v roce 2005 laboratoti Laboratory of Geno-
mic Evolution at the University of Wisconsin®*). Vzhle-
dem k bakterialnimu ptivodu téchto enzymi je jejich vyu-
ziti spojeno s fadou nezadoucich ucinkd, jak bude popsano
v nasledujici kapitole.

Jednou zrozhodujicich charakteristik pro moznost
efektivniho vyuziti L-ASNas v1écbé ALL je afinita
k substratu. Zjednodusen¢ lze tedy fict, Ze je nutné, aby se
hodnota jejich Michaelisovy konstanty (Ky) reakce vyuzi-
vajici L-asparagin jako substrat pohybovala v fadech
umol I'" (viz koncentrace L-asparaginu v krvi). To spliiuji
oba vySe zminované enzymy, konkrétn¢ byla hodnota Ky
pro L-ASNasu z E. coli stanovena na 15 pmol I (cit.),
u enzymu z D. dadantii pak na 58 pmol I (cit.?®).

Pro objev antineoplastickych ucinkti L-ASNasy byl
dalezity rok 1922 (cit.”’), ve kterém byla zjisténa piitom-
nost L-ASNasy v morcecim séru. Tato L-ASNasa byla
poprvé tspésné testovana v roce 1966 u déti trpicich ALL
(cit.?®). Prvnim lékem na 1é¢bu ALL schvélenym americ-
kym Utadem pro kontrolu potravin a 1é&iv (FDA) byl
vroce 1978 Elspar®, ktery obsahoval nativni L-ASNasu,
izolovanou z E. coli****. Dnes je vsak jiz nedostupny,
nebot byl stazen z trhu v souvislosti s problémy s vyrobou
anovymi piisn&j$imi podminkami schvalovani 1é&iv?!.
V roce 1985 bylo schvaleno 1é¢ivo s nativni L-ASNasou
z D. dadantii (Erwinase®)™ a v roce 1994 bylo schvaleno
lé¢ivo Oncaspar™ obsahujici L-ASNasu konjugovanou
spolyethylenglykolem (PEG) (tzv. pegylované L-ASNasa).

cvwr

a zaroveti delstho biologického polodasu®™¢. Piehled

dalsich preparatt, se kterymi je dnes mozné se setkat na
svétovém trhu, je uveden v tabulce L.

V soucasné dobé je 1écba ALL velmi komplexnim
procesem, ktery zahrnuje, v rdmci chemoterapie, 6 a vice

0 transaminasa 0 L- asparaglnsynthetasa 0O
- 3 » - NH
O)Hl/\!fo 77N O)kl/\!fo / 2
+ +
o o L-glutamat  2-oxoglutarat NHz O L-glutamin L-glutamét NH; O
oxalacetat L-aspartat ATP AMP + PP; L-asparagin

Schéma 2. Schéma mechanismu de novo syntézy L-asparaginu
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Tabulka I
Prehled komerénich 1é¢iv obsahujicich L-asparaginasu
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Plivod enzymu Obchodni nézev preparatu (forma)

Schvéleni Poznamka

rok, instituce, region

Escherichia coli Elspar® (cit.*®) (nativni)

1978, FDA, USA V roce 2012 ukoncena vyroba

Kidrolase® (cit.”") (nativni)

1974, Francie Genericka forma ptipravku

Elspar”

Oncaspar® (cit.*®) (pegylovana)

1994, FDA, USA
2016, EMA, Evropa®

0d 2006 doporucena FDA
k uzivani v prvni linii

Leunase® (cit.”®) (nativni)

1971, PMDA Genericka forma piipravku
(od roku 2004), Elspar®, od roku 2013
Japonsko produkovana v upraveném

kmeni E. coli”®

Spectrila® (cit.*’) (nativni,
rekombinantni)

2015, EMA, Evropa®

Asparlas® (cit.*") (pegylovana)

2018, FDA, USA

Dickeya dadantii Erwinase® (cit.***) (nativni)

1985, MHRA, UK
2011, FDA, USA

Pro pacienty vykazujici
hypersenzitivitu na
L-ASNasu z E. coli

Rylaze® (cit.**) (nativni,
rekombinantni)

Produkovana v Pseudomonas
fluorescens

2021, FDA, USA

* Pro zjednoduseni je v tabulce pouzit jako region pro Evropskou agenturu pro 1é¢ivé ptipravky (EMA) Evropa, oviem
EMA ma ve skutecnosti platnost pro staty Evropské unie a jmenovité Island, Lichtenstejnsko a Norsko

1é&ivych piipravki®’. Terapie zahrnuje aplikaci L-ASNasy
z E. coli & D. dadantii*® v kombinaci s jinymi 1éky, jako je
vinkristin nebo dexamethason (v zavislosti na fazi 1é¢by)*,
a v kombinaci s radioterapii*’.

2.2. Vedlejsi G&inky

Lécba pomoci L-ASNasy miize vést k mnoha zavaz-
nym vedlej$im acinkdm. Zavaznost vedlejSich G¢inkd se
muze u jednotlivych pacientli vyrazné lisit a zavisi mimo
jiné i na tom, jestli je simultinné podstupovana 1écba
ijinymi 1éky ¢i radioterapii. Mezi nejb&zngjsi vedlejsi
ucinky je zahrnovana alergicka reakce, nevolnost, horecka
a toxicita pro centralni nervovy systém®®*!,

Rada téchto nezadoucich uéinki je pfipisovana sku-
teCnosti, Ze jsou tyto enzymy schopné krom¢ L-asparaginu
vyuzivat jako substrat i L-glutamin'**. L-Glutamin je ma-
joritnim transportnim zdrojem amoniaku pro mnoho bio-
syntetickych reakci, atak dlouhodoby pokles hladiny
L-glutaminu v plasmé naruSuje biochemické funkce,
zejména jater™. Tyto vedlejsi Gginky Gasto znemoziuji
dokonéeni celého 1é&ebného procesu vedouciho k remisi®.
Vyvstava vsak otazka, zda by terapeuticky index (pomér
davky 1é¢iva vyvolavajici toxicitu ku davce 1é¢iva vyvola-
vajici 1é¢ebny efekt) L-ASNasy mohl byt zvySen snizenim
¢i uplnym odstranénim L-glutaminasové aktivity pouzitého
enzymu, nebo zda by se tim imérmné také snizil protirako-
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vinny u¢inek. V odborné literatufe je totiz mozné vysledo-
vat i teorie, které naopak hovoti o podporujicim terapeu-
tickém ucinku L-glutaminasové aktivity, nebot’ pfi plisobe-
ni L-asparaginsynthetasy je L-glutamin nezbytnym donorem
aminoskupiny pro syntézu L-asparaginu’’. Chan W. K.
a spol.”® formulovali ve své publikaci teorii, podle které
nékteré rakovinné bunky jsou citlivé na absenci L-aspara-
ginu kvili nepfitomnosti L-asparaginsynthetasy, tudiz
L-glutaminasova aktivita nepodporuje antineoplasticky
minasovou aktivitou. Pokud se vSak jednd o typ nadoru,
u kterého buiiky aktivni L-asparaginsynthetasu maji, ale
jsou citlivé na nepfitomnost L-asparaginu, L-glutaminaso-
vé aktivita antineoplasticky G¢inek L-ASNasy podpoii®.

Pro tplnost je nutné dodat, ze enzymy vyuzivané
v soucasné praxi vykazuji krom¢ L-asparaginasové aktivi-
ty téz aktivitu L-glutaminasovou (hodnota Ky L-ASNasy
z E. coli pro reakci vyuzivajici L-glutamin jako substrat je
3,7 mmol I'', L-ASNasy z D. dadantii 10,3 mmol I"'(cit.**)).
Koncentrace L-glutaminu v krvi je piiblizng 0,5-0,8 mmol I"*
(cit.*). Nicméng, pro jasny zavér o piitomnosti L-glutami-
nasové aktivity v 1éCivech je bezpochyby nezbytny dalsi
vyzkum.

Dalsim hojné diskutovanym problémem pouziti vyse
zminovanych L-ASNas v medicing je jejich cizorody pi-
vod. V8echna lé¢iva na trhu obsahuji L-ASNasu pochéze-
jici z bakterialnich zdroj, a proto mohou v lidském orga-
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nismu vyvolat nezadouci reakci imunitniho systému, ve-
douci knemoznosti uzivat L-ASNasu dlouhodobé C¢i
v nékterych pfipadech dokonce dokoncit zahdjenou 1écbu.
Jednou z jiz dfive zminénych moznosti sniZeni imunogeni-
ty nativni L-ASNasy je zastinéni jeji struktury pro imunitni
systém pfipojenim molekul PEG, které snizi schopnost
rozpoznani enzymu makrofagy a navic vedou ke zpomale-
ni degradace podaného enzymu***’. Reakce protilatek
s antigennimi strukturami proteinu nemusi vyvolat jen
pfehnanou reakci imunitniho systému, nybrz pouze protein
tiSe deaktivovat, ¢imz se stava 1écba pomoci L-ASNasy
neucinnou a vznikd tak rezistence vic¢i dané L-ASNase
(cit.*"). Navic jsou komeréné schvéleny pouze dva zdroje
L-ASNas (viz vySe), coz predstavuje zna¢né omezeny
vybér, ktery by mél byt do budoucna rozsifen o nové
L-ASNasy z jinych zdrojl, pfipadné jejich fizen¢ mutova-
né formy s vyhovujicimi vlastnostmi.

2.3. Dalsi aplikace v mediciné

Kromé dlouhodobé vyuzivané protinadorové aktivity
byly neddvno u L-ASNas popsany moznosti vyuziti
i v daldich medicinskych aplikacich'®. Publikovany byly
napiiklad studie upozoriiujici na potencial L-ASNasy
v 1é¢b¢ infekénich a autoimunitnich onemocnéni®®.

V souvislosti s moznym vyuZitim pfi terapii infeké-
nich onemocnéni byla studovana bakterie Streptococcus
pyogenes patfici do skupiny oznacované jako ,,Group A
Streptococcus® (GAS). Tato bakterie zplisobuje onemoc-
néni sriizné zavaznym pribéhem’. GAS po piilnuti
k hostitelské bunice produkuje toxiny (streptolysiny) zpi-
sobujici stres endoplasmatického retikula, coz se mimo
jiné projevuje zvySenou expresi genu pro L-asparagin-
synthetasu, ¢imz dojde ke zvyseni produkce aminokyseli-
ny L-asparaginu, kterd indukuje proliferaci a riist GAS.
Bez této aminokyseliny se neexprimuje zhruba 17 % gent
GAS (cit.*). Zde se nabizi vyuziti 1é¢ivého piipravku
obsahujiciho L-ASNasu, u které byla prokazana schopnost
potlacit rist patogenu GAS v mySim modelu lidské bakte-
riémie (bakterie pfitomné v krevnim ftecisti) a také v lidské
krvi®. T dalii patogenni bakterie, napiiklad Clostridium botu-
linum, Listeria monocytogenes nebo Staphylococcus au-
reus, obsahuji toxiny podobné streptolysinim. Neni tedy
vylouceno, Ze by piipravky s L-ASNasou mohly byt u¢in-
né i pii terapii dalich infek&nich onemocnéni®.

L-ASNas ovliviiovat imunitni odpovéd’ lidského organis-
mu. Konkrétné se jednd o imunosupresivni a proti-
zanétlivy ¢inek>. Probéhly jiz i prvni testy naznadujici
moznost vyuZziti pegylované L-ASNasy z E. coli pii 1é¢bé
autoimunitnich onemocnéni. V tomto piipad€ se jednalo
o revmatoidni artritidu, jejiz 1écba byla testovana na my-
§im modelu s artritidou indukovanou kolagenem®. Ukézalo
se, Ze podani této L-ASNasy potlacilo buné¢nou imunitni
odpovéd B-lymfocyti zprostiedkovanou pomocnymi
T-lymfocyty. U humoralni imunitni odpovédi bylo zazna-
menano niz§i mnozstvi protilatek tvofenych B-lymfocy-
ty'®. Toto je v souladu se zji§ténim, e na virulenci bakte-
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rie Salmonella typhimurium se podili jeji L-ASNasa, jejiz
mechanismus nebyl doposud zcela objasnén. Extracelular-
ni doména receptoru T-lymfocytu obsahuje variabilni cast
odpovidajici antigenni struktufe, kterd je nejcastéji sloZzena
z heterodimeru alfa a beta fetézce. Bylo zjisténo, Ze
L-ASNasa ze S. typhimurium brani modulaci beta fetézce,
&¢imz se snizuje odpovéd T-lymfocyta®.

V jedné studii byly popsany dokonce i antivirové
ucinky L-ASNasy, konkrétné u viru Coxsackie B3, kde
L-ASNasa izolovana z fasy Spirulina maxima nevysvétle-
nym mechanismem bréanila adsorpci viru na povrch buriky
a jeho penetraci dovniti®.

3. Vyuziti L-asparaginas v potravinarstvi

Své vyuziti nalezly 1L-ASNasy i v potravinarském
primyslu, a to konkrétn€ pfi snizovani mnozstvi akrylami-
du v tepelné zpracovanych potravinach. Jiz vice nez pil
stoleti se vi o neurotoxickych tw&incich akrylamidu®?
a desitky let je také oznaCovan jako potencidlni karcino-
gen***. Avsak do havérie ve Svédsku (r. 1997), béhem
niz bylo do zivotniho prostfedi béhem vystavby Zeleznic¢-
niho tunelu nest’astné vypusténo velké mnozstvi akrylami-
du, nebyl akrylamid spojovan s potravinami. Kontaminace
vody, thyn velkého mnozstvi zvifat, medialni zajem
a panika mezi vetejnosti vedly nejprve ke stazeni potravin
z dané lokality a nasledné k vzbuzeni z4jmu o monitoring
akrylamidu v potravinach. Tim vSak bylo zjiSténo, Ze né-
které potraviny i mimo danou oblast obsahuji vyssi hladi-
ny akrylamidu. Postupné se diky védeckému zkoumani
objasnil mechanismus, kterym akrylamid v potravinach
vznikd, aod roku 2002 je snaha ve spolupraci
s organizacemi, jako je WHO (World Health Organization),
EFSA (European Food Safety Authority) ¢i FAO (Food
and Agriculture Organization), omezit mnozstvi akrylami-
du v potravinach pomoci legislativy, v niz se ke kazdé
komodité vztahuji riizna doporucéeni k postupu zpracovani
surovin a specifické limity k obsahu akrylamidu®.

Podstatou vyuziti L-ASNasy v potravinafstvi je tedy
snizeni koncentrace L-asparaginu, ktery se v potravinach
pfirozen¢ vyskytuje a miize (za urcitych podminek) slouzit
jako prekurzor pro vznik akrylamidu — neurotoxinu a po-
tencialniho karcinogenu®~**’". Nebezpe¢i vzniku akryla-
midu hrozi u potravin bohatych na sacharidy zpracovava-
nych pfi vysokych teplotich (obvykle se udava teplota
vyss$i nez 120 °C) anizké vlhkosti, jako jsou hranolky,
bramborové lupinky, pekarenské vyrobky, snidaiiové cere-
alie & prazena kava®®. V procesu nazyvaném Maillardo-
va reakce dochdzi kreakci L-asparaginu s redukujicimi
sacharidy a vysledkem sledu nékolika reakci je vznik
akrylamidu. Zaroven vSak Maillardova reakce slouzi
ke vzniku fady dal$ich sloucenin, které jsou naopak zada-
né vzhledem k jejich senzorickym vlastnostem™®.

V soucasné dobé jsou provozovatelé potravinarskych
podnikit v Evropé povinni se fidit nafizenim Komise EU
2017/2158, které stanovuje opatieni pro snizeni pfitom-
nosti akrylamidu v potravinach®. Existuje cela fada pfi-
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stupt, diky kterym je mozné sniZzovat mnozstvi akrylami-
du ve finalnich vyrobcich. Patii mezi né¢ vybér vhodnych
surovin, pfiddvani fady riznych aditiv ¢i zména vyrobnich
podminek, naptiklad teploty ¢i pH. Nicméné pouZiti téchto
metod ma cCasto za nasledek zménu kvality kone¢ného
vyrobku, kterd je patrné na jeho chuti ¢i vzhledu. Vyhodu
vyuziti L-ASNas vidi fada odbornikii pravé ve skuteénosti,
Ze pii vyuziti této enzymové metody nedochazi k negativ-
nimu ovlivnéni pozadovanych vlastnosti vyrobku. Zaro-
veil byla prokédzana moZnost redukce mnozstvi akrylamidu
pomoci L-ASNas v n&kterych piipadech az 0 90 % (cit.>®).

Jako ptiklady praktického vyuZiti L-ASNas v potra-
vinafstvi bychom radi zminili na trhu dostupné pfipravky
fady PreventASe®™ a Acrylaway®™, které obsahuji L-ASNasy
pavodem z Aspergillus niger a Aspergillus oryzae®'.

Produkty pod oznatenim PreventAse® vyrabi firma
DSM z Nizozemi. Optimalni pH pro aktivitu téchto pfi-
pravkl se pohybuje v kyselejsi oblasti (pH 4-5), teplotni
optimum preparatu je pfiblizné 50 °C. Schopnost piipravku
Stépit L-asparagin a tim snizit mnozstvi vzniklého akryl-
amidu byla popsana v n€kolika studiich s riiznymi potravi-
néafskymi vyrobky® ®%. O3etieni pseni¢no-ovesného boch-
niku chleba pomoci tohoto ptipravku po dobu 15 min
pfi 32 °C pted pecenim vedlo ke sniZeni vzniklého mnoz-
stvi akrylamidu o 46 % (cit.*®). Rotmann a spol.®! se roz-
hodli studovat pouziti L-ASNasy pro snizeni mnoZstvi
L-asparaginu pfi pfipravé smazenych hranolki podle pri-
myslovych standardd. Nejlepsi vlastnosti pro dany postup
vykazoval ptipravek PreventAse L®. Piipravek byl apliko-
van po blansirovacim kroku v riznych koncentracich
a ponechan pusobit po dobu 1 min pfi 60 °C. Ve vysledku
doslo ke snieni akrylamidu az o 59 % (cit.®"). Potencial
ptipravku z Nizozemi byl nové studovan také pfi pfiprave
tésta na pizzu®. V praci byly pouzity rizné formulace
ptipravku PreventAse® pod oznadenimi M, W a XR-BG,
které byly pfidany do tésta. V tomto prfipadé r-ASNasa
pusobila po celou dobu hnéteni tésta (fadoveé v hodinach).
Pfi aplikaci formulace XR-BG (vyvinuta pro pouziti
v prostiedi o vyssich hodnotach pH) doslo vlivem $tépeni
L-asparaginu ke sniZzeni vzniku akrylamidu asi o0 89 % a po
pfidani ptipravkl M a W byl sniZen obsah akrylamidu
dokonce pod detekovatelnou mez®.

Piipravky fady Acrylaway® vyrabi firma Novozymes A/S
z Danska. Enzymy obsazené v téchto pfipravcich vykazuji
nejvyssi aktivitu pii pH 6-7 a teploté kolem 60 °C.
Uginky téchto piipravki byly také popsany v nékolika
studiich® %, Podobn& jako u produktu PreventAse®, i zde
byl pfipravek testovan pii pfipravé smazenych hranolkl
po blangirovacim kroku®. V této studii bylo dosaZeno
60% snizeni mnozstvi vznikajiciho akrylamidu po pisobe-
ni enzymového ptipravku pii 40 °C po dobu 20 min. Jako
priklad studie zabyvajici se ucinkem piipravku Acryl-
away”™ na mnoZstvi L-asparaginu v kavovych bobech mize
slouzit prace autor Porto a spol. (cit.*). Osetienim kavo-
vych bobli bylo dosazeno sniZzeni obsahu L-asparaginu asi
0 30 %. Diky experimentiim v jiné studii zaméfené také na
snizeni obsahu L-asparaginu v kdvovych bobech bylo do-
sazeno poklesu obsahu akrylamidu po prazeni kavy az
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077 % (cit.®®). Z obou téchto studii vyplyvé, Ze je mozné
snizit obsah L-asparaginu i v takto pevnych matricich, jako
jsou kavové boby, ale je nutné predradit krok, kterym se
zvy$i dostupnost L-asparaginu pro L-ASNasu (byla zvole-
na preduprava bobli horkou pérou).

Kromé aplikace volného izolovaného enzymu byl
navrzen 1 pfistup zalozeny na pouziti celych bun¢k. Firma
Kerry prfisla ve spolupraci s Rennaissance BioScience
Corp. vroce 2019 na trh s vyrobkem Acryleast®, ktery
obsahuje pekaiské kvasinky®. V roce 2022 firma uvedla
na trh produkt pod nazvem Acryleast Pro™ vykazujici vice
nez dvojndsobnou L-asparaginasovou aktivitu oproti pii-
vodnimu produktu67. Tyto kvasinky byly $lechtény pomo-
ci adaptivni evoluce za ucelem ziskani varianty
s L-ASNasou, ktera by fungovala i za podminek pfipravy
potravin (napt. kynuti tésta). Bézn¢ totiz kvasinky
L-asparagin pfitomny v surovinach nestépi, nebot’ vyuzi-
vaji dostupngjsi zdroje dusiku®®. Vyuziti aktivity tohoto
pfipravku obsahujiciho celé buiiky je samoziejmé mozné
pouze pro pripravu potravinarskych vyrobki, u kterych se
vyuziva €innosti pekafskych kvasinek. Zaroven vsak jde
ovelmi elegantni zpisob, ktery nevyzaduje zmény ve
vyrobnim procesu a zarovei neovliviiuje chut ani dalsi
vlastnosti kone¢ného vyrobku.

Z vyse zminénych informaci 1ze vyvodit, ze kromé
diive vyjmenovanych faktort (pH, teplota atd.), které
ovliviiyji vysledné snizeni obsahu akrylamidu v kone¢ném
vyrobku, je nutné ptihlédnout i k technologickému postu-
pu, ktery je pro ptipravu konkrétniho vyrobku vyuzivan.

4. Metody stanoveni aktivity L-asparaginas

Popsana technologické vyuziti L-ASNas se neobejdou
bez stanoveni aktivity enzymovych preparatt a také kon-
centrace volného L-asparaginu. Pro méfeni aktivity
L-ASNasy byly vyvinuty a popsany rizné metody, pfi-
¢emz tyto metody spocCivaji hlavné ve stanoveni mnozstvi
produktt reakce katalyzované témito enzymy, tedy amoni-
aku nebo kyseliny L-asparagové'. Amoniak uvolnény bé-
hem asparaginasové reakce lze stanovit Berthelotovou
metodou, reakci s Nesslerovym ¢inidlem, s indofenolem®
nebo je mozné detekovat amoniak iontove selektivni elek-
trodou’. Vzniklou L-asparagovou kyselinu lze stanovit
napt. pomoci HPLC (cit.”"), cirkuldrniho dichroismu’
nebo reakci s hydroxylaminem a chloridem Zelezitym.
Jiné metody stanoveni L-asparaginasové aktivity vyuzivaji
alternativnich ~ substrati:  5-diazo-4-oxo-L-norvalinu,
L-asparagova kyselina-f-7-amido-4-methylkumarinu
a p-hydroxamétu kyseliny L-asparagové™.

Pfi vyuziti L-ASNas v medicing i v potravinafstvi je
hodnocena nejen aktivita enzymového preparatu, ale
i mnozstvi nerozstépeného L-asparaginu po aplikaci prepa-
ratu, coz urcuje jeho efektivitu a tedy pouzitelnost. K ana-
lyze mnozstvi pfitomného L-asparaginu se v soucasné
dobé¢ vyuziva vysokotlaké chromatografie, coz je ale pii-
strojové i &asové naroéna metoda’.
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Nalezeni jednoduché, rychlé, snadno kvantifikovatel-
né a dostatecné citlivé metody, nejlépe za pouziti netoxic-
kych sloucenin, by nepochybné vedlo k rozvoji dalsi ob-
lasti vyuziti L-ASNas, a to konkrétn€ pii konstrukci bio-
senzord'®’®, Rada védeckych tymi se zabyva moznosti
vytvofeni biosenzorG obsahujicich L-ASNasu, pomoci
kterych by bylo mozné sledovat hladinu vr-asparaginu
v krvi v prabéhu onkologické 1é¢by’. Zaroveii by obdobné
vyuziti mohly nalézt tyto biosenzory i v potravinaiském
primyslu, kde by slouzily k rychlému ovéreni mnozstvi
volného L-asparaginu ve vstupnich surovinach, u nichz
hrozi riziko vzniku akrylamidu b&hem zpracovéni®.

5. Zavér

V tomto kratkém piehledovém c¢lanku jsme se snazili
pfiblizit a shrnout moznosti vyuziti L-ASNasy ve zdravot-
nictvi i potravinarském pramyslu. Jak je patrné, tyto enzy-
my maji velky potencil pro rfizné obory, ktery se dosud
nepodafilo plné¢ vyuzit. Soucasny vyzkum se proto zame-
fuje hlavné na optimalizaci parametrli rekombinantni pro-
dukce a purifikace téchto enzymi a zaroven na charakteri-
zaci L-ASNas z novych zdroja, které by mohly poskytnout
enzymy s vlastnostmi vyhodnéj§imi pro medicinskou ¢i
biotechnologickou aplikaci. Pozadu nezlstavaji ani mo-
derni techniky genového inzenyrstvi, diky kterym je moz-
né modifikovat vlastnosti jiz znamych enzymt uméle,
ptipadné pribliZit jejich strukturu lidské L-ASNase a snizit
tak nezadouci vedlejsi G¢inky vznikajici v dasledku cizo-
rodého pivodu enzymi vyuzivanych v soucasné dob¢.

Zkratky

L-ASNasa L-asparaginasa

ALL akutni lymfoblasticka leukémie

GAS ,,Group A Streptococcus*

EMA Evropska agentura pro 1é¢ivé ptipravky

FDA Utad pro kontrolu potravin a 1é&iv

Ku Michaelisova konstanta

MHRA Regulacni Gfad pro 1€ky a zdravotnictvi

PEG polyethylenglykol

PMDA Agentura pro 1é¢iva a zdravotnické piipravky
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84.

L. PejSkova, K. LouZecka, T. Podzimek,
and E. BeneSova (Department of Biochemistry and Micro-
biology, University of Chemistry and Technology, Prague,
Czech Republic): L-Asparaginases and Their Potential
in Biotechnology and Medicine

L-Asparaginase (EC 3.5.1.1) is a key enzyme that
hydrolyzes L-asparagine to L-aspartic acid and ammonia.
This feature of L-asparaginase is used in anti-cancer thera-
py to inhibit protein synthesis in cancer cells. Therefore,
L-asparaginase is used as a basis for chemotherapy to treat
patients with acute lymphoblastic leukemia in pediatrics.
Commercial L-asparaginases for healthcare applications
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are mainly obtained from Escherichia coli and Erwinia
chrysanthemi (renamed to Dickeya dadantii). However,
the high prevalence of adverse effects complicates
the long-term clinical use of L-asparaginase, and therefore
current research focuses on the search for new enzymes or
on modifying the properties of enzymes already known.
At the same time, L-asparaginase has become indispensa-
ble for the food industry in recent years, when it had been
recognized as one of the possible tools for removing
L-asparagine from foods that are at risk of acrylamide
formation during thermal processing. This review pro-
vides an overview of the current use of L-asparaginase and
its pitfalls.

Full text English translation is available in the on-line
version.

Keywords: L-asparaginase, acute lymphoblastic leukemia,
acrylamide, biosensor, biological anti-cancer treatment
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