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Seznam pouzitych zkratek & symbolu:

Azg0 nm: absorbance pii 280 nm

Ajgsa: absorbance hoveziho sérového albuminu (BSA)
A,,: absorbance vzorku

ADP: adenosindifosfat

AH Sepharosa: aminohexyl Sepharosa

BIS: N, N*-methylen-bis—akrylamid

BSA: hovézi sérovy albumin

BSM: base synthetic medium

Chilkoviny. KONcentrace proteinQ

CYP: cytochrom P450

cyt ¢: cytochrom ¢

DEAE Sepharosa: diethylaminoethyl Sepharosa

FAD: flavinadenindinukleotid

FMN: flavinmononukleotid

FMNH;: redukovany flavinmononukleotid

HPLC: vysokoucinna kapalinova chromatografie (High Pressure Liquid Chromatography)
kDa: kilodalton (nasobek jednotky molekulové hmotnosti)
K,.: Michaelisova konstanta

MFO: systém oxygenas se smiSenou funkci (mixed function oxidases)
M, relativni molekulova hmotnost

NADH: redukovany nikotinamidadenindinukleotid
NADPH: redukovany nikotinamidadenindinukleotidfosfat
PAPS: 3'-tfosfoadenosin-5-fosfosul fat

PEG: polyethylenglykol

PVDF: poly-vinyliden-fluorid

RH: obecné oznaceni substratu

ROH: obecné oznaceni hydroxylovaného substratu

RPM: otacky za minutu

p*: hustota pii 25 °C

SDS: dodecylsiran sodny (sodium dodecylsulphate)



SDS-PAGE: elektroforesa na polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti SDS
TEMED: N, N, N, N‘—tetramethylendiamin

Ty teplota tani

Ty: teplota varu

TRIS: tris(hydroxymethyl)aminomethan

Vmax: maximalni rychlost enzymové reakce

w/v: hmotnostni procenta

YNB: yeast nitrogen base
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Teoreticky uvod

1.1. PUSOBENI XENOBIOTIK NA ZIVOTNI PROSTREDI

V dnesni dobé se v nasem zivotnim prostfedi hromadi fada cizorodych latek (xenobiotik),
které predstavuji pro mnoho organismd vyznamnou zatéz. Mezi takové environmentalni
polutanty patfi i fenolické latky, které se do prostiedi dostavaji zejména prostrednictvim
petrochemického prumyslu, zpracovani hnédého uhli a vyroby syntetickych vlaken a
barviv [1]. Pro odstranéni téchto polutantd je snahou nalézt vhodné dekontaminacni
metody, které by byly ekonomické a zaroven Setrné k nasemu zivotnimu prostfedi. K
takovym metodam patii bioremediace, které pro dekontaminaci vyuzivaji metabolického
potencialu riznych organismu, tedy i mikroorganismu. Ve své podstaté jde o napodobeni a
zintenzivnéni procesu samocisténi v pfirodnich vodach. Z odpadnich vod jsou fenolické
latky vzhledem k rychlej§imu a vSestranngj§imu metabolismu mikroorganismu Iépe
odstrafiovany v aerobnim prostredi [2].

Proto je studium aerobnich biodegradaci fenolickych latek a poznani enzymovych systému
mikroorganismu, zodpovédnych za jejich schopnost vyuzivat tyto latky jako zdroj uhliku a
energie pro sviij rist a zivot, jedna z priorit soutasného vyzkumu nejen v Ceské republice,
ale na celém svéte. Toto poznani je duilezité zejmeéna z hlediska genového inzenyrstvi, a to
pro navrzeni rekombinantnich kmenid mikroorganisma, které by byly vyuzity

v biotechnologiich a jiz zmifiovanych bioremediacnich procesech.
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1.2. METABOLISMUS XENOBIOTIK

Po vstupu xenobiotika (cizorodé latky) do bunky resp. organismu dochdzi obvykle
k chemickym zménam této latky - tzv. biotransformacim, které vétsinou vedou k vylouceni
této latky zorganismu nebo alespori k potlaCeni jejiho negativniho pusobeni na
organismus.

V nékterych pripadech vSak muze dojit také ke zvyseni toxicity daného xenobiotika. Tyto
metabolity pak mohou narusit biologické procesy v burice nebo se vazat na
biomakromolekuly (DNA, RNA, proteiny) [3].

Intensitu a prabéh biotransformaci ovliviuji jak fysikalni a chemické vlastnosti vlastniho
xenobiotika, tak 1 organismus, ve kterém je latka pfeménovana. Enzymova vybava se i

mezi organismy stejného druhu mize znacné lisit [4].

1.2.1. Faze biotransformace

Metabolismus xenobiotik v organismu probiha obvykle ve dvou fazich :

1) Derivatizacni faze

V této fazi probihaji zejména reakce oxidacni, pii kterych jsou do skeletu xenobiotika
zavadény polarni funkéni skupiny (napf. skupiny hydroxylové a oxoskupiny). Casto
dochazi také k odkryvani polarnich funkénich skupin napt. hydrolysou esteri, amida apod.
V derivatizacni fazi mohou probihat rovnéz reakce redukcni, ale jsou méné Casté nez
reakce oxidacni.

Obecné lze tici, ze vSechny tyto déje zvysuji polaritu daného xenobiotika.

2) Konjugacni faze

Tato druhd faze biotransformace vede k dalSimu zvysSeni polarity xenobiotika, coz nasledné
usnadiuje vylouc€eni takto modifikované latky zburiky a poté i1 z celého organismu.
V konjugacni fazi dochazi k tvorbé tzv. konjugati, v nichz se spojuje endogenni polarni
latka (konjugacni slozka) s metabolitem xenobiotika, ktery wvznikl vprvni fazi

biotransformace.
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Jako konjugacni slozky funguji napf. kyselina glukuronova, PAPS (3-fosfoadenosin-5-
fosfosulfat), glutathion, glycin, cystein a dalsi [S]. V pfipadé fenoll se jedna o konjugaci

se sulfatem z aktivniho sulfatu (PAPS) nebo o konjugaci s kyselinou glukuronovou [2].

Reakce konjugacni faze probihaji v mikroorganismech minoritné nebo uplné chybi. Ve
vetsing pripadi mikroorganismy metabolity xenobiotik vyuzivaji jako zdroj uhliku a
energie pro svuj rust. Vtakovém pfipadé je cizoroda latka po derivatizacni fazi

biotransformace zaclenéna do intermediarniho metabolismu mikroorganismu [2].

10
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1.3. FENOLICKE LATKY, JEJICH VYUZITI A TOXICITA

1.3.1. Obecna charakterisace fenolu

Fenoly jsou slouceniny s hydroxylovou skupinou pfimo vazanou na aromaticky kruh —
ArOH [6]. Jedna se vlastné¢ o hydroxylované derivaty benzenu. Samy mohou byt dale
hydrolysovany nebo konjugovany, a tak vytvari dalsi Skalu sloucenin [7]. Jsou to latky
Casto se vyskytujici v prirodé a majici téz Siroké pouziti v primyslové vyrobeg.

Nazev . fenol“ se pouziva jak pro pojmenovani tfidy sloucenin, tak jako jméno konkrétni
latky [6]. Samotny fenol se nachazi v kamenouhelném dehtu, odkud byl také poprvé v roce
1834 izolovan. Az do I.svétové valky byl kamenouhelny dehet také jedinym zdrojem
fenolu. Teprve poté se zacal fenol vyrabét synteticky, a to napf. sulfonaci benzenu a

naslednou hydrolysou sulfonatu [8].

1.3.2. Chemické a fysikalni vlastnosti fenolu

Nizkomolekularni fenoly jsou obvykle rozpustné ve vodé a maji vysoky bod varu. Jsou to
slabé kyseliny, které disociuji ve vodnych roztocich za vzniku iontd H;0" a ArO" [6].
Fenol CsHsO (hydroxybenzen) v Cistém stavu je bezbarva az bila pevna latka, kterd ma
odpudivy nasladly zapach. Je to hoilava latka, ktera je rozpustna ve vode. Velmi dobfe se
rozpousti také v etherech, ethanolu, acetonu, glycerolu a benzenu [7].
Dulezité fysikalni vlastnosti fenolu [9]: M,=94114

T, = 40,90°C

T, =181,84°C

p™ =1,132 g.cm'3
Fenol ma hygroskopické vlastnosti a také snadno podléha oxidaci, proto je nutné ho

uchovavat pod atmosférou dusiku, v chladu a ve tmé [10].

11
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1.3.3. Vyuziti fenolu a jeho derivatu

Fenol je surovinou pro vyrobu vybusniny — kyseliny pikrové (2,4,6-trinitrofenolu). Pouziva
se také pri pripraveé pryskyfic a lepidel, pentachlorfenol slouzi pro konzervovani dieva.
Rizné slouceniny fenolu jsou pozivany jako stabilisatory potravin, jsou to napi. BHT
(butylovany hydroxytoluen) a BHA (butylovany hydroxyanisol) nebo jako antiseptika
(hexachlorofen) [6].

Fenol je také meziproduktem pfi vyrobé kaprolaktamu, ze kterého se vyrabi nylon a dalsi

synteticka vlakna [8].

1.3.4. Toxicita fenolu a jeho pasobeni na lidsky organismus

Fenol je v lidském téle metabolisovan zejména v jatrech, plicich a ledvinach. Vystaveni
lidského organismu pusobeni fenolu mize mit negativni vliv na Cinnost srdce, nebot
dochazi k blokaci sodnych kanalka. Pii chronickém pusobeni fenolu na lidsky organismus
dochazi k ubytku hmotnosti, objevuji se prijmy, bolesti hlavy, zavraté a tmavé zbarveni
moci. Mize dojit také ke vzniku methemoglobinémie a hemolytické anémie, stejné jako
k poskozeni jater [7].

Pfi pfimém styku pokozky sfenolem dochazi kjejimu podrazdéni a muze dojit az
k nekrose [7]. Poziti fenolu se projevuje obtiznym dychanim, objevuje se pénéni z st a
nosu postizeného. Dochazi k destrukci mukosnich membran a ochabnuti centralniho
nervstva, coz muze vést az k amrti [8]. Jako smrtelna davka pro dospé€lého clovéka se
uvadi S az 12 g fenolu [11].

Pokud je do vzduchu, plidy nebo vody uvolnéno velké mnozstvi fenolu, nebo pokud je do
prostiedi fenol uvolinovan po dlouhou dobu v mensich davkach, muze zde pretrvavat i po
velmi dlouhou dobu. Mala mnozstvi fenolu vsak nepfetrvavaji ve vzduchu déle nez jeden
den, z pudy jsou takova mnozstvi odstranéna do péti dnl a ve vodach pretrvavaji nejdéle

devét dni [8].

12
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1.4. MIKROORGANISMY SCHOPNE METABOLISOVAT
FENOLICKE LATKY

Schopnost degradovat fenolické latky maji prokaryotni i eukaryotni mikroorganismy.

Z prokaryot byla tato schopnost studovana napf. u bakterie Psendomonas putida [12],
Comamonas  testosteroni  [13], Alcaligenes faecalis, Mycobacterium vaccae [14],
Rodococcus sp. a Paracoccus sp. [15]

Z eukaryotnich organismd maji schopnost degradovat fenoly napt. kmeny Candida
tropicalis [16], Trichosporon cutaneum [17], Rhodotorula rubra, Cryptococcus sp.,
Fusarium flocciferum, Penicillium sp. [18] Dodnes se vSak hledaji nové kmeny, které by
fenolické latky degradovaly G¢innéji nez kmeny dosud pouzivané, a to bud’ samostatné

nebo ve smésnych populacich.

1.4.1. Kvasinka Candida tropicalis

Eukaryotni organismus Candida tropicalis je jednou z vice nez 200 druht kvasinek rodu
Candida. Patti do skupiny tzv. nepravych kvasinek, které se rozmnozuji pouze nepohlavné
[19].

Jako vétSina kvasinek rodu Candida je i kmen C. tropicalis aerobni organismus schopny
utilisovat razné cukry jako napf. glukosu, sacharosu, manitol, inositol, xylosu a maltosu
[19]. V primyslu se vyuziva k pfipravé krmného drozdi z melasy i ruznych odpadnich
materialt (napt. louht po citronovém kvaseni) [20].

Kvasinka . tropicalis patfi mezi tzv. oportunni patogeny. Za normalnich okolnosti je
soucasti bézné lidské mikroflory (kolonisuje ustni a poSevni sliznici a také travici trakt), u
oslabenych jedinci vSak muze zpusobit infekci tzv. candidosu, ohrozujici zdravi a
v nékterych pripadech 1 zivot postizeného jedince [21].

(. tropicalis vytvari protahlé burnky, které tvofi dlouha zaSkrcena vlakna tzv.
pseudomycelia. V urCitych mistech pseudomycelia vznikaji svazky krat§ich elipsoidnich

bunék-blastospor [22].
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1.4.2. Predpoklady C. tropicalis pro degradaci fenolu

(. tropicalis byla spolu s bakterii Alcaligenes faecalis nalezena ve vzorku pudy z
Amazonského pralesa. Bylo zji§téno, ze tyto mikroorganismy participuji na tleni dreva,
tedy na rozkladu ligninu. Produktem tohoto tleni je kromé rady dalSich aromatickych latek
také fenol. Toto zjiSténi tedy dokazuje pfirozenou schopnost kmene C. tropicalis
degradovat fenol a vyuzivat ho jako zdroje uhliku a energie pro svij rist [28]. Jevi se tedy
jako vhodny organismus pro studium mechanismu degradace fenolu.

V soucasné dobé je také zkoumana moznost vyuziti (. fropicalis samostatn€ 1 jako soucast
smesné mikrobni populace v riznych bioreaktorech, které by slouzily pro dekontaminaci
pud a podzemnich vod zamotenych naftou a oleji (napf. transformatorovymi) nebo

odpadnich vod s vysokym obsahem uhlovodikt [29].

14



Teoreticky uvod

1.5. ENZYMY BIOTRANSFORMUJICI FENOLY

Fenolické latky jsou nejcastéji metabolisovany oxida¢nimi reakcemi, které byly popsany v
kapitole 1.2. (str. 9).

Nejpocetnéjsi skupinou enzymu participujicich na oxidaci xenobiotik jako jsou aromaty,
fenoly, nitroaromaty, aromatické aminy a azobarviva jsou enzymy oznaCované jako
oxygenasy, a to jak ze skupiny monooxygenas, tak i dioxygenas [30]. Obé skupiny enzymu
pro svoji aktivitu vyzaduji molekulu kysliku a pritomnost kofaktoru, ktery je schopny jej
aktivovat. Jako kofaktory slouzi napt. prechodné kovy (nejcastéji nehemové i hemové Fe)
nebo flaviny [31].

V fad¢é organisml se jako dal§i enzymy pfi oxidaci zmiriovanych latek uplatiuji také
peroxidasy [32].

Tyto enzymy jsou lokalisovany vriznych castech bunky (tzv. bunéEnych
kompartmentech), a to bud vcytoplasmé nebo na membranach hladkého
endoplasmatického retikula. Po isolaci z buriky témto kompartmentim odpovidaji tzv.

arteficialni organely cytosol a mikrosomy.

1.5.1. Cytosolarni enzymy

a) NADPH-dependentni fenolhydroxylasa (EC 1.14.13.7)

Tento enzym patii mezi flavinové monooxygenasy a katalysuje hydroxylaci aromatického

kruhu fenolu na katechol (Obr.1).
OH OH

OH

fenolhydroxylasa

VY

NADPIT+0O,  NADP" + OH

fenol katechol

Obr.1 Hydroxylace fenolu na katechol

15



Teoreticky uvod

Podrobné je tento enzym charakterisovan v kapitole 1.7. (str. 25)

b) Dioxygenasy §tépi aromatické kruhy zavedenim dvou atomu kysliku do substratu.

Katechol-1,2-dioxygenasa (EC 1.13.11.1) participuje na degradaci fenolu intradiolovym

Stépenim katecholu za vzniku cis, cis-mukonatu [28] (Obr.2).
Katechol-1,2-dioxygenasa kvasinky Candida maltosa ma molekulovou hmotnost 65 kDa a
je slozena ze dvou podjednotek. V pripad¢é kvasinky 7richosporon cutaneum ma enzym

trimerni strukturu a molekulovou hmotnost 105 kDa.

katechol (o)
1,2-dioxygenasa

>
/SN e
OH
0, 2H

katechol cis, cis - mukonat

Obr.2 Intradiolové stépeni katecholu na cis, cis - mukonat

Katechol-2,3-dioxygenasa (EC 1.13.11.2) katalysuje extradiolové Stépeni katecholu na

semialdehyd kyseliny 2-hydroxymukonové [28] (Obr.3).

OH
katechol / COOH
2,3-dioxygenasa

©; N _-CoH

semialdehyd kyseliny
2-hydroxymukonové

katechol

Obr.3 Extradiolové Stépeni katecholu na semialdehyd kyseliny 2-hydroxymukonové

¢) Peroxidasy ( E.C. 1.11.1.7)
Jsou vyznamnou skupinou enzymd, které jsou efektivni v biotransformaci fenold.

Peroxidasy redukuji peroxid vodiku (nebo jiné peroxidy) za soucasné oxidace dalsi
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slouceniny (endogenni latky nebo xenobiotika). Funkci spole¢nou pro vSechny peroxidasy
je schopnost detoxikovat (redukovat) H,O,, zatimco spektrum oxidovanych sloucenin je
velmi Siroké. Svou Sirokou substratovou specifitou se peroxidasy blizi mikrosomalnimu
monooxygenasovému systemu (MFO systému), ktery obsahuje cytochrom P450 (kapitola
1.5.2.). Substraty mohou byt latky organické 1 anorganické. Mezi nejlepSi substraty
peroxidas lze fadit pravé fenoly. Oxidovany jsou za tvorby primarniho radikalu na

parentalni OH-skupiné [27,29,30] (Obr.4).

OH (0}

Pcroxidasa

H,0,

radikal fenolu

Obr.4 Vznik peroxidového radikalu pfi oxidaci fenolu ptisobenim peroxidasy

1.5.2. Mikrosomalni monooxygenasovy systém

Systém oxygenas se smiSenou funkci (t¢Z MFO = mixed function oxidases) je u
eukaryotickych bunék vazan na membrany hladkého endoplasmatického retikula. Jeho
hlavnimi slozkami jsou cytochrom P450 (= CYP) plnici funkci funkci terminalni oxidasy
a NADPH:CYP oxidoreduktasa slouzici jako dé&li¢ elektronového paru. Pasivni
komponentou tohoto systému je membranovy fosfolipid, ktery ma ziejmé vliv na vazbu
substratu [31] a spinovy stav zeleza [32]. Aktivni slozkou MFO systému muze byt také
NADH:cytochrom bs oxidoreduktasa, ktera vSak pro vlastni hydroxylaci neni nezbytné
nutna [2,33].

MFO systém hraje dulezitou roli jak pfi metabolismu latek t€lu vlastnich, tak pfi preméné
(a detoxikaci) latek cizorodych. Studie MFO systému se datuji od objevu cytochromu

P450. V roce 1955 objevil Brodie [34], ze enzymy provadéjici fadu transformaci
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cizorodych latek v jatrech jsou lokalisovany v membranach endoplasmatického retikula
(mikrosomalni frakce). Mikrosomalni frakce isolovana z jater obsahovala pigment, ktery
pit redukcr ménil své spektralni vlastnosti [35]. Cytochrom P450 popsali roku 1958
nezavisle na sobé Klingenberg [36] a Garfinkel [37] jako pigment, ktery po redukci
dithront€itanem sodnym a vazbé oxidu uhelnatého vykazuje ve srovnani se znamymi
metaloproteiny neobvyklé absorpéni maximum pii vinové délce 450 nm. Tento protein byl
az roku 1962 [38,39] identifikovan jako hemoprotein obsahujici hem b (Obr.5) a byl
oznacen jako cytochrom P450 (pigment absorbujici pii 450 nm). Neobvyklé fysikalné-
chemické vlastnosti cytochromu P450 podnitili dal$i vyzkum, ktery vedl k uréeni jeho
fysiologické funkce [40]. Tak byl tento enzym identifikovan jako terminalni oxidasa
aktivujici kyslik v raznych reakcich katalysovanych MFO systémem [41]. Roku 1968 se
Lu a Coonovi [42] podafilo poprvé ziskat purifikovany CYP z mikrosomalni frakce
homogenatu kralicich jater. O dva roky pozdéj byl z cytosolu bakterie Pseudomonas

pulida ziskan rozpustny cytochrom P450¢ay v krystalickém stavu [43].

OH

Obr.5 Hem b (pfevzato z http://metallo.scripps.edu/promise)
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1.6. JEDNOTLIVE SLOZKY MFO SYSTEMU
1.6.1. Systém cytochromi P450 (EC 1.14.15.1)

Cytochromy P450 (CYP) tvoii velkou superrodinu proteind, které maji schopnost
metabolisovat Sirokou Skalu substratd od steroidi, mastnych kyselin az po xenobiotika.
Byly nalezeny v mikroorganismech, rostlinach i u savca vcetné Cloveka [44].

Systém cytochromu P450 je v eukaryotickych bunkach vazan v membranach hladkého
endoplasmatického retikula nebo mitochondrii, zatimco bakterialni cytochromy P450 jsou
enzymy rozpustné [2,33].

Kromé funkce katabolické, ktera slouzi k ziskani zdroje uhliku a k detoxikaci cizorodych
latek, maji cytochromy P450 také schopnost syntetisovat biologicky aktivni latky jako

jsou steroidy, prostaglandiny a metabolity kyseliny arachidonové [45].

1.6.1.1. Struktura CYP

Cytochrom P450 je hemovy enzym, ktery je tvofen jedinym peptidovym fetézcem o délce
pfiblizné 450 az 530 aminokyselinovych zbytkd. Molekulova hmotnost se pohybuje mezi
45 a 60 kDa [46].

Aktivni centrum obsahuje protoporfyrin IX, ktery je zanofen do hydrofobni , kapsy* na
povrchu apoproteinu a je zde vazan kombinaci hydrofobnich a coulombickych interakci
[47]. lon zeleza hemu mGze byt penta- nebo hexakoordinovany. Ctyfi koordinaéni vazby
jsou obsazeny porfyrinovou kostrou a maji planarni usporadani. Proximalnim axialnim
ligandem je thiolatova sira cysteinového zbytku [48,49], ktera zpusobuje anomalni
spektralni vlastnosti typické pro cytochromy P450. Distalnim Sestym ligandem mohou byt

jak zbytky aminokyselin, tak i rizné exogenni latky jako napt. CO [4].

1.6.1.2. Isoformy CYP
CYP se vyskytuje v rlznych isoformach, které jsou fazeny do genetickych rodin a

podrodin podle miry homologie primarni struktury (pofadi aminokyselin). Rodiny jsou
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oznatovany prvnim Ccislem za zkratkou CYP, nasleduje velké pismeno oznacuyjici

podrodinu. Jednotlivé isoformy jsou pak oznaceny Cislem za pismenem podrodiny [50].

Isoenzymy z jedné rodiny jsou homologni z vice nez 40 %, v jedné podrodiné pak vykazuji
homologii vétsi nez 60 % [S1].
Jednotlivé isoformy CYP se lisi svou substratovou specifitou, katalytickou aktivitou,
aminokyselinovou sekvenci, imunochemickymi a spektralnimi vlastnostmi [52].
Cytochromy P450 Ize rozdélit do tfi podskupin [53,54]:

» striktn€ konstitutivni isoformy majici vysokou afinitu k eobiotikim

» konstitutivni isoformy schopné metabolisovat eo- i xenobiotické latky

~ inducibilni isoformy tvofené po pusobeni induktoru
U kvasinky (" tropicalis byl detekovan inducibilni cytochrom P450, ktery hydroxyluje
fenol na katechol [55].

1.6.1.3. Spektralni vlastnosti CYP

Cytochromy P450 maji sva typicka absorpni spektra. Absorpéni maximum nativniho CYP
v hexakoordinované formé (nizkospinova forma, atom Fe je v roviné s porfyrinem) je
kolem 418 nm, v pentakoordinované formé (vysokospinova forma, atom Fe je vyrazné nad
rovinou porfyrinu) je asi pfi 390 nm.

Ke zjisténi pritomnosti CYP se vyuziva tvorby komplexu oxidu uhelnatého s redukovanym
CYP, kdy tento komplex absorbuje pii 450 nm v tzv. Soretové pasu [38]. CO se vaze jako
Sesty ligand, ¢imz CYP inhibuje. Pokud je enzym denaturovan ¢i jinak poSkozen, prechazi

na cytochrom P420 (absorpéni maximum pii 420 nm) [56].

1.6.1.4. Mechanismus pusobeni CYP

Enzymova aktivita CYP je dana spolupisobenim s NADPH:cytochrom P450
oxidoreduktasou, ktera je rovnéz lokalisovana v membranach endoplasmatického retikula a
dodéava postupné elektrony pro tzv. prvni a druhou redukci CYP [26].

Obecny prubéh monoogygenasové reakce katalysované cytochromem P450 lze vyjadiit
sumarni rovnici - RH + NADPH + H" + O, — ROH + NADP* + H,0

(RH je substrat a ROH je hydroxylovany produkt reakce)

20



Teoreticky uvod

Reak¢ni cyklus cytochroma P450 probiha usporadanym mechanismem a sestava alespon

z osmi kroku (Schéma 1, str. 22):

I. Klidovy stav CYP

V klidovém stavu je hemové zelezo ve ferri formé (tj. s oxidacnim cislem III) a je
hexakoordinovano (nizkospinovy stav). Sestad valence obsazena kyslikem vody nebo
internim ligandem (hydroxylové skupiny aminokyselinovych zbytk).

I1. Vazba substratu

Po vniknuti substratu (RH) do aktivniho mista CYP dochazi k vytlaceni Sestého ligandu,
zelezo zUstane pentakoordinované (vysokospinovy stav) a zaroven dochazi ke konformacni
zmeéné v molekule enzymu. To se projevi i zmé€nou spektralnich vlastnosti CYP (posun
absorp¢niho pasu hemu).

II. Prvni redukce CYP

Vazbou substratu je umoznéna jednoelektronova redukce cytochromu P450 interakci
s NADPH:CYP oxidoreduktasou, ¢imz se hemové zelezo redukuje na ferro formu (tj.
s oxidacnim cislem 1I), pfiCemz stale zistava pentakoordinovano (vysokospinovy stav).
Tato forma je pak schopna vazat molekularni kyslik ¢i jiné ligandy.

IV. Vazba molekuly kysliku

Navazanim molekularniho kysliku se dale tvofi ternarni ferrisuperoxidovy komplex, kde je
zelezo opét hexakoordinované a v nizkospinové forme.

V. Vazba oxidu uhelnatého

Ligandem, ktery se misto molekuly kysliku vaze na pentakoordinovanou ferro formu CYP
muze byt také CO. Komplex redukovaného CYP soxidem uhelnatym pak vykazuje
charakteristické absorpéni spektrum v Soretove pasu pii 450 nm.

V1. Druha redukce CYP

Neprili§  stabilni  ferrisuperoxidovy komplex je dale redukovan NADPH:CYP
oxidoreduktasou nebo NADH:cytochrom bs oxidoreduktasou, ¢imz dochazi k aktivaci
kysliku na peroxidovy anion.

Pokud neni druhy elektron dorucen dostate¢né rychle, komplex se rozpada a uvolnény
superoxidovy anionradikal je pak superoxiddismutasou preménén na peroxid vodiku.

VII. Stépeni vazby O-O v molekule kysliku

Komplex CYP s biatomickou molekulou kysliku po druhé redukci je jiz zcela aktivovanou

formou CYP, ve které dochazi ke §tépeni vazby O-0, pticemz jeden atom kysliku je
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redukovan na vodu. Druhy atom kysliku zistane vazan na Fe hemu a vznika tak
ferrioxenovy komplex. Ten je stabilisovan mesomernim posunem elektronu z thiolatové
siry na kyslik. Takto vznikly reaktivni kyslikovy radikal je schopen vytrhnout vodikovy
atom z molekuly vhodného substratu za vzniku nativni formy cytochromu P450 a
hydroxyderivatu substratu (ROH), jenz je z enzymu uvolnén.

VII. Reakce ferro formy CYP s organickymi peroxidy

V piitomnosti oxidacnich ¢inidel jako jsou organické peroxidy muze zkomplexu IIT
vznikat piimo stav VII. Cytochrom P450 aktivovany timto zplsobem je rovnéz schopen
katalysovat hydroxylaci substratd. Tato reakce byva oznaCovana jako peroxidasova
aktivita CYP. Reakce s organickymi hydroperoxidy probiha, na rozdil od reakce
probihajici v pfitomnostt NADPH a O,, neuspoiadanym mechanismem. Vazba peroxidu

tedy neni zavisla na vazbé substratu. [26]

Schéma 1 Mechanismus pisobeni CYP ( pfevzato z http://metallo scripps.edu/promise)
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Substratova specifita cytochromt P450 participujicich na biotransformaci xenobiotik je
Siroka. Hydroxyluji celou §kalu organickych sloucenin jako napt. polycyklické aromatické
uhlovodiky, alifatické uhlovodiky, polycyklické aromatické nitroslouceniny, aromatickeé i

alifatické aminy, fenoly a také celou fadu 1€Civ a parafarmaceutik [2,33].

1.6.2. NADPH : cytochrom P450 oxidoreduktasa (EC 1.6.2.4)

1.6.2.1. Struktura a funkce NADPH:CYP oxidoreduktasy

NADPH:CYP oxidoreduktasa je lokalisovana v membranach endoplasmatického retikula a
obsahuje oba znamé zastupce flavinovych kofaktort, FMN i FAD.

Jedna se o zluty flavoprotein, ktery katalysuje prenos elektroni z NADPH na vSechny
znamé formy cytochromu P450 [57]. NADPH:CYP oxidoreduktasa ma dvé funkcni
domény. Hydrofobni N-terminalni doménou je zakotvena v membrané endoplasmatického
retikula, C-terminalni doména je hydrofilni povahy [58].

C-terminalni funkéni doména se sklada z FMN- a FAD-vazebné strukturni domény,
struktura umisténa mezi FMN- a FAD-vazebnou doménou zodpovida za spravnou
prostorovou orientaci obou strukturnich domén [58]. FAD-vazebna doména je zodpovédna
za nekovalentni vazbu NADPH, zatimco FMN-vazebna doména zodpovida za prenos
elektront na akceptorovou molekulu (CYP) [58].

Interakce mezi NADPH:CYP oxidoreduktasou a cytochromem P450 jsou predevs§im
elektrostatické povahy, kdy kladné nabity povrch CYP interaguje se zaporné€ nabitym
povrchem NADPH:CYP oxidoreduktasy. Uplatiiuji se v§ak také hydrofobni interakce mezi
nepolarnimi  aminokyselinami v oblasti  membranovych domén NADPH:CYP
oxidoreduktasy a cytochromu P450 [58].

Schopnost NADPH:CYP oxidoreduktasy délit elektronovy par byla vysvétlena na zakladé

rozdilnych redoxnich potenciall obou flavinovych kofaktora [59,60].

1.6.2.2. Mechanismus pusobeni NADPH:CYP oxidoreduktasy
Akceptorem elektrond od NADPH je FAD, ktery nasledné predava elektrony FMN. Za

jednoelektronovou redukci cytochromu P450, jakozto akceptorové molekuly, je (v pfipadé

23



Teoreticky uvod

savCéi NADPH:CYP oxidoreduktasy) zodpovédny redukovany hydrochinon FMNH, [31]
(Schéma 2).

MADPH C'f Pred CY Preg
) )
FRIMH ™ FIMMNH FINH, ./ FMNH FIMNH, '~ FMNH
FAD ’ FADH, " FADH " FADH ¢ *FAD 7 FAD
v i i
e NADP+  3e e CYPox 2e 2er CY¥Pox 1e

Schéma 2 Pfenos elektroni NADPH:CYP oxidoreduktasou

Vedle endogennich substrati jako jsou cytochrom P450 nebo cytochrom ¢ metabolisuje
NADPH:CYP oxidoreduktasa redukénimi reakcemi také fadu nizkomolekularnich
xenobiotik jako jsou 1,8-dinitropyren [61], 3-nitrobenzanthron [62] nebo aristolochové

kyseliny [63].
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1.7. NADPH-DEPENDENTNi FENOLHYDROXYLASA
(EC 1.14.13.7)

Prvni zminky o NADPH-dependentni fenolhydroxylase pochazeji z roku 1962, kdy byla
studovana fenolhydroxylasa mikroorganismu Brevibacterium fuscum [64]. Nize uvedené
informace o tomto enzymu vSak pochazeji ze studii fenolhydroxylasy isolované ze

striktné aerobni kvasinky rodu 7richosporon cutaneum.

1.7.1. Struktura NADPH-dependentni fenolhydroxylasy

NADPH-dependentni fenolhydroxylasa kvasinky 7richosporon cutaneum je jasn€ Zzluty

enzym, coz je typické pro flavoproteiny. Absorpéni maximum se tedy pohybuje okolo 470

nm [65]. Tento enzym ma dimerickou strukturu, molekulova hmotnost podjednotky je

76 kDa [66].

Prosthetickou skupinou tohoto enzymu je FAD, ktery muze byt lokalisovan ve dvou

pozicich podle toho, v jaké fazi hydroxylace substratu se enzym prave naléza:

I. FAD v poloze ,,out*: mize se na n¢j navazat NADPH.

II. FAD v poloze ,,in": FAD je zanofeny dovnitf proteinu, coz umoziuje ochranu dalsiho
navazaného substratu (fenolu) pred ucinky rozpoustédla. Zaroven jsou chranény 1 vznikajici
intermediaty reakce [67].

V dimerni formé enzymu je FAD jedné podjednotky ve formé .in“ a ve druhé ve forme

out” [68].

U kvasinky Candida tropicalis je prosthetickou skupinou fenolhydroxylasy rovnéz FAD.
Enzym je pravdépodobné tetramer slozeny ze 4 podjednotek a molekulové hmotnosti

pohybujici se okolo 60 kDa [24].
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1.7.2. Mechanismus pusobeni fenolhydroxylasy

NADPH-dependentni fenolhydroxylasa mé& pomérné Sirokou substratovou specifitu. Je
schopna hydroxylovat nejen fenoly, ale i jeho monohalogen-, monoamino- a monomethyl-

derivaty [66,67,68], podle rovnice uvedené na Obr. 6.

Ol OH
OH
X X
| + 0, + NADPH + 1T —— | + NADP" + H0
X X

Obr.6 Hydroxylace fenolu a jeho derivati

Schéma 3 (str. 27) ilustruje mechanismus hydroxylace fenolu, ktera probiha ve dvou
fazich:
I. Reduk¢ni faze (FAD v poloze ,,out®)
» FAD v prvnim kroku podléhé redukct NADPH
I1. Oxidacni faze (FAD v poloze ,,in")
» redukovany flavin reaguje s kyslikem za vzniku komplexu I (C4a-hydroper-
oxyflavin), ktery je schopen hydroxylovat fenol nebo jeho derivaty
» produkt hydroxylace fenolu dale podléha zménam vedoucim ke vzniku komplexu
111 (C4a-hydroxyflavin)

~ produktem hydroxylace substratu je pfislusny hydroxyderivat a voda
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CT komplex
R R R
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X : substituenty (-Cl,-OH, -NH,, -CHj3)

Schéma 3 Mechanismus pUsobeni fenolhydroxylasy kvasinky 7richosporon cutaneum [67]
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Cil

Cilem predkladané diplomové prace bylo rozsifit poznatky o enzymech, které se podileji
na biodegradaci fenolu kvasinkou Candida tropicalis. Konkrétn€ se jednalo o nasledujici

dil¢i cile.

A) Poznat ovlivnéni téchto enzymu
1) zhlediska vlivu raznych typt kultivace bunék

2) zhlediska vlivu doby skladovani zmrazenych bunéek C. tropicalis.

B) Nalézt optimalni postup pro isolaci jednoho zenzymdu, které se ve studovaném
mikroorganismu, kvasince (. tropicalis, majoritné podileji na prvém kroku biodegradace

fenolu, jmenovité, cytosolarni NADPH-dependentni fenolhydroxylasy.

C) Charakterisovat purifikovanou NADPH-dependentni fenolhydroxylasu
1) stanovenim kinetickych konstant pro oxidaci fenolu
2) urcenim pH optima enzymu pro oxidaci fenolu
3) urcCenim spektralnich vlastnosti enzymu

4) urcenim N-terminalni aminokyselinové sekvence enzymu
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Material & metody

3.1. CHEMIKALIE A PRISTROJE

3.1.1. Pouzité chemikalie

Lachema (Brno)

bromfenolova modr
dihydrogenfosfore¢nan draselny
dihydrogenfosforecnan sodny
ethanol

glukosa

glycerol

hydrogenfosfore¢nan draselny
hydrogenfosforec¢nan sodny
hydroxid draselny

hydroxid sodny

chlond sodny

kyselina octova

kyselina trihydrogenfosfore¢na
methanol

persiran amonny

uhlicitan sodny

vinan sodnodraselny

Serva (SRN)

Comassie Brilliant Blue

Lékarna Faustuv dum (Praha)

Folinovo ¢inidlo

Seavapharma (Praha)

hovézi sérovy albumin (BSA)
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Fluka, Buchs (Svycarsko)

akrylamid

dodecylsiran sodny (SDS)
fenol

katechol

methanol

TEMED

Linde (SRN)

oxid uhelnaty

plynny a kapalny dusik

VEB Laborchemie (NDR)

kyselina chlorista

Sigma (USA)

cytochrom ¢

deoxycholat sodny

dialysacni trubice

hovézi sérovy albumin (BSA)

NADPH

»Wide Range* — standardy proteini pro SDS-PAGE
Sepharose 4B

AH Sepharose 4B

Pharmacia Biotech. (Svédsko)
DEAE Sepharose CL6B
Sephacryl S300 4B

Merck (SRN)
polyethylenglykol 6000

31



Material & metody

Amersham Biosciences (svédsko)

2’5" ADP Sepharose 4B

3.1.2. Pouzité pristroje

Centrifugy: Janetzki K-24 (NDR), thlovy rotor 6x35 ml

Sanyo MicroCentaur MSE (Schoeller Instruments, U.K.), thlovy rotor
12x2 ml

Ultracentrifuga Optima'™ LE-80K (Beckman Coulter, USA), thlovy rotor
Ti 45, 6x70 ml

Spektrofotometry:

Sestava HPLC:

Diod-array Hewlett Packard E8453 (Hewlett-Packard, SRN)
Helios a (ThermoSpectronic, U. K.)

SPECORD M40 (Carl Zeiss, JENA, NDR)
SPEKTROMOM 195 D (MOM Budapest, Hungary)

predvazky EW600-2M (KERN, SRN)
analytické vahy PESA 40SM-200A (PESA, Svycarsko)

pumpa P580 HPG (Dionex-Softron, SRN)

autosampler ASI-100 (Dionex-Softron, SRN)

UV-VIS detektor LCD 2563 (Laboratorni pfistroje, Praha, CR)
kolona Nucleosil 100-5 C18 4x250 mm (Merck, SRN)

software: Chromeleon verze 6.01

Sestava pro elektroforesu: zdroj napéti Electrophoresis Power Supply-EPS 301

(Amersham Biosciences, USA)

Sestava pro Western blot: zdroj napéti Electrophoresis Power Supply-EPS 301

(Amersham Biosciences, USA)

pristroj Fastblot B32 (Whatman Biometra, SRN)
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PVDF membrany 0,45 um (Millipore, USA)

Automaticky sekveniator: PROCISE (Applied Biosystems, USA)

DalSi: automatické mikropipety Nichipet EX (NICHIRYO, Japan)

homogenisator dle Pottera a Elvehjema
chromatografické kolony  C 2,6x40

C 1,6x30

C 1x20 (Pharmacia Biotech, Svédsko)
inkubator Thermomixer compact (Eppendorf)
mikrostfikacka Hamilton (Hamilton Company, USA)
peristalticka pumpa PP0O5 (Laborotorni piistroje Praha, CR)
pH-metr model 370 (ATI Orion, USA)
sbéra¢ frakci BioLogic BioFrac (BIO-RAD, USA)
sonikator (Ultrasonic compact cleaner, Tesonl, Tesla, CR)
vortex MS | Minishaker (Scholler Pharma Praha, CR)
vortex MS 2 (IKA, USA)
hlubokomrazici box -80°C (Sanyo Ultra Low, Japan)

3.1.3. Mikrobialni kmen

Pro experimenty byl pouzit kmen kvasinek Candida tropicalis Ct2, ktery byl ziskan na

Mostecku z pud znecisténych fenolem.
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3.2. MIKROBIOLOGICKE METODY

3.2.1. Kultivace kvasinek Candida tropicalis

Pro kultivaci kmene (. tropicalis bylo pouzito limitované YNB (yeast nitrogene base)
médium, které obsahovalo fenol (250 mg.1"") jako jediny zdroj uhliku a energie.

Kvasinky (. tropicalis byly kultivovany v laboratornich fermentorech LF2 a B. Braun
Biotech o objemech 2 litry. Jako inokulum byla pouzita kultura ziskana z pud znecisténych
fenolem (kapitola 3.1.3., str. 33) (Ing. Alena Koste¢kova, VSCHT Praha).

Po uspésnych kultivacich v laboratornich fermentorech byly kultivace z divodu ziskani
dostatecného mnozstvi biomasy pro nasledné isolace subcelularnich frakci a purifikace
enzymu postupné prevadény do veétSich objema tzv. ,scale-up™ proces. Kultivace byla v
kone¢ném kroku provadéna ve fermentoru o objemu 1000 litrd (Ing. Miroslav Sobotka,
CSc., MBU AV CR). Ziskané¢ buiiky byly promyty a uskladnény v mrazicim boxu pfi
-20°C a -80°C.

3.3. ISOLACE SUBCELULARNICH FRAKCI

Desintegrace, homogenisace i vSechny nasledné operace byly provadény v chladové
mistnosti pii 5°C.

Celkovy pribeh isolace jednotlivych kompartmentl znazorfiuje Schéma 4 (str.36).

3.3.1. Desintegrace a homogenisace bunék C. tropicalis

Jednotlivé isolace byly provadény z cca 200 g zmrazenych bunek. Buriky byly po ¢astech
desintegrovany v treci misce pomoci kapalného dusiku.

Nasledne byly rozbité buriky homogenisovany se 150 ml 50 mM Na-fosfatového pufru
(pH 7,6) (kapitola 3.3.2., str. 35). Pro tento krok byl pouzit nejprve ,,volngjsi, po Castené

homogenisaci pak také | t€snéjsi“ homogenisator dle Pottera a Elvehjema.
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3.3.2. Frakéni centrifugace homogenatu

Kvasinkovy homogenat byl nejprve odstiedén 20 min pii 15 000g (K-24, uhlovy rotor 6x35
ml, 13 500 RPM). Supernatant byl dale centrifugovan po dobu 65 min pfi 105 000g
(ultracentrifuga Optima'' LE-80K, uhlovy rotor 6x70 ml, 35 000 RPM).

Usazené mikrosomy (peletka) byly resuspendovany ve 4 ml 50 mM Na-fosfatového pufru
(pH 7.6). Suspenze mikrosomu byla po 1 ml alikvotech* zmrazena (-80°C) a uskladnéna
pro dalsi stanoveni.

Cytosol (150 ml) byl zmraZzen (-80°C) a pozdéji pouzit pro isolaci fenolhydroxylasy.

35



Material & metody

Candida tropicalis + N, (1)

desintegrace bunek

y

rozbité buriky + 50 mM Na-fosfatovy pufr (pH 7,6)

homogenisace v Potterové
homogenisatoru

v
homogenat

frakCni centrifugace |.
15000 g, 20 min.

N\
peleta supernatant

frakéni centrifugace II.
105000 g, 65 min.

peleta supernatant =
cytosolarni frakce

1) resuspendace v 50 mM
Na-fosfatovem pufru

2) frakeni centrifugace |I.
105000 g, 65 min.

v

mikrosomalni frakce

Schéma 4 Postup isolace subcelularnich frakci z bunék C. tropicalis
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3.4. ANALYTICKE METODY

3.4.1. Stanoveni koncentrace bilkovin metodou podle Lowryho [69]

Princip: Bilkoviny pfitomné ve vzorku se rozpusti v alkalickém roztoku deoxycholatu
sodného a nasledné reaguji po pfidani Folinova cinidla (roztok fosfomolybdenové a

fostowolframové kyseliny) za vzniku modré rozpustné slouceniny.

Postup: Do zkumavek bylo pipetovano n pl (n = 20, 50, 100 ul) vzorku a doplnéno do 0,5
ml destilovanou vodou. Poté bylo pfidano 0,15 ml 2 % deoxycholatu sodného a 0,15 ml * *1
NaOH, roztok byl promichan a nechan 10 minut stat. Dale byly pfidany 3 ml Cerstveé
pripraveného alkalického ¢inidla o slozeni: 0,5 ml 1 % CuSQO4.5H,O + 0,5 ml 2 % vinanu
sodného + 49 ml 2 % Na,CO;. Vse bylo promichano a ponechano 10 minut stat. Pak byly
pridany 0,3 ml Folinova ¢inidla, roztok byl opét promichan a ponechan stat 30 minut.

Nasledné byla méfena absorbance pfi 550 nm na spektrofotometru SPEKTROMOM.

Jako standardu bylo pouzito 0,5 ml roztoku hovéziho sérového albuminu (BSA) o

koncentraci 25 mg/100 ml, ve slepém vzorku bylo 0,5 ml destilované vody.

Avy, o 0,125

V!’ I!Oéet: C proteini = =====m= X mmmmmoe- (mg/ml)
Apsa n

3.4.2. Stanoveni koncentrace CYP v mikrosomalni frakci [70]

Princip: Redukovany CYP v komplexu soxidem uhelnatym absorbuje pfi 450 nm,
zatimco samotny redukovany CYP zafeni o této vinové délce neabsorbuje. Méfenim

diferencnich spekter 1ze tedy stanovit koncentraci cytochromu P450.

Postup: Do zkumavky bylo pipetovano 50 ul vzorku (mikrosomt) a 1950 pl pufru pro
stanoveni CYP (0,1M KH,PO,, 2 % glycerol, pH 7.5), poté byl piidan pevny Na,;S,04 (1
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mg). Po promichéani byl roztok rozdélen do dvou stinénych semimikrokyvet o optické
draze 1 cm. Roztok ve vzorkové kyveté byl po dobu 1 minuty sycen oxidem uhelnatym.
Nasledn€ bylo proméfeno diferen¢ni spektrum v rozsahu 400-500 nm (dvoupaprskovy

spektrofotometr Helios a). Molarni extinkéni koeficient CYP v komplexu s CO ¢ini 0,091

umol™ .em™ 1.
(Ass0 — Ason)

Vypocet: T T —— x fedéni (uM)
0,091 . 1

3.4.3. Stanoveni aktivity NADPH:CYP oxidoreduktasy [4]

Princip: NADPH:CYP oxidoreduktasa dodava elektrony cytochromu P450. Substratem
tohoto enzymu je rovnéz cytochrom c. Pomoci redukce cytochromu ¢ (0 zndmém molarnim
extinkénim koeficientu € = 21 mmol'l.cm’ll) tedy muizeme stanovit aktivitu

NADPH:CYP oxidoreduktasy.

Postup: Pro méfeni byla pouzita stinéna semimikrokyveta o optické draze 1 cm.
V celkovém objemu 1 ml 0.3 M KH,PO, bylo obsazeno 1 mM EDTANa, 0,5 mg/ml cyt c,
10 mM NADPH a takové mnozstvi vzorku, aby zména absorbance byla linearni po dobu 1
minuty. Narust absorbance byl méfen pifi 550 nm po dobu 1 minuty (spektrofotometr

Diod-array Hewlett Packard E8453). Jako blank byla pouzita reakéni smés bez NADPH.

A Assy . 5.10™
Vypocet: aktivita = --- ( mmol cyt ¢/min/mg proteinu)

211 .1 ~Cprolcinii
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3.4.4. Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Pomoci HPLC byla sledovana tzv. fenolhydroxylasova aktivita enzymua zodpovédnych za
hydroxylaci fenolu na katechol. Tato aktivita byla umérna Ubytku substratu (fenolu) a
prirastku produktu (katecholu).

Méteni probihalo na koloné Nucleosil 100-5 C18 4x250 mm (Merck, SRN). K detekci pri
275 nm slouzil UV-VIS detektor (LCD 2563, Laboratorni pfistroje, Praha). Jako mobilni
faze byl pouzit 40 % roztok methanolu v destilované vod¢. Kolona byla temperovana na
35°C, vzorky aplikovany do smy¢ky o objemu 20 pl a rychlost pritoku mobilni faze €inila
0,5 ml.min' (pumpa P580, Dionex).

Aktivity enzymt byly méfeny v mikrosomalni frakci, v cytosolu a ve frakcich proteint
ziskanych z cytosolu. Objem vzorku vzdy ¢inil 80 ul. V celkovém objemu 100 pl byla
koncentrace NADPH a fenolu | mM nebo byl pouzit 1mM katechol bez NADPH
(katechol-1,2-dioxygenasa neni NADPH-dependentni enzym). Inkubace probihala
v otevienych mikrozkumavkach na tfepackach, pfi teploté 37°C. Reakce byla ukonlena
pridavkem 20 pl 0,6 M HCIO,4 v ¢asech 0, 10 a 35 minut.. Denaturované proteiny byly
odstranény centrifugaci pii 13 000 RPM (Sanyo MicroCentaur MSE, uhlovy rotor).

Vzorky pro méfeni zavislosti oxidace fenolu (tvorby katecholu) na Case byly pfipraveny a
inkubovany stejnym zpUsobem jako v predchozim pripadé. Reakce byly ukonceny v ¢asech
0, 20, 40 ,60, 90, 120, 180 minut.

Vzorky pro méfeni kinetickych konstant byly pfipraveny tak, ze ke vzrastajicim
koncentracim fenolu (0,1 mM — S mM) bylo ptidano 80 ul vzorku (NADPH-dependentni
fenolhydroxylasa). Reakce byla startovana pfidavkem 10 pul 10 mM NADPH a ukoncena
po 15 minutach. Pokud byla v cytosolu sledovana tvorba katecholu, reakce probihala 50

minut.

Pro kalibraci HPLC byly pouzity vzorky obsahujici 80 pl inaktivovanych (20 ul 0,6 M
HC10,4) mikrosomu resp. cytosolu a 1| mM NADPH. Vzorky obsahovaly rizné koncentrace
fenolu resp. katecholu: 0.2 mM, 0,5 mM, 0,8 mM. Dalsi postup byl analogicky postupu

popsaném vyse.
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3.4.5. Elektroforesa za pritomnosti dodecylsufatu sodného (SDS)

Princip: Pro separaci proteini na zakladé jejich molekulové hmotnosti byla pouzita
diskontinualni SDS elektroforesa na polyakrylamidovém gelu (SDS-PAGE) v redukujicim
prostfedi. Dodecylsulfat sodny (SDS) udé€luje vS§em molekulam uniformni zdporny naboj,
¢imz jejich vlastni naboj prekryva a molekuly proteini se poté elektroforeticky déli na

zakladé své molekulové hmotnosti [71].

Pouzité pufry a roztoky :
pufr A: 0,375 M TRIS/HCI, 0,1 % SDS (w/v), pH 8,8
polymeracni roztok A: 30 % akrylamid (w/v), 0,8 % BIS v pufru A (w/v)
pufr B: 0,125 M TRIS/HCI, 0,1 % SDS (w/v), 0,0006 % bromfenolova modr (w/v), pH 6,8
polymeracni roztok B: 30 % akrylamid (w/v), 0,8 % BIS v pufru B (v/v)
elektrodovy pufr: 25 mM TRIS, 0,25 M glycin, 0,1 % SDS (w/v), pH 8,3
vzorkovy pufr: 0,063 M TRIS /HCI, 2 % SDS (w/v), 10 % glycerol (v/v),
5 % 2-merkaptoethanol (v/v), 0,003 % bromfenolova modf (w/v), pH 6,8
barvici lazeri: 0,25 % Coomassie Brilliant Blue R-250, 46 % ethanol (v/v), 9,2 % kyselina

octova (v/v)

odbarvovaci lazen: 25 % ethanol (v/v), 10 % kyselina octova (v/v)

Postup : Jednotlivé Casti aparatury urcené k pripravé geli byly peclivé omyty, odmastény
ethanolem a osuseny. Nejprve byl mezi skla nalit 10 % separacni gel (8 ml pufr A, 4 ml
polymeracni roztok A, 10 ul TEMED a 3 mg persiran amonny). Tento gel byl po dobu
polymerace (cca 30 minut) pfevrstven destilovanou vodou. Po polymeraci gelu byla voda
slita a gel osusen filtracnim papirem. Separacni gel byl poté prevrstven 3 % velkoporovym
rozdélovacim gelem (6,75 ml pufr B, 0,75 ml polymera¢ni pufr B, 7,5 ul TEMED, 3 mg
persiran amonny). Bezprostfedné po naliti gelu byl do né vlozen hieben pro vytvofeni
aplikacnich jamek. Jakmile byla polymerace rozdélovaciho gelu dokoncena, hieben byl
vyjmut a skla s gelem byla umisténa do aparatury. Poté byl do horni i dolni ¢ésti aparatury
nalit elektrodovy pufr .

Vzorky byly smichany v poméru 1:1 s 4x koncentrovanym vzorkovym pufrem a vareny po
dobu 5 minut ve vodni lazni. Vychladnuté vzorky a standard ,,Wide Range® (pfipraveny

analogicky jako vzorky) byly aplikovany do jednotlivych jamek mikrostfikackou Hamilton.
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Elektroforesa probihala pfi konstantnim napéti 130 V pfiblizn€ po dobu dvou hodin. Gel
byl nasledné oddélen od skel a byl presunut do barvici lazn€. Po 45 minutach barveni
nasledovalo odbarvovani gelu pres noc v odbarvovaci lazni. Nasledujici den byl gel byl

vysus$en v celofanové folii.

3.4.6. Western blot (Westerniv pienos)

Princip: Jedna se o pfenos proteint z gelu po SDS-PAGE na membrénu, v nasem pfipadé
byla pouzita PVDF membrana. Vyuziva se toho, ze proteiny jsou po SDS-PAGE zaporné
nabité (zejména kvuli zbytkovému SDS), tudiz se v elektrickém poli pohybuji od
zaporného ke kladnému polu. Tato metoda byla pouzita za ucelem ziskani vzorku pro
ureni N-terminalni aminokyselinové sekvence fenolhydroxylasy metodou Edmanova
odbouravani. Visualizace byla provedena barvenim Coomassie Brilliant Blue, nebot’ pro

fenolhydroxylasu nebyly pfipraveny protilatky [72].

Pouzité pufry a roztoky:
prenosovy pufr: 0.025 M TRIS/HCI
0,192 M glycin, pH 8,8
barvici lazen: 0,25 % Coomassie Brilliant Blue R-250, 46 % ethanol (v/v), 9,2 % kyselina

octova (v/v)

odbarvovaci lazen: 25 % ethanol (v/v), 10 % kyselina octova (v/v)

Postup: Byl pouzit pristroj Fastblot B32 (Whatman Biometra, SRN) pro polosuchy prenos.
Po provedeni SDS elektroforesy na polyakrylamidovém gelu byl gel pouze omyt vodou a
poté byl ponechan 20 minut v pfenosovém pufru. Dale bylo nastiihano 6 kusud filtraénich
papiri Whatman 3MM a jeden kus PVDF membrany, tak aby svou velikosti odpovidali
velikosti gelu. PVDF membrana byla po dobu 5 sekund ponofena do 100 % methanolu, pak
byla 2 minuty ponechana ve vodé a nakonec byla macena v prenosovém pufru po dobu 5

minut. Filtracni papiry byly rovnéz napustény pfenosovym pufrem.
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Byl vytvoren tzv. prenosovy sendvi¢ o usporadani: anoda

3 kusy filtra¢niho papiru

PVDF membrana

gel

3 kusy filtra¢niho papiru

katoda
Pti jeho pripravé bylo nutné odstranit vzduch, a to napf. ,valcovanim® prenosového
sendvice zkumavkou.
Piistroj byl pfipojen ke zdroji napéti. Pro pienos byl nastaven proud: 3 mA/1 cm® plochy
membrany. Po 50 minutach byl prenos ukoncen, PVDF membréana byla omyta vodou, 30
sekund barvena Coomassie Brilliant Blue a nasledné cca 1 hodinu odbarvovana
v odbarvovaci lazni. Déle byla PVDF membrana pétkrat promyta ve vod€, usuSena na

vzduchu a uchovana v mrazicim boxu pro dalsi experiment.

3.4.7. N-terminalni sekvenace NADPH-dependentni fenolhydroxylasy

Princip : Pro ur€eni N-terminalni aminokyselinové sekvence fenolhydroxylasy byla
zvolena automatizovana metoda Edmanova odbouravéani. Principem metody je reakce
fenylisothiokyanatu s N—terminalni skupinou aminokyselin proteint (¢i peptidu) za tvorby
derivatu fenylthiokarbamoylu. V mimé kyselém prostiedi se pak z proteinu uvolni
fenylthiohydantoin—aminokyselina, ktera je identifikovana chromatografickymi metodami,

v nasem pfipadé pomoci HPLC [72].

Postup: Analysovana byla fenolhydroxylasa z PVDF membrané (po provedeni Western
blotu). Z membrany byla fenolhydroxylasa vyfiznuta ziletkou a aplikovana do
automatického sekvenatoru. Dalsi kroky byly provadény automaticky dle zvoleného
pocitatového programu. Po ukonleni pozadovaného poctu cykld byly aminokyseliny

identifikovany metodou HPLC srovnanim se znamymi standardy.
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3.5. METODY POUZITE PRI PURIFIKACI ENZYMU

Pro purifikaci fenolhydroxylasy byly pouzity kombinace né€kolika metod. Jednalo se
zejména chromatografické a precipitacni metody.

Zakladnim pufrem pouzivanym pii purifikaci byl SO0 mM Na-fosfatovy pufr s 1 mM
EDTANaj a 1 uM FAD (pH 7,6).

3.5.1. Kapalinova iontoménicova chromatografie

lontoménice obsahuji zaporné ¢i kladné nabité skupiny a tudiz funguji jako ménice iontu.
lontoménice s kyselymi skupinami jsou oznaCovany jako katexy a slouzi pro vyménu
kationtl. Anexy obsahuji bazické skupiny a vymeéfiuji anionty. lontoméniCe vazi ionty
elektrostatickymi silami. Ac¢koliv se mohou vyskytnout nékdy i jiné typy vazby, tyto jevy
jsou obvykle mnohem slabsi. Dé¢leni latek pfi iontoméniCové chromatografii proto
probiha prevazné podle elektrickych vlastnosti latek. Déleni se pak podoba vysledkim
ziskanym pfi jinych separacnich technikach zalozenych na elektrickych nabojich latek, jez
maji byt oddeleny, jako jsou napf. elektroforesa.

Provedeni muze byt bud vsadkové (statické) nebo na koloné (dynamické). Kolonovy
zplsob je pouzivan ve vétsiné piipad. Kolona se plni nabobtnalym iontoménicem.
Obecn¢ plati pravidlo, ze protein se navaze na katex, pokud pH pufru je nizsi nez
isoelektricky bod proteinu. Na anex se protein vaze je-li pH pufru vyssi nez isoelektricky
bod proteinu.

Elektrostaticka vazba iont na iontoménice je tak silna, ze pfi eluci zachycenych latek je

nutné meénit slozeni eluentu. Pouzivaji se proto gradienty pH nebo gradienty iontové sily.

3.5.1.1. Chromatografie na sloupci DEAE Sepharosy CL6B

Princip: DEAE Sepharosa je slaby anex. Nabitou skupinou je v tomto pfipadé DEAE

(diethylaminoethyl) nesouci zaporny naboj a tento ionex tudiz slouzi k vyméné anionu.

Priprava nosi¢e: DEAE Sepharosa (cca 100 ml) resuspendovana ve 20 % ethanolu byla

pred pouzitim promyta 3x250 ml destilované vody, rozmichana v 200 ml tzv.
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cyklizaéniho pufru (1 M Na-fosfatovy pufr, pH 7,6) a ponechana pies noc pii 5°C. Druhy
den byl nosi¢ opét promyt 3x250 ml destilované vody a 3x250 ml ekvilibra¢niho pufru (50
mM Na-fosfatovy pufr, pH 7,6). Nosi¢ resuspendovany v malém mnozstvi ekvilibra¢niho
pufru byl za nulového pratoku nalit na kolonu C 2,6x40 Pharmacia Biotech. Po

sedimentaci byl sloupec DEAE Sepharosy dale ekvilibrovan pifimo v koloné.

Regenerace nosice: Po pouziti byl nosi¢ Cistén postupnym promyvanim 1x250 ml 1 M

NaCl, 1x250 ml 1 M octanu sodného (pH 3,0), 1x250 ml destilované vody, 1x250 ml 0,5

M NaOH, 1x250 ml destilované vody, 1x250 ml 1 M octanu sodného (pH 3,0), 2x250 ml
20 % ethanolu. Poté byl nosi¢ rozmichan ve 200 ml 20 % ethanolu, pfeveden do

polyethylenové lahvicky a uchovavan pii 5°C.

Postup: Na kolonu DEAE Sepharosy ekvilibrovanou 50 mM Na-fosfatovym pufrem pH
7,6 bylo pomoci peristaltické pumpy naneseno 260 ml vzorku (cytosolu) rychlosti 0,8
ml.min’. Zaroven byly pomoci automatického sbérade jimany eluované frakce. U
jednotlivych frakci byla méfena absorbance pii 280 nm (Azgonm). Ta slouzila pro sledovani
,»eluéniho profilu® chromatografie. Po naneseni vzorku byla kolona promyvana 50 mM Na-
fosfatovym pufrem (pH 7,6) az do poklesu absorbance pfi 280 nm (vymyti nezachycenych
proteinu).

Pro eluci fenolhydroxylasy byl pouzit linearni gradient iontové sily: 2x350 ml 50 mM Na-
fosfatovém pufru (pH 7,6) s pifidavkem 0 az 0,35 M NaCl. Opét byla méfena absorbance
(A2g0nm) €luovanych frakei.

Na zaklad¢ ,elu¢niho profilu® byla provedena elektroforesa (SDS-PAGE). Rovnéz byla
pomoci HPLC stanovena fenolhydroxylasova aktivita vybranych frakci. Na zaklade
vyhodnoceni vysledkt elektroforesy a stanoveni enzymovych aktivit byly frakce
obsahujici fenolhydroxylasu spojeny, pfes noc dialysovany prott 8 1 50 mM Na-
fostatového pufru (pH 7,6) a dale purifikovany.

Po dialyse byla provedena rechromatografie na DEAE Sepharose. Pouzito bylo 50 ml
nosi¢e v koloné¢ C 1,6x30 Pharmacia Biotech. a objem vzorku (slitych frakci po
chromatogratii na DEAE Sepharose) ¢inil 115 ml. Eluce fenolhydroxylasy byla provedena
linearnim gradientem: 2x150 ml 50 mM Na-fosfatovém pufru (pH 7,6) s pridavkem 0 az

0,35 M NaCl. Pritomnost fenolhydroxylasy v eluovanych frakcich byla ovéfena stejnym
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postupem jako bylo zminéno vyse. Frakce obsahujici fenolhydroxylasu byly spojeny a pres

noc dialysovany proti 4 I S0 mM Na-fosfatového pufru (pH 7,6).

3.5.2. Gelova permeacni chromatografie

Gel s definovanou velikosti port je umistén ve svislé kolong, kolona s timto nosi¢em tudiz
funguje jako molekulové sito. Smes latek (vzorek), kterda ma byt rozd€lena se nanese na
povrch gelu. Pi frakcionaci (oddéleni latek s malo rozdilnou molekulovou hmotnosti) by
nemél objem vzorku presahnout 1 az S % objemu naplné kolony. Kolona je promyvana za
konstantni rychlosti elu¢nim cinidlem stejného slozeni jako ma roztok v porech gelu.
Molekuly vétsi nez pory gelu nepronikaji do téchto pora a prochazeji tedy kolonou stejnou
rychlosti jako elu¢ni roztok. V eluatu se objevi ihned po eluci intersticialni kapaliny
z kolony. Malé molekuly pronikaji do pori gelu a eluuji se pozdéji nez molekuly velké.

Latky se tedy rozde€luji podle zmensujici se velikosti molekul.

3.5.2.1. Chromatografie na sloupci Sepharosy 4B

Princip: Sepharosa se vyrabi zagarosy, ma pomérn¢ velké pory, ale neni piili§
mechanicky odolna. Sepharosa 4B se pouziva k separaci latek v rozsahu molekulovych

hmotnosti 30-5000 kDa.

Priprava nosice: Sepharosa 4B (cca 50 ml) resuspendovana ve 20 % ethanolu byla pred

pouzitim promyta 2x250 ml destilované vody, 2x250 ml 50 mM Na-fosfatového pufru
(pH 7.6), rozmichana v malém mnozstvi 50 mM Na-fosfatového pufru (pH 7,6) a nalita do
chromatografické kolony C 1,6x30 Pharmacia Biotech. Po sedimentaci byl nosi¢ promyvan

50 mM Na-fosfatovym pufrem (pH 7.,6) rychlosti 0,6 ml.min™".

Regenerace nosice: Po pouziti byl nosi¢ Cistén postupné 2x250 ml destilované vody,

1x250 ml 1 M NaCl, 2x250 ml destilované vody a 2x250 ml 20 % ethanolu. Nakonec byl

nosi¢ resuspendovan ve 120 ml 20 % ethanolu, pfeveden do polyethylenové lahvicky a

uchovavan pri 5°C.
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Postup: Na pripravenou kolonu Sepharosy 4B byl pfi nulovém pritoku nanesen vzorek
proteinu (vysrazenych polyethylenglykolem 6000 nebo siranem amonnym) o objemu 2 ml.
Poté¢ byly proteiny vymyvany 50 mM Na-fosfatovym pufrem (pH 7,6) rychlosti 0,6
ml.min”". Pomoci automatického sbérate byly jimany eluované frakce a métena jejich
absorbance pfi 280 nm (Azgnm). Ve frakcich obsahujicich proteiny byla stanovovena
fenolhydroxylasova aktivita (HPLC). Frakce vykazujici aktivitu byly spojeny, po malych

»alikvotech™ byly zmrazeny v kapalném dusiku a nasledné skladovany pii —80°C.

3.5.2.2. Chromatografie na sloupci Sephacrylu S300

Princip: Sephacryl ~ je  zesitovany kopolymer allyldextranu a N,
N’'methylenebisacrylamidu. VyznaCuje se velmi dobrou chemickou a mechanickou
odolnosti. Na Sephacrylu S300 lze délit molekuly v rozmezi molekulové hmotnosti 1-400

kDa.

Priprava nosice, jeho regenerace a postup: byla analogicka jako u Sepharosy 4B

(kapitola 3.5.2.1,, str. 45)

3.5.3. Afinitni chromatografie

Afinitni chromatografie je jedna zforem adsorpcni chromatografie, ktera vyuziva
funkénich rozdild mezi molekulami biopolymert (napf. rizné enzymy katalysuji rizné
reakce). Afinitni chromatografii muze byt isolovana kterakoliv molekula, ktera reaguje
specificky a reversibilné s jinou molekulou. Témito dvéma molekulami mohou byt napf.
enzym — substrat nebo enzym — kofaktor apod. Imobilisaci jedné z téchto latek se pripravi
biospecificky sorbent (maze byt oznacen jako ligand), ktery vytvoti nerozpustny komplex
s latkou, kterou potfebujeme ze smési oddélit. K disociaci toho komplexu je nutné zmeénit
slozeni eluentu. Pouzivaji se ruzné eluéni metody, napt. eluce s deformujicimi ¢i
denaturujicimi Cinidly, hydrolysa raménka nebo matrice, eluce kompetujicim ligandem

apod.

46



Material & metody

3.53.1. Chromatografie na sloupci 2°S’ADP Sepharosy

Princip: 2'5'ADP Sepharosa je afinitni nosi¢, ktery silné interaguje s NADP"
dependentnimi  dehydrogenasami. Tyto enzymy snosiem interaguji pfi svém
fysiologickém pH. Nespecifickym interakcim nosi¢e s mobilni fazi lze predejit pouzitim

zvySené iontoveé sily (asi tak 0,15 M).

Priprava nosice: 2'5"ADP Sepharosa (cca 5 ml) resuspendovana ve 20 % ethanolu byla

pred pouzitim promyta 2x25 ml destilované vody, 2x25 ml 50 mM Na-fosfatového pufru
s0,ISM NaCl (pH 7,6), rozmichana v malém mnozstvi tohoto pufru a nalita do
chromatograficke kolony 1x10. Po sedimentaci byl nosi¢ promyvan 50 mM Na-fosfatovym
pufrem s 0,15 M NaCl (pH 7,6) rychlosti 0,3 ml.min"".

Regenerace nosice: Po pouziti byl nosi¢ ¢istén postupné 25 ml roztoku o pH 8,5 (0,5 M

Tris-HCI, 0,5 M NaCl), 25 ml destilované vody, dale 25 ml roztoku o pH 4,5 (0,5 M octan

sodny, 0,5 M NaCl) a nakonec opét 25 ml destilované vody. Cely tento postup byl jesté
jednou zopakovan, pak byl nosi¢ promyt 2x25 ml 20 % ethanolu, v némz byl také

preveden do polyethylenové lahvicky auchovan pii 5°C.

Postup: Na kolonu ekvilibrovanou 50 mM Na-fosfatovym pufrem pH 7,6 byl nanesen
vzorek o objemu 40 ml ziskany ¢asteCnou purifikaci na DEAE Sepharose. Aplikacni pufr
byl v prvnim pfipadé 50 mM Na-fosfatovy pufr (pH 7,6) bez pridavku NaCl, ve druhém
piipadé 50 mM Na-fosfatovy pufr s 0,15 M NaCl (pH 7,6). Poté byly proteiny vymyvany
50 mM Na-fosfatovym pufrem (pH 7,6) rychlosti cca 0,3 ml.min™. Pomoci automatického
sbérace frakci byly jimany eluované frakce a méfena jejich absorbance pfi 280 nm

(AZX()nm)-

3.5.3.2.  Chromatografie na sloupci 1-(4-OH-benzoyl) aminohexyl Sepharosy

Princip: Pro isolaci fenolhydroxylasy byl specialné pripraven afinitni nosi¢ 1-(4-OH-

benzoyl) aminohexyl Sepharosa. Tento nosi¢ by mél byt pro fenolhydroxylasu specificky,

47



Material & metody

nebot’ 4-OH-benzoylova skupina ma analogickou strukturu jako fenol, ktery je substratem
fenolhydroxylasy.

Jako matrice pro syntesu afinitniho nosice byla zvolena AH Sepharosa. lontosorb AH
(aminohexyl) ma 3estiuhlikové hydrofobni raménko o délce asi 20 A a pouziva se
k navazani ligandi obsahujicich volné karboxylové skupiny, nebot” sam obsahuje volné
aminoskupiny.

Jako ligand byla vybrana kyselina p-hydroxybenzoova.

Syntesa nosice (Mgr.Veronika Kremlackova, PfF UK): AH Sepharosa v suchém stavu

byla postupné promyta 0,5 M NaCl (200 ml roztoku/1 g gelu) a destilovanou vodou (50 ml
vody/lg gelu). Nakonec bylo 6 ml nabobtnalého gelu resuspendovano v 6 ml destilované
vody. K této suspensi byl za michani na tfepacce (ne magnetickym michadlem) pfidan
roztok 0,0552 g kyseliny p-hydroxybenzoové v 6 ml ethylenglykolu. Ethylenglykol brani
nespecifické interakci hydrofobniho raménka slatkami, které jsou chromatografovany.
Dale byl k suspensi matrice a ligandu po kapkach pfidan koncentrovany roztok EDC
(hydrochlorid N’-ethyl-N"-(3-dimethylaminopropyl) karbodiimid) tak, ze jeho vysledna
koncentrace byla 0,5 uM. Optimum pro vazebnou reakci lezi mezi pH 4,5 az 6, reak¢ni
smés byla tedy udrzovana v tomto rozmezi piidavky 2 M NaOH a 2 M HCI. Nasledné
byla reak¢éni smés michana na tiepacce pii laboratorni teploté po dobu S hodin a po dalSich
17 hodin byla michana v chladové mistnosti pi1 5°C.

Po probéhnuti vazebné reakce byla suspense promyvana na frit€, aby byl vymyt
nezachyceny ligand a nezreagovany EDC. Pouzity byly nasledujici roztoky: 50 ml 50 %
ethylenglykolu, 50 ml 50 % dioxanu, 100 ml destilované vody, 20 ml 1 M K-fosfatového
pufru (pH 3,5), 100 ml destilované vody, 20 ml 1 M K-fosfatového pufru (pH 11) a

nakonec 100 ml destilované vody.

Kontrola navazani ligandu na matrici: Pfipraveny nosi¢ byl nejprve dan do bazického

cyklu (IM K-fosfatovy pufr, pH 11), byl promyt destilovanou vodou a poté pteveden do
kyselého cyklu (I M K-fosfatovy pufr, pH 3,5). Opét nésledovalo promyti vodou. Do
polostinénych semimikrokyvet byla dana jako blank Sepharosa 4B resuspendovana ve
vodé a jako vzorek byl pouzit afinitni nosi¢ 1-(4—OH-benzoyl) aminohexyl Sepharosa. Po

sedimentaci gel( byla odsata voda a pfidan glycerol. Kyvety byly uzavreny vickem,
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protiepany a bylo proméfeno absorp¢ni spektrum v oblasti 300 az 500 nm (spektrofotometr
Diod-array Hewlett Packard E8453). Dale bylo proméfeno spektrum kyseliny p-
hydroxybenzoové v ethylenglykolu. Pfi porovnani spekter bylo zfejmé, ze se podaiilo

navazat ligand na matrici.

Postup: Pripraveny afinitni nosi¢ byl promyt 3x30 ml SO mM Na-fosfatového pufru (pH
7,6) a poté byl nalit do chromatografické kolony C 1x10, kde byl po sedimentaci dale
ekvilibrovan 50 mM Na-fosfatovym pufrem (pH 7,6).

Na tento nosi¢ byl nanesen vzorek (20 ml) ziskany ¢aste€nou purifikaci na sloupci DEAE
Sepharosy. Nasledovalo promyti kolony 50 mM Na-fosfatovym pufrem (pH 7,6). Z horni
casti sloupce afinitniho nosi¢e bylo odebrano malé mnozstvi gelu, k nému byl pfidan
vzorkovy pufr pro SDS-PAGE (vse pripraveno analogicky jako u SDS-PAGE, kapitola
3.43., str. 40). Roztok byl centrifugovan v mikrozkumavce pii 13 000 RPM (Sanyo
MicroCentaur MSE, uhlovy rotor) a supernatant byl aplikovan jako vzorek na
polyakrylamidovy gel. Po barveni a odbarveni gelu byl identifikovan , band“ pfislusici
fenolhydroxylase, coz potvrdilo navazani fenolhydroxylasy na afinitni nosi¢.

Eluce byla nejprve provadéna linearnim gradientem iontové sily: 50 ml 50 mM Na-
fosfatového pufru s NaCl o koncentraci 0 az 0,35 M. Jednotlivé frakce (cca po 1,5 ml) byly
jimany pomoci automatického sbérace a byla u nich proméfena absorbance pfi 280 nm.
Timto zpusobem k eluci fenolhydroxylasy nedoslo. Byla proto pouzita eluce kompetujicim
ligandem (fenolem). Nosi¢ byl postupné promyvan 20 ml 0,5 mM, 1 mM, 2 mM, 3 mM, 4
mM a 5 mM roztoku fenolu v 50 mM Na-fosfatovém pufru (pH 7,6). Ani v tomto pfipadé
nebyla eluce Uspésna. Bylo nutné piikrocit k ,,drastickému‘ zpusobu eluce. Afinitni nosi¢
byl pfeveden z kolony do frity, zde byl mnohonasobnym promytim pufrem zbaven fenolu,
ktery zde =zistal po eluci kompetujicim ligandem. K suspensi nosi¢e s navazanym
enzymem bylo pfidano takové mnozstvi roztoku NADPH, aby jeho vysledna koncentrace
byla 1 mM a tato reakéni smés byla po dobu 3 hodin inkubovana pti 37°C. Po usazeni
nosi¢e byl odebran vzorek supernatantu a vném byla pomoci HPLC zjiSténa
fenolhydroxylasova aktivita. Fenolhydroxylasa ¢astecné premeénila ligand, tim se z nosice

uvolnila, a byla dale schopna katalysovat preménu fenolu na katechol.
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3.5.4. Frakcni precipitace proteinu

Frak¢ni precipitace proteint je dalsi zpusob, kterym lze od sebe separovat proteiny.
Obvykle se k roztoku proteinu piidava roztok srazeciho ¢inidla. Podle poméru objemu
vzorku (roztok proteini) a srazeciho Cinidla lze ziskat frakce proteinl liSici se stupném
nasyceni srazecim ¢inidlem.

Frak¢ni precipitace mize byt pouzita jak u proteind cytosolu, tak u proteinu Caste¢né

purifikovanych napf. chromatografickymi metodami.

3.5.4.1.  Separace proteinu srazenim polyethylenglykolem 6000 (PEG 6000)

Princip: Polyethylenglykol (polyethylenoxid) je produktem polymerace ethylenoxidu.
Jedna se tedy o polyether : HO-[-CH,-CH,-O-],-H.

PEG 6000 se bézné pouziva pii vyrobé mydel, detergent, ve farmaceutickém pramyslu,
kosmetice a mediciné. Dulezité je vSak také jeho pouziti pfi frakeni precipitaci proteind,

isolaci plasmidové DNA apod.

Postup: Nejprve byl pfipraven 50 % roztok polyethylenglykolu: 50 g PEG 6000 bylo za

michani rozpusténo v 50 g S0 mM Na-fosfatového pufru (pH 7,6).

K roztoku proteini (40 ml) bylo na ledové lazni za stalého michani magnetickym

michadlem po kapkach pfidano potiebné mnozstvi 50 % roztoku PEG 6000. Po ptidani

celého objemu srazeciho Cinidla byl roztok jesté 15 minut michan a poté byl precipitat

oddélen centifugaci pii 13 500 RPM (Janetzki K-24) po dobu 30 minut. Po odstfedéni byl

supernatant z kyvet slit do kadinky a peleta byla resuspendovéana v1 ml 50 mM Na-

fosfatového pufru (pH 7,6). Takto ziskana frakce byla aplikovana na kolonu Sepharosy 4B,

popf. na kolonu Sephacrylu S300 (kapitola 3.5.2., str. 45)

Pro vypocet potfebného mnozstvi 50 % roztoku PEG 6000 byl pouzit vztah:
x=(np—m)/(l —ny)

kde vynasobenim objemu roztoku proteinl (Vo) Cislem x ziskame objem 50 % roztoku

PEG 6000, n; je stupen nasyceni vychoziho roztoku proteinl a n; je pozadovany stupen

nasyceni.
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3.5.4.2. Separace proteini srazenim siranem amonnym (NH4),SO4

Princip: Siran amonny je bezbarva krystalicka latka. Kvuli dobré rozpustnosti a také
cenové dostupnosti je nejrozifengjsi soli, ktera se pouZziva pfi sraZeni proteind metodou
tzv. vysolovani. Vysolovani proteinu z roztoku nastane tehdy, kdyz prekro¢ime koncentraci
soli, pfi které je protein v roztoku maximalné rozpustny. Dal§imi pfidavky soli ubyva
molekul vody, které jsou schopny interagovat s proteinem a postupn€ dochazi k jeho

precipitaci.

Postup: Nejprve byl pfipraven nasyceny roztok (NHs).SO4: 190 g (NH4),SO4 bylo za
michani rozpusténo v 250 ml 50 mM Na-fosfatového pufru (pH 7,6).
K roztoku proteind (40 ml), které mély byt frakcionovany, bylo na ledové lazni za stalého
michani magnetickym michadlem po kapkach pfidano potfebné mnozstvi nasyceného
roztoku (NH4),SOs. Po piidani celého objemu srazeciho ¢inidla byl roztok jesté 15 minut
michan a poté byl precipitat oddélen centifugaci pti 13 500 RPM (Janetzki K-24) po dobu
30 minut. Po odstfedéni byl supernatant z kyvet slit do kadinky a peleta byla
resuspendovana v 1 ml S0 mM Na-fosfatového pufru (pH 7,6). Takto ziskana frakce byla
nanesena na kolonu Sepharosy 4B, popft. na kolonu Sephacrylu S300 (kapitola 3.5.2., str.
45)
Pro vypocet potiebného mnozstvi nasyceného roztoku (NH4),SO4 byl pouzit vztah:
x=(ng-np)/(1-nyp)
kde vynasobenim objemu roztoku proteind (Vyzorek) Cislem x ziskame objem nasyceného
roztoku (NH4),SO4, n; je stupeti nasyceni vychoziho roztoku proteini a n; je pozadovany

stupeni nasyceni.
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3.6. URCENi pH OPTIMA PRO NADPH-DEPENDENTNI]
FENOLHYDROXYLASU

Zasobni roztoky 10 mM fenolu a 10 mM NADPH byly ptipraveny z 1 M Na-fosfatového
pufru v rozsahu pH 5-10. Pfiprava vzorkl a samotna inkubace je popséana v kapitole 3.4.4.
(str. 39).
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4.1. ISOLACE MIKROSOMU A CYTOSOLU Z KVASINKY
CANDIDA TROPICALIS

4.1.1. Vliv typu kultivace bunék C. tropicalis na mikrosomalni a

cytosolarni enzymy oxidujici fenol
Kultura kvasinek C. tropicalis byla kultivovana dvojim zplsobem:

A) v laboratornich fermentorech

Pé&stovani bunek C. tropicalis bylo dvoustupriové. V prvnim stupni byl do péti 500 ml
banek (4 100 ml YNB + 250 mg fenolu) pfidan 1 ml inokulovanych bunék, nasledovala 48
hodinova kultivace na tfepackach a rozdéleni suspenze bunék do patnacti 500 ml banék
s BSM mediem (& 100 ml BSM + 250 mg fenolu). Po 24 hodinach kultivace byly buriky
promyty destilovanou vodou, centrifugovany (K-70 D) a uskladnény v mrazicim boxu pfi
teploté -80°C pro naslednou isolaci subcelularnich frakei.

Isolace subcelulamich frakci byla provadéna ze 6 litri bunécné suspenze (asi 40 g bunek)

postupem popsanym v kapitole 3.3. (str. 34).

B) v poloprovoznim méritku

Kultivace bunék kvasinky C. tropicalis v poloprovoznim meéfitku byla provadéna na
pracovisti MBU AV CR pod vedenim Ing. Miroslava Sobotky, CSc. Tento zptisob byl
volen proto, abychom dosahli vétsich vytézku bunék studované kvasinky, dostate¢nych pro
isolaci enzymu biotransformujicich fenol. Kultivace kvasinky C. tropicalis byla tedy
postupné pievadéna na postup vyuzivajici vétSich objemid media a pfipravovaného
mikroorganismu (,,scale-up* metoda). Jako inokulum pro kultivaci ve vét§im fermentoru
byla vzdy pouzita biomasa ziskana kultivaci v predeslém stupni (v laboratornin
fermentoru). Kultivace byla zahajena v laboratornim fermentoru Braun Biotech (pracovni
objem 1,5 1), po 48 hodinach bylo kultivaéni medium s buiikami kvasinky preneseno do 10
| fermentoru Chemap a po 12 hodinach byl obsah tohoto fermentoru pouzit jako inokulum

pro 100 | fermentor (pracovni oznaCeni C). V tomto zafizeni probihala kultivace 44 hodin a
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zde ziskana biomasa slouzila jako inokulum pro 1000 | fermentor (pracovni oznaceni E).
Zde probihala kultivace 88 hodin. V prubéhu kultivaci ve vSech fermentorech, bylo méfeno
a kontrolovano mnozstvi rozpusténého kysliku, pH (udrzovano roztokem 0,1 M NaOH na
hodnoté€ 5,2) a koncentrace fenolu. Po kultivaci byly buriky promyty destilovanou vodou a
po Castech (cca 500 g) zmraZzeny a dale uchovany pti -20°C po dobu tfi let.

Isolace subcelularnich frakci byla provadéna z cca 200 g zmrazenych bunék analogicky,

jako bylo popsano v kapitole 3.3. (str. 34).

4.1.1.1. Srovnani aktivit enzymu participujicich na oxidaci fenolu v mikrosomalnich
frakcich isolovanych z kvasinky C. tropicalis kultivované v laboratornim a

poloprovoznim méritku

Mikrosomalni frakce isolované z kvasinky C. tropicalis byly analysovany z hlediska
obsahu cytochromu P450, aktivity NADPH:CYP oxidoreduktasy a fenolhydroxylasové
aktivity (Tab.1, str. 55)

Obsah cytochromu P450 v mikrosomalni frakci isolované zbunék C. tropicalis byl
stanoven metodou diferen¢ni spektrometrie (kapitola 3.4.2., str. 37).

Aktivita NADPH:CYP oxidoreduktasy byla stanovena méfenim naristu absorbance pii 550
nm, kdy substrat tohoto enzymu, cytochrom c, je timto enzymem redukovan (kapitola
3.4.3,, str. 38).

Fenolhydroxylasova aktivita byla uréena pomoci HPLC. Vzorek byl inkubovan s 1 mM
fenolem a 1 mM NADPH pii 37°C. V €asech 0, 10 a 35 minut byla reakce ukoncena
pfidavkem 0,6 M HClO,4 a mnozstvi fenolu a jeho oxida¢niho produktu, katecholu, bylo

stanoveno pomoci HPLC (kapitola 3.4.4., str. 39).

Z Tab.1 (str. 55) je patmé, ze mikrosomy isolované z buné€k C. tropicalis kultivovanych
v laboratornim méfitku obsahuji téméf srovnatelnda mnozstvi cytochromu P450
NADPH:CYP oxidoreduktasy jako mikrosomy isolované zbuné€k péstovanych
v poloprovoznim meéfitku. Fenolhydroxylasova aktivita v mikrosomech té€chto buné€k byla

vsak 1,3x vys§i nez v burikach kultivovanych v poloprovoznim mefitku.
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Tab.l1 Obsah cytochromu P450, aktivity NADPH:CYP

fenolhydroxylasové aktivity v mikrosomech isolovanych z kvasinek C.

oxidoreduktasy a
tropicalis
kutivovanych v laboratornim méfitku (mikrosomy A) a v poloprovoznim mefitku

(mikrosomy B)

aktivita NADPH:CYP fenolhydroxylasova
obsah CYP oxidoreduktasy aktivita
[nmol/mg prot.] [nmol cyt ¢/min/mg [nmol fenolu/min/mg
prot.] prot.]
mikrosomy A 0,36 1,52 3,79
mikrosomy B 0,31 1,25 2,81

4.1.1.2. Srovnani aktivit enzymu participujicich na oxidaci fenolu v cytosolarnich

frakcich

isolovanych z kvasinky

C. tropicalis Kkultivované v laboratornim a

poloprovoznim méritku

V cytosolamich frakcich isolovanych zbunék kultivovanych obojim zpisobem byla
porovnavana fenolhydroxylasova aktivita (Tab.2, str. 56). Obsah proteint v tomto ptipadé
zavisel na mnozstvi pufru, které bylo pouzito k homogenisaci desintegrovanych bunék C.

tropicalis pfi isolaci cytosolu.

Fenolhydroxylasova aktivita byla méfena pomoci HPLC. Vzorek byl inkubovan s 1 mM
fenolem a 1 mM NADPH pii 37°C. V ¢asech 0, 10 a 35 minut byla reakce ukoncena
pfidavkem 0,6 M HCIO, a mnozstvi fenolu a katecholu analysovano pomoci HPLC

(kapitola 3.4.4., str. 39).

Hodnoty presentované v Tab.2 (str. 56) potvrzuji stejny trend fenolhydroxylasové aktivity
cytosolarni frakce jako v pfipadé enzymu isolovanych z mikrosomu C. tropicalis. Vyssi
specifickou i obecnou aktivitu vykazuje enzym isolovany zbun€k kultivovanych
v laboratornim méfitku. Specificka aktivita fenolhydroxylasy je v téchto burikach 3x vy3si

nez v cytosolu buné€k péstovanych v poloprovoznim méfitku.
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Tab.2 Fenolhydroxylasova aktivita v cytosolech isolovanych z C. tropicalis kutivovanych

v laboratornim mé&fitku (cytosol A) a v poloprovoznim méfitku (cytosol B)

koncentrace fenolhydroxylasova aktivita
bilkovin - - -
[mg/mi] obecna specificka
[nmol/min/ml preparatu] [nmol/min/mg prot.]
cytosol A 1,84 4230 2224
cytosol B 2,16 15,62 7,23

4.1.2. Vliv doby skladovani bunék C. tropicalis ziskanych kultivaci

v poloprovoznim méritku na enzymy participujici na oxidaci fenolu

Bunky kvasinky C. tropicalis ziskané kultivaci v poloprovoznim méfitku (popis kultivace
kapitola 4.1.1. B, str. 53) byly po dobu tfi let skladovany pfi -20°C. B&hem téchto tii let
byly z bunék isolovany subcelularni frakce, mikrosomy a cytosol, (kapitola 3.3., str. 33) a

analysovany z hlediska jejich efektivity oxidovat fenol.

4.1.2.1. Vliv doby skladovani bunék C. tropicalis na mikrosomilni enzymy

participujici na oxidaci fenolu

V  mikrosomech byl sledovan obsah cytochromu P450, aktivita NADPH:CYP
oxidoreduktasy a fenolhydroxylasova aktivita. Stanoveni byla provedena zplsobem
zminénym vySe (kapitola 4.1.1.1, str. 54). Srovnani sledovanych parametri zobrazuje
Tab.3 (str. 57). Se vzrUstajici dobou skladovani bunék C. tropicalis dochazi k poklesu
aktivity NADPH:CYP oxidoreduktasy (4,8x), drasticky klesa i fenolhydroxylasova aktivita

(14,8x). Obsah cytochromu P450 v mikrosomech se v$ak snizil pouze 2,6krat..
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Tab.3 Obsah cytochromu P450, aktivita NADPH:CYP oxidoreduktasy a
fenolhydroxylasovd aktivita v mikrosomech isolovanych zbunék C. tropicalis

kultivovanych v poloprovoznim méfitku, které byly po dobu tii let skladovany pfi -20 °C

doba skladovani aktivita NADPH:CYP fenolhydroxylasova
mikrosom obsah CYP oxidoreduktasy aktivita
[mésice] [nmol/mg prot.] [nmol cyt ¢/min/mg [nmol fenolu/min/mg
prot.] prot.]
0 0,31 1,25 2,81
12 0,29 0,97 2,17
30 0,24 0,29 1,05
36 0,12 0,26 0,19

V mikrosomalni frakci byl obsah cytochromu P450 stanoven metodou diferen¢ni
spektrometrie (kapitola 3.4.2., str. 37). Diferen¢ni spektrum komplexu redukovaného CYP
s oxidem uhelnatym je znazomeéno na Obr.7. Je zde patrné absorpEni maximum v oblasti
kolem 450 nm (v tzv. Soretové pasu), které odpovida vazbé CO jako ligandu a CYP se

nachazi v hexakoordinované formé.
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Obr.7 Diferenéni spektrum komplexu redukovaného CYP soxidem uhelnatym.
Mikrosomy byly isolovany zbunék C. tropicalis bezprostfedné po kultivaci

v poloprovoznim méfitku
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Na Obr.8 je rovnéz uvedeno diferen¢ni spektrum komplexu redukovaného CYP s oxidem
uhelnatym. Toto spektrum je spektrum CYP v mikrosomech, které byly isolovany z bunék
skladovanych tfi roky. Porovnanim s Obr.7 (str. 57) je patmé, Ze doSlo ke zménam

spektralnich vlastnosti CYP.
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Obr.8 Diferencni spektrum komplexu redukovaného CYP soxidem uhelnatym.
Mikrosomy byly isolovany z bunék C. tropicalis kultivovanych v poloprovoznim méfitku

po tfech letech skladovani pfi -20°C.

4.1.2.2. Vliv doby skladovani bunék C. tropicalis na cytosolarni enzymy participujici

na oxidaci fenolu

V cytosolu isolovaném z bunék C. tropicalis byla sledovana fenolhydroxylasova aktivita.
Stanoveni byla provedena zpisobem zminénym vySe (kapitola 4.1.1.2, str. 55). Z vysledki
uvedenych v Tab.4 (str. 59) je patrné, Ze s rostouci dobou skladovani buné€k kvasinky C.

tropicalis pti -20°C fenolhydroxylasova aktivita klesa.
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Tab.4 Porovnani specifické a obecné fenolhydroxylasové aktivity v cytosolu ziskaném

zbunek C. tropicalis kutivovanych v poloprovoznim meéfitku, které byly po dobu tii let

skladovany pfi -20 °C

doba skladovani| koncentrace fenolhydroxylasova aktivita
cytosolu bilkovin - specificka
ol obecna ifi
[mésice] [mg/mi] [nmol/min/ml preparatu] [nmol/min/mg prot.]
0 2,16 15,62 7,23
12 1,97 13,44 6,82
30 5,98 9,93 1,66
36 7,35 9,59 1,30
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4.2. OPTIMALISACE ISOLACE NADPH-DEPENDENTNI
FENOLHYDROXYLASY Z CYTOSOLU KVASINKY C
TROPICALIS

Aby bylo mozné charakterisovat vlastnosti NADPH-dependentni fenolhydroxylasy, bylo
nutné nalézt optimalni a efektivni zpisob isolace tohoto enzymu z cytosolu kvasinky C.
tropicalis. Tato problematika je v laboratofi, kde byla vypracovavana diplomova prace,
feSena jiz né€kolik let. Vysledky ilustrujici pokusy o isolaci enzymu jsou soucasti
diplomové prace V. Kremlackové [24]. V predkladané diplomové praci byla testovana
vhodnost pfedevsim metod chromatografickych (chromatografie iontoménicova, afinitni,
molekulova sita), ale i metod separujicich proteiny frakéni precipitaci (precipitace siranem

amonnym ¢i polyethylenglykolem 6000).

Zékladnim krokem isolace fenolhydroxylasy byla kapalinova iontoménicova
chromatografie na sloupci DEAE Sepharosy (kapitola 3.5.1.1,, str. 39). Po ni nasledovala
dialysa frakci, ve kterych byla zjisténa fenolhydroxylasova aktivita, z divodl odstranéni
NaCl, jehoz gradient byl pouZit pro separaci proteini obsazenych v cytosolu C. tropicalis.
Nasledovala  rechromatografie na DEAE  Sepharose a frakce vykazujici

fenolhydroxylasovou aktivitou byly opét dialysovany.

Preparat ziskany té€mito purifika¢nimi kroky vykazoval fenolhydroxylasovou aktivitu,
urCovanou jak ubytkem fenolu, tak i tvorbou jeho oxida¢niho produktu, katecholu (metoda
HPLC, kapitola 3.4.4., str. 39). Z vysledku vSak bylo patrné, Ze mnozstvi oxidovaného
fenolu neodpovida mnozstvi vzniklého katecholu. Bylo proto testovano, zda ziskany
preparat neobsahuje enzymy, pro které je katechol substratem. Inkubace ziskaného
enzymového preparatu s katecholem (kapitola 3.4.4., str. 39) potvrdila pfitomnost
takovych enzymu, snejvétsi pravdépodobnosti katechol-1,2-dioxygenasy, ktera byla
v kvasinkach C. tropicalis detegovana [28]. Pouzitim pouze chromatografie na DEAE
Sepharose tedy nebylo mozné ziskat preparat fenolhydroxylasy, ktery by zaroven
neobsahoval katechol-1,2-dioxygenasu. Nasledovné tedy bylo nutné provést dalsi

purifikacni kroky.
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Z divodu nenaro¢ného provedeni a cenové dostupnosti byla jako dalsi krok testovana
frak¢éni precipitace siranem amonnym (kapitola 3.5.4.2., str. 51). Preparat vykazujici
fenolhydroxylasovou aktivitu ziskany chromatografii a rechromatografii na DEAE
Sepharose byl podroroben frakéni precipitaci siranem amonnym, nejprve od 0 do 65 %
nasyceni a poté od 65 do 80 % nasyceni touto soli. Uvedenym postupem vsak rovnéz nebyl
ziskan enzymovy preparat prosty katechol-1,2-dioxygenasy. Vzorek ziskany po precipitaci
siranem amonnym byl tedy chromatografovan na sloupci Sepharosy 4B, ktera funguje jako
molekulové sito. Po eluci v§ak byly ziskany frakce s velmi nizkym obsahem proteind a

aktivita fenolhydroxylasy téméf nebyla detegovana (vysledky nejsou uvedeny).

Pfi dalsich isolacich fenolhydroxylsy byla proto po chromatografii a rechromatografii na
DEAE Sepharose zafazena dal$i purifikatni metoda, afinitni chromatografie na sloupci
2’5" ADP-Sepharosy (kapitola 3.5.3.1., str. 47). Je totiz znamo, Ze tento nosi¢ interaguje
s aktivnimi centry nékterych NADP"-dependentnich enzym [73]. Nejprve byl na sloupec
2'5'ADP Sepharosy aplikovan vzorek enzymového preparatu v 50 mM Na-fosfatovém
pufru. K interakci fenolhydroxylasy s nosi¢em a jeji vazbé€ na néj v§ak nedoSlo. Vzhledem
k tomu, Ze nékteré z NADP’-dependentnich enzym@ snadé&ji interaguji s 2'5°'ADP
Sepharosy v prostfedi o vyssi iontové sile, byl tento postup rovnéz testovan. V tomto
piipadé bylo pouzito prostiedi zvySené koncetrace NaCl (0,15 M NaCl). Avsak ani za
téchto podminek NADPH-dependentni fenolhydroxylasa z C. tropicalis s 2'5'ADP

Sepharosou neinteragovala.

Tento neuspéch vedl ke snaze syntetisovat afinitni nosi¢ sligandem, ktery by meél
analogickou strukturu se substratem fenolhydroxylasy, fenolem. Postupem uvedenym

v kapitole 3.5.3.2. (str. 47) byl tedy pfipraven afinitni nosi¢ 1-(4-OH-benzoyl) aminohexyl

Sepharosa. Jako ligand byla zvolena kyselina p-hydroxybenzoova. Na takto
modifikovanou Sepharosu se preparat NADPH-dependentni fenolhydroxylasy, ziskany
chromatografii a rechromatografii na DEAE Sepharose, skute¢né vazal. Problémem vsak
byla zpétna resorpce (eluce) enzymu ztohoto nosiCe. Eluce enzymu byla nejprve
provadéna pomoci linearniho gradientu iontové sily: 50 ml 50 mM Na-fosfatového pufru
o koncentraci NaCl 0 az 0,35 M. Timto postupem vsak eluce fenolhydroxylasy nebylo

dosazeno. Byla proto testovana moznost uvolnéni enzymu prostfednictvim ligandu

61



Vysledky

kompetujiciho se substratem enzymum, jmenovité fenolem. Sloupec s afinitnim nosi¢em
byl postupné€ promyvan 20 ml 0,5 mM, 1 mM, 2 mM, 3 mM, 4 mM a S mM fenolem v 50
mM Na-fosfatovém pufru (pH 7,6). Ani v tomto pfipad€ nebyla eluce Gspésna. Bylo proto
nutné pfikro€it k ,,drastickému“ zpusobu uvolnéni enzymu z afinitniho nosie. Nosi¢ byl
pfeveden z kolony na fritu, zde byl mnohonasobnym promytim pufrem zbaven fenolu,
ktery zde zistal po eluci kompetujicim ligandem. K suspensi nosi¢e s navazanym
enzymem bylo pfidano takové mnozstvi roztoku NADPH, aby jeho vysledna koncentrace
byla 1 mM a tato reakéni smés byla po dobu 3 hodin inkubovéna pti 37°C. Po usazeni
nosi¢e byl odebran vzorek supernatantu, a vném byla pomoci HPLC zjisténa
fenolhydroxylasova aktivita. Fenolhydroxylasa ¢astecné pfeménila ligand, tim se z nosice
uvolnila, a byla tak dale schopna katalysovat pfeménu fenolu na katechol. Po provedeni
SDS elektroforesy (kapitola 3.4.5., str. 40) se vzorkem supernatantu obsahujiciho
uvolnénou fenolhydroxylasu a vzorkem gelu (afinitniho nosice) bylo zjisténo, ze pouze
malé mnozstvi NADPH-dependentni fenolhydroxylasy se z nosi¢e uvolnilo. Majoritni
mnozstvi enzymu zustalo navazano na afinitnim nosi¢i. Ackoliv timto purifikaénim
krokem byla NADPH-dependentni fenolhydroxylasa separovana, nebylo mozné ji dale

pouzit pro jeji charakterisaci.

Jako dalsi putifikaéni krok byla pouzita frakéni precipitace proteind prostrednictvim
polyethylenglykolu 6000 (kapitola 3.5.4.1., str. 50). Srazen byl enzymovy preparat ziskany
chromatografii a rechromatografii na DEAE Sepharose, a to do 20 % nasyceni PEG 6000.
Timto purifikaénim krokem se skute¢né podafilo ziskat preparat NADPH-dependentni
fenolhydroxylasy, ktery neobsahoval katechol-1,2-dioxygenasu. Jak je patrné z Tab.S (str.
68), precipitace enzymu pomoci PEG 6000 vSak vedla ke snizeni jeho fenolhydroxylasové
aktivity. Pro oddéleni PEG 6000 od vzorku byla zvolena gelova permeacni chromatografie
na sloupci Sephacrylu S300 (kapitola 3.5.4.2, str. 51). Timto postupem se podafilo ziskat
purifikovanou NADPH-dependentni fenolhydroxylasu, ktera je vhodna pro stanoveni
kinetickych konstant, pH optima a dalSich enzymovych charakteristik.

Dalsi kapitoly detailn€é popisuji jednotlivé kroky isolace NADPH-dependentni
fenolhydroxylasy z cytosolu kvasinky C. fropicalis, které se ukazaly jako vhodné k jeji

purifikaci.
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4.2.1. Isolace NADPH-dependentni fenolhydroxylasy z cytosolu kvasinky

C. tropicalis

Jako optimalni zpuasob isolace NADPH-dependentni fenolhydroxylasy z cytosolu C.
tropicalis 1ze tedy povazovat postup zahmujici nasledujici purifikaéni kroky:
1) chromatografii na sloupci DEAE Sepharosy nasledovanou dialysou ziskanych frakci
2) rechromatografii na sloupci DEAE Sepharosy nasledovanou dialysou ziskanych
frakci
3) separaci proteind srazenim PEG 6000 do 20 % nasyceni

4) gelovou permeacni chromatografii na sloupci Sephacrylu S300

4.2.1.1. Chromatografie proteinu cytosolu C. tropicalis na sloupci DEAE Sepharosy

Na kolonu DEAE Sepharosy (kolona Pharmacia Biotech C 2,6x40) o objemu 100 ml bylo
pomoci peristaltické pumpy naneseno 260 ml cytosolu C. tropicalis rychlosti 0,8 ml.min™".
Zaroveni byly jimany eluované frakce. U jednotlivych frakci bylo méfeno mnozstvi
eluovanych proteind, sledovanim absorbance pfi 280 nm (Ajgonm). Po aplikaci cytosolu
byla kolona promyvana 50 mM Na-fosfatovym pufrem (pH 7,6) az do poklesu absorbance
pfi 280 nm (vymyti nezachycenych proteint).

Pro eluci fenolhydroxylasy byl pouzit linedrni gradient NaCl: 2x350 ml 50 mM Na-
fosfatového pufru (pH 7,6) s pifidavkem 0 az 0,35 M NaCl.

Na zakladé¢ ,,elucniho profilu®“ byla provedena elektroforesa (SDS-PAGE). Rovnéz byla
pomoci HPLC stanovena fenolhydroxylasova aktivita vybranych frakci. Na zakladé
vyhodnoceni vysledkl elektroforesy a stanoveni enzymovych aktivit byly frakce (75 az 85)
obsahujici fenolhydroxylasu spojeny, pfes noc dialysovany proti 8 1 50 mM Na-

fosfatového pufru (pH 7,6) a dale purifikovany.
Pribéh chromatografie proteini cytosolu bunék kvasinky C. tropicalis na sloupci DEAE

Sepharosy je znazornén na Obr.9 (str. 63). Modre jsou oznaceny frakce 75 az 85, u nichz

byla detegovana fenolhydroxylasova aktivita.
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Obr.9 Chromatografie proteini cytosolu kvasinky C. fropicalis na sloupci DEAE
Sepharosy. Experimentalni podminky jsou uvedeny v kapitole 3.5.1.1. (str. 43)

4.2.1.2. Rechromatografie proteinu cytosolu kvasinky C. fropicalis na sloupci DEAE
Sepharosy

Po dialyse byla provedena rechromatografie frakci vykazujicich fenolhydroxylasovou
aktivitu na DEAE Sepharose. Eluce fenolhydroxylasy byla opét provedena gradientem
NaCl: 2x150 ml 50 mM Na-fosfatovém pufru (pH 7,6) o koncentraci NaCl 0 az 0,35 M.
Pfitomnost fenolhydroxylasy v eluovanych frakcich byla ovéfena stejnym postupem jako
bylo zminéno v kapitole 4.2.1.1. (str. 63). Frakce obsahujici fenolhydroxylasu (50 az 54)
byly spojeny a pies noc dialysovany proti 4 1 50 mM Na-fosfatového pufru (pH 7,6).

Eluéni profil“ rechromatografie fenolhydroxylasy na sloupci DEAE Sepharosy je
znazornén na Obr.10 (str. 65). V modfe oznacenych frakcich 50 az 54 byla pfitomna
NADPH-dependentni fenolhydroxylasa.
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Obr.10 Chromatografie c¢astecné purifikované fenolhydroxylasy na sloupci DEAE
Sepharosy. Experimentalni podminky jsou uvedeny v kapitole 3.5.1.1. (str. 43)

4.2.1.3. Purifikace fenolhydroxylasy srazenim PEG 6000 do 20 % nasyceni

K roztoku proteinti ziskanych ptedchozimi purifikaénimi kroky (40 ml slitych frakci 50 az
54 po rechromatografii na DEAE Sepharose) bylo na ledové lazni za stalého michani po
kapkach ptidano 26,6 ml 50 % roztoku PEG 6000. Po ptidani celého objemu srazeciho
¢inidla byl roztok jesté 15 minut michan a poté byl precipitat oddélen centifugaci. Po
odstfedéni byl supernatant z kyvet slit a peleta byla resuspendovana ve 2 ml 50 mM Na-

fosfatového pufru (pH 7,6).

Tento purifikacni krok se ukazal jako velmi uéinny. Frakéni precipitaci proteind PEG 6000
se totiZz témér podafilo oddélit NADPH-dependentni fenolhydroxylasu od katechol-1,2-

dioxygenasy. Ziskany enzymovy preparat jiz totiz katechol nepieméioval.
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4.2.1.4. Gelova permeacni chromatografie fenolhydroxylasy na sloupci Sephacrylu
S300

Na kolonu Sephacrylu S300 (kolona Pharmacia Biotech. C 1,6x30) byl aplikovan vzorek
proteini ziskanych frakéni precipitaci polyethylenglykolem 6000 o objemu 2 ml. Poté byly
proteiny eluovany 50 mM Na-fosfatovym pufrem (pH 7,6) rychlosti 0,6 ml.min'. Ve
frakcich obsahujicich proteiny byla stanovovana fenolhydroxylasova aktivita. Frakce 4 az
7 vykazujici fenolhydroxylasovou aktivitu byly spojeny, rozdéleny do ,.alikvoti* (po 200
pl) a zmrazeny v kapalném dusiku. Nasledné byly skladovany pii -80°C pro dalsi

charakterisaci.

Pribéh gelové permeacni chromatografie NADPH-dependentni fenolhydroxylasy
zachycuje Obr.11.

Tento krok byl pouzit nejen kwiili oddéleni dalSich proteinii od fenolhydroxylasy, ale 1 k
odstranéni PEG 6000. Byl ziskan enzymovy preparat obsahujici jako majoritni protein
NADPH-dependentni fenolgydroxylasu (Obr.12 A, str. 67, draha 5).
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Obr.11 Gelova permeacni chromatografie €aste¢né purifikované fenolhydroxylasy na
sloupci Sephacrylu S300. Experimentalni podminky jsou uvedeny v kapitole 3.5.2.2 (str.
46)
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4.2.1.5. Shrnuti efektivity isola¢nich kroki NADPH-dependentni fenolhydroxylasy

z cytosolu kvasinky C. tropicalis

Celym isolacnim postupem bylo ziskano 3,8 mg proteinové frakce vysoce nabohacené
NADPH-dependentni fenolhydroxylasou. Z Obr.12 A je patmé, Ze se jedna zieymeé o
protein, jehoz podjednotky maji molekulovou hmotnost okolo 60 kDa.

<— 97 kDa
<4— 34 kDa
<«— 66 kDa

[ o
w I - . 4— 55 kDa
- sgwos 4— 45 kDa
@ <— 36 kDa

L 4
- .- s ¢— 29 kDa
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Obr.12 A Elektroforesa (SDS-PAGE) preparati fenolhydroxylasy po jednotlivych
purifikacnich krocich:
1: cytosol

: slité frakce 75 az 85 po chromatografii na DEAE Sepharose

. slité frakce 50 az 54 po rechromatografii na DEAE Sepharose

2

3

4: proteinova frakce po precipitaci PEG 6000

5: proteinova frakce po chromatografii na Sephacrylu S300
6

: standard molekulovych hmotnosti proteini ,,Wide Range*
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Obr.12 B Elektroforesa (SDS-PAGE) preparati fenolhydroxylasy po jednotlivych

purifikacnich krocich, popis je uveden u Obr.12 A (Cervené je oznacena NADPH-

dependentni fenolhydroxylasa, rizové je oznalena oblast pravdépodobného vyskytu

katechol-1_2-dioxygenasy)

Tab.S Prehled isolacnich krokit NADPH-dependentni fenolhydroxylasy z cytosolu

kvasinky C. fropicalis

koncentrace fenolhydroxylasova aktivita
bilkovin Obl‘/:cnj/ , specificka vytézek [%]
[mg/ml] [“;‘;:pa“r‘;m;“ [nmol/min/mg prot ]
cytosol 7,35 9,59 1,30 100
chromatografie
na DEAE 1,00 17,65 17,66 814
Sepharose
rechromatografie
na DEAE 0,23 12,00 52,25 19,3
Sepharose
frak¢ni
precipitace PEG 5,52 7,54 1,37 15,1
6000
chromatografie
na Sephacrylu 0,38 8,77 22,83 3,5
S300
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Tab.S (str. 68) shruje celkovy pribéh isolace NADPH-dependentni fenolhydroxylasy
z cytosolu kvasinky C. tropicalis. Jednotlivymi kroky purifikace dochazi ke zvySovani
specifické aktivity NADPH-dependentni fenolhydroxylasy, specificka aktivita enzymu
byla pfedev§sim zvySena rechromatografii na sloupci DEAE Sepharosy. Pii tfetim
purifikaénim kroku vSak dochazi vlivem interakce fenolhydroxylasy s PEG 6000
k vyraznému poklesu fenolhydroxylasové aktivity. Ta je pak ¢aste¢né obnovena oddélenim
PEG 6000 na sloupci Sephacrylu S300. Ziskany enzymovy preparat byl dale Castecné

charakterisovan.
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4.3. CHARAKTERISACE ISOLOVANE NADPH-
DEPENDENTNI FENOLHYDROXYLASY C. TROPICALIS

4.3.1. Kinetické charakteristiky NADPH-dependentni fenolhydroxylasy

NADPH-dependentni fenolhydroxylasa kvasinky C. tropicalis je enzym, ktery oxiduje
fenol za vzniku katecholu. Pii inkubaci fenolhydroxylasy s fenolem dochazi k ubytku

fenolu. Tomu nasledné odpovida nartst katecholu (Obr.13).

1 - 06
0,9 4
S 03 T" =
—E 0,( ¥ 04 F:
.0 <
= A 2
< 05 4 403w s
o g E
§ 04 4 E
T 03 A T8
g ) g
g 0, 401 .2
=~ 0.1 4
0 + v v r 0
0 20 40 60 80 —a— fenol
doba inkubace [min] —e— katechol

Obr.13 Zavislost oxidace fenolu a tvorby katecholu na dobé inkubace. Reakéni smés
obsahovala NADPH-dependentni fenolhydroxylasu (0,038 mg), 1 mM fenol, 1 mM
NADPH, jednotlivé reakce byly ukonéeny v ¢asech 0-90 min

Spotieba fenolu a tvorba katecholu byla sledovana v reakcéni smési obsahujici isolovanou
NADPH-dependentni fenolhydroxylasu, NADPH a nizné koncentrace fenolu (Obr.14 A,
B, str. 71) .
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oxidace fenolu (nmol/min)

1 1.5 2

koncentrace fenolu (mM)

Obr.14 A Zavislost poCatecni rychlosti oxidace fenolu na koncentraci substratu (fenolu).
Meéfena byla spotfeba fenolu, reakéni smés obsahovala NADPH-dependentni

fenolhydroxylasu (0,038 mg), 1 mM NADPH, 0-2 mM fenol, doba inkubace byla 30 minut
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Obr.14 B Zavislost pocate¢ni rychlosti oxidace fenolu na koncentraci substratu (fenolu).
Meéfen byl pfiristek katecholu, reakéni smés obsahovala NADPH-dependentni

fenolhydroxylasu (0,038 mg), | mM NADPH, 0-2 mM fenol, doba inkubace byla 30 minut

71



Vysledky

Ubytek fenolu

1/Vmax

Obr.15 A Urceni kinetickych konstant Ky, Vmax NADPH-dependentni fenolhydroxylasy
pro oxidaci fenolu bylo provedeno dvojnasobnym reciprokym vynesenim kinetickych dat z

Obr.14 A (str. 71) odpovidajicich koncentracim fenolu 0-0,4 mM

Tvorba katecholu
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Obr.15 B Urceni kinetickych konstant Ky, Vmax NADPH-dependentni fenolhydroxylasy
pro oxidaci fenolu bylo provedeno vynesenim 1/v proti koncentraci substratu (fenolu)

kinetickych dat z Obr.14 A odpovidajicich koncentraci fenolu 0,5, 0,75, 1 a2 mM
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Tab.6 Hodnoty Michaelisovy konstanty K, a maximalni rychlosti reakce Vpmax
cytosolarni NADPH-dependentni fenolhydroxylasy kvasinky C. tropicalis pro oxidaci
fenolu a tvorbu katecholu. Kinetické konstanty byly uréeny z rychlosti pfemény substratu

(fenolu) a vzniku produktu (katecholu)

reakce Kn[mM] Vmax [nmol/min/mg prot.]
oxidace fenolu 0,45 543
tvorba katecholu 0,45 544

Hodnoty K;, a Viax ziskané jak méfenim spotieby fenolu, tak méfenim tvorby katecholu
odpovidaly reak¢ni kinetice Michaelise a Mentenové a byly prakticky shodné.

4.3.2. Urceni pH optima NADPH-dependentni fenolhydroxylasy

Pro stanoveni pH optima (postup popsan v kapitole 3.6., str. 52) byly pouzity roztoky 1 M
Na-fosfatového pufru v rozmezi pH 5 az 10. pH optimum bylo uréeno z kiivky zavislosti

hydroxylace fenolu a tvorby katecholu na pH Na-fosfatového pufru (Obr. 16).
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Obr.16 Zavislost oxidace fenolu resp. tvorby katecholu na pH
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Z Obr.16 (str. 73) je patné, ze pH optimum NADPH-dependentni fenolhydroxylasy pro
hydroxylaci fenolu i tvorbu katecholu lezi v oblasti pH 7,4 az 7,6.

4.3.3. Spektralni vlastnosti NADPH-dependentni fenolhydroxylasy

NADPH-dependentni fenolhydroxylasa je jasné zluty enzym, coz naznacuje, ze se jedna o
flavoproteinovy enzym. Z vysledkt spektralni analysy enzymu vyplyva, Zze enzym jako
prosthetickou skupinu obsahuje FAD. Spektrum enzymu uvedené na Obr.17 tuto

skute€nost potvrzuje (absorpéni maximum v oblasti kolem 460 nm je pro FAD typické).
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Obr.17 Absorp¢ni spektrum purifikované NADPH-dependentni fenolhydroxylasy

4.3.4. N-terminalni sekvenace NADPH-dependentni fenolhydroxylasy

Pro ur¢eni N—terminalni aminokyselinové sekvence fenolhydroxylasy byla zvolena metoda
vyuzivajici Edmanova odbouravani (kapitola 3.4.7., str. 42, pouzit byl sekvenator
PROCISE, Applied Biosystems, USA). Analysovana byla fenolhydroxylasa na PVDF
membrané (metoda Western blot, kapitola 3.4.6., str. 41). Sekvenace byla provedena
dvakrat, ale ani v jednom pfipadé se N-terminalni sekvenci fenolhydroxylasy nepodatilo

uréit. Tento fakt nelze v souCasnosti je$té jednoznalné vysvétlit. Jednim z diivodi muze
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byt skuteCnost, ze N-koncova aminokyselina enzymu je posttranslatné modifikovana.
Druhym divodem muze byt blokace N-koncové aminokyseliny ethylenglykolem,
monomerem PEG 6000, uvolnénym z této slouceniny pfi jejim pouziti pro isolaci enzymu.

Piesné vysvétleni této skutecnosti bude predmétem nasich dalSich studii.
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Diskuse

V dnesni dobé se v nasem zivotnim prostfedi hromadi fada cizorodych latek, které
predstavuji zat€éz pro mnoho organismu vcetné clovéka. Mezi takové environmentalni
polutanty patfi také fenolické latky. U mnohych mikroorganismua byla zji§té€na schopnost
metabolisovat cizorodé latky a vyuzivat je dokonce jako zdroj energie pro svuj rust.
Jednim z téchto mikroorganismu je také kvasinka Candida tropicalis, u niz byla prokazana
schopnost oxidovat fenol [28]. Studium aerobnich biodegradaci fenolickych latek a
poznani enzymovych systému mikroorganismui jako je C. tropicalis je tedy jednou z priorit
sou¢asného vyzkumu nejen v Ceské republice, ale i v dalich vyspé&lych primyslovych
zemich. Laboratof, ve které byla predkladana prace vypracovéna, se testovanim moZznosti
biodegradace fenolu enzymovymi systémy nejen kvasinky C. tropicalis, ale i jinych
mikroorganismu, zabyva jiz nékolik let. V pfipadé kvasinky C. tropicalis je

vyuzivan kmen Ct2, ktery byl ziskan z pud kontaminovanych fenolem z oblasti Mostecka.

Cilem predkladané diplomové prace bylo zjistit, jak je ovlivnéna aktivita enzymi
participujicich na prvé fazi aerobniho metabolismu fenolu, jeho hydroxylaci na katechol, v
cytosolu a mikrosomech bunék C. tropicalis, které byly kultivovany za dvou rozdilnych
podminek. Jmenovité v laboratornim a poloprovoznim meéfitku. Dale bylo sledovano, jak
jsou aktivity téchto enzymid kvasinky C. tropicalis ovlivnény skladovanim bunék
mikroorganismu pti -20°C. Sledovany byly aktivity dvou typi enzymovych systému.
Prvnim byl systém oxidas (oxygenas) se smiSenou funkci obsahujici cytochrom P450
(CYP) a jeho reduktasu (NADPH:CYP reduktasu). Ten byl v mikrosomech kvasinky C.
tropicalis jednozna¢né€ prokazan, rovnéz jako jeho ucinnost v hydroxylaci fenolu na
katechol [55]. Druhy byl enzym NADPH-dependentni fenolhydroxylasa, ktery je pfitomny
v rozpustné frakci bunék C. tropicalis, cytosolu. Pfi srovnani obsahu cytochromu P450,
aktivity NADPH:CYP oxidoreduktasy a fenolhydroxylasové aktivity v mikrosomalni
frakci isolované zbunék C. tropicalis kultivovanych v laboratornim a poloprovoznim
méfitku, bylo zjisténo, Ze ob& mikrosomalni frakce obsahuji témeéf srovnatelna mnozstvi
CYP a aktivita NADPH:CYP oxidoreduktasy je rovnéz srovnatelna. Fenolhydroxylasova
aktivita v mikrosomech z bunék kultivovanych v laboratornim méfitku byla vsak 1,3x
vyS$8i nez u bunék péstovanych v poloprovoznim meéfitku. Porovnani fenolhydroxylasové
aktivity v cytosolamich frakcich isolovanych z bunék kultivovanych obojim zptisobem

potvrzuje stejny trend jako v ptipadé enzyma isolovanych z mikrosomu C. tropicalis.
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Specificka aktivita fenolhydroxylasy je 3x vyssi v cytosolu ziskaném z bunék C. tropicalis

kultivovanych v laboratornim méfitku.

Z téchto vysledkd vyplyva, Ze z hlediska aktivity enzymd metabolisujicich fenol je pro
ziskani mikrosomalnich 1 cytosolarnich subcelulamich frakci, efektivnich v oxidaci
fenolu, vhodnéjsi kultivace bunék C. fropicalis v laboratornim méfitku. Druhou strankou
véci je vSak Casova i1 experimentalni naro¢nost takové kultivace. Abychom ziskali
dostate¢né mnozstvi buné€k pro isolaci a charakterisaci enzymu biotransformujicich fenol

by bylo nutné takovou kultivaci v laboratofi mnohokrat opakovat.

Pfi zjistovani ovlivnéni schopnosti enzymu subcelulamich frakci isolovanych z bunék C.
tropicalis kultivovanych v poloprovoznim méfitku a skladovanych pfi -20°C nékolik let
oxidovat fenol bylo zjiSténo, Ze po tfech letech skladovani kvasinek doslo k poklesu
aktivity NADPH:CYP oxidoreduktasy C. tropicalis (4,8x). Vyznamné klesla i
fenolhydroxylasova aktivita (14,8x). Obsah cytochromu P450 se snizil pouze 2,6x, ale
zmény v diferen¢nich spektrech, charakterisuyjicich stav (formu) cytochromu P450,
nasvédcuji tomu, ze takto dlouhé skladovani zmrazenych bunék meéni vlastnosti tohoto
enzymu. Také v ptipad€ cytosolarnich enzyml dochazi k poklesu aktivity enzymu
hydroxylujici fenol (NADPH-dependentni fenolhydroxylasy). Specificka aktivita tohoto
enzymu klesla v cytosolami frakci isolované po tfech letech skladovani bunék 5,5x. Ze
zjisténych vysledku je ziejmé, ze enzymy mikrosomalni i cytosolarni frakce kvasinky C.
tropicalis oxidujici fenol jsou pravdépodobné degradovany pfi skladovani za -20° C. Doba

skladovani zmrazenych bunék pro dalsi vyuziti musi byt tedy minimalni.

Dalsim ukolem diplomové prace bylo isolovat a charakterisovat cytosolarni NADPH-
dependentni fenolhydroxylsu. Tento enzym oxiduje fenol za tvorby katecholu. Ackoliv
byla cytosolami NADPH-dependentni fenolhydroxylasa jiz v minulosti castecné
purifikovana [24], bylo nutné isolaci tohoto enzymu optimalisovat, abychom byli schopni

ziskat potfebné mnozstvi enzymu pro jeho dalsi charakterisaci.

Pfi optimalisaci isolace NADPH-dependentni fenolhydroxylasy bylo navazano na vysledky

diplomové prace Mgr. Veroniky Kremlackové [24]. Jako zakladni krok purifikace tohoto
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enzymu byla zvolena kapalinova iontoméniCova chromatografie na sloupci DEAE
Sepharosy. Timto purifikaénim krokem dochazi ke zna¢né purifikaci enzymu (specificka
aktivita enzymu se zvysSila vice nez 17krat). Rechromatografie na tomto nosi¢i pak také
vyznamné zvysSila specifickou aktivitu isolované fenolhydroxylasy. Oba tyto purifikacni
kroky vSak nefeSily problém separace fenolhydroxylasy od katechol-1,2-dioxygenasy,
enzymu dal§iho kroku biodegradace fenolu v kvasince C. tropicalis. Ten byl vtomto
mikroorganismu skutecné prokazan [28]. Pfitomnost uvedeného enzymu ve frakcich
obsahujicich fenolhydroxylasu byla zjisténa 1 v naSich experimentech, pfi méfeni

fenolhydroxylasové aktivity pomoci HPLC.

Jako mozny zpusob separace katechol-1,2-dioxygenasy byla nejprve testovana frakéni
precipitace siranem amonnym, nasledovana chromatografii na sloupci Sepharosy 4B, ktera
by méla tyto proteiny o rozdilné molekulové hmotnosti oddé€lit. Po eluci vSak byly ziskany
frakce svelmi nizkym obsahem proteini a aktivita fenolhydroxylasy témér nebyla
detegovana. Dale byla testovana afinitni chromatografie fenolhydroxylasy na 2°5’ADP-
Sepharose. Je totiz znamo, Ze tento nosi¢ interaguje s aktivnimi centry n&kterych NADP'-
dependentnich enzymu [73]. NADPH-dependentni fenolhydroxylasa z C. tropicalis viak s
2’5" ADP Sepharosou neinteragovala. Tato skutecnost nas vedla k pfipravé (syntese) jiného
afinitniho nosiCe, sligandem, ktery ma analogickou strukturu se substratem

fenolhydroxylasy, fenolem. Pripraven byl novy nosi¢, 1-(4-OH-benzoyl) aminohexyl

Sepharosa. NADPH-dependentni fenolhydroxylasa s timto nosi¢em skutecné interagovala,
vazala se na vhodny ligand, ale problémem bylo zpétné uvolnéni fenolhydroxylasy z
nosi¢e. Z Casovych divodi bylo od tohoto zpusobu purifikace NADPH-dependentni
fenolhydroxylasy upusténo. Nicméné€ problematika interakce a uvolnéni NADPH-
dependentni fenolhydroxylasy studované kvasinky s 1-(4-OH-benzoyl) aminohexyl
Sepharosou bude v nasi laboratofi pfedmétem dalSich experimentt. Jednalo by se totiz o

velmi efektivni krok pfi purifikaci NADPH-dependentni fenolhydroxylasy.

Jako dalsi purifika¢ni krok po chromatografii a rechromatografii fenolhydroxylasy na
sloupci DEAE Sepharosy byla testovana také frak¢ni precipitace polyethylenglykolem
6000 do 20 % nasyceni. Tento purifikacni krok se ukézal jako velmi uc¢inny. Frakéni

precipitaci proteind PEG 6000 se totiz témér podafilo oddélit NADPH-dependentni
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fenolhydroxylasu od katechol-1,2-dioxygenasy. Ziskany enzymovy preparat jiz katechol
nepfeménoval. Precipitace enzymu pomoci PEG 6000 vsSak vedla ke sniZeni jeho
fenolhydroxylasové aktivity. Pro oddéleni PEG 6000 od vzorku byla zvolena gelova
permeacni chromatografie na sloupci Sephacrylu S300 (kapitola 3.5.4.2, str. 51). Celym
isola¢nim postupem bylo ziskano 3,8 mg proteinové frakce vysoce nabohacené NADPH-

dependentni fenolhydroxylasou, ktera je vhodna pro urceni enzymovych charakteristik.

Z hlediska enzymové charakterisace NADPH-dependentni fenolhydroxylasy byly ureny
kinetické konstanty K, a Vyax pro fenol jako substrat eznymu a katechol jako produkt jeho
enzymové oxidace. Zjisténé kinetické charakteristiky enzymu pln€ odpovidaji
charakteristikdm preparatu, ktery byl v nasi laboratofi isolovan a charakterisovan jiz dfive
[24]. Kinetiky urcujici hodnoty Km a Vmax, ziskané jak mérenim spotieby fenolu, tak
tvorby katecholu odpovidaly reakéni kinetice Michaelise a Mentenové a byly prakticky

shodné.

Dale bylo pro hydroxylaci fenolu a tvorbu katecholu, katalysované NADPH-dependentni
fenolhydroxylasou C. tropicalis uréeno pH optimum. To se pohybuje v rozmezi hodnot 7,4
az7.6.

NADPH-dependentni fenolhydroxylasa je fazena mezi flavinové enzymy. Této skutecnosti
nasveédCuje i jasné€ Zlutd barva ziskané proteinové frakce nabohacené NADPH-dependentni
fenolhydroxylasou. Z vysledkd spektralni analysy enzymu vyplyva, ze enzym jako
prosthetickou skupinu obsahuje FAD. Spektralni vlastnosti enzymu tuto skute¢nost

potvrzuji (absorpéni maximum v oblasti kolem 460 nm je pro FAD typické).

Pfedmétem diplomové prace byla rovné€z snaha porovnat aminokyselinové slozeni
isolované fenolhydroxylasy se slozenim fenolhydroxylas jinych mikroorganismi. Pro
urCeni N-terminalni aminokyselinové sekvence fenolhydroxylasy byla zvolena metoda
vyuzivajici Edmanova odbouravani. UrCeni N-terminalni sekvence fenolhydroxylasy vSak
nebylo uspé$né. Pouzitou metodou nebyla detegovana zadna z aminokyselin enzymu.
Tento fakt nelze v souCasnosti jesté jednoznaéné vysvétlit. Jednim z divodi muze byt
skute¢nost, ze N-koncova aminokyselina enzymu je posttranslacné modifikovana. Druhym

divodem mize byt blokace N-koncové aminokyseliny ethylenglykolem, monomerem PEG
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6000, uvolnénym z této slouCeniny pfi jejim pouziti pro isolaci enzymu. Pfesné objasnéni

této skute¢nosti bude pfedmétem nasich dalsich studii.
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Cile ptedkladané diplomové prace, kterymi bylo rozsifit poznatky o enzymech, které se

podileji na biodegradaci fenolu kvasinkou Candida tropicalis, byly spinény. ZjiStény byly

nasledujici poznatky:

A)

1)

2)

Aktivita enzymU participujicich na prvé fazi aerobniho metabolismu fenolu,
jeho hydroxylaci na katechol, v cytosolu a mikrosomech bunék C. tropicalis, je
ovlivnéna kultivaci bunék za rozdilnych podminek: v laboratonim a
poloprovoznim méfitku. Ackoliv jsou obsah cytochromu P450 a aktivita
NADPH:CYP oxidoreduktasy v mikrosomalni frakci ziskané isolaci z bunék
kultivovanych v laboratornim i poloprovoznim méfitku prakticky stejné, v
mikrosomech bunék péstovanych v laboratornim méfitku byla detegovana 1,3x
vyssi fenolhydroxylasova aktivita nez v pfipadé kultivace v poloprovoznim
méfitku. Porovnanim fenolhydroxylasové aktivity v cytosolamich frakcich
isolovanych z bunék kultivovanych obojim zpisobem se potvrzuje stejny trend
jako v pfipadé enzymi isolovanych z mikrosoma C. tropicalis. Specificka
aktivita fenolhydroxylasy v cytosolu ziskaném zbun&k C. tropicalis
kultivovanych v laboratornim méfitku je 3x vy$§i, nez u bunék kultivovanych

v poloprovoznim méfitku.

Pfi studiu ovlivnéni schopnosti enzymt subcelularnich frakci isolovanych
zbunék C. tropicalis kultivovanych v poloprovoznim méfitku a skladovanych
pii -20°C nékolik let oxidovat fenol bylo zjisténo, Ze srostouci dobou
skladovani zmrazenych bunék dochazi k poklesu fenolhydroxylasové aktivity
téchto enzymi. V mikrosomalni frakci po tfech letech skladovani bunék byla
detegovana aktivita NADPH:CYP oxidoreduktasy 4,8x niZz§i, nez byla
bezprostiedné po kultivaci bunék C. tropicalis. Vyznamné klesla i
fenolhydroxylasova aktivita (14,8x). Obsah cytochromu P450 se sniZil 2,6x, a
zmény v diferen¢nich spektrech, charakterisujicich stav (formu) cytochromu
P450, nasv€dCuji tomu, Ze dlouhé skladovani zmrazenych bunék negativné
ovliviiuje vlastnosti tohoto enzymu. V pfipadé cytosolarnich enzymd dochazi

rovnéz k poklesu aktivity enzymu, ktery oxiduje fenol (NADPH-dependentni
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B)

)

fenolhydroxylasy). Specificka aktivita tohoto enzymu klesla v cytosolarni

frakci isolované po tfech letech skladovani bunék 5,5x.

Byl optimalisovan postup, kterym lze zcytosolu kvasinky C. fropicalis isolovat

NADPH dependentni fenolhydroxylasu, tedy enzym C. tropicalis, ktery se majoritné

podili na prvnim kroku biodegradace fenolu timto mikroorganismem. Isola¢ni postup

zahrnuje nasledujici ¢tyfi kroky:

1) chromatografii na sloupci DEAE Sepharosy nasledovanou dialysou ziskanych
frakci

2) rechromatografii na sloupci DEAE Sepharosy nasledovanou dialysou ziskanych
frakci

3) separaci proteind srazenim PEG 6000 do 20 % nasyceni

4) gelovou permeaéni chromatografii na sloupci Sephacrylu S300

Timto postupem bylo ziskano 3,8 mg proteinové frakce vysoce nabohacené NADPH-

dependentni fenolhydroxylasou.

Purifikovana NADPH-dependentni fenolhydroxylasa byla ¢aste¢né charakterisovana:

1) Kinetika enzymové oxidace fenolu na katechol, katalysované NADPH-dependentni
fenolhydroxylasou, odpovida reakéni kinetice Michaelise a Mentenové. Hodnota
Michaelisovy konstanty (K.,) pro fenol je 0,45 mM, maximalni rychlost (Vmax)

oxidace fenolu na katechol je 54,3 nmol/min/mg proteinu.

2) pH optimum hydroxylace fenolu na katechol, katalysované NADPH-dependentni
fenolhydroxylasou, lezi v oblasti pH 7,4 az 7,6.

3) Ur¢enim spektralnich vlastnosti enzymu bylo potvrzeno, ze NADPH-dependentni

fenolhydroxylasa je flavinovy enzym.

4) N-terminalni aminokyselina NADPH-dependentni fenolhydroxylasy je blokovana,

coz zabranilo ur€eni jeji N-terminalni sekvence
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