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Abstrakt

Nitrilasy jsou enzymy, jeZ katalyzuji hydrolyzu nitrild na karboxylové kyseliny. Pro svou
chemo- a enantioselektivitu maji tyto enzymy velky potencial pro vyuZiti v biokatalyze,
napt. pii syntéze kyseliny mandlové a mandelamidu, nebo bioremediaci mist
kontaminovanych organickymi nitrily. V této praci byla studovéana nitrilasova aktivita
rekombinantnich kmenl E. coli exprimujicich hypotetické fungalni nitrilasy z hub
Giberella moniliformis a Nectria haematococca mpV1 77-13-4 a schopnost bakterii rodu
Rhodococcus a  Nocardia hydrolyzovat benzonitrilové herbicidy dichlobenil
(2,6-dichlorbenzonitril),  ioxynil  (3,5-dijod-4-hydroxybenzonitril) a  bromoxynil
(3,5-dibrom-4-hydroxybenzonitril). Hypotetické fungalni nitrilasy byly exprimovany jako
funkéni enzymy. Nitrilasa z G. moniliformis vykazovala nejvyssi aktivitu k benzonitrilu
(30,9 U/mg proteinu); pii kultivaci byla ziskana aktivita 2560 U/l bunétné suspenze.
Preferovanym substraitem enzymu z N. haematococca byl fenylacetonitril (12,3 U/mg
prot.), celkem bylo ziskdno 28050 U/l bunécné suspenze. Nitrilasa z N. haematococca byla
schopna hydrolyzovat mandelonitril (5,9 U/mg prot.). Pidni bakterie Rhodococcus
rhodochrous PA-34, Nocardia globerula NHB-2 a Rhodococcus sp. NDB 1165
hydrolyzovaly herbicidy ioxynil, bromoxynil a chlorovany analog 3,5-dichlor-4-
hydroxybenzonitril (chloroxynil) (0,5 mM). Produkty reakce byly izolovany a
identifikovany jako pfislusné substituované benzoové kyseliny. Reakéni rychlost klesala v
potfadi benzonitril > chloroxynil > bromoxynil > ioxynil. Po 20 h inkubace byla
pozorovana téméf kompletni konverze chloroxynilu a bromoxynilu; ioxynil byl
transformovan jen cca z 60 %. Zadny z kmenti Rhodococcus a Nocardia nehydrolyzoval

dichlobenil.

Klicova slova: Nitrilasa, Rhodococcus, Nocardia, Gibberella moniliformis, Nectria

haematococca



Abstract

Nitrilases are enzymes which catalyze the hydrolysis of nitriles to corresponding
carboxylic acids. These enzymes have a great potential in biocatalysis, for example in the
synthesis of mandelic acid and mandelamide, because of their chemo- and
enantioselectivity. As bioremediation agents they are also applicable to sites contaminated
with organic nitriles. In this work, activities of recombinant strains of E. coli expressing
hypothetical nitrilases from fungi Giberella moniliformis and Nectria haematococca mpVI
77-13-4 were studied, as well as the biodegradation potential of bacteria from
Rhodococcus and Nocardia genera towards benzonitrile herbicides dichlobenil
(2,6-dichlorobenzonitrile), ioxynil (3,5-diiodo-4-hydroxybenzonitrile) and bromoxynil
(3,5-dibromo-4-hydroxybenzonitrile). The hypothetical fungal nitrilases were expressed as
functional enzymes. Nitrilase from G. moniliformis showed highest activity towards
benzonitrile (30.9 U/mg protein), total activity yield was 2,560 U/l cell culture. The
preferred substrate of the nitrilase from N. haematococca was phenylacetonitrile
(12.3 U/mg prot.), total activity yield was 28,050 U/l cell culture. Nitrilase from M.
haematococca was also able to hydrolyze mandelonitrile (5.9 U/mg prot.). Soil bacteria
Rhodococcus rhodochrous PA-34, Nocardia globerula NHB-2 and Rhodococcus sp. NDB
1165 hydrolyzed ioxynil, bromoxynil and a chlorinated analogue 3,5-dichloro-4-
hydroxybenzonitrile (chloroxynil) (0.5 mM each). The reaction products were isolated and
identified as the corresponding substituted benzoic acids. The reaction rate decreased in
order benzonitrile > chloroxynil > bromoxynil > ioxynil. After 20 h of incubation almost
complete conversion of chloroxynil and bromoxynil was observed in all strains, while only
about 60 % of ioxynil was converted. None of the strains hydrolyzed dichlobenil.
(In Czech)

Key words: Nitrilase, Rhodococcus, Nocardia, Gibberella moniliformis, Nectria
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Uvod

Nitrilasy jsou enzymy, jez transformuji organické nitrily na pfislusné karboxylové
kyseliny. Tvofi skupinu blizce piibuznych enzymi s ¢asto odliSnymi biochemickymi
vlastnostmi. Rada téchto enzymi se vyznaduje §irokou substratovou specifitou, dalsi
nitrilasy maji vysokou specifitu pouze pro ne€kolik sloucenin. Vyznam téchto enzymu
v biologickych procesech dosud nebyl pln€ objasnén; jejich piirozené substraty rovnéz
nejsou znamy. Dobie prostudovand aktivita nitrilas k fadé primyslové a farmaceuticky
vyznamnym substratim vSak tyto enzymy piedurcuje k Sirokému vyuziti v biokatalyze
procestt chemické vyroby ¢i remediaci mist kontaminovanych nitrilovymi slou¢eninami

[1,2].

Vyhodou nitrilasou katalyzovanych reakci oproti klasické organické syntéze jsou mirné
podminky reakce (neutralni pH, laboratorni teplota), minimalizace vzniku vedlejSich

produkti a vysoka chemo- a enantioselektivita [3, 4, 5].

Moznosti pifipadnych aplikaci nitrilas jako biokatalyzatorti se v souc¢asné dobé neustale
rozSifuji, jednak jako Cist€ enzymové procesy, jednak v kombinaci s chemickou katalyzou.
Ptikladem mtize byt syntéza opticky Cisté kyseliny mandlové, mandelamidu ¢i kyseliny
glykolové. Pro praktickou aplikaci v primyslové vyrobé je vSak tfeba optimalizovat

reakéni podminky a vlastnosti biokatalyzatoru [6].

Nitrilasy s vhodnou substratovou specifitou maji také vysoky potencidl pro pouZiti
v bioremediaci mist zneciSténych nitrilovymi slou€eninami, jako napf. imobilizované
bunky bakterie Rhodococcus ruber, jez jsou schopny degradovat toxické pary akrylonitrilu

na akrylat amonny [7].

K polutantim Zivotniho prostfedi patii také organické pesticidy, jez tvofi jednu
z nejvétsich skupin chemickych latek rozsitovanych do Zivotniho prostiedi. Tyto latky jsou
aktivnimi substancemi riiznych piipravkd na hubeni $ktdct, které se pouzivaji po celém
svété v zemeédelstvi a k oSetfeni parkd, sadl a dalSich vefejnych prostranstvi [8].
Z nitrilovych sloucenin jsou to benzonitrilové herbicidy dichlobenil, bromoxynil a ioxynil.
Metabolity téchto latek se vyznacuji vySsi rozpustnosti ve vodé a v oblastech oSetfovanych
zminénymi herbicidnimi substancemi byvaji Casto detegovany ve spodnich vodach.

Komplexngj$i data o toxicité¢ téchto sloucenin a jejich metaboliti vSak zatim chybéji.



Negativni vliv na organismy spociva zejména v dlouhodobé expozici nizkym koncentracim
téchto latek. Jako v pfipadé dalSich pesticidl, kontaminované pidy a voda piedstavuji
nebezpeci pro organismy v dané oblasti a zdravi lidi, zejména pak jedna-li se o latky
s dobrou rozpustnosti ve vodé, u nichz se timto navic zvySuje riziko migrace. Tento
problém je tfeba feSit postupnym odstranovanim zminénych polutanti ze Zzivotniho
prostiedi. Jako nejlepSi feSeni zekologického a ekonomického hlediska se jevi
biodegradace in situ. Rozklad téchto xenobiotik v kontaminovanych ptidach a sedimentech
probiha pfirozené¢ pisobenim piitomnych mikroorganismt [9, 10]. Cilem dal$ich studii je
tedy zejména nalezeni vhodnych kmenl mikroorganismti a podminek, které povedou
k pozadovanému navySeni intenzity a efektivity biodegradacnich procesti. Prvnim krokem
degradace benzonitrilovych sloucenin je hydrolyza nitrilové skupiny. Z tohoto hlediska
maji znacny potencidl jiz zminéné bakterie rodu Rhodococcus, v jejichz rozsahlém genomu
byla prokézana ptitomnost genii kdédujicich nitrilasy a dalsi enzymy schopné transformovat

nitrilové slouceniny.



Cil prace

Cile této prace jsou shrnuty v nésledujicich bodech:

1.

Prostudovat vyznam ptidnich aktinobakterii pfi transformaci benzonitrilovych
herbicidi dichlobenilu, ioxynilu a bromoxynilu a ptipadné zhodnotit jejich
biodegradacni potencidl. K tomu ucelu byly vybrany tii ptdni izolaty z rodu

Rhodococcus a Nocardia, zastupci bézné se vyskytujicich ptidnich bakterii.

S pouzitim sekvenci znamych nitrilas jako templati najit v internetovych
databazich nové fungalni nitrilasy s vlastnostmi vyuZitelnymi v biokatalyze a
overit jejich aktivitu pomoci exprese v E. coli. Provést purifikaci a charakterizaci

téchto enzymad.
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Prehled literatury

Metabolismus nitrild

Bakterialni nitrilasy daly ndzev pocetné nitrilasové superrodin€, jez ma své zastoupeni
v rostlindch, zivociSich 1 houbéch. Patii sem enzymy ucastnici se mnoha biologicky
dalezitych procest, jako jsou syntéza signdlnich molekul, metabolismus vitamini a
koenzymi, detoxikace nizkomolekuldrnich xenobiotik a posttransla¢ni modifikace proteinti
[11, 12, 13, 14, 15, 16]. Nitrilasovou superrodinu tvofii tfinact hlavnich skupin enzymu:
mikrobialni nitrilasy (nitrilasy, kyanidhydratasy, kyaniddihydratasy), alifatické amidasy,
amino-terminalni amidasy, biotinidasy, B-ureidopropionasy, karbamoylasy, prokaryotni
NAD synthetasy, eukaryotni NAD synthetasy, apolipoprotein N-acyltransferasy, Nit a
NitFhit, NB11, NB12 a skupina nezafazenych enzymii. Tuto superrodinu proteint
charakterizuje typické affa-apfa uspofddani polypeptidovych podjednotek a
konzervovana skupina aminokyselin Cys, Glu, Glu, Lys v aktivnim mist¢ enzymu.
Enzymy, jez hydrolyzuji kyanid a organické nitrily byly studovany u rostlin i fady
mikrobialnich druhti [2, 5, 16, 17].

Nitrilasy, kyanidhydhydratasy a kyaniddihydratasy tvoifi skupinu blizce ptibuznych
enzymu. Jsou si relativné podobné v jak v sekvencich aminokyselin, tak v celkové
struktufe proteinu, avSak jejich katalytické vlastnosti se vyrazné 1iSi. Nitrilasy pfijimaji
jako substraty organické nitrily, pfiCemz jejich substratova specifita je ¢asto pomérné
Sirokda. Naproti tomu kyanidhydratasy a kyaniddihydratasy maji vysokou specifitu pouze

pro HCN (Obr. 1, nasledujici strana), k nitrilim je aktivita velice nizka [1].

Reakce, jiz se tato prace predevSim zabyva, je hydrolyza nitrilové skupiny. Ta mize byt
katalyzovéana jednak piimo nitrilasou, nebo ve dvou krocich, enzymy nitrilhydratasou a
amidasou (Obr. 1, nasledujici strana). Tyto enzymy jsou spolu s aldoximdehydratasami a
oxynitrilasami soucésti kaskadové metabolické drahy konverze aldoximii na karboxylové

kyseliny [3].
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R-CH=NOH
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HCONHz; = HCN » HCOOH
Kyanidhydratasa Kyaniddihydratasa

Obr.1: Biotransformace nitrila a kyanidu [1, 3]

Nitrilhydratasy

Nitrilhydratasy (NHasy, EC 4.2.1.84) na rozdil od nitrilas a amidas nepatii do nitrilasové
superrodiny a svou funkci spadaji do skupiny lyas [4, 5]. Katalyzuji pfeménu nitrila na
amidy. V dne$ni dobé€ nachazeji tyto enzymy vyznamné uplatnéni pii vyrobé akrylamidu,
nikotinamidu a 5-kyanovaleramidu [18]. Pii experimentech s kulturami Arthrobacter sp.
J-1 je na zacatku osmdesatych let objevili Asano a kol. [19]. Od té doby byla izolovana
fada mikroorganismti s NHasovou aktivitou, jejichz enzymy byly purifikovany a

charakterizovany [20].

Velky vyznam ma tento enzym pro organickou syntézu. U bakterie R. rhodochrous J1 byla
pfitomnosti mocoviny v Zivném médiu indukovana ve velkém mnozstvi (az 50% z celkové
rozpustné proteinové frakce) NHasa pfeménujici akrylonitril na akrylamid. Od roku 1991
se imobilizované bunky R. rhodochrous J1 vyuzivaji k vyrobé akrylamidu (pozdéji také
nikotinamidu) primyslové; akrylamidu se touto biokatalytickou cestou nyni vyrobi zhruba

25% z celosvétove produkce (95 000 tun ro¢né) [18, 21, 22, 23, 24].
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Bakterialni NHasy se skladaji ze dvou druht podjednotek (a, B). Holoenzymy jsou
heterooligomery, jez obvykle obsahuji dvé nebo Ctyii, ale nékdy také dvacet téchto
podjednotek [4]. V aktivnim centru bakteridlnich nitrilhydratas se nachézeji Zelezité nebo
kobaltité ionty [23], u houby Myrrothecium verrucaria byl v aktivnim centru prokazan ion

Zn*" [25].

Struktura aktivniho centra Fe’” NHasy byla dobfe popsana u enzymu skladajicich se ze
dvou podjednotek, exprimovanych bakteridlnimi kmeny R. rhodochrous R312 a N-771.
NHasa kmene R312 byla prvnim objevenym piipadem enzymu obsahujiciho nehemovy
Zelezity ion v nizkospinovém stavu [26]. V ptipadé¢ R312 bylo dale zjiSténo, Ze vSechny
ligandy zelezitého iontu jsou lokalizovany v podjednotce a. Jsou jimi tfi cysteinoveé
thiolaty a dva dusikové atomy, jeZ jsou soudasti proteinového fetézce. Sesta ligandova
pozice Zeleza je volna. Ligandy jsou rozmistény na péti vrcholech osmisténu obklopujiciho
zelezity ion. Motiv CXXCSC vazajici ion kovu se zda byt konzervovan ve vSech
sekvenovanych NHasach. Rentgenovéa krystalografickd analyza NHasy R. rhodochrous
N-771 ukézala, ze dva cysteinové ligandy jsou posttranslacné modifikovadny na cystein-
sulfinylovou kyselinu (Cys-SOOH) a cystein-sulfenylovou kyselinu (Cys-SOH), coz

ziejmé piispiva k vyjimeéné stabilité Fe*" centra [21, 27, 28].

Enzymaticka aktivita NHasy se d4 rovnéz ovlivnit svétlem (viz Obr. 2 na nasledujici
stran¢). Fotoreaktivni mechanismus nitrilhydratasy popsali Endo a kol. [29]. Svételné
zateni zde zptisobuje konformacni zménu podjednotky a tim uvolnéni endogenni molekuly
NO, jez je v klidovém stavu navazéana na zelezity komplex jako ligand. Uvolnénim NO se

enzym dostavé do aktivovaného stavu (1).
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Obr. 2: Reakéni mechanismus NHasou katalyzované reakce [21]

Ve srovnani s nitrilasou je specificka aktivita NHasy vyrazné vyssi, coz je pfipisovadno
zcela odliSnému reakénimu mechanismu tohoto enzymu. Presny reakéni mechanismus neni
dosud zcela objasnén, avSak bylo navrzeno jiz né¢kolik pravdépodobnych mechanismi [18].
Narozdil od nitrilas zde hydratace nitrilové skupiny probihd na iontu kovu, jez umoziiuje
ucinnéjsi katalyzu tohoto typu reakce. Ta mize byt podle Kobayashi a Shimizu [21]
rozdélena do tii krokt (Obr. 2). Nejdiive dochazi k vazbé pfeménovaného nitrilu blizko
OH skupiny nebo molekuly vody ligované na ion zeleza (2). Ve druhé fazi OH skupina
nebo molekula vody aktivovana bazi atakuje nitrilovy uhlik a vznikd imidat

R-C(-OH)=NH (3). Imidat ve tfetim kroku tautomerizuje na amid (4).

Jako u nitrilasy mliZe mezi substraty nitrilhydratas patfit fada alifatickych, alicyklickych,
(hetero)aromatickych a arylalifatickych nitrild. VétSinou se vSak jednda o spiSe mensi
molekuly (cca 228 A?) o vyhovujicim tvaru, jeZ je jesté vazné misto enzymu schopno
pojmout, ackoli u nitrilhydratas se zda byt problém geometrie molekuly mensi nez je tomu

u amidas [4].

Komeda a kol. [30] zjistili, ze pii kultivaci v pfitomnosti iontli kobaltu exprimuje
R. rhodochrous J1 dva typy nitrilhydratas. V médiu obsahujicim mocovinu je u tohoto

kmene indukovana NHasa o molekulové hmotnosti 520 kDa. S cyklohexankarboxamidem
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dochazi k indukci leh¢i (130 kDa) NHasy [23]. T€z$i enzymy zpracovavaji piredevSim
alifatické nitrily [31], zatimco substraty leh¢ich nitrilhydratas jsou aromatické nitrilové
slouc¢eniny [30]. Oba popsané typy NHas ve své molekule obsahuji kobaltity ion
v nizkospinovém stavu uloZeny v osmisténném ligandovém poli, pficemz zastoupeni
aminokyselin v okoli Co®" je podobné jako v piipadé Zeleza; konzervovana sekvence ma
potadi aminokyselin VCTLCSC [32]. T¢zsi NHasa rovnéz stoji za vySe popsanou
primyslovou vyrobou akrylamidu a nikotinamidu s vyuzitim bun¢k R. rhodochrous J1

[20].

Amidasy

Enzymy s amidasovou aktivitou katalyzuji hydrolyzu amidid za vzniku karboxylové
kyseliny a amonného iontu. U prokaryot i eukaryot se amidasy ucastni metabolismu
dusikatych latek. Podle katalytické aktivity se déli do dvou hlavnich skupin: 77 zastupct
spada do kategorie EC 3.5.1 (EC 3.5.1.1 — 3.5.1.77), 14 zastupcu tvoii kategorii EC 3.5.2.
[33]. Neékteré se specializuji na alifatické amidy, jiné katalyzuji pfeménu amidi
aromatickych kyselin a dal§i hydrolyzuji amidy a- nebo w-aminokyselin [20]. Amidasy
maji za ur€itych podminek rovnéz acyltransferdzovou aktivitu. Z této kategorie byly dobie
charakterizovany zejména bakteridlni acylamid amidohydrolasy metabolizujici alifatické

acylamidy [33].

Alifatickou amidasu ve své praci popsali Asano a kol. [34]. Amidasa byla purifikovana
z bunééného extraktu kmene Arthrobacter sp. J-1 kultivovaného v médiu obsahujicim
acetonitril. Diskovou gelovou elektroforézou byly zjistény dva proteiny o velikosti 300 a
320 kDa skléadajici se ziejmé z osmi identickych podjednotek o velikosti 39 kDa. Amidasa
katalyzovala stechiometrickou hydrolyzu acetamidu na kyselinu octovou a amonné ionty;
stejnou enzymatickou aktivitu vykazovala i u akrylamidu a propionamidu. Rovnéz byla

pozorovana acyltransferdzova aktivita — presun acylové skupiny amidu na hydroxylamin.

Aktivitu amidasy pfeménujici amidy aromatickych kyselin studovali Hirrlinger a kol. [35]
— z bakteridlnitho kmene Rhodococcus erythropolis MP50 byla izolovana a purifikovana
homogenni enantioselektivni amidasa o velikosti asi 480 kDa slozena z 61 kDa

podjednotek. Enzym selektivné hydrolyzoval fadu enantiomerti alifatickych a
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aromatickych amidi z pfislusnych racemickych smési, zejména pak téch, které v
molekuldch obsahovaly hydrofobni substituenty. Dochazelo rovnéz k hydrolyze a-amino

amidu, avSak bez enantioselektivniho ucinku.

Stelkes-Ritter a kol. [36] ve své studii popisuji peptidovou amidasu exprimovanou
mikrobidlnim kmenem Stenotrophomonas maltophilia, kdy byl izolovan enzym o
molekulové hmotnosti asi 38 kDa, hydrolyzujici C-terminalni amidové skupiny
peptidovych fetézcl, pficemz vnitini peptidové vazby zlstdvaji zachovany, stejné jako
amidové skupiny bocnich fetézcl, jednalo se tedy rovnéZ o enantioselektivni enzym

hydrolyzujici jen L-enantiomery v C-termindlni pozici.

Nékteré organismy produkuji amidasy se Sir§i substratovou specifitou. Naptf. Bhalla a
Kumar [37] ve své praci popisuji amidasu kmene Nocardia globerula NHB-2, jez kromé
tohoto enzymu exprimuje téz nitrilasu a NHasu. Bakterie vykazovala nitrilhydratasovou-
amidasovou aktivitu vici nasycenym alifatickym nitriliim, resp. amidim. Po piidavku
acetonitrilu do Zivného média byla zminénd aktivita pozorovana také u aromatickych
amidb. Siroké spektrum pfeménovanych substratil bylo popsano rovnéz u amidas bakterii
Rhodococcus sp. R312, jez hydrolyzuji L-a-amino amidy, alifatické amidy [38],
aryloxyamidy [39] nebo aryloxypropionamidy [40].

V aminokyselinové sekvenci amidas je vysoce konzervovan motiv GGSS, jez ma
pravdépodobné svou ulohu v katalytickém cyklu [33]. Amidasy s timto motivem ve svém
aktivnim centru obsahuji asparagin a serin [41]. Pfitomnost iontu kovu, konkrétné kobaltu
nebo zeleza je u amidas zdokumentovana jen v piipadé bakterii Klebsiella pneumoniae
[42]. Jelikoz byla u amidasy bakterie R. rhodochrous J1 pozorovana schopnost
stechiometricky pfemeénit nitrilovou skupinu na karboxylovou za uvolnéni amonného iontu

[43], ptedpoklada se, ze reakéni mechanismus je zde velmi podobny jako u nitrilas [20].
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Obr. 3: Reakéni mechanismus amidasou katalyzované reakce a) ptenos acylu na

hydroxylamin; b) hydrolyza [44, 31]

Karbonylovd skupina amidu rovnéz podléha nukleofilnimu ataku (Obr. 3) a vznika
tetrahedralni intermedidt a acyl-enzymovy komplex, ze kterého je posléze uvolnén amonny
ion a dochazi k hydrolyze na kyselinu. Pokud je pfitomen hydroxylamin, dochazi ke druhé

variant¢ reakce, kdy se uplatiiuje acyltransferdzova aktivita [45].

Nitrilasy

Nitrilasy jsou dnes jiz velmi dobife charakterizovanou skupinou enzyma (EC 3.5.5.1)
hydrolyzujicich nepeptidové C-N vazby. V nitrilasové superrodiné patii do prvni vétve
enzymu. Jejich Sirokd substratova specifita, v n€kterych ptipadech i vyborna chemo- a
enantioselektivita a schopnost hydrolyzy nitrila pfi laboratornich podminkach méa kromé
biodegradace velky vyznam pro produkci mnoha syntetickych organickych latek a léciv [5,

20].
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Prvnimi objevenymi enzymy svého druhu byly rostlinna nitrilasa katalyzujici pfeménu
indol-3-acetonitrilu na indol-3-octovou kyselinu, jez patii mezi vyznamné auxinoveé
hormony [46], a nitrilasa z rodu Pseudomonas hydrolyzujici ricinin (N-methyl-3-kyano-4-
methoxy-2-pyridon) [47]. Pozdé€ji byla rovnéz izolovana fada zejména pudnich
mikroorganismil vykazujicich nitrilasovou aktivitu, schopnych metabolizovat nékteré

prirodni i syntetické nitrily [20].

Obecné jsou nitrilasy inducibilnimi enzymy sklddajicimi se nej€astéji z jednoho,
vyjimecné dvou typl podjednotek, jez mohou byt rizné velikosti a poctu. VéEtSinou je pro

aktivaci nitrilasy potfeba asociace n€kolika téchto podjednotek [11].

Nitrilasy jednotlivych druhi mikroorganismii se pak mohou vyrazné liSit svou
molekulovou hmotnosti, jeZ zavisi na velikosti a po¢tu podjednotek. VéEtSina popsanych
nitrilas se skldda z polypeptidii o molekulové hmotnosti cca 40 kDa (32 — 45 kDa), jez
maji schopnost agregace za ucelem vytvoreni aktivni formy enzymu. Zda se, Ze nejbéznéjsi
formou enzymu je agregdt 6 — 26 podjednotek, pficemz nejmensi mozny pocet
podjednotek aktivni nitrilasy je 4. Enzymové agregaty byly popsany také u vlaknitych hub,
kde se navic nitrilasy podobné jako kyaniddihydratasy formuji do vysSich helikdlnich
filamentarnich struktur (48). Nitrilasa z Fusarium oxysporum f.sp. melonis se pfi
nedenaturujici elektroforéze v polyakrylamidovém gelu déli na mnoho frakei o velikostech

od 170 — 880 kDa, z nichz vSechny jsou aktivni [1, 49].

Podle substratové specifity jsou rozliSovany tfi zakladni skupiny nitrilas. Jedny jsou
schopné hydrolyzy aromatickych a heterocyklickych nitrili, dal§i enzymy hydrolyzuji

spise alifatické nitrily, do tfeti skupiny se fadi nitrilasy pfeméiujici arylacetonitrily [50].

Do prvni jmenované skupiny enzymu patii n€kolik rostlinnych nitrilas katalyzujicich
hydrolyzu heterocyklickych nitrili, napf. ricininu (viz vyse) a nudiflorinu (N-methyl-5-
cyano-2-pyridon) [51]. Nitrilasy metabolizujici aromatické nitrily jako benzonitril a
p-hydroxybenzonitril byly nejprve studovany u houby Fusarium solani a bakteridlnich

kment Nocardia NCIB 11216 a NCIB 11215 [11, 12, 52].

V aktivnim misté téchto enzymu zatim nebyla prokazana pfitomnost iontu kovu nebo
prosthetické skupiny. Dosud popsané nitrilasy byly vzdy inaktivovany €inidly reagujicimi

s thiolovou skupinou, coz potvrzuje piedpoklad, Ze se jedna o sulthydrylovy enzym [50].
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Kobayashi a kol. [53] zjistili v sekvenci aminokyselin nitrilasy R. rhodochrous J1 Ctyti
cysteinylova residua. Katalyticky aktivnim se ukazal byt Cys-165, jehoz zaménou za
alanin nebo serin doslo ke ztraté nitrilasové aktivity [53]. Pozdéji byl u alifatické nitrilasy
bakteridlniho kmene R. rhodochrous K22 sekvenovanim prokazan v aktivnim centru také
cystein (Cys-170), jehoz mutace rovnéz znamenala ztratu nitrilasové aktivity. Sekvence
aminokyselin obou kmenti byly porovnany s nitrilasou kmene Klebsiella ozaenae. Ukézalo
se, ze ve vSech tfech enzymech je na pfislusné pozici aktivni cystein striktné konzervovan
[53]. Pozd¢ji krystalograficka analyza Nit a Fhit proteint hlistice Caenorhabditis elegans a
D-karbamoylasy bakterii kmene Agrobacterium prokézala a-B-B-o usporadani podjednotek
a pritomnost katalytick¢ triddy Glu-Lys-Cys v aktivnim centru enzymi nitrilasové

superrodiny (Obr. 4, nésledujici strana) [54, 55].
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Obr. 4: Dvourozmérna (a) a trojrozmérnd (b) struktura NitFhit tetrametru a uspotadani

katalytické triddy Glu-Lys-Cys v aktivnim centru (c) [54]
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Reakéni mechanismus hydrolyzy katalyzované nitrilasou popsali Harper [11, 52],

Stevenson a kol. [56] a Kobayashi a kol. [57]. Prvni reakcni krok spoc¢iva v nukleofilnim

ataku nitrilového uhliku thiolovou skupinou enzymu za soucasné protonace dusiku a

vzniku tetrahedralniho thiomidatového intermediatu (Obr. 5). Nasleduji reakce se dvéma

molekulami vody a dal$i protonace dusiku, ktery je poté uvolnén z aktivniho centra ve

form¢ amoniaku. V nékterych ptipadech, pravdépodobné kviili pfitomnosti rozmérnych

nebo vyraznéji elektronegativnich substituentti v molekule substratu, dochdzi k uvolnéni

tetrahedralniho intermediatu za vzniku amidu [47, 56, 58, 59, 60, 61].

R-C=N + ESH

|
\ H.O0
~+NH

Thioimidétovy
intermediat

Obr. 5: Reakéni mechanismus nitrilasou katalyzované hydrolyzy [1, 57]
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Bakterialni nitrilasy

Kobayashi a kol. [62] popsali nitrilasu specificky hydrolyzujici nitrilové skupiny navazané
na benzenovy nebo heteroaromaticky kruh u bakterie Rhodococcus rhodochrous J1.
Produkce enzymu byla indukovana isovaleronitrilem; nitrilasu se pak podafilo purifikovat
z bunécného extraktu a charakterizovat. Byla zjiSténa schopnost stechiometrické hydrolyzy
benzonitrilu na kyselinu benzoovou a amonné ionty; vznik benzamidu nebyl detekovan.
Maximalni katalytickd aktivita byla pozorovéna v pfitomnosti slouCenin obsahujicich

thiolovou skupinu — dithiothreitolu, L-cysteinu a redukovaného GSH.

Nagasawa a kol. [63] u vySe zminéného bakteridlniho kmene porovnali induk¢ni schopnost
isovaleronitrilu a benzonitrilu a doséhli dvou kvantitativné odlisnych vysledka. Nitrilasova
aktivita vyvoland pfitomnosti isovaleronitrilu v Zivném médiu byla asi 3160krat vyssi nez
po kultivaci s benzonitrilem, pficemz 35% z rozpustné proteinové frakce bylo tvotreno
praveé nitrilasou. Podobného vysledku bylo pozdéji dosazeno za pouziti e-kaprolaktamu
[64]. Purifikovany enzym poté vykazoval vysokou afinitu k heterocyklickym a
aromatickym nitrilim, po pfidani glycerolu nebo siranu amonného do reakéni smési doslo

navic k pfeméné nékterych alifatickych nitril [65].

Bakteridlni nitrilasy hydrolyzujici aromatické nebo heterocylické nitrily vétSinou nejsou
schopny pfijmout alifaticky nitril jako substrat. Dochézi-1i tedy k degradaci alifatickych
nitrildi, déje se tak Casto prostfednictvim nitrilhydratasy a amidasy [50]. Vyjimku tvofi
kmeny R. rhodochrous J1 a zejména K22, u jehoZz purifikované nitrilasy byla pozorovana
Siroka substratova specifita vii¢i nenasycenym alifatickym nitriliim. Déale dochéazelo rovnéz
k hydrolyze né&kterych nasycenych alifatickych nitrili; vyssi afinita zde byla zjiSténa pro

nevétvené molekuly [66].

Arylacetonitrilasy jsou obecné enantioselektivni enzymy, jeZ mohou mit aktivitu rovnéz
k benzonitrilu a nékdy také k alifatickym nitrildm. Naptiklad nitrilasa z Pseudomonas
fluorescens EBC191 pfeménuje 2-acetoxybutennitril na pfislusnou karboxylovou kyselinu
s vysSi specifitou nez alifatickd nitrilasa kmene Synechocystis spp. 6803 [67]. Na druhé
stran¢ nitrilasa bakteridlniho kmene Alcaligenes faecalis JM3 s vyjimkou acetonitrilu
nebyla schopna zpracovavat alifatické ani aromatické nitrily. Hydrolyza probihala pouze u

arylacetonitrilti obsahujicich indolylové, fenylové nebo thiofenylové substituenty [50, 68].
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Arylacetonitrilasy z Alcaligenes faecalis a P. fluorescens jsou schopny konverze (R, S)-
mandelonitrilu na (R)-mandlovou kyselinu, vyznamny intermedidt ve farmaceutickém
pramyslu pouzivany pro vyrobu semisyntetickych penicilinti, cefalosporind, 1é¢iv proti
obezit¢ a kancerostatik [69]. Ackoli vétSina arylacetonitrilas hydrolyzuje mandelonitril
vmensi mife nez fenylacetonitril, enzym oznaCovany jako mandelonitril hydrolasa
z Bradyrhizobium japonicum USDA110 ma vysokou specifitu pro mandelonitril [70, 71].
Geny kodujici tyto enzymy byly nalezeny ve stejném operonu jako geny pro enzymy
metabolismu kyseliny mandlové. Z toho je mozné usuzovat, Ze arylacetonitrilasy se mohou

podilet na detoxikaci nitrilti pfi biotransformaci kyanogennich glykosidi [2, 61]

Fungalni nitrilasy

PrestoZe genové databaze obsahuji fadu zadznamii o hypotetickych fungélnich enzymech
s nitrilasovou aktivitou, pouze n€kolik téchto enzymu bylo purifikovano a charkterizovéano.
Prvni zminku o fungalnich nitrilasich mizeme najit uz v prvnich publikacich na toto téma.
Uz diive citovani Thimann a Mahadevan [46] se kromé& rostlinné nitrilasy zabyvali
schopnosti vldknitych hub zroda Aspergillus, Penicillium, Gibberella a Fusarium
produkovat 3-indoloctovou kyselinu z 3-indolacetonitrilu. Kromé praci o bazidiomyceté
hydrolyzujici 2-aminopropionitril a kyselinu 4-amino-4-kyanomdaselnou [72, 73] a o
nitrilase z Fusarium solani IMI 196840 [52] nebyly do neddvna publikovany Zadné dalsi
zminky o fungalnich nitrilasach. Studie o nitrilase z F. solani IMI se objevila v souvislosti
s rostoucim z4jmem o bakteridlni nitrilasy z hlediska jejich vyuZitelnosti v biokatalyze.
Zde byl pouzit benzonitril jako jediny zdroj dusiku i uhliku pro obohaceni kultury
z bromoxynilem oSetfované plidy. Po purifikaci enzymu na DEAE-celulose a Sephadexu
G-200 bylo dosazeno specifické aktivity 1,66 U/mg proteinu [52]. Dalsi o deset let pozdéji
charakterizovanou nitrilasou byl enzym z houby Fusarium oxysporum f. sp. melonis [74]

se specifickou aktivitou 143 U/mg proteinu pro benzonitril.

O mnoho let pozdéji vedly dalsi pokusy s obohacovadnim eukaryotnich ptidnich kultur
k izolaci houby Fusarium solani [75]. Céste¢na sekvenace této nitrilasy poukazala na
vysokou podobnost s hypotetickou nitrilasou houby Gibberella moniliformis [76]. Dalsi
purifikovanou a charakterizovanou nitrilasou byl enzym z kmene Aspergillus niger K10.

Sekvence aminokyselin tohoto enzymu je velmi podobna kyanidhydratasam [77].
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Vhodnym substratem k obohacovani fungélnich kultur se ukazal byt 3-kyanopyridin, diky
nemuz bylo mozné snadno rozliSit skupinu vlaknitych hub s nitrilasovou aktivitou diky
jejich rychlému ristu na Czapek-Doxovu agaru s touto latkou jako jedinym zdrojem
dusiku. Tato metoda byla pouzita k obohacovani ptidnich kultur i k vybéru hub dostupnych
ve sbirkdch. Vybrané kmeny byly poté kultivovany submerzné v pfitomnoti
2-kyanopyridinu a valeronitrilu, jez se ukazaly byt lepSimi induktory nitrilasové aktivity
nez 3-kyanopyridin. NavySeni specifické aktivity enzymu bylo v pfipad€ 2-kyanopyridinu
0 2-3 tady vyssi v porovnani s kontrolnimi kulturami kultivovanymi s 3-kyanopyridinem
[78]. Nejvyssi celkové aktivity s takto kultivovanymi organismy bylo dosazeno u houby
Fusarium solani O1, a to vice nez 3000 U/l kultury (Vejvoda a kol 2008). Specifické
aktivity t€chto enzymu pro benzonitril byly 156 U/mg proteinu v piipadé€ F. solani O1 [79]
a 91,6 U/mg proteinu v ptipad¢ 4. niger K10 [77].

Fungélni nitrilasy byly do posledni doby povaZovany obecné za aromatické diky jejich
vysokym relativnim aktivitdm k (hetero) aromatickym nitriliim. Jako své substraty vSak
mohou piijimat 1 fadu alifatickych a alicyklickych slou¢enin, jako acetonitril, propionitril,

isovaleronitril, e-kaprolaktam a dalsi [3].

Nenovéjsi vyysledky s heterologni expresi hypotetickych enzymi z 4. niger CBS 513.88 a
N. crassa OR74A poukazuji také na vyskyt arylacetonitrilas mezi fungalnimi enzymy;

celkové aktivity pro fenylacetonitril byly 2500 a 2700 U/1 kultury [80].
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Vyuziti nitrilas pro biokatalyzu a bioremediaci

Pii chemické hydrolyze nitrila je tieba pouzit silnych bazi ¢i kyselin a casto dochazi ke

vzniku nezadoucich vedlejSich produkti. Nitrilasy jako biokatalyzatory mohou diky své

vvvvv

Pouziti nitrilas v biokatalyze mtze byt rozsifeno rovnéz jejich kombinaci s dal§imi enzymy
¢i chemickymi katalyzatory, jez pomohou piedejit hromadéni a izolaci piipadnych
meziproduktii [6]. Pfikladem takového procesu mlize byt syntéza (S)-mandlové kyseliny a
(S)-mandelamidu rekombinantnim kmenem E. coli koexprimujicim (S)-oxynitrilasu a
rizné varianty nitrilas [81]. Aplikaci nitrilasy v kombinaci s chemickou katalyzou je
chemoenzymatickd syntéza glykolové kyseliny o vysoké Cistoté. Prvnim krokem reakce
byla syntéza glykolnitrilu z formaldehydu a HCN, jez byl nasledné reakci s nitrilasou

z Acidovorax facilis 72W transformovan na glykolat amonny [82].

Nitrilasy s vhodnou substratovou specifitou mohou mit vyznam rovnéz pii bioremediaci

mist kontaminovanych aromatickymi €1 alifatickymi nitrily [3].

Znacny biodegradacni potencial zde maji pidni bakterie rodu Rhodococcus. Tyto bakterie
se vyznacuji vysokou odolnosti k nepfiznivym podminkam, jejich rozsahly genom koéduje
fadu variant katabolickych drah, v¢etné hydrolyzy a hydratace nitrilii. Jejich bunécna sténa
je propustna jak pro nitrily, tak pro jejich metabolity. Bioremediace s vyuZitim nitrilasy ma
vyznam zejména pii degradaci akrylonitrilu, dualezité primyslové latky, jez se pii
transportu a zpracovani mtize uvoliiovat v podobé¢ toxickych par [3, 83]. Reakci s nitrilasou
navic muze vznikat dal$i primyslové vyznamna latka, akrylat. Tato biotransformace byla
pfevedena do praxe s vyuZitim imobilizovanych bun¢k Rhodococcus ruber, jez

transformovaly pary acetonitrilu na akrylat amonny s kapacitou 4 kg m™ h™' [7].

Mezi aromatické nitrily patii dal$i kontaminanty Zivotniho prostfedi, zejména podzemnich
vod. Jedna se o benzonitrilové herbicidy, dichlobenil (2,6-dichlorbenzonitril), bromoxynil
(3,5-dibrom-4-hydroxybenzonitril) a ioxynil (3,5-dijod-4-hydroxybenzonitril). Dichlobenil
patii mezi Sirokospektralni kontaktni herbicidy vhodné pro pouziti v zahradach, sadech,
lesnich Skolkdch a k oSetfeni chodnikd. Bromoxynil a ioxynil pifedstavuji selektivni
kontaktni herbicidy pouzivané predevsim k niceni Sirokolistych plevelti rostoucich mezi

obilninami [8]. Studie zabyvajici se problematikou degradace benzonitrilovych herbicidii
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se nejcastéji zabyvaji substituovanymi benzamidy jako hlavnimi metabolity, zejména pro
jejich znacnou perzistenci a na nékterych izemich castému vyskytu v podzemni vod¢. Ve
vSech ptipadech je pfislusSny benzamid ve vod¢ znaén€ lépe rozpustny nez ptvodni
sloucenina. V odbornych publikacich o degradaci benzonitrilovych herbicidi bylo zatim
nejvice pozornosti vénovano metabolitu dichlobenilu, tj. 2,6-dichlorbenzamidu, jehoz
polocas rozpadu se pohybuje mezi 106 az 2079 dny. Akutni toxicita této latky je nizkd az
sttedni (LD50 1144 az 2330 mg/kg u mysi a potkanti), avSak jeji karcinogenicita a
reprodukéni toxicita nebyly zatim dostatené prostudovany. Ze zastupci rodu
Rhodococcus byly na schopnost degradace dichlobenilu testovany kmeny R. erythropolis
DSM 9674 and R. erythropolis DSM 9675. U obou kment, stejné jako u n¢kolika dalSich
testovanych druht bakterii v§ak probéhla pouze hydrolyza na amid jako konecny produkt
[84]. Mineralizace dichlobenilu, stejné jako dalSich chlorovanych analog benzonitrilu, byla

pozorovana u bakterii Aminobacter spp. ASI1 a MSHI1 [85, 86].

Nitrilasa hydrolyzujici bromoxynil na pfislusnou kyselinu byla rovnéz charakterizovana u
kmene Klebsiella ozaenae — byl purifikovan dvoupodjednotkovy enzym s vysokou afinitou
k bromoxynilu a dal§im aromatickym nitrilovym slou¢eninam obsahujicim dva halogeny
v meta-pozicich. PtisluSny gen byl jako prvni nitrilasovy gen klonovan v bunikach E. coli;
pozd¢ji byl pouzit pro vypéstovani transgennich rostlin nesoucich resistenci na bromoxynil

[87, 88, 89].

Degradace ioxynilu byla pozorovana u vlaknité houby Fusarium solani; béhem
experimentu  byly identifikovany  3,5-dijod-4-hydroxybenzamid a  3,5-dijod-4-
hydroxybenzoova kyselina [90].

Nitrilasa produkovand houbou Fusarium solani, studovanéd v diive citované praci [52],
byla schopna degradace ioxynilu a bromoxynilu, avSak s velmi nizkou relativni aktivitou

v porovnani s benzonitrilem (3,9; resp. 2,2 %).
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Material a metody

Chemikalie

Substraty: benzonitril, 3,5-dichlor-4-hydroxybenzonitril (chloroxynil), 3,5-dibrom-4-
hydroxybenzonitril ~ (bromoxynil), 3,5-dijod-4-hydroxybenzonitril  (ioxynil), 2,6-
dichlorbenzonitril  (dichlobenil), fenylacetonitril, (R,S)-2-fenylpropionitril, (R,S)-
mandelonitril, 2-kyanopyridin, 3-kyanopyridin, 4-kyanopyridin, 3-chlorbenzonitril a 4-
chlorbenzonitril byly zakoupeny u firem Sigma, Alfa Aesar nebo Merck, Némecko, v p. a.

kvalité.

Standardy metaboliti: benzamid, benzoova kyselina, 3,5-dichlor-4-hydroxybenzoova
kyselina, 3,5-dibrom-4-hydroxybenzoova kyselina, 3,5-dijod-4-hydroxybenzoova kyselina,
2,6-dichlorbenzamid a 2,6-dichlorbenzoové kyselina, fenylacetamid, fenyloctova kyselina,
(R,S)-2-fenylpropionamid, (R,S)-2-fenylpropionové kyselina, (R,S)-mandelamid, kyselina
mandlova, pyridin-2-karboxamid, pyridin-2-karboxylova kyselina, nikotinamid, kyselina
nikotinova, isonikotinamid, isonikotinova kyselina, 3-chlorbenzamid, 3-chlorbenzoova
kyselina, 4-chlorbenzamid, 4-chlorbenzoova kyselina byly zakoupeny u firem Sigma, Alfa

Aesar nebo Merck, Némecko, v p. a. kvalité.

Mikroorganismy

Kultivace

Rhodococcus rhodochrous PA-34 [91], Nocardia globerula NHB-2 [37] (dfive
klasifikovana jako Rhodococcus rhodochrous, [92]) a Rhodococcus sp. NDB 1165 [93]
byly kultivovany na masopeptonovém agaru: (g/l) hovézi extrakt 3, pepton 10, NaCl 5,
agar 15 g (pH 7,5), a prubézné preockovavany. Submerzni kultivace probihala v 500 ml
Erlenmeyerovych batnikach se 100 ml minerdlniho média (pH 7,5) obsahujicicho: (g/1)
Na,HPO, . 12H,0 2,5, KH,PO4 2,0, MgSO,4 . 7H,0 0,5, FeSO,4 . 7H,0 0,03, CaCl, . 2H,0
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0,06, kvasni¢ny autolyzat 0,1, glukosa 10, isobutyronitril 3,85 (55 mM). Toto kultivacni
médium bylo zaockovano 8 % (v/v) inokula obsahujiciho: (g/l) hovézi extrakt 10, pepton
10, NaCl 5, glukosu 10, kvasni¢ny autolyzat 1 (pH 7,5; kultivace 24 h pti 30°C). Kultura
byla inkubovédna pti 28°C na rotacni tiepacce (200 ot./min) 24 h, poté byla sklizena
centrifugaci, promyta a resuspendovana pufrem Tris/HCI (50 mM, pH 8,0). Bunky byly
thned pouzity pro stanoveni enzymové aktivity a pro biodegradac¢ni testy. Pro stanoveni
biodegradac¢niho potencidlu rostoucich bunék byly misto isobutyronitrilu do kultiva¢niho
média pfidavany také chloroxynil, bromoxynil, nebo ioxynil (0,5 mM); kultivace v tomto

piipadé¢ trvala 6 dni za vySe zminénych podminek.

Stanoveni enzymové aktivity

Pro stanoveni nitrilasové aktivity byly bunééné suspenze testovanych bakterii (475 pl
ODg¢1p = 1, coz odpovida cca 0,28 mg suSiny/ml) preinkubovany pii 30°C 5 min na
ttepacce Thermomixer (850 ot./min). Poté bylo pfiddno 25 pl 500 mM benzonitrilu
(zasobni roztok v methanolu), vysledna koncentrace substratu v reakéni smési byla tedy 25
mM. Po 10 min byla reakce zastavena 100 pul 1 M HCIL. Reakéni smési byly centrifugovany
(14000 ot./min, 5 min) a produkt reakce (benzoova kyselina) byl stanoven pomoci HPLC.
Jednotka nitrilasové aktivity byla definovana jako mnozstvi enzymu, jez vytvoii 1 pmol

benzoové kyseliny za minutu pii vySe uvedenych podminkéch.

Pro stanoveni amidasové aktivity byly bunécné suspenze (585 pul; ODgp = 1)
preinkubovany pii 30 nebo 45°C po dobu 5 min, 850 ot./min. Poté byl pfiddn benzamid
(15 pl 100 mM zasobniho roztoku v methanolu) tak, aby vysledna koncentrace v reakéni
smési byla 2,5 mM. Po 10 min byly reakce zastaveny pifidavkem 100 ul 1 M HCI. Dalsi
postup byl stejny jako u nitrilasové aktivity. Jednotka amidasové aktivity byla definovéna
jako mnozstvi enzymu, jez vytvoii 1 pmol benzoové kyseliny za minutu pii vyse

uvedenych podminkéch.
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Biotransformace

Analytické provedeni: Biotransformacni experimenty probihaly pii 30°C, 850 ot./min,
v 1,5-ml mikrozkumavkach s 1200 pl reakéni smési. Reakéni smés obsahovala 1140 pl
bunécné suspenze (ODgj9p = 2) a substraty (chloroxynil, bromoxynil, ioxynil, nebo
dichlobenil — struktury uvedeny v Tab. 1; 60 ul z 10 mM zasobniho roztoku v methanolu;
vysledna koncentrace 0,5 mM). Experimenty s abiotickymi kontrolami byly provedeny
stejnym zpisobem v pufru bez testovanych bunck. Buiiky sklizené z inokulacniho média

byly pouzity pro kontrolni pokus s neindukovanymi buiikami.

Odebrané vzorky zreakénich smési (150 pl) byly smiseny se 150 pl metanolu pro
zastaveni reakce, centrifugovany a nafedény mobilni fazi pro HPLC. Vzorky reak¢nich

smési byly odebirany v ¢asech: 0, 10, 30 min, 1, 2, 5, 24, 72 h.

Preparativni provedeni: Biotransformaéni experimenty probihaly pii 30°C, 200 ot./min,
v 250-ml Erlenmeyerovych baikéach s 50 ml reakéni smési. Chloroxynil, bromoxynil, nebo
ioxynil (0,1 mmol kazdy) byly rozpustény v 2,5 ml metanolu a pielity 47,5 ml bunécné
suspenze (ODgjo = 2). Pribéh reakce byl sledovan tenkovrstvou chromatografii (TLC) na
destickach silikagelu (silica gel 60 GF254, Merck) vyvijenych v mobilni fazi

dichloromethan : metanol : 25% amoniak (vodny roztok) 15:5:1.

Isolace produktii biotransformace

Po dokonceni preparativnich biotransformaci byly reakéni smési centrifugovany (6000
ot./min, 30 min, 4°C). Nasledn¢ bylo pH supernatantu upraveno na 2 — 2,5 pomoci 1 M
HCI. Produkt byl extahovan v délicce tfikrat 50 ml ethylacetatu. Pfitomnost produktu
v organické a vodné fazi byla porovndna na TLC (silica gel 60 GF254, Merck), mobilni
faze: dichloromethan-methanol-25% amoniak (vodny roztok) 15:5:1). Spojené organické
frakce byly vysuseny pomoci Na,SO4 a poté zfiltrovany. Rozpoustédlo bylo odpafeno na

vakuové odparce.
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Rekombinantni nitrilasy

Proteinové databaze a porovnavani sekvenci

Prohledavani proteinovych databazi a porovnani sekvenci bylo provedeno pomoci
program@i BLASTX a BLASTP (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi), resp.
COBALT: Constraint-based Multiple Alignment Tool

(http://www.ncbi.nlm.nth.gov/tools/cobalt/cobalt.cgi).

Vektory

Sekvence hypotetickych nit gent z Gibberella moniliformis [80] a Nectria haematococca
mpVI 77-13-4 ziskané pii prohleddvani databdzi na zéklad¢ podobnosti s genem
z Aspergillus niger K10 [77] (PFiloha 1) resp. Neurospora crassa OR74A [80] (Priloha 1)
byly zaslany firmé¢ GeneArt, Regensburg, Némecko. Zde byla pomoci vlastniho softwaru
upravena frekvence kodonl pro expresi v E. coli (PFilohy 2 a 3). Vysledné geny byly
zaligovéany do plasmidu pET30a(+) mezi restrikéni mista Ndel a Hindlll. Vzniklé plasmidy
byly pojmenovany pOKI104 (nit gen G. moniliformis) a pOKI108 (nit gen N.

haematococca)

Vysledné vektory byly v nasi laboratofi transformovany do E. coli BL21-Gold (DE3)
(Agilent Technologies — Stratagene Products). V piipadé genu z G. moniliformis byla
rovnéz provedena ko-transformace s chaperoninovym vektorem pGro7 (Takara). Vysledné

klony byly oznaceny jako J10 (gen z G. moniliformis) a J50 (gen z N. haematococca).
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Transformace

Kompetentni buiiky E. coli BL21-Gold (DE3) byly uchovavany v -80°C; pted transformaci

byly buiiky pozvolna rozmraZeny na ledu (cca 20 min).

Nejdrtive byly pfipraveny roztoky vektorii: 20 ng pOK104 nebo pOK108 (+ 20 ng pGro7 —
v piipadé¢ J10), celkovy objem 4 pl. Do mikrozkumavky s vektory bylo opatrné
napipetovano 50 pl suspenze rozmraZenych kompetentnich bunék. Smés byla pomalu a
opatrné promichdna a inkubovana na ledu dalSich cca 20 min. Poté byl proveden ,,heat-
shock: smés byla inkubovana 5 min pfi 37°C a 400 ot./min na tfepacce (Thermomixer,
Eppendorf) a hned poté vlozena na 2 min do ledu. Buiiky byly resuscitovany piidanim
0,25 ml sterilniho LB media (g/l: Trypton 10, kvasni¢ny autolyzat 5, NaCl 5) bez antibiotik
a inkubovany 1,5 hodiny pfti 37°C.

Suspenze resuscitovanych transformovanych bunék (100 pl) byla pak rozetfena na Petriho
miskach (1 transformace: 2 misky) s LB agarem obsahujicim antibiotika: chloramfenikol -
jen J10 - (20 mg/l) a kanamycin - J10 1 J50 - (50 mg/l). Misky byly inkubovany pfes noc
pii 37°C. Poté byla vybrana vzdy jedna kolonie ze stfedu misky k zao¢kovani tekutého
media. Kultivace probihala pfes noc pii 28°C v 50 ml plastovych uzaviratelnych
zkumavkach s 10 ml LB media s pfislusnymi antibiotiky: chloramfenikol - jen J10 - (20
mg/l) a kanamycin - J10 1 J50 - (50 mg/l). Poté byly znarostlych kultur pfipraveny
kryokonzervy: 400 pl kultury bylo asepticky smiseno se 100 pl sterilniho LB media s 50 %
glycerolu a zamrazeno na -80°C. K zaockovani kultivace (viz vyse) bylo pouzito 100 pl
obsahu kryokonzervy. Nasledovala inkubace pii 25°C 200 ot./min 3,5 hodiny. Po narlstu
na ODgjo cca 0,6 byla indukovana produkce chaperoninti L-arabinosou (2 g/l) a produkce
nitrilas IPTG (0,5 mM). Pfed indukci a po indukci byly odebirany vzorky kultury pro

stanoveni enzymové aktivity a exprese proteintl. Kultury byly inkubovéany pfes noc.

Pro néslednou purifikaci enzymii byly rekombinantni kmeny kultivovany na LB-mediu
obsahujicim: chloramfenikol - jen J10 - (20 mg/l) a kanamycin - J10 1 J50 - (50 mg/l).
Kultivace probihala v 0,5 1 Erlenmeyerovych bankdch s 0,2 1 média. Médium bylo
zaoCkovano 90 pl obsahu kryokonzervy na pocatecni ODgjo cca 0,02; nasledovala
inkubace pti 37°C 200 ot./min 3,5 — 4 hodiny. Po nartstu na ODgj cca 0,6 byla snizena

teplota kultivace na 25°C. Nejdiive byla indukovéana produkce chaperoninti L-arabinosou
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(2 g/). Po 20 min byla indukovéana produkce nitrilasy pomoci IPTG (0,5 mM). Kultury
byly takto inkubovany dalSich 17 hodin.

Purifikace enzymu

Buniky byly sklizeny centrifugaci pii 4000 ot./min, 8°C, 20 min. Pelety byly
resuspendovany v 7,5 ml pufru Tris/HCI 50 mM, pH 8,0, s 150 mM NaCl a sonikovany.
Bunééné zbytky byly odstranény centrifugaci pii 13 000 g, 4°C, 20 min. Bunécné extrakty
byly nafedény pufrem na 50 ml a naneseny na iontoméni¢ovou kolonu Hi-Prep 16/10 Q FF
(GE Healthcare) pfi pritoku 2 ml/min. Po eluci nezachycenych proteinti byl nastaven
linearni gradient NaCl (0,150 - 1 M) v Tris/HCI pufru (50 mM, pH 8) na 180 ml (viz Obr.
9 a 10, str. 42 a 43). Aktivni frakce byly spojeny a zakoncentrovany na membrané Amicon
Ultra-4 (cut-off 30 kDa; Milipore) na 500 pl. Nasledovala gelova filtrace na koloné
Superdex 200 HR 10/300 GL (GE Healthcare) v pufru Tris/HCI 50 mM NaCl 150 mM pH
8,0 pti pratoku 0,4 ml/min (viz Obr. 9 a 10, str. 42 a 43). Aktivni frakce byly spojeny a

zakoncentrovany stejnym zpusobem.

Stanoveni enzymové aktivity

Aktivita rekombinantnich nitrilas byla stanovena pro bunécéné suspenze a roztoky enzymu
(oboji v pufru Tris/HClI 50 mM NaCl 150 mM pH 8,0). Peleta z0,5 ml kultury
transformovanych buné¢k E. coli byla resuspendovéana v 475 ul pufru, preinkubovéana 5 min
pii 30°C a 850 ot./min. Poté bylo ptidano 25 ul 500 mM benzonitrilu (J10), nebo 25 ul 500
mM fenylacetonitrilu (J50).

Po vhodném natfedéni roztokii enzymt do objemu 190 ul pufru a preinkubaci pti 30° a 850
ot./min bylo pfiddno 10 pl 500 mM benzonitrilu (J10), nebo 10 pl 500 mM
fenylacetonitrilu (J50). V pfipadé bunck i enzymu byla reakce po 5 min zastavena 50 pl

resp. 20 ul 1 M HCI, vzorky byly centrifugovany a analyzovany pomoci HPLC.
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Substratova specifita byla sroztoky enzyml@ naméfena pro fenylacetonitril, (R,S)-2-
fenylpropionitril, (R,S)-mandelonitril, 2-kyanopyridin, 3-kyanopyridin, 4-kyanopyridin,

3-chlorbenzonitril a 4-chlorbenzonitril (kazdy 25 mM) za vySe uvedenych podminek.

Teplotni a pH optimum byly uréeny podle vySe uvedeného postupu pfi teplotach 15 — 60°C
resp. pH 4 — 12 (Skéla pH vytvofena pomoci Britton — Robinsonova pufru; 40 mM octova
kyselina, 40 mM kyselina boritd a 40 mM kyselina fosforecna — do roztoku kyselin

postupné piidavan 120 mM NaOH)

Teplotni a pH stability byly stanoveny podle standardniho postupu, jemuz ptedchéazela
inkubace pfi teplotach 5 — 60°C 1h resp. pii pH 4 — 12 2h.

Stanoveni proteinii

Koncentrace proteini byla stanovena pomoci Bradford Protein Assay (Bio-Rad

Laboratories, USA) s BSA jako standardem [94].

SDS-PAGE

Analyza proteinii byla provedena na 12% SDS — polyakryamidovém gelu barveném v

Coomassie.

Analyza HPLC

Pristroje a kolony

VSechny latky byly analyzovany na pfistroji Waters HPLC system (Cerpadlo Waters 600,
autosampler Waters 717 plus a detektor Waters PDA 996).
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Benzonitril, 3,5-dichlor-4-hydroxybenzonitril (chloroxynil), 3,5-dibrom-4-
hydroxybenzonitril ~ (bromoxynil), 3,5-dijod-4-hydroxybenzonitril  (ioxynil), 2,6-
dichlorbenzonitril ~ (dichlobenil), fenylacetonitril, (R,S)-2-fenylpropionitril, (R,S)-
mandelonitril, 3-chlorbenzonitril, 4-chlorbenzonitril a pfislusné metabolity byly eluovany
na koloné¢ Chromolith Flash RP-18 Merck monolithic column (25 mm x 4,6 mm) za

prutoku 2 ml/min pii 35°C.

2-Kyanopyridin, 3-kyanopyridin, 4-kyanopyridin a jejich metabolity byly eluovany na
kolon¢ ACE C8, 5 pm, 250 x 4 mm (Advanced Chromatography Technologies, USA).

Mobilni faze

Acetonitril : voda : H3PO4, 200 : 799 : 1 (benzonitril, fenylacetonitril, (R,S)-2-
fenylpropionitril, 3-chlorbenzonitril, 4-chlorbenzonitril), 250 : 749 : 1 (chloroxynil,
bromoxynil, dichlobenil), 350 : 649 : 1 (ioxynil).

Methanol : voda : H3;POy, 100 : 899 : 1 (R,S)-madelonitril

Acetonitril 100 ml, Na,HPO,4 .12 H,O 1,79 g, doplnéno vodou na 1 1 a pH upraveno
pomoci 86 % H3PO4 na 7,2 - 2-kyanopyridin, 3-kyanopyridin, 4-kyanopyridin.

Vsechny mobilni faze byly ptfed pouZitim filtrovany pfes nylonovou membranu (primér

p6rt 0,45 um, Whatman).

Koncentrace jednotlivych latek byly stanoveny pomoci kalibracnich metod vytvofenych

s roztoky komer¢nich standardi.
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Vysledky

Nitrilasy kment Rhodococcus rhodochrous a Nocardia globerula

Aktivita nitrilas

Vsechny tii testované bakteridlni kmeny produkovaly enzymy s nitrilasovou aktivitou po
indukci isobutyronitrilem béhem kultivace. Benzoova kyselina byla jedinym detegovanym
produktem pfi reakci bun€k s benzonitrilem; vznik benzamidu nebyl pozorovan. Z toho lze
usuzovat, Ze na konverzi benzonitrilu se nepodilely zaddné nitrilhydratasy, ale pouze
nitrilasy. Abychom mohli vylou¢it vznik benzamidu (pfipadného produktu nitrilhydratasy
nebo vedlejSiho produktu nitrilasy), ktery by mohl byt nasledné¢ pfeménén na kyselinu
amidasou, byly builky testovdny na tuto aktivitu (viz ptedchozi kapitolu). Pfi obou
testovanych teplotach byly amidasové aktivity o dva fady nizsi nez aktivity indukovanych
nitrilas. Pfipadny vznikajici benzamid by tedy z velké Casti nestacil zreagovat a byl by

patrny pii analyze reakéni smési.

V piipadé benzonitrilovych herbicidi byly nitrilasové aktivity vSech tfi kmenti o 2 az 3
fady niz8i nez pro benzonitril (Tab. 1, nasledujici strana). Béhem inkubace s bunéénymi
suspenzemi byl vSak pozorovan pokles koncentrace chloroxynilu, bromoxynilu a ioxynilu
a zaroven nartist koncentrace reakéniho produktu (Obr. 6 — 8, str. 39 a 40). Pro dichlobenil

nebyla pozorovéana zadna reakce.

Pokles koncentraci testovanych sloucenin nebyl pozorovan v abiotickych kontrolach a

v kontrolach s neindukovanymi buiikami.

JelikoZ reakce s benzonitrilovymi herbicidy probihaly vyrazné pomaleji nez s
benzonitrilem, byly aktivity pro tyto slouc¢eniny stanoveny pro reakéni ¢as 30 min. Aktivity

pro testované slouceniny jsou uvedeny v Tab. 1 na nasledujici strané.
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Tab. 1.: Aktivity enzymu bakterii kment Rhodococcus a Nocardia (U/mg suSiny)

Chloroxynil Bromoxynil  Toxynil Dichlobenil

CN M
l/gl ('lﬁ/m
/kf ~I o

OH

Benzonitril
N
H,J\ CHN
b -
Kmen & L - |
= I
- Br \ri Br

Nitrilasa ~ Amidasa ol

Rhodococcus
sp. NDB 1,1 0,004 0,016 0,010 0,004 0
1165

R.
rhodochrous 1.4 0,014 0,015 0,008 0,001 0
PA-34

N. globerula

1,9 0,011 0,007 0,004 0,001 0
NHB-2

Bakterie kultivované v pfitomnosti chloroxynilu, bromoxynilu, nebo ioxynilu (vSechny
0,5 mM) namisto isobutyronitrilu jako induktoru nebyly schopny transformovat ani jeden
z testovanych herbicidi. Jejich koncentrace v kultivaénim médiu z@stala nezménéna i po

Sesti dnech kultivace. Za téchto podminek tedy nedoslo k indukci nitrilasové aktivity.

Biodegradacni testy

Koncentrace testovanych latek byly pribézné sledovany na HPLC. Béhem transformace
chloroxynilu, bromoxynilu a ioxynilu HPLC analyza prokazala vznik produktl se stejnym
retencnim C¢asem a UV spektrem jako komercni standardy ptisluSnych substituovanych
benzoovych kyselin (Tab. 2, nésledujici strana; dichlobenil, 2,6-dichlorbenzamid a
2,6-dichlorbenzoova kyselina detegovany a kvantifikovany pii 210 nm). Pfi preparativnich
provedenich biodegradacnich pokust bylo piipraveno dostatecné mnozstvi reakcnich

produkti pro NMR a MS analyzu (Helena Pelantovd a Miroslav Sulc, Laboratof

36



charakterizace molekularni struktury, MBU AVCR, v.v.i.). Ve viech piipadech byly jako

produkty reakci prokazany piislusné substituované benzoové kyseliny.

Chloroxynil a bromoxynil byly transformovany téméf stechiometricky na pfisluSné
halogenované benzoové kyseliny. Vznik dalSich produktii nebyl pozorovan. Namétené
koncentrace bromoxynilu a ioxynilu byly niz8§i nez ocekdvané, nejspiSe kvili horsi

rozpustnosti.

Tab. 2: Retencni Casy a UV absorpéni maxima substratl a produkti biodegradacnich

reakci s bakteriemi Rhodococcus a Nocardia

Sloutening Retencni Cas Absorp¢éni maximum
(min) (nm)
3,5-Dichlor-4-hydroxybenzonitril 1,6 215,8*—-255,8
3,5-Dichlor-4-hydroxybenzoova kyselina 0,8 215,8* - 251
3,5-Dibrom-4-hydroxybenzonitril 2,3 216,9° - 256,9
3,5-Dibrom-4-hydroxybenzoova kyselina 1,0 216,9* —256,9
3,5-Dijod-4-hydroxybenzonitril 4,0 235,7°
3,5-Dijod-4-hydroxybenzoova kyselina 1,5 235,7%
2,6-Dichlorbenzonitril 4,0 -
2,6-Dichlorbenzamid 0,5 -
2,6-Dichlorbenzoova kyselina 0,8 -
Benzonitril 1,3 222.8"
Benzamid 0,5 225,2°
Benzoova kyselina 0,8 228.7%

* vlnova délka detekce a kvantifikace dané slouceniny
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Chloroxynil byl u vSech tii kmenii bakterii témét zcela transformovan na 3,5-dichlor-4-
hydroxybenzoovou kyselinu béhem 5 hodin reakce. Bromoxynil byl za stejny cas
hydrolyzovan ze 70-90 %. Transformace ioxynilu probihala jesté pomaleji, za 5 h doslo
k hydrolyze 30-51 % substratu. Reakéni rychlost tedy klesa v poradi: chloroxynil >
bromoxynil > ioxynil. Po 20 hodinach inkubace doslo v ptipad¢ chloroxynilu a
bromoxynilu u vSech kmenti k uplné konverzi. loxynil vSak nebyl pln¢ hydrolyzovan ani
po tfech dnech inkubace; nejvyssi dosazend konverze byla 60 % u vSech tfi kmeni

bakterii.

Mezi prvnim a tietim dnem inkubace byl rovnéz pozorovén slaby pokles v koncentracich
vzniklych karboxylovych kyselin, a to v pfipadé chloroxynilu a bromoxynilu v reakénich
smésich s bakteriemi R. rhodochrous PA-34 a N. globerula. Celkem doslo k poklesu o
25 % u 3,5-dichlor-4-hydroxybenzoové kyseliny a o 18 % u 3,5-dibrom-4-
hydroxybenzoové kyseliny u obou kment. Piky potencidlnich produkti tohoto rozpadu
vSak na chromatogramech nebyly nalezeny. 3,5-Dijod-4-hydroxybenzoova kyselina
vznikajici zioxynilu nebyla dale transformovéna. RovnéZ v méfeném cCase nebyl
pozorovan pokles koncentraci prislusSnych karboxylovych kyselin v abiotickych

kontrolach.
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Obr. 6: Prubéh transformace benzonitrilovych herbicidd (1a — chloroxynil, 2a —
bromoxynil, 3a — ioxynil) na substituované benzoové kyseliny (1b — 3,5-dichlor-4-
hydroxybenzoova kys., 2b — 3,5-dibrom-4-hydroxybenzoova kys., 3b — 3,5dijod-4-
hydroxybenzoova kys.) bakterii Rhodococcus sp. NDB 1165 (ODg;o = 2)
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Obr. 7: Prubéh transformace benzonitrilovych herbicidid (1a — chloroxynil, 2a —
bromoxynil, 3a — ioxynil) na substituované benzoové kyseliny (1b — 3,5-dichlor-4-
hydroxybenzoova kys., 2b — 3,5-dibrom-4-hydroxybenzoova kys., 3b — 3,5dijod-4-
hydroxybenzoova kys.) bakterii Rhodococcus rhodochrous PA-34 (ODg1o = 2)
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Obr. 8: Prubéh transformace benzonitrilovych herbicidi (1a — chloroxynil, 2a —
bromoxynil, 3a — ioxynil) na substituované benzoové kyseliny (1b — 3,5-dichlor-4-
hydroxybenzoova kys., 2b — 3,5-dibrom-4-hydroxybenzoovéa kys., 3b — 3,5dijod-4-

hydroxybenzoova kys.) bakterii Nocardia globerula NHB-2 (ODg1o = 2)
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Rekombinantni nitrilasy

Purifikace a charakterizace nitrilas

Expresi dvou gent syntetizovanych podle sekvenci hypotetickych nitrilas byly ziskany
funkéni enzymy s odlisSnymi vlastnostmi. Pokud jde o aminokyselinové sekvence, jsou si
enzymy z G. moniliformis a N. haematococca vzajemné podobné jen vzdalené (viz
Piilohu 1), a jsou pomérné odlisSné také od znamych bakteridlnich nitrilas (< 40 %
identickych aminokyselin). Vzajemné se od sebe liS§i i svou substratovou specifitou.
Zatimco rekombinantni enzym z G. moniliformis preferuje benzonitril a jedna se tedy o
aromatickou nitrilasu, enzym z N. haematococca uptednostiiuje fenylacetonitril, coz jej

fadi mezi arylalifatické nitrilasy.

V ptipad€ klonu J10 byla exprese rekombinantniho enzymu znaéné niz$i nez u klonu J50

(viz Obr. 11 a 12, str. 46 a 47).

U klonu J10 bylo celkem ziskano 2560 U/l bunécné suspenze, bé¢hem purifikace se
specificka aktivita zvysila témét 9 x (viz Tab. 3, str. 44). Jak je patrné¢ z SDS-PAGE gelu
(Obr. 11, str. 46), byla rekombinantni nitrilasa z G. moniliformis purifikovana spolu

s chaperonem GroEL.

Kultivaci klonu J50 bylo ziskdno celkem 28 050 U/l bun&éné suspenze a pii purifikaci bylo
dosazeno 1,5 ndsobného zvyseni specifické aktivity enzymu (Tab. 4 a Obr 12, str. 45 a

47).

Rekombinantni nitrilasa z G. moniliformis vykazovala vyssi teplotni optimum a teplotni
stabilitu neZ rekombinantni enzym z N. haematoccoca. RovnéZz byla aktivni v SirSim

spektru hodnot pH (Obr. 13 az 20, str. 48 az 51).

Dalsimi preferovanymi substraty byla v piipad¢ klonu J10 chlorované analoga benzonitrilu
a 3- a 4-kyanopyridin, fenylacetonitril byl transformovan pouze minimalné. V piipadé
klonu J50 byly preferovanymi substraty fenylacetonitril, mandelonitril a v mensi mife také
4-kyanopyridin. (viz Tab. §, str. 52). Krom¢ kyselin vznikaly v mensi ¢i vétsi mife také
amidy jako vedlejsi reakéni produkty. Jejich procentudlni zastoupeni v reakénim produktu

je uvedeno v Tab. 6, str. 53.
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Obr. 9: Purifikace rekombinantni nitrilasy z G.moniliformis pomoci anexu (A, kolona Hi-
Prep 16/10 Q FF, pratok 2 ml/min, linedrni gradient NaCl 0,150 - 1 M v Tris/HCI pufru
50 mM, pH 8, 180 ml) a gelové filtrace (B, Superdex 200 HR 10/300 GL v pufru Tris/HCI
50 mM NaCl 150 mM pH 8.0 pfi pritoku 0,4 ml/min). Sipka a rameéek oznacuji aktivni
frakce.
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Obr. 10: Purifikace rekombinantni nitrilasy z N. haematococca pomoci anexu (A, kolona
Hi-Prep 16/10 Q FF, pratok 2 ml/min, linearni gradient NaCl 0,150 - 1 M v Tris/HCI pufru
50 mM, pH 8, 180 ml) a gelové filtrace (B, Superdex 200 HR 10/300 GL v pufru Tris/HCI
50 mM NaCl 150 mM pH 8,0 pfi pritoku 0,4 ml/min). Sipka a rameéek oznacuji aktivni
frakce.
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Tab. 3: Purifika¢ni protokol pro rekombinantni nitrilasu z G. moniliformis (klon J10)

Specificka Celkova Purifikacni
Protein celkem Vytézek
Purifika¢ni krok aktivita aktivita faktor
(mg) (%)
(U/mg) (U) (nasobek)
Bunécny extrakt 163 3,5 569 100 1
Ionexova
chromatografie 34,9 7,0 246 432 2,0
(Q-Sepharosa)
Gelova filtrace
6,6 30,9 204 35,8 8,8

(Superdex S-200)

Aktivita enzymu byla stanovena pro 25 mM benzonitril pii 30°C (viz kapitolu Material a
metody).
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Tab. 4: Purifika¢ni protokol pro rekombinantni nitrilasu z N. haematococca (klon J50)

Specificka Celkova Purifikacni
Protein celkem Vytézek
Purifika¢ni krok aktivita aktivita faktor
(mg) (%)
(U/mg) (U) (nasobek)
Bunécny extrakt 73 8,3 602 100 1
Ionexova
chromatografie 47 11,1 519 86 1,3
(Q-Sepharosa)
Gelova filtrace
7,6 12,3 93 15 1,5

(Superdex S-200)

Aktivita enzymu byla stanovena pro25 mM fenylacetonitril pfi 30°C (viz kapitolu
Material a metody).
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Obr. 11: Pribéh kultivace transformovanych bunék (12% SDS — polyakryamidovy gel).
A: Klon J10 — draha 1 — marker, draha 2 — neindukované bunky, drdha 3 — indukované
buiiky; B: Klon J50 — 1 — marker, drdha 2 — neindukované bunky, drdha 3 — indukované
bunky
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Obr. 12: Prub¢h purifikace rekombinantnich nitrilas (12% SDS — polyakryamidovy gel).
A: Klon J10 — draha 1 — marker, draha 2 — bunéény extrakt, drdha 3 — enzym po ionexové
chromatografii, dréha 4 — zahustény enzym po gelové filtraci; B: Klon J50 — drdha 1 —
marker, draha 2 — bunéény extrakt, draha 3 — enzym po ionexové chromatografii, draha 4 —

enzym po gelové filtraci
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Obr. 13: Vliv teploty na aktivitu purifikované rekombinantni nitrilasy z G. moniliformis
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Obr. 14: Vliv teploty na stabilitu purifikované rekombinantni nitrilasy z G. moniliformis
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Obr. 15: Vliv teploty na aktivitu purifikované rekombinantni nitrilasy z N. haematococca
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Obr. 16: Vliv teploty na stabilitu purifikované rekombinantni nitrilasy z N. haematococca
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Obr. 17: Vliv pH na aktivitu purifikované rekombinantni nitrilasy z G. moniliformis
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Obr. 18: Vliv pH na stabilitu purifikované rekombinantni nitrilasy z G. moniliformis
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Obr. 19: Vliv pH na aktivitu purifikované rekombinantni nitrilasy z N. haematococca
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Obr. 20: Vliv pH na stabilitu purifikované rekombinantni nitrilasy z N. haematococca



Tab. 5: Srovnani substratové specifity purifikovanych rekombinantnich enzymut

Relativni aktivita (%)

Substrat
Gibberella moniliformis N. haematococca

Benzonitril 100,0 0,1
3-Chlorbenzonitril 32,6 0,1
4-Chlorbenzonitril 10,5 0,3
2-Kyanopyridin nereaguje 1,9
3-Kyanopyridin 28,2 2,7
4-Kyanopyridin 90,4 7,5
Fenylacetonitril 7,3 100,0
(R,S)-2-Fenylpropionitril 3,5 0,1
(R,S)-Mandelonitril nereaguje 20,8
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Tab. 6: Podil amidu na slozeni produkti reakci katalyzovanych purifikovanymi

rekombinantnimi enzymy

Podil amidu v reakénim produktu (%)

Substrat
Gibberella moniliformis N. haematococca

Benzonitril 6,0 0,0
3-Chlorbenzonitril 0,7 0,0
4-Chlorbenzonitril 32 0,0
2-Kyanopyridin nereaguje 11,0
3-Kyanopyridin 0,0 0,0
4-Kyanopyridin 54,3 0,5
Fenylacetonitril 422 7,5
(R,S)-2-Fenylpropionitril 37,5 0,0
(R,S)-Mandelonitril nereaguje 8,5

53



Diskuse

Nitrilasy jsou dnes dobfe charakterizovanou skupinou enzymii hydrolyzujicich nitrily na
karboxylové kyseliny. Za urcitych okolnosti miize vznikat amid jako vedlejSi reakéni
produkt. Z hlediska preference substratii se nitrilasy rozd¢luji na alifatické, aromatické a
arylacetonitrilasy. Bakteridlnim a v poslednich letech také fungalnim nitrilasdm je
vénovana fada studii zaméfenych na jejich strukturu a funkci, reakéni mechanismy,
substratovou specifitu, stabilitu a dal$i vlastnosti [3, 5, 6]. Zajem o tyto enzymy prameni
zejména z jejich katalytickych vlastnosti, jez je ptfedurcuji k pouziti v biokatalyze
v chemickych a farmaceutickych vyrobach, popt. k remediaci oblasti kontaminovanych

organickymi latkami, jeZ obsahuji nitrilové skupiny.

Bakterie obou kmenit Rhodococcus a kmene Nocardia pouzité v této studii byly schopné
degradovat 3,5-halogenované benzonitrilové herbicidy. Rychlost degradace se u
jednotlivych latek vyrazné liSila; v pfipadé nesubstituovaného benzonitrilu probihala
reakce o dva fady rychleji. Porovnani specifickych aktivit bakterii pro vSechny tyto latky
nebylo tedy mozno provést, protoze nebylo mozné zachovat stejné reakéni podminky pro
vSechny substraty. Koncentrace produktii vznikajicich ze substituovanych benzonitrilovych
derivati byly po 10 minutach reakce pfili§ nizké pro méteni HPLC ve srovnani
s benzonitrilem. Podobné vysledky jsou uvedeny téz pro purifikovanou nitrilasu z bakterie
Rhodococcus rhodochrous NCIB 11215, izolat z bromoxynilem oSetfovanych pid (dfive
klasifikovana jako Nocardia sp. [12]). Tento enzym transformoval benzonitril, bromoxynil
a ioxynil na pfislusné benzoové kyseliny. Pro bromoxynil, resp. ioxynil dosahovala Vax
1,0 a 1,6 % hodnoty Vi.x naméiené pro benzonitril. Rovnéz hodnoty Michaelisovy
konstanty pro bromoxynil (8,18 mM) a ioxynil (11,88 mM) byly fadové vyssi nez
v piipad¢ benzonitrilu (0,62 mM) [12]. V dalsi studii dosahovala aktivita této nitrilasy pro

bromoxynil méné nez 0,3 % aktivity pro benzonitril [95].

Presné stanoveni aktivity pro benzonitrilové herbicidy rovnéz ztéZzovala jejich nizka

rozpustnost ve vod¢ (cca 0,47 a 0,13 mM pro bromoxynil, resp. i0xynil).

Pokles rychlosti reakce v poradi chloroxynil > bromoxynil > ioxynil je pravdépodobné
zpusoben sterickym 1 elektronovym efektem (zvétSujici se rozméry molekul a klesajici

zaporny indukcni efekt substituenttt).
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Nitrilasa z R. rhodochrous PA-34 patii mezi aromatické, jejim preferenénim substratem je
benzonitril (24 U/mg prot.) [91]. Ve specifické aktivité pro tento substrat se tedy
vyznamné 1i8i od vySe zminéné nitrilasy z R. rhodochrous NCIMB11215 (1,74 U/mg prot.)
[12]. Sekvence aminokyselin nitrilasy z R. rhodochrous PA-34 vykazuje vysokou shodu
(97,5 %) se sekvenci dobte prostudované nitrilasy z R. rhodochrous J1. Tato nitrilasa patii
rovnéz mezi aromatické; jejimi preferovanymi substraty jsou benzonitril (15,9 U/mg prot.),
3- a 4-tolunitril, 3- a 4-chlorbenzonitril, 2-furonitril, 2-thiofenkarbonitril a
3-nitrobenzonitril. Nizsi aktivita byla pozorovana zejména pro 2-substituované aromatické
substraty. Autoii u téchto substratii diskutuji moznost sterickych zdbran, jez piimo
ovlivituji rychlost hydrolyzy nitrilové skupiny [62]. Z tohoto divodu ziejmé nedoslo

k hydrolyze dichlobenilu, jeZ je substituovan v pozicich 2 a 6.

S enzymem degradujicim bromoxynil z Klebsiella pneumoniae ssp. ozaenae se nitrilasa
z R. rhodochrous PA-34 shoduje pouze z 44%. Substratova specifita téchto enzymd je také
znaéné odlisnd, pro porovnani Vp,y nitrilasy z Klebsielly jsou pro chloroxynil, bromoxynil
a ioxynil 18, 15 a 12,2 U/mg proteinu, avSak na rozdil od R. rhodochrous PA-34 tento

enzym nereaguje s benzonitrilem.

V ptipadé bakteridlniho kmene Rhodococcus sp. NDB 1165 byla namétend aktivita bunck
pro benzonitril (1,1 U/mg suSiny) srovnatelnd s diive namétenymi daty (1,17 U/mg suSiny
[93]). Tento enzym preferuje prevazné aromatické substraty jako 3- a 4-kyanopyridin,

benzonitril, ale také akrylonitril [93].

Bakterie Nocardia globerula NHB-2 disponuje tfemi enzymy schopnymi hydratovat ¢i
hydrolyzovat nitrilovou skupinu — nitrilhydratasou, amidasou a nitrilasou; produkce
jednotlivych enzymt je zévisld na druhu induktoru v kultivaénim mediu. Nitrilasa byla
v puvodni praci indukovana propionitrilem a jejimi preferencnimi substraty byly
aromatické a nenasycené alifatické nitrily [37]. Aktivita pro benzonitril byla v plivodni
praci namétena témet Ctyiikrat vyssi nez zde (7,1 vs. 1,9 U/mg suSiny), propionitril je tedy

pravdépodobné lepsim induktorem nitrilasové aktivity v ptipadé tohoto kmene.

Na zéklad¢ biodegradacnich studii s bakteridlnim kmenem Klebsiella pneumoniae ssp.
ozaenae se obecné piedpokladalo, Ze schopnost piimé hydrolyzy benzonitrilovych

herbicidi bude roz§ifena hlavné mezi bakteriemi rodu Klebsiella. Z této skupiny bakterii
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byl na schopnost degradace benzonitrilovych herbicidi detailné studovan jen jeden

zastupce, tento predpoklad tedy nelze s jistotou potvrdit.

V této praci se potvrdila schopnost degradace téchto herbicidli u ndhodné vybranych
zastupct rodu Rhodococcus a Nocardia, coz poukazuje na moznost, ze tato schopnost je
roz$ifena mezi pudnimi aktinobakteriemi. Stejn¢ jako u kmene Nocardia globerula NHB-2
je 1 vptipad¢ R. rhodochrous PA-34 mozné indukovat nitrilhydratasovou aktivitu [96].
Tento enzym je rovnéZ schopen hydratovat benzonitrilové herbicidy, véetné dichlobenilu.
Bakterie produkuje také enzym amidasu, jezZ je s vyjimkou 2,6-dichlorbenzamidu schopna
hydrolyzovat pfislusné substituované benzamidy na benzoové kyseliny. Tyto reakce byly
pozorovany rovnéZ u bakterie Rhodococcus erythropolis A4. Na rozdil od ostatnich zde
uvedenych bakterii byl vtomto pfipadé nejrychleji hydrolyzovanym substratem

dichlobenil, jeZ byl amidasou dale hydrolyzovan na 2,6-dichlorbenzoovou kyselinu [97].

Padni bakterie studované v této praci metabolizuji bromoxynil na méné toxicky metabolit
— 3,5-dibrom-4-hydroxybenzoovou kyselinu [98], jeZ mlZe byt ddle metabolizovan dal§imi
pudnimi mikroorganismy. MoZnost bioaugmentace bakteridlnimi kmeny s nitrilasovou

aktivitou a nasledn¢ bioremediace kontaminovanych mist je tedy tfeba dale studovat.

Fungélni nitrilasy popisované v této praci s benzonitrilovymi herbicidy nereaguji, jsou

vSak schopny transfomovat fadu jinych substrati.

Substratové specifity rekombinantnich nitrilas z G. moniliformis a N. haematoccoca se
znacné liSi. Enzym z G. moniliformis jednoznacné preferuje aromatické substraty jako
benzonitril, 4-kyanopyridin a 3-chlorbenzonitril, pfi¢emz aktivity pro zminéné substraty se
1i$i v fadu nékolika desitek procent. Enzym z N. haematococca mé vysokou substratovou
specifitu pouze pro fenylacetonitril, s ostatnimi testovanymi substraty s vyjimkou
mandelonitrilu probihala reakce o dva az tfi fady pomaleji nebo viibec ne. V tomto se tato
nitrilasa shoduje s dal§imi purifikovanymi a charakterizovanymi rekombinantnimi enzymy
(viz PFilohu 1) z houby N. crassa OR74A, Aspergillus niger CBS 513.88 a Arthroderma
benhamiae CBS 112371 [80, 99 — nepublikované vysledky] a bakteridlnimi nitrilasami z
Pseudomonas fluorescens EBC 191 [61, 100, 101] a Pseudomonas fluorescens DSM 7155
[102]. Arylacetonitrilasa z P. fluorescens DSM 7155 byla schopna hydrolyzovat
fenylacetonitril a v men$i mife také 2-methoxymandelonitril a 2-fenylpropionitril [102].

Naproti tomu enzymy z Alcaligenes faecalis JM3 a ATCC 8750 znamé jako
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arylacetonitrilasy reaguji s vysokou specifitou také s dal§imi substraty, pro kmen JM3 jsou
to akrylonitril, mandelonitril, p-chlorobenzylkyanid, 2-thiofenacetonitril,
3-pyridinacetonitril a 2-fenoxypropionitril, pro kmen ATCC 8750 mandelonitril,
p-chlorobenzylkyanid, p-fluorobenzylkyanid, p-nitrobenzylkyanid, p-aminobenzylkyanid a
p-chlorobenzylkyanid [103, 104].

Zminéné fungalni enzymy jsou si navzajem podobné z cca 60 az 70 %, s nitrilasou bakterie
P. fluorescens sdileji cca 40 % podobnost. V sekvencich tfi fungalnich nitrilas (V. crassa,
N. haematococca, A. benhamiae) je patrny hexapeptid se dvéma az tfemi konzervovanymi
residui, ktery aromatickym nitrilasdm chybi (viz PFilohu 1). Je mozZné, Ze tento usek je
zodpovédny za vysokou aktivitu fungalnich nitrilas k fenylacetonitrilu a mandelonitrilu
[105]. Neni vSak jisté, nakolik je tato vlastnost mezi fungalnimi nitrilasami rozSifena a zda
je arylacetonitrilasova aktivita podminéna pfitomnosti této sekvence aminokyselin. Jiz
zminéna rekombinantni nitrilasa z 4. niger CBS 513.88 ma rovnéz vysokou aktivitu pro
fenylacetonitril a mandelonitril, avSak zminény hexapeptid se v jeji sekvenci nevyskytuje,

stejné jako chybi v sekvencich bakterialnich arylacetonitrilas.

Vedle znac¢nych rozdili v substratové specifité se enzymy z G. moniliformis a N.
haematococca vzajemné shoduji ve schopnosti produkovat amid jako vedlej$i produkt
reakce. U preferovaného substratu nitrilasy G. moniliformis, benzonitrilu, vznikd 6 %
amidu, u 4-kyanopyridinu, fenylacetonitrilu a 2-fenylpropionitrilu tvofil amid 37 — 55 %
produktu. Timto se rekombinantni enzym z G. moniliformis znacné odliSuje od sekvencné
podobné nitrilasy z Fusarium solani O1, jez za optimalnich podminek produkovala méné
nez 1 % amidu u benzonitrilu a 1 — 3 % amidu u 3- a 4-kyanopyridinu [79]. Procentudlnim
zastoupenim amidu v reakénim produktu se nitrilasa z G. moniliformis podoba spiSe
enzymtm z hub Aspergillus niger K10 a Fusarium oxysporum f. sp. melonis, jez produkuji
10, resp. 4 — 6 % benzamidu. U nitrilasy z A. niger K10 pak dochazelo u 4-kyanopyridinu
k tvorbe 33,8 % amidu, u 3-clorobenzonitrilu k tvorbé 51,6 % amidu a u 2-kyanopyridinu
vznikalo az 84 % amidu [77]. Tato skutecnost se da prisoudit blizké evolu¢ni pfibuznosti
enzymu k fungdlnim kyanidhydratasam, jejichZz jedinym reakénim produktem pfi
hydrolyze HCN je formamid [106]. U enzymu z N. haematococca vznikalo pii hydrolyze
fenylacetonitrilu a mandelonitrilu pfiblizné 8 % amidu. To je v porovnéni s rekombinantni
arylacetonitrilasou z N. crassa OR74A cca dvakrat vice [80]. Mutant N. crassa W168A
vSak pii pH 5,5 produkoval az 85 % amidu [107]. Studie rekombinantni arylacetonitrilasy
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z Pseudomonas fluorescens EBC 191 ukazuje, ze pomér kyseliny a amidu v reakénim
produktu je ovlivnén jednak elektronovym efektem, jednak absolutni konfiguraci
substituentu na a-pozici. Hypoteticky mechanismus vzniku amidu pfedpoklada
destabilizaci pozitivniho néboje na atomu dusiku v nitrilové skupiné, jez je kriticky pro
interakci s glutamatovym zbytkem katalytické triady Glu-Lys-Cys. Z porovnani raznych
charakterizovanych nitrilas je také zfejmé, ze kromé struktury substratu je pro

mechanismus hydrolyzy nitrili dilezitd také struktura enzymu [79, 108].

Pti porovnani pH a teplotnich profilti obou enzymi je ziejmé, Ze nitrilasa z G. moniliformis
si uchovava aktivitu pfi $irSim rozsahu hodnot pH i teploty. Tato vlastnost mliZe souviset
se stabilizujicim efektem chaperonu GroEL, se kterym byl enzym purifikovan [1].
V odborné literatufe bylo ve spojitosti s nitrilasami a dalSimi proteiny popsano nékolik
podobnych pfipadli asociace chaperoninu s purifikovanym proteinem. Nitrilasa
z Pseudomonas fluorescens DSM 7155 byla purifikovana s polypeptidem z97%
podobnym chaperoninu CPN60 (GroEL). Autofi studie se domnivaji, Ze CPN60 se zde
podili na agregaci jednotlivych heterodimert do vetSich struktur [102]. Dal$imi nitrilasami
purifikovanymi s GroEL jsou enzym z Bacillus pallidus Dac521 [109] a fungalni nitrilasa
z Aspergillus niger (purifikace s proteinem hsp60, eukaryotnim analogem GroEL) [77].

Obecné chaperoniny napomahaji skladani nové vznikajicich proteinii [110]. Chaperoniny
GroEL/ES se vazi na dosud neposklddané polypeptidy a vytvaieji ochranné prostredi,
v némz muze probéhnout spravné poskladani proteinového fetézce bez interakce s dal§imi
proteiny [111]. Tato vlastnost GroES/EL vedla k pokustim s ko-expresi enzymt v E. coli
za ucelem ziskani aktivnéj§itho enzymu a navySeni podilu rozpustné frakce proteinu.
Naptiklad ko-exprese nitrilasy z Comamonas testosteroni s chaperony GroEL/ES v E. coli
zvysila az 5x specifickou aktivitu bun€k; rovnéz zastoupeni rozpustné frakce proteinu
vzrostlo z 10 na 58% [112]. Podobny efekt ko-exprese s chaperoniny byl pozorovan také
pfi expresi D-karbamoylasy v E. coli [113, 114]. Stejné tak v ptipadé¢ zde studovaného
rekombinantniho enzymu z G. moniliformis bylo pii ko-expresi s chaperoniny GroEL/ES
pozorovano zvyseni specifické aktivity bun¢k 1 enzymu a zvySeni podilu rozpustné frakce

exprimovaného proteinu [99] (viz Tab. 7 na nasledujici stran¢).
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Tab. 7: Porovnani aktivit bun¢k a bunécénych extraktii E. coli exprimujicich nitrilasu z G.
moniliformis (plasmid pOK104) a nitrilasu z G. moniliformis spole¢né s chaperoninovym

tymem GroEL/ES (plasmid pGro7) [99]

% aktivity v

Specificka Specificka
Plasmid aktivita aktivita Rozpustné  Nerozpustné
(U/l kultury, ODg19o=1) (U/mg bun. extraktu) frakci frakci
pOK104 76+7 0,28+0,12 57+£3 43+3
pOK104 a
335487 0,64+0,03 70+4 30+4
pGro7

Z hlediska dalsiho pouziti studovanych enzymli ma potencidl pro vyuziti v biokatalyze
zejména enzym z N. haematococca pro svou schopnost hydrolyzovat mandelonitril,
prumyslové vyznamnou slou¢eninu. Zbyva vsak zjistit, nakolik je v tomto pfipadé¢ enzym
zcela odstranit podil amidu v reakéni smési. Dosud popsané arylacetonitrilasy jsou v rizné
mife vétSinou selektivni pro (R)-mandelonitril [102, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121].
Lze tedy ocekavat, ze 1 v pfipadé enzymu z N. haematococca bude vznikat prevazné
(R)-mandlova kyselina. Produkce amidu jako vedlejSiho produktu hydrolyzy
mandelonitrilu by se teoreticky dala rovnéz biokatalyticky vyuzit pokud by bylo mozné

pfipravit mutanty, jez produkuji vyhradn¢ amid.
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Bakteridlni kmeny R. rhodochrous PA-34, Rhodococcus sp. NDB 1165 a Nocardia
globerula NHB-2 studované v této praci byly schopny hydrolyzovat benzonitrilové
herbicidy ioxynil, bromoxynil a chlorovany analog 3,5-dichlor-4-hydroxybenzonitril na
pfislusné benzoové kyseliny. U zadného zkmenii nebyla pozorovdna transformace
dichlobenilu. Reakce byla katalyzovana enzymem nitrilasou, jez byla v bakteriich
indukovana isobutyronitrilem; vliv nitrilhydratasy a amidasy nebyl potvrzen. Metabolity
vzniklé touto reakci mohou byt dale transformovéany konsorcii pidnich bakterii;
biodegradacni potencial rodu Rhodococcus a Nocardia je tedy tteba déale prostudovat

z hlediska mozZnosti vyuziti v bioremediaci.

Hypotetické nitrilasy zhub Giberella moniliformis a Nectria haematococca byly
exprimovany Vv bakterii E. coli jako funkéni enzymy a castecné charakterizovany.
Preferovanymi substraty enzymu z G. moniliformis byly benzonitril, 4- a 3-kyanopyridin a
3-chlobenzonitril, u enzymu z N. haematococca to byly fenylacetonitril a mandelonitril.
Prvni z enzymt tedy patii mezi aromatické nitrilasy, druhy pak mezi arylalifatické. Z pH a
teplotnich profild vyplyvd, Ze nitrilasa z G. moniliformis je stabilnéj$i, enzym z N.
haematococca ma vSak vyssi potencial pro vyuziti v biotechnologii diky své schopnosti
transformovat mandelonitril na kyselinu mandlovou. Pii této reakci vSak vznika cca 8 %
amidu, je tedy tfeba zjistit, zda se jeho podil v reakénim produktu d4 snizit optimalizaci
podminek reakce nebo mutaci enzymu. V piipad€ tohoto substratu bude pfedmétem

dal$iho studia rovnéZ enantioselektivita enzymu.
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Priloha 1

Porovnani sekvenci nitrilas kment Neurospora crassa OR74A, Nectria haematococca mpVI1 77-13-4,
Arthroderma benhamiae CBS 112371, Aspergillus niger CBS 513.88, Gibberella moniliformis a Aspergillus
niger K10 pomoci webového néstroje ClustalW?2: http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/
(Katalyticky aktivni residua vyznacena zlutg).
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Priloha 2

Sekvence nukleotidli genu nitrilasy z G. moniliformis s upravenou frekvenci kodont pro

expresi v E. coli.

ATGAGCAAAAGCCTGAAAGTTGCAGCAATTCAGGCAGAACCGGTTTGGAATGATCTGCAGG
GTGGTGTGAATAAAAGCATTGGCCTGATTCAGGAAGCAGCAAAAGAAGGCGCAAACGTCAT
TGGTTATCCGGAAGTTTITTATTCCGGGTTATCCGTGGAGCATTTGGGCAAATAGCCCGACC
GAAAATGCACCGTGGATTAATGAATATTTTAAAAATAGCATGGAAAAAGAATCTCCGGAAA
TGGATCAGATTCGTGCAGCAGTTCGTGAAGCAGGTGTTTTTGTTGTTCTGGGTTATAGCGA
ACGTTATCGTGGCACCCTGTATATTGCACAGAGCTTTATTGATGAAACCGGCACCATTGTT
CTGCATCGTCGCAAAATTAAACCGACCCATGTTGAACGTGCAATTTATGGTGATGGTCAGG
GCGAAAGCCTGACCAATGTTGCCGATACCAAATTCGGTCGTGTTGCAGGTCTGAATTGTTG
GGAACATACCCAGACCCTGCTGCGCTATTATGAATATAGCCAGGATGTGGATATTCATGTT
TCTAGCTGGCCGAGCATTTTTCCGCAGAATGTTCCGGAATGGCCGTATCACATTACACCGG
AATGCTGTAAAGCATTTAGCCATGTGGTTAGCATGGAAGGTGCATGTTTTGTTCTGCTGGC
CTCTCAGATTATGACCGAAGAAAATCATAAAAAAGCCAATGTGGATGGCTATGATTATACC
AAAAAAAGCGGTGGTGGCTTTAGCATGATTTTTAGCCCGTTTGGTGAAGAACTGGTTAAAC
CGCTGGCTCCGAATGAAGAAGGTATTCTGTACGCCGATATTAATCTGGAAGAAAAATATAA
AGCCAAACAGAATCTGGATATTGTGGGTCATTATAGCCGTCCGGATCAGCTGTCTCTGCGT
GTTAATAAACATGCAGCCAAACCGGTTTTTTTTGCCAATGATCTG
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Priloha 3

Sekvence nukleotidi genu nitrilasy z N.haematococca mpVI 77-13-4 s upravenou

frekvenci kodont pro expresi v E. coli.

ATGGCATGTCCGATTCGTGTTGCAGTTACCCAGGCAGAACCGGTTTATCTGGATCTGGCAG
CAAGCGTTAAAAAAGCATGTGGTCTGATTGCCGAAGCAGCACAGAATGGTGCAAAACTGGT
TGCATTTAGCGAATGTTGGCTGCCTGGTTATCCGGCATGGATTTGGGCACGTCCGGTTGAT
TTTGAACTGCAGACCCGTTATATCTATAATAGCCTGCCGATTGAAAGCGAAGCAATGGAAC
TGGTTAAAGCAACCGCAAAAGAACATAGCATTGCAGTTGCACTGGGTTTTAGCGAACAGAG
CCCGAGCCATAGCATTTATATCAGCCAGGCAATTATTAGTCCGCAGGGTGAAGTTGTTATG
CATCGTCGTAAAATCAAACCGACCCACATGGAACGTACCCTGTTTGGTGATGGTAGCGGTG
CAGATCTGAATAATGTTGTTGAAGTTGATTTTGGTGCCGAACACGGTAAAATCAAAGTTGG
TTGTTTTGCCTGTTGGGAACATACCCAGCCGCTGCTGAAATATCATAGCATTAGCCAGGGT
GAAGCCATTCATATTAGCATGTGGCCTCCGATTGATCCGAGTGCCGGTGTTGATCATCCGG
GTCTGTGGTCAATGACAGCAGATGGTTGTCAGAATCTGAGCCAGACCTATGCAATTGAAAG
CACCGCCTATGTTCTGCATAGCACCAGCGTTTGTACCCAGAAAGGTATTGAAACCCTGAAA
ACCCAGGATGGTCTGAGCTGTCGTCAGCCTGGTGGTGGTCATAGCTGTGTTATTGGTCCGG
ATGGTCGTCGTCTGACCGCACCGCTGGGTGATGGTAGTCCGGATGCCGAAGGTATTGTTTA
TGCAGATCTGGATCTGACCAAAGTTGTTGCAACCCGTGGTTTTCTGGATATTGTTGGTCAT
TATAGCCGTCCGGATCTGCTGTGGCTGGGTGTTGATCGTGAACAGAAAGAAAACATTATCG
CCAAACAGCATAAAGCAGCAGAACAAGAAGCAGTTCAGGGC
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Svoluji k zaptjceni této prace pro studijni ucely a prosim, aby byla fadné vedena evidence

vypujcovatela.

Jméno a pfijmeni

S adresou

Cislo OP

Datum vypujceni

Poznamka
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