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1. UVOD
1.1. XENOBIOTIKA A ZIVOTNI PROSTREDI

V dusledku rozvoje civilizace, pfedev$im primyslu a-dopravy rychle a neustale pfibyva
v biosféte nezadoucich a pro organismy cizorodych latek (tzv. xenobiotik), které jsou
rozptyleny v atmosféfe a ovliviiuji ekosystémy tim, Ze se rozpoustéji ve vodach a jsou
obsazeny v pudé. Nejde vsak jen o odpadni latky primyslovych vyrob, ale i1 jednotlivé
vyrobky se scasem pteménuji na odpad. Navic sama spole¢nost produkuje Skodlivé
odpady jako odpadni vody apod. [1]

Lidska populace je ve vzristajici mife vystavovana nejriznéjSim cizorodym
chemikaliim (xenobiotikiim), at’ uZ jsou to léky, potravinaiské chemikalie, nebo jiné latky
znecCistyjici Zivotni prostiedi. [2] VSeobecné se jedna o latky, které jsou organismiim cizi

a se kterymi se v pribéhu evoluce nesetkaly.

Znecisténi chemickymi latkami mizeme podle ptivodu rozdélit do tii hlavnich skupin:

» Prirodni latky, mezi které patii hlavné oxidy dusiku, nitraty, nitridy, tézké kovy,

azbest, uhlovodiky a jejich derivaty (tedy mimo jiné i fenoly).

\%

Transformované a nakoncentrované latky, jako spalné produkty SO, a CO, také
HF, HCI, tézké kovy, petrochemikalie, radionuklidy, zemédélské, komunélni a
prumyslové splasky.

» Uméle vyrobené latky, pfedevsim hnojiva, pesticidy a povrchové aktivni latky a

synthetické polymery.

Z plynnych polutantt jsou nejskodlivéjsi SO,, NO a CO. Vedle pohonnych hmot jsou
zdrojem zne¢isténi také usazeniny z odpadnich kanali, dilni kaly a pesticidy, pfedevsim ty
obsahujici Cu, Zn, Cd, As a hlavné¢ Hg. V posledni dobé jsou velkym nebezpe¢im také
polychlorované bifenyly, hojné pouzivané pti vyrobé nerozpustnych materiald, adhesiv a
plastt, které zplsobuji rozruSeni imunitniho systému, proto hovofime o tzv. ,.,chemickém

AIDS*. [1]



Retézec zneéisténi pokracuje ptechodem vy$e uvedenych toxickych latek do vodnich
tokd. K nim pfistupuje jesté¢ velké mnoZstvi odpadi z celého Zivotniho prostiedi. SloZeni
Skodlivych latek ve sladkych vodach je proto mimotadné pestré.

Chemické zneCiSténi Zivotniho prostfedi a zneuZivani pfirodnich zdroji ohroZuje
v souCasné dob¢ fesit. Pokud se o to nepokusime, nebude v dohledné budoucnosti Zadna

biochemie kterou by bylo mozné se zabyvat. [2]

1.2. METABOLISMUS XENOBIOTIK

1.2.1. Penetrace xenobiotika do organismu

Swr

Cesty vstupu cizorodych latek do organismu jsou rizné. Nejcastéjsi je vstup zaZivacim
traktem (vstup xenobiotika usty, €ili peroraln€), méné Casty je vstup pokozkou (dermélni
vstup) popf. sliznici. Plynné latky a aerosoly vstupuji do organismu respiratnim systémem
(inhalace). Ve vyjimeénych piipadech, napt. pfi zranénich nebo nékterych aplikacich lékd,

muZe doji k priniku podkoznimu, nitrosvalovému ¢i nitrozilnimu. [11]

1.2.2. Biotransformace xenobiotik v Zivém organismu

1) Derivatizacni fdze

V této fazi probihaji pfedevsim reakce oxidacni, pii kterych jsou do skeletu

xenobiotika zavedeny polarni funkéni skupiny (napf. hydroxylové nebo oxoskupiny).
Casto také dochazi k odkryvani polarnich funké&nich skupin napi. hydrolysou
esteru, amidu apod.

Oxidaci cizorodé latky realizuji vétsinou enzymy povahy monooxygenas, mezi néz
patfi systém cytochromu P-450 nebo flavinové monooxygenasy. Latky, které se nemohou
ptimo pfeménit jinymi reakcemi na polarni slou¢eniny nebo na latky schopné konjugace,
jsou hydroxylovany podle nasledujiciho schématu:

RH + (NADPH + H) + O, & ROH + NADP' + H,0

RH...... xenobiotikum



ROH... hydroxyderivat
Tuto reakci katalyzuje mikrosomalni enzymovy systém — tzv. MFO systém (z angl.
mixed function oxidases system), tedy oxygenasy se smiSenou funkci. Tento systém je
v eukaryotickych buikach lokalizovan v membrané hladkého endoplazmatického retikula
a sklada se ze tfi az Ctyf slozek :
» Cytochrom P450 (CYP) (EC 1.14.15.1)
» NADPH:CYP oxidoreduktasa (EC 1.6.2.4)
» Membranové lipidy
» Fakultativné je dilezitd NADH:cytochrom b5 reduktasa (EC 1.6.6.2) [20]
Cytochrom P-450 reaguje skyslikem za vzniku nestabilniho komplexu,

prenasejiciho kyslik na cizorodou latku. [1]

Flavinové monooxygenasy katalyzuji monohydroxylaci aromatického kruhu
xenobiotik. Do této skupiny enzymt fadime fenolhydroxylasu hydroxylujici fenol na

katechol.

2) Konjugacni faze

Ucelem této druhé faze metabolismu xenobiotik je biotransformovat slouceniny, které
byly hydroxylovany nebo jinak zménény v prvni (derivatiza¢ni) fazi, pomoci specifickych
enzymu, coZ vede k dal$imu zvySeni polarity metaboliti xenobiotik. Jedna se zejména o
konjugaci s kyselinou glukuronovou, fosfoadenosinfosfosulfatem (PAPS), acetatem,
glutathionem, nékterymi aminokyselinami, popf. mize dojit také k methylaci xenobiotika.

V konjugaéni fazi dochazi k tvorbé tzv. konjugatu, v nichZ se spojuje endogenni
polarni latka (konjugaéni slozka) s metabolitem xenobiotika, ktery vznikl v prvni fazi
biotransformace.

Utelem obou fazi metabolismu xenobiotik je maximalni zvy3eni rozpustnosti
metabolitd xenobiotika ve vodeé, a tim usnadnéni jejich vyloueni z organismu.[2]

Reakce konjugaéni faze probihaji v mikroorganismech jen ve velmi malé mife nebo
chybi uplné. Vétsina mikroorganismii metabolity xenobiotik vyuZivaji predevsim jako
zdroj uhliku a energie pro svij rust. Cizoroda latka je u téchto mikroorganismi po

derivatiza¢ni fazi biotransformace zac¢lenéna do jejich intermediarniho metabolismu. [4]



V metabolismu xenobiotik muZe jesté figurovat tzv. druha konjugace. Tato faze neni
ptitomna ve vSech typech organismi. Je rozSifena pfedev§im v rostlinnych organismech.
Konjugat z prvni konjugaéni faze zde reaguje s dal§imi endogennimi molekulami.

1.3. FENOLICKE LATKY, JEJICH VYUZITi A TOXICITA

1.3.1.Charakterizace a vyuziti fenolickych latek

Fenoly patfi do tfidy organickych slouc¢enin obsahujicich jednu ¢i vice hydroxylovych
skupin (-OH) vazanych na aromatickém kruhu. Zcela bézné a ve velké mife se vyskytuji
v ptirodé. Vzhledem k tomu, Ze fenoly jako skupina latek byly objeveny pomémé brzy
(1834 prvni izolace z kamenouhelného dehtu), vétSina z nich ma trividlni nazvy. Typickym
pfikladem nam mohou slouzit methylfenoly, které se nazyvaji kresoly podle nazvu
uhelného nebo drevéného dehtu, z kterych byly izolovany.[3]

Nizkomolekularni fenoly jsou obvykle rozpustné ve vodé a maji velmi vysoky bod
varu. To je zplisobeno tim, Ze molekuly fenolii mohou mezi sebou tvofit vodikové vazby.
Vazba O-H je silné polarizovana diky znaéné elektronegativité¢ kyslikového atomu.
Dochazi tedy ke vzniku parcialniho kladného naboje na vodikovém atomu. [1]

Fenoly jsou slabé kyseliny podobné jako voda, protoze obsahuji hydroxylovou

skupinu, ktera mize fungovat jako donor protonu a disociuji tedy také podobné jako voda:

RO-H - H'+RO (fenoxidovy ion)

Na druhou stranu je fenol mnohokrat siln€jsi kyselina nez naptiklad ethanol. To je
zpusobeno rozdily ve strukturach pfislusnych sloucenin. Hlavni divod vétsi kyselosti
fenolu oproti alkoholiim je v tom, Ze fenoxidovy ion je stabilizovany rezonanci. Negativni
naboj fenoxidového iontu byva delokalizovan rezonanci pfedevs§im v polohdch ortho a
para benzenového kruhu. Vzhledem k tomu Ze timto krokem dochazi ke stabilizaci, je
alkoxidovych iontd z alkoholi. Proto jsou fenoly mnohem kyselej$i nez alkoholy. [5]

Fenol C¢H¢O (hydroxybenzen) je v Cistém stavu bezbarva az bila latka, kterda ma
nasladly zapach, je hoflava, rozpustna ve vodé, etherech, ethanolu, acetonu, glycerolu,

benzenu. [6]
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Dulezité fyzikalni vlastnosti fenolu [12]:Mr= 94,114
Ti=40,90°C
Tv=181,84°C
Tvzptanui = 75,79°C
p25= 1,132 g.cm”
pKa=10,0
pH (50¢g/1 vody, 20°C) = cca 5,0

Fenol ma hygroskopické vlastnosti a také snadno podléha oxidaci, proto je nutné ho
uchovavat pod ochrannou atmosférou dusiku, v chladu a ve tmé. [12]

Fenoly neplsobi pouze jako kyseliny, ale také jako baze, protoZze maji nesdileny
elektronovy par na kysliku a jsou tudiz ,,Lewisovskymi bazemi.

Protonaci fenolické hydroxy skupiny fenolu a naslednou ztratou molekuly vody by
doslo k vytvoteni fenylového kationtu, to je ale velmi obtizné vzhledem ke struktufe
molekuly benzenu, nebot’ podminka linearity je nesplnitelna. [1]

Fenoly snadno oxiduji. Na vzduchu ziskavaji riznobarevny nadech zptisobeny vznikem
oxida¢nich produkti. Oxidace hydrochinonu dava benzen-1,4-chinon, obvykle nazyvany
chinon. Oxidace hydrochinoni je reverzibilni a tento oxida¢né-reduk¢ni proces ma velmi
vyznamnou roli v mnoha biologickych pochodech.

Fenolické substance se ¢asto pouzivaji jako antioxidanty. Piednostné se oxiduji misto
latek, do kterych byly pfidany. Jsou pouzivany jako stabilizatory (napi. butylovany
hydroxytoluen-BHT, nebo butylovany hydroxyanisol-BHA) v potravinach, jedlych olejich,
krmnych smésich, ale téz v chemickém primyslu pro vyrobu synthetickych olejd, gumy a

plastickych hmot. [3]

1.3.2.Toxicita fenolu vuci lidskému organismu

Fenoly se velmi dobfe vstfebavaji. Diky své kyselosti leptaji a drazdi pokozku a
sliznice. Jsou pfedevSim neurotoxické, ale také hepatotoxické a nefrotoxické. Intoxikace
probihd inhalaci, nebo transdermalné. Po vstfebani fenolu dochazi k jeho oxidaci a
biotransformaci a nasledné k rychlému vylouceni xenobiotika z organismu. Akutni

intoxikace vyvola prudké bolesti v dutiné ustni, bfise a ¢asto kon¢i smrtelng. Chronicka
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intoxikace je vzacna. Projevuje se bolestmi hlavy, ochablosti organismu, nechutenstvim,
nebo ekzémy. [5]
chronické intoxikaci vyvolavaji dermatitidy.

Jako smrtelna davka pro dospélého ¢lovéka je uvadéno 5 az 12 g fenolu [5]. Pii
uvolnéni velkého mnozstvi fenolu do vzduchu, pidy nebo vody, nebo pokud je do
prostiedi fenol uvoliiovan dlouhou dobu v mensich davkach, pretrvava i po velmi dlouhou
dobu. .

Mala mnozstvi fenolu v$ak nepfetrvavaji ve vzduchu déle neZ jeden den, z pudy jsou

odstranéna do péti dni a ve vodach zlstavaji nejdéle devét dni [7].

1.4. CHAREKTERISTIKA UZITEHO MIKROORGANISMU - KVASINKY
CANDIDA TROPICALIS

1.4.1. Charakteristika kvasinek rodu Candida

Kvasinky jsou chemoheterotrofni, eukaryotni, jednobunééné mikroorganismy (nizsi
houby), které se rozmnozuji témét vyhradné nepohlavné, tzv. pu¢enim. Pfi rozmnoZovani
dochazi k tvorbé mycelia, kdy je mateiska burika spojena s dcefinou tzkym kanalkem,
kterym do ni ptfichazi nové vytvoiené jadro a buné¢ny material.

Kvasinky rodu Candida maji schopnost odbouravat monosacharidy a nékteré vicecetné
sacharidy na ethanol a oxid uhli¢ity.

Z hlediska morfologie maji kvasinky vétSinou ovalny tvar, ktery se u riznych druhi
pohybuje velikostné v rozmezi 3 az 13 pm.[1] Struktura buné€k kvasinek je ,,similarni* se
strukturou ostatnich eukaryotnich bunék. Rozdil spo¢iva v silné a pevné bunétné sténé,
kterou jsou buiiky kvasinek obaleny stejné jako buriky bakterii. Tato sténa chrani kvasinku
pred vnéjSimi vlivy a zajistuje jeji tvar. Stavebnim materidlem bunéénych stén kvasinek
jsou polysacharidy, vétsinou glukany a mannany, ¢asto ve formé fosfore¢nych estert, které
maji strukturu vléken tvoficich hustou, pevnou splet’, vyplnénou bilkovinami.

Pod bunéénou sténou je tenka cytoplasmatickd membrana, ktera obklopuje cytoplasmu
s diferencovanym jadrem. Cytoplasma dale obsahuje ribosomy, mitochondrie,
endoplasmatické retikulum, Golgiho aparat, zrmi¢ka rezervnich latek a také vakuoly,

podobn¢ jako u rostlinnych bunék.
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V soucasnosti zname vice nez 500 druhii kvasinek, které tvofi 37 rodi. Mezi kvasinky
rodu Candida patii predev§im Candida albicans, Candida utilis, Candida tropicalis,

Candida pseudotropicalis. [1]

1.4.2. Vlastnosti kvasinky C. tropicalis

Kvasinka Candida tropicalis je aerobni eukaryotni mikroorganismus. Aerobni
respiracni fetézec je tvofen ,baterii oxidoreduktas, analogicky jako mitochondrialni
dychaci retézec vysSich organismi, sestava vsak z jinych enzymi. Candida tropicalis také
dokaze, stejné jako jiné kvasinky utilizovat cukry, napf. glukosu, sacharosu, maltosu. [8]
Tento mikroorganismus také dokaze utilizovat fenol, ale naptiklad i formaldehyd jako svij
hlavni zdroj uhliku a energie.[6]

Candida tropicalis patfi mezi oportunni patogeny. To znamend, Ze za normalnich
okolnosti je pro ¢lovéka zcela neSkodna a je soucasti mikroflory na sliznicich v lidském
organismu. U oslabenych jedinci mize ovSem vyvolat ,candidosu“, coZ je infekce
ohrozujici zdravi a v nékterych pfipadech i Zivot pacienta.

Candida tropicalis vytvaii dlouha, misty zaskrcena vlakna, na kterych se tvoii svazky
kratSich kulovitych bunék (blastospory).

Technikou barveni chromozomu a elektronovou mikroskopii se rozliSuje pét stadii
zivotniho cyklu Candida tropicalis. Sexualné (1) aktivni haplofaze, ktera mutuje pfimo na
sexualné (2) inaktivni haplofazi, anebo se méni na (3) diplofazi (autodiploidizace).
Nestabilni diplofaze se méni na sexualn¢ inaktivni haplofazi, ktera je stabilni. Tento proces
zmény faze piedstavuje ur€ity typ (4) meiozy. U C. tropicalis se vyskytuji chlamydospory,
jako velké kulaté buriky, které se mitoticky $tépi na (5) filamenty. Béhem této specifické

meidzy se mize v diplofazi tvofit i vicejaderné buriky. [15]

1.4.3. Vyuziti kvasinky Candida tropicalis pro biodegradaci fenolu

jadra. Benzen se hydroxyluje na fenoly pfimo, nebo cestou pies epoxidy, coZ jsou
meziprodukty, z nichz se pak tvoti pyrokatechol. Pyrokatechol pti otevieni kruhu prechazi

v kyselinu mukonovou, ktera se dale oxiduje [1] aZ na acetyl-CoA a sukcinat. [9]
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Tyto kone¢né produkty biodegradace fenolu jsou déale zaclenény do intermediarniho

metabolismu buriky.

OH

OH
fenol COOH
NADPH_+ H
._1«» —-—-} =3 acetyl-CoA + sukcinat
0, fe) H COOH
. (0)
benzen pyrokatechol kystlina
mukonova

epoxid

Obr 2: Hydroxylace benzenového jadra s otevienim aromatického kruhu

Enzymy schopné degradovat fenol jsou u C. tropicalis lokalizovany v cytoplasmé a
mikrosomech.

V prvni fazi biodegradace fenolu pouziva kvasinka C. tropicalis pro katalyzu
hydroxylace fenolu na katechol cytoplasmatickou NADPH-dependentni fenolhydroxylasu.

K tomuto ucelu ovSem slouzi kvasince C. tropicalis také mikrosomalni systém
oxygenas se smiSenou funkci (s cytochromem P-450 jako terminalni oxidasou), ktery bude
pfedmétem naSeho vyzkumu v dohledné dobé.

Jedna se tedy o asimilaci fenolickych latek katecholovou (ortho) cestou, béhem které je
do aromatického kruhu zabudovana molekula kysliku. Nejprve dochézi k oxidaci fenolu za
vzniku 1,2-epoxidu zabudovanim atomu kysliku do aromatové struktury, dalsi oxidaci poté
vznika katechol. [9]

Katechol je ve druhé fazi ihned dale oxidovan katechol-1,2-dioxygenasou na kyselinu
cis, cis-mukonovou. Pii této oxidaci dochazi k otevieni aromatického kruhu katecholu

v poloze 1,2, mezi dvéma atomy nesoucimi hydroxylové skupiny.

1.4.4. NADPH-dependentni fenolhydroxylasa

NADPH-dependentni fenolhydroxylasa je fazena mezi flavinové enzymy (flavinové
monooxygenasy), nebot’ prosthetickou skupinou fenolhydroxylasy u Candida tropicalis je
FAD. [19]
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FAD muze byt lokalizovan ve dvou pozicich podle toho, v jaké fazi hydroxylace
substratu se enzym praveé naléza:
» FAD v poloze ,,out*: mize se na n¢j navazat NADPH.
» FAD v poloze ,,in“: FAD je zanofeny dovnitf proteinu, coZ umoziiuje ochranu
dalsiho navazaného substratu (fenolu) pred ucinky rozpoustédla. Zaroven jsou

chranény i vznikajici intermediaty reakce [10].

Jedna se o enzym se Sirokou substratovou aktivitou. Dokaze katalyzovat biodegradaci
fenolu, ale i jeho monohalogen-, monomethyl-, ¢i monoamino- derivat.
U kvasinky Candida tropicalis je enzym pravdépodobné tetramer slozeny ze Ctyf

podjednotek o molekulové hmotnosti pohybujici se okolo 60 kDa [14].
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2. CIL PREDKLADANE BAKALARSKE PRACE

Cilem pfedkladané bakalaiské prace bylo srovnani efektivnosti chromatografickych
metod, které se uZzivaji pro izolaci a purifikaci enzymt podilejicich se na biodegradaci

fenolu kvasinkou Candida tropicalis.

Konkrétné se jednalo o nasledujici dil¢i cile:

a) Srovnani Gcinnosti iontoménicové, afinitni, hydrofobni a gelové permeacni

chromatografie.

b) Srovnani ucinnosti jednotlivych materiali, pouzivanych pro gelovou
permeacni chromatografii.
Konkrétné se jednalo o tyto materialy: Sepharosa 4B, Sephacryl S-300,
Sephadex G-100 a Sephadex G-75.
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3. MATERIAL A METODY
3.1. POUZITE CHEMIKALIE A PRiISTROJE

3.1.1. Pouzité chemikalie

Lachema (Brno)
bromfenolova modrt
dihydrogenfosfore¢nan sodny
ethanol
hydrogenfosfore¢nan sodny
hydroxid sodny
chlorid sodny
kyselina octova
methanol
persiran amonny
uhli¢itan sodny
vinan sodnodraselny

Serva (SRN)
Comassie Brilliant Blue

Seavapharma (Praha)
hovézi sérovy albumin (BSA)
Folinovo ¢inidlo

Fluka, Buchs (gvy'Icarsko)
akrylamid
dodecylsiran sodny (SDS)
fenol
katechol
methanol
TEMED

Linde (SRN)
plynny a kapalny dusik
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Sigma (USA)

cytochrom c

deoxycholat sodny

dialysaéni trubice

hovézi sérovy albumin (BSA)

NADPH

,»Wide Range* — standardy proteinu pro SDS-PAGE
Pharmacia Biotech. (Svédsko)

DEAE Sepharose CL 6B

Sephacryl S-300

Sephadex G-100

Sephadex G-75

Sepharosa CL 4B

3.1.2. Pouzité pfistroje

Centrifugy:
Janetzki K-24 (NDR), uhlovy rotor 6x35 ml
Sanyo MicroCentaur MSE (Schoeller Instruments, U.K.), dhlovy rotor
12x2 ml
Ultracentrifuga Optimarm LE-80K (Beckman Coulter, USA), thlovy rotor
Ti 45, 6x70 ml
Spektrofotometry:
SPEKTROMOM 195 D (MOM Budapest, Hungary)
Vahy:
predvazky EW600-2M (KERN, SRN)
analytické vahy PESA 40SM-200A (PESA, Svycarsko)
Sestava HPLC:
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)

18



software:
Chromeleon verze 6.01
Sestava pro elektroforesu:
zdroj napéti Electrophoresis Power Supply-EPS 301
(Amersham Biosciences, USA)
Dalsi:
automatické mikropipety Nichipet EX (NICHIRYO, Japan)
homogenisator dle Pottera a Elvehjema
chromatografické kolony C 1,5x35
C 1x30
C 1,5x40
C 2,5x40
(Pharmacia Biotech, Svédsko)
inkubator Thermomixer compact (Eppendorf)
mikrostiikacka Hamilton (Hamilton Company, USA)
pH-metr model 370 (ATI Orion, USA)
sbéra¢ frakci BioLogic BioFrac (BIO-RAD, USA)
sonikator (Ultrasonic compact cleaner, Tesonl, Tesla, CR)
vortex MS 1 Minishaker (Scholler Pharma Praha, CR)
vortex MS 2 (IKA, USA)
hlubokomrazici box -80°C (Sanyo Ultra Low, Japan)
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3.2. IZOLACE CYTOSOLARNi FRAKCE

Izolace cytosolarni frakce z bunék kvasinky C. tropicalis zahmovala tii diléi kroky:
desintegraci, homogenizaci a centrifugaci. VSechny tyto kroky probihaly pfi teploté 5 °C, a
to bud’ v chladici mistnosti, nebo v centrifuga¢nich pfistrojich (odstfedivkach) chlazenych

na tuto teplotu.

. 3.2.1. Desintegrace a homogenizace

Desintegrovano bylo (najednou- vzdy cca 200-300 g zmraZenych bunék. Ty byly za
podchlazeni kapalnym dusikem po ¢astech rozbijeny a nasledné roztirdny najemno ve tfeci
misce. Rozbité burky C. tropicalis byly dale homogenizovany spole¢né se 150 ml 50 mM
Na-fosfatového pufru o pH 7,6 vhomogenizatoru podle Pottera a Elvehjema. Pro

homogenizaci bylo pouzito nejdiive volnéji a nasledné i tésnéji pfiléhajici homogenizator.

3.2.2. Frakéni centifugace

Homogenat ziskany z bun¢k C. tropicalis byl centrifugovan pii 15 000 g po dobu 20
minut (K-24, uhlovy rotor 6x35ml, 13 500 RPM). Déle byl supernatant oddélen od pelety a
centrifugovan ve vakuu pfi 105000 g 65 minut (Ultracentrifuga Optima TM LE-80K,
uhlovy rotor Ti-45, 6x70 ml, 35 000 RPM).

PaNcEfOVE viko

(L7777, 2

L
2
é« |~ PANCEROVA KOMORA
2
f ROTOR
L/ HLAZENT
;
L/
%
%
2
LA Ve
—_,v!vm
- /I/ /
e % / %,

Obr.3. Schéma preparativni centrifugy a rotoru s fixnim thlem [16]
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3.2.3. Lyofilizace

Mrazova sublimace (lyofilizace) je jednou z nejSetrnéj$ich metod pro piipravu suchych
preparati biologickych materialu citlivych na zvySenou teplotu.

Podstatou této metody je sublimace rozpoustédla ze zmrazeného vzorku, ktera probiha
za vakua. Pfi odpafovani kolem 0 °C prakticky neprobihaji enzymové reakce, roztoky
nepéni, bilkoviny nedenaturuji, latka se neoxiduje vzdusnym kyslikem a je omezena
moznost mikrobidlniho znecisténi. Lyofilizované preparaty stiale obsahuji ur¢ité malé
mnozstvi vody. Diky tomu si lépe uchovavaji své biologické vlastnosti a jsou bez vétsich
problém skladovatelné po zna¢né dlouhou dobu bez vetsi ztraty své biologické (resp.
enzymové) aktivity.

Lyofilizace se ovSem neda pouzit obecné pro jakékoliv roztoky, napiiklad roztoky
nizkomolekularnich latek pii ni taji. Bod tuhnuti dale sniZuje pfitomnost soli v roztocich,
proto je Zadouci soli z roztoku pied lyofilizaci nejprve odstranit, napf. ultrafiltraci, gelovou
chromatografii nebo dialyzou. Pro zabranéni pietlaku a znehodnoceni olejové vyplné
vyvevy je také nutno pfedem odstranit tékava organicka rozpoustédla.

Casteéné purifikovany enzymovy preparat byl po lyofilizaci zmraZen (-80 °C) a dale

pouzit pro izolaci fenolhydroxylasy.

3.3. ANALYTICKE METODY

3.3.1 Stanoveni koncentrace bilkovin Lowryho metodou [21]

Princip: Bilkoviny obsazené ve vzorku jsou rozpustény v alkalickém roztoku
deoxycholatu sodného a po ptidani Folinova ¢inidla (roztok fosfomolybdenové a

fosfowolframové kyseliny) reaguji za vzniku modré rozpustné slouéeniny.

Postup: Do mikrozkumavek bylo pipetovano po fadé 20, 50,100 pl vzorku a
doplnéno na 0,5 ml destilovanou vodou. Poté bylo ptfidano 0,15 ml 2% deoxycholatu
sodného a 0,15 ml 2 M NaOH. Po promichani byl roztok nechan 10 minut stat.

Po nasledném pfidani 0,3 ml Folinova €inidla byl roztok znovu promichan a nechan stat

30min. Byla zméfena absorbance pti 550 nm na spektrofotometru SPEKTROMOM.
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Jako standard byl pouzit 0,5 ml roztoku BSA (hovéziho sérového albuminu) o

koncentraci 25mg/100ml, jako slepy vzorek bylo pouzito 0,5 ml destilované vody.

Vypocet: Cproteind (Mg/ml) = A,;/Ags, . 0,125/ objem vzorku(ul)

3.3.2. Vysokoudinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Tato metoda byla pouzita ke stanoveni fenothydroxylasové a katecholdioxygenasové
aktivity enzymi zodpovédnych za metabolismus fenolu na katechol. Aktivita enzymi je
umérna ubytku substratu (fenolu) respektive ptirustku produktu (katecholu) a byla méfena
na kolon¢ NUCLEOSIL 100-5 C18 4x250mm (Merck SRN). Jako mobilni faze byl pouzit
40% roztok methanolu v destilované vodé. K detekci pti 275 nm bylo pouzito UV-VIS
detektoru (LCD 2563, Laboratorni pfistroje Praha). Kolona byla temperovana na 35 °C,
davkovaci smyc¢ka naplnéna vzorky o objemu 20 pl, rychlost pritoku mobilni faze byla

nastavena na 0,5ml/min (Pumpa P580, Dionex).

3.3.3. Stanoveni fenolhydroxylasové aktivity

Enzymové (fenolhydroxylasové) aktivity byly méfeny v cytosolu a ve frakcich proteint
z n¢j ziskanych. [14] Tyto frakce byly eluovany na sloupcich chromatografickych kolon, a
to iontoméniovou, hydrofobni, afinitni, nebo gelovou permeacni chromatografii. Objem
vzorku byl vzdy 140 pl. Celkovy objem pak ¢inil vzdy 175 pl a sloZeni reakéni smési bylo
nasledujici: 140 pl vzorku, 17,5 ul NADPH, 17,5 pl fenolu. Koncentrace NADPH a fenolu
byla 1 mM. Inkubace probihala v otevienych mikrozkumavkach na tfepacce, pfi teploté
37°C. Z reakéni smési bylo odebrano vzdy 50 pl a reakce byla ukoncena pridavkem 10 pl
0,6M HClO4 v €asech 0, 10, 35 minut. Denaturované proteiny byly odstranény centrifugaci
pti 13 000 RPM (Sanyo MicroCentaur MSE, uhlovy rotor), po dobu 3 min.

Obdobn¢ byla stanovovana enzymova aktivita katechol-1,2-dioxygenasy pro niZ bylo
sloZzeni reak¢éni smésy nasledujici: 14 Oul vzorku, 17,5 pl Na-fosfatového pufru, 17,5 pl

katecholu.
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3.3.4. Elektroforéza za ptitomnosti dodecylsulfatu sodného (SDS) [22]

Princip: Dodecylsulfat sodny udéluje vSiem molekulam stejné velky zaporny naboj
ptekryvajici jejich vlastni naboj. SDS diskontinualni elektroforéza na polyakrylamidovém
gelu (SDS-PAGE) v redukujicim prostiedi tedy: umoznuje rozdéleni proteini na zakladé

jejich molekulové hmotnosti.

Pouzité roztoky a pufry:
Pufr A: 0,375M TRIS/HCI, 0,1% SDS (w/v), pH 8,8
Polymera¢ni roztok A: 30% akrylamid (w/v), 0,8% BIS v pufru A (w/v)
Pufr B: 0,125M TRIS/HCI, 0,1% SDS (w/v), 0,0006% bromfenolova modft (w/v), pH 6,8
Polymeraéni roztok B: 30% akrylamid (w/v), 0,8% BIS v pufru A (v/v)
Elektrodovy pufr: 25mM TRIS, 0,25M glycin, 0,1% SDS (w/v), pH 8,3
Vzorkovy pufr: 0,063M TRIS/HCI, 2% SDS (w/v), 10% glycerol (v/v),

5% 2-merkaptoethanol (v/v), 0,003% bromfenolova modt (w/v), pH 6,8

Barvici lazen: 0,25% Coomassie Briliant 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: VSechny c¢asti aparatury uréené k piipravé geli jsme peclivé omyli,
odmastili ethanolem a osusili. Mezi skla byl nalit nejprve 10% separacni gel (8 ml pufru A,
4 ml polymera¢niho roztoku A, 10 pl TEMED, 3 mg persiranu amonného), ktery byl po
dobu polymerace pievrstven destilovanou vodou. Poté byla voda vysusena filtra¢nim
papirem a separacni gel pievrstven 3% velkoporovym rozdélovacim gelem (6,75 ml pufru
B, 0,75 ml polymeracni roztok B, 7,5 nl TEMED, 3 mg persiranu amonného). Thned po
naliti gelu do néj byl vlozen hieben pro vytvofeni aplika¢nich jamek. Tento plastovy
hfaben byl po dokonceni polymerace opatrné vyjmut a skla s gelem byla umisténa do
aparatury. Dale byl do horni i spodni ¢asti nalit elektrodovy pufr.

Vzorky byly smichany 1:1 se 4x koncentrovanym vzorkovym pufrem a vafeny po dobu
Sminut ve vodni 1azni. Po vychladnuti byly vzorky a standard ,,Wide Range* (pfipraveny
obdobné¢ jako vzorky) aplikovany do jednotlivych jamek v gelu Hamiltonovou

mikropipetou.
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Elektroforéza probihala za konstantniho napéti 180 V po dobu cca 45 min a dalSich
45 min probihala elektroforéza pfi napéti 240 V. Nasledné byl gel oddélen od skel a
presunut do barvici 14zné€, kde byl ponechdn 45 min. Poté byl gel pifenesen do odbarvovaci

lazné a tam ponechan pfes noc. Dalsi den byl gel vysusen v celofanové folii.

3.4. METODY POUZITE PRO PURIFIKACI ENZYMU

Pro purifikaci enzymu byly pouzity chromatografické metody, a to pfedevsim cela
série gelovych chromatografii, které budou déle v textu srovnany podle své G¢innosti pfi
purifikaci NADPH-dependentni fenolhydroxylasa kvasinky Candida tropicalis.

Pti purifikaci byl pouzivan 50mM Na-fosfatovy pufr s 1 mM EDTANa;a 1uM FAD o
pH 7.6.

3.4.1.Chromatografie na iontoménicich

lonexova chromatografie nebo téZ chromatografie na méni¢ich iontd je zaloZena na

iontovych interakcich mezi iontoméni¢em a separovanou latkou, ktera nese opa¢ny naboj.

©)

Pii vyméné iontd se ionty, které jsou elektrostaticky vazany k pevnému a chemicky

inertnimu podkladu, reversibilné vyménuji za ionty z roztoku:

R'A+B © R'B +A”

R"A’je méni¢ iontil s navazanym aniontem A” (anex) a B odpovida anioniim v roztoku.
Méni¢ kationd (katex) obsahuje zaporné nabité skupiny, které reversibilné vazi kationty.
Afinita ionti kionexu neni stejnd, ale zavisi na velikosti naboje a na poloméru
hydratovaného iontu. Tento fakt je zakladem separace latek ionexovou chromatografii. Pfi
vazbé iontu na ionex je ovSem tieba pocitat i s dal$imi vlivy, a to zejména s van der
Waalsovymi a polarnimi interakcemi. Sila vazby je také ovlivnéna iontovou silou a pH
prostiedi. Plati pravidlo, Ze protein se navaze na katex, pokud je pH pufru niZsi nez
isoelektricky bod proteinu. Na anex se protein vaze, je-li pH pufru vyssi nez isoelektricky

bod proteinu. (Viz Obr.4.)
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Obr.4. Znazornéni podminek vazby proteinu na ionex [17]

Provedeni chromatografie je bud’ statické (vsadkové) nebo dynamické (na kolong). Ve
vétsiné pfipadd se pouziva dynamické usporadani, pfi kterém se kolona plni nabobtnalym
nosi¢em. Charakter funkénich skupin iontoméni¢e udava silu ionexu, jejich celkové
mnozstvi pak urcuje kapacitu ionexu.

Elektrostaticka vazba iontll na iontomeénice je tak silna, ze pro eluci zachycenych ionti

je nutné ménit slozZeni eluentu. Proto se pouzivaji gradienty pH nebo iontové sily.

3.4.2. Chromatografie na sloupci DEAE Sepharosy

Princip: DEAE Sepharosa je slaby anex, zaporny naboj zde nese skupina DEAE
(diethylaminoethyl).

Priprava a regenerace nosi¢e: DEAE Sepharosa (100 ml, ve 20% ethanolu) byla
pfed pouzitim promyta 3x250 ml destilované vody, rozmichana v 200 ml cykliza¢niho
pufru (1 M Na-fosfatovy pufr, pH 7,6) a nechana ptes noc pii teploté 5 °C. Po opétovném
promyti nosi¢e 3x250 ml destilované vody a 3x250 ml ekvilibraéniho pufru (50mM Na-
fosfatovy pufr, pH 7,6) druhy den, byl nosi¢ resuspendovan v ekvilibraénim pufru a za
nulového pritoku nalit na kolonu C 2,5x40 Pharmacia Biotech. Po sedimentaci byl nosi¢
dale ekvilibrovan piimo na koloné.

Po pouziti byl nosi¢ ¢istén promyvanim (1x250 ml 1M NaCl, 1x250 ml 1M octanu
sodného (pH 3,0), 1x250 ml destilované vody, 1x250 ml 0,5M NaOH, 1x250 ml
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destilované vody, 1x250 ml 1M octanu sodného (pH 3,0), 2x250 ml 20% ethanolu). Poté
byl nosi¢ rozmichan ve 200 ml 20% ethanolu a uchovavan v polyethylenové lahvi¢ce pti

5° C pro dalsi upotiebeni.

Postup: Na ekvilibrovanou kolonu DEAE Sepharosy byl aplikovan cytosol o
objemu 260 ml rychlosti 0,8 ml/min. Pomoci automatického sbérace byly zaroven jimany
frakce, u kterych byla métfena absorbance pii vinové délce 280 nm. Po aplikaci vzorku byla
kolona promyvana S0mM Na-fosfatovym pufrem o pH 7,6 az do poklesu absorbance, ktery
znac¢i vymyti nezachycenych proteini.

Pro eluci fenolhydroxylasy bylo pouzito linearniho gradientu iontové sily (2x350 ml
50mM Na-fosfatového pufru pH 7,6 s piidavkem 0-0,35M NaCl). Znovu byla méfena
absorbance jednotlivych frakci pfi 280 nm. Pfitomnost NAPH- dependentni
fenolhydroxylasy byla detekovana pomoci elektroforézy na polyakrylamidovém gelu za
ptitomnosti SDS (SDS-PAGE) a vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC).
Eluované frakce s (detekovanou) fenolhydroxylasovou aktivitou byly spojeny, pfes noc
dialysovany proti 8 1 SOmM Na-fosfatového pufru (odsoleni) a dale purifikovany.

Druhy den byla provedena rechromatografie na DEAE Sepharose s pouzitim 50 ml
nosi¢e vkoloné¢ 1,6x30 (Pharmacia Biotech). Objem vzorki ¢inil 115 ml.
Fenolhydroxylasa byla eluovdna pomoci linearniho gradientu (2x150ml 50mM Na-
fosfatového pufru pH 7,6 s ptidavkem 0-0,35M NaCl. Stejnym zptisobem uvedenym vyse
byla detekovana fenolhydroxylasa v eluovanych frakcich a tyto frakce byly poté spojeny a
dialysovany proti 4 | 50mM Na-fosfatového pufru o pH 7,6 pres noc.

3.4.3. Gelova permeacni chromatografie

Tato metoda se v soucasné dob¢ stala jednou z nejdilezitéjSich metod v preparativni i
analytické chemii. Gelova permea¢ni chromatografie je metoda, pfi niZ se separuji
molekuly na zakladé své velikosti a tvaru. Typové se jedna o rozdélovaci chromatografii
v systému kapalina — kapalina, kde je stacionarni fazi kapalina zakotvena v inertnim
polymernim nosiéi, ¢imZ je zaji$téna nemisitelnost s mobilni fazi. Stejna kapalina tvofi
mobilni fazi protékajici mezi ¢asticemi gelu, které maji kulovity tvar a znamou primérnou

velikost pori.
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Soucasné piedstavy piedpokladaji, Ze rozhodujicim kritériem neni objem péru, ale
dostupnost ¢asti jednotlivych, pomémé nepravidelnych pori. Molekuly tak velké, Ze
neprojdou pory gelu, zlstavaji v intersticialni kapaliné a soucasné s ni se eluyji z gelu.

Malé molekuly mohou difundovat do gelovych ¢astic, kde neproudi mobilni faze.
Jakmile vSak difizi proniknou vné, jsou opét neseny proudem kapaliny do jiné gelové
¢astice. Difuzi do a z gelovych ¢astic postupuji malé molekuly chromatografickou naplni,
av$ak niZsi rychlosti, nez velké molekuly. V disledku toho se jednotlivé slozky uvoliiuji ze
sloupce v potradi podle klesajici velikosti (resp. relativni molekulové hmotnosti) molekuly.

Pochod je fizen difizni konstantou, ktera je u velkych molekul nizka, proto je aktuélni
koncentrace velkych molekul v gelu mensi, neZ by byla koncentrace rovnovazna.

Znazornéni gelové filtrace viz Obr.5.

ZRNKO GELU

ZRNKA Objem eluatu

Obr.5. Schématické znazornéni gelové filtrace. [17]

27



3.4.4. Materialy pouzivané pro gelovou permeacni chromatografii

Sephadexy
Materialy vyrabéné z fragmenti dextranu, coZ je polysacharid o vysoké relativni
molekulové hmotnosti (10" — 10® ), ktery vznika puisobenim bakterie Leuconostoc
mesenteroides na sacharosu. Dextranova vlakna jsou zesitovana pfi¢nymi vazbami
pasobenim epichlorhydrinu. Stupenl zesiténi a tim i velikost pérd lze ovlivnit zménou
.poméru dextran : epichlorhydrin. Sephadexy zadkladni fady G jsou podle velikosti pért

vhodné pro odsolovani bilkovin (malé poéry) nebo separaci bilkovin (vétsi pory).

Sepharosy
Tyto materidly jsou vyrobeny na bazi agarosy. Agarosa je soucasti agaru, cozZ je smes
polysacharidli produkovand nékterymi moiskymi fasami. Pfi piipravé Sepharosy je
predevs$im nutno odstranit agaropektin, ktery je také soucasti agaru. Sepharosy se lisi od
jinych typi molekulovych sit tim, Ze jednotlivé fetézce nejsou vazany kovalentné, ale
pouze slabymi silami a také tim, Ze maji velmi velké pory a do jisté miry kysely charakter.
Jsou vhodné pro separaci biopolymeri s relativni molekulovou hmotnosti nad

200 000.

Bio-Gely P
Vznikaji polymerizaci akrylamidu a methylenbisakrylamidu. Zesiténi zavisi na poméru
obou slozek. Maji vyssi rozsah frakcionace, niZ§i cenu a lep$i prutok nez Sephadexy.

Oproti nim maji ovSem niZ§i rozliSovaci schopnost.

Sephacryly
Vznikaji  kovalentnimi  vazbami mezi molekulami dextranu a N,N'-
metylenbisakrylamidu. Maji velkou mechanickou odolnost. Sephacryl vydrzi teplotu az

100 °C pii pH 7, aniz by byly naruseny jeho chromatografické vlastnosti.

Ostatni materialy
Mezi ostatni pouzivané materidly patii napfiklad, Styragel, Merckogel, Spheron P,
nebo Separon. Nékdy se pouzZivaji také porézni sklenéné naplné. [16] Nékteré konkrétni

materidly pouZivané pro gelovou chromatografii jsou zobrazeny v Tab.1.
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Obr.6. Schéma struktury geld: a) prokfizeny dextran (Sephadex,13), b) prokiiZzeny
polyakrylamid (Bio Gel P,[17]).

Tab.1. N&které materialy, pouzivané pro gelovou chromatografii. [17]

Nékteré materidly pro gelovou chromatografii

Obchodni nazev | Frakcionaéni rozsah Obchodni nazev Frakcionaéni rozsah
kDa kDa
Sephadex G-10 |- 0,07 Bio-Gel P-2 0,1-0,8
Sephadex G-25 1-5 Bio-Gel P-6 1-6
Sephadex G-50 1-30 Bio-Gel P-10 1,5-20
Sephadex G-100 |4 - 150 Bio-Gel P-30 2,4-40
Sephadex G-200 |5 - 600 Bio-Gel P-100 5-100
Bio-Gel P-300 60 - 400
Sepharose 6B 10 - 4 000
Sepharose 4B 60 - 20 000

3.4.4.1. Chromatografie na sloupci Sepharosy 4B

Princip: Sepharosy 4B se pouZiva k separaci biomolekul. Jeji frakcionaéni rozsah

je 60 — 20 000kDa.

Priprava a regenerace nosife: Sepharosa 4B (ve 20% ethanolu) byla pied

pouZitim promyta 2 x 250 ml destilované vody, rozmichana v 50mM Na-fosfatovém pufru

(pH 7,6) a nalita do chromatografické kolony (Pharmacia Biotech C 1,5 x 30). Po skon¢eni

sedimentace byl sloupec nosi¢e promyvan mobilni fazi o pritoku 0,6 ml za minutu.
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Po pouziti byl nosi¢ promyvan postupné 2 x 250 ml destilované vody a 2 x 250 ml
20% ethanolu. Nakonec byl nosi¢ resuspendovan ve 120 ml 20% ethanolu a pteveden do

polyethylenové lahvicky. Nosi¢ byl uchovavan pii 5 °C.

Postup: Na pfipravenou kolonu bylo naneseno 0,01 g lyofilizatu rozpusténého ve
150 pl Na-fosfatového pufru pfi nulovém pratoku. Bilkoviny byly vymyvany 50 mM Na-
fosfatovym pufrem (pH 7,6) a pritokova rychlost byla nastavena na 0,6 ml za minutu.
Byly jimany eluované frakce a méfena jejich absorbance pii 280 nm (Azsonm). Ve frakcich
obsahujicich proteiny byla stanovovana fenolhydroxylasova aktivita pomoci HPLC. Frakce
vykazujici aktivitu byly spojeny, zmrazeny v mikrozkumavkach a nasledné skladovany

pti -80 °C.

3.4.4.2. Chromatografie na sloupci Sephadexu G-75

Princip: Sephadex G-75 se pouziva k separaci biomolekul. Jeho frakciona¢ni

rozsah je 10 — 75 000 kDa.

Priprava a regenerace nosice: Pfiprava a regenerace nosiCe, viz. pfiprava a

regenerace Sepharosy 4B.

Postup: Na pfipravenou kolonu bylo naneseno 0,01 g lyofilizatu rozpusténého ve
150 pl pufru pfi nulovém pratoku. Bilkoviny byly vymyvany 50mM Na-fosfatovym
pufrem (pH 7,6) a pritokova rychlost byla nastavena na 0,67 ml za minutu. Byly jimany
eluované frakce a méfena jejich absorbance pfi 280 nm (Azg0nm). Ve frakcich obsahujicich
proteiny byla stanovovana fenolhydroxylasova aktivita pomoci HPLC. Frakce vykazujici

aktivitu byly spojeny, zmrazeny v mikrozkumavkach a nasledné skladovany pfi -80 °C.

3.4.4.3. Chromatografie na sloupci Sephadexu G-100

Princip: Sephadex G-100 se pouZziva k separaci biomolekul. Jeho frakcionacni

rozsah je 4 — 150 000 kDa.
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Priprava a regenerace nosie: Pfiprava a regenerace nosice, viz. pfiprava a

regenerace Sepharosy 4B.

Postup: Na piipravenou kolonu bylo naneseno 0,01 g lyofilizatu rozpusténého ve
100 pl pufru pfi nulovém pratoku. Bilkoviny byly vymyvany 50mM Na-fosfatovym
pufrem (pH 7,6) a pritokova rychlost byla nastavena na 0,67 ml za minutu. Byly jimany
eluované frakce a méfena jejich absorbance pii 280 nm (Ajs0nm). Ve frakcich obsahujicich
proteiny byla stanovovana fenolhydroxylasova aktivita pomoci HPLC.-Frakce vykazujici

aktivitu byly spojeny, zmrazeny v mikrozkumavkach a nasledné¢ skladovany pti -80 °C.

3.4.4.4. Chromatografie na sloupci Sephacrylu S-300

Princip: Sephacryl S-300 se pouziva k separaci biomolekul. Jeho frakcionaéni

rozsah je 10 000 — 1,5x10° kDa.

Priprava a regenerace nosice: Priprava a regenerace nosice, viz. pfiprava a

regenerace Sepharosy 4B.

Postup: Na pfipravenou kolonu (40x1,5 cm, 20 ml nosice) bylo naneseno 0,01 g
lyofilizatu rozpusténého ve 150 pl pufru pfi nulovém pritoku. Bilkoviny byly vymyvany
50mM Na-fosfatovym pufrem (pH 7,6) a prutokova rychlost byla nastavena na 0,13 ml za
minutu. Byly jimany eluované frakce a méfena jejich absorbance pii 280 nm (Azgonm). Ve
frakcich obsahujicich proteiny byla stanovovana fenolhydroxylasova aktivita pomoci
HPLC. Frakce vykazujici aktivitu byly spojeny, zamrazeny v mikrozkumavkach a nasledné

skladovany pti -80 °C.

3.4.5. Chromatografie s hydrofobni interakci

Molekuly, které maji na svém povrchu hydrofobni skupiny lze separovat na zakladé
rizné silnych hydrofobnich interakci s chromatografickym sorbentem nesoucim
hydrofobni skupiny. Pokud jista ¢ast hydrofobnich skupin na povrchu molekul pfichazi do
styku s vodnym rozpoustédlem, interaguji proteiny s nepolarnimi skupinami navazanymi

na pevny nosi¢. Hydrofobni interakce jsou tedy zakladem chromatografie s obracenymi
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fazemi. Pfi hydrofobni chromatografii (HIC) se pouziva hydrofilni matrice (napt. agarosa)
modifikovana hydrofobnimi oktylovymi nebo fenylovymi skupinami.

Hydrofobni interakce uplatiiujici se pti HIC jsou pomérné slabé, takze proteiny si ve
vétSing pripadli zachovaji svoji nativni konformaci. Pro eluci se pouzivaji gradienty latek,
které postupné zeslabuji hydrofobni interakce. Obvykle to byvaji vodné pufry s klesajici
koncentraci soli, nebo stoupajici koncentraci detergentu, stoupajicim pH atd. Hydrofobni

interakce jsou silngj$i pti vysokych koncentracich soli — vysolovaci efekt.

3.4.6. Afinitni chromatografie

Afinitni chromatografie je separacni technika vyuzivajici schopnost fady latek,
vyskytujicich se v pfirodé, specificky rozpoznat jiné molekuly. Tyto latky jsou tedy
vzajemné biospecifické. Afinitni chromatografie je formou adsorpéni chromatografie a je
zaloZena na specifickych a reversibilnich interakcich mezi dvéma biologicky aktivnimi
latkami. Obecné lze vyuzit pary enzym — substrat, enzym — inhibitor, enzym — kofaktor,
antigen — protilatka, hormon — receptor, lektin — sacharid, nukleova kyselina — protein,
interakce vyuzivajici principu parovani bazi v nukleovych kyselinach apod.

Ptiprava stacionarni faze pro afinitni chromatografii zahrnuje vybér vhodného nosice,
vhodného afinantu a vybér vhodného zpiisobu vazby nosice na afinant.

Jako nosi¢e pro afinitni chromatografii se osveédéily hlavné polysacharidové gely
(Sepharosy, Pharmacia), které maji velmi dobré pritokové vlastnosti, velky povrch, velké
pory, jsou mechanicky a chemicky odolné a hydrofilni. Pouzivaji se i polyakrylamidové
gely, celulosy, porézni skla, ¢i glykolmethakrylatovy gel (Spheron).

Afinantem muze byt substrat, koenzym, inhibitor, hormon, lé¢ivo, oligosacharid,
lektin, protilatky, antigeny, histony, DNA nebo synthetické polynukleotidy.

Jedna z dvojice biomolekul je imobilizovana na povrchu inertniho nosiée a oznacuje se
jako bioligand. Protéka-li ndmi separovana latka kolonou, v niZ je imobilizovany bioligand
umistén, bude separovana latka na kolon¢ zadrZzovana vytvofenim komplexu biomolekula
— bioligand. Latky postradajici afinitu k bioligandu projdou kolonou bez zadrZeni.
Navazana molekula se uvolni z kolony eluci specifickou (kompetujici molekulou), ¢i
nespecifickou (zménou pH) eluci, pfi niZ komplex biomolekula — bioligand prestava byt
stabilni a biomolekula se desorbuje z kolony. Afinitni chromatografie ma Siroké vyuziti.

Ovsem jen za piedpokladu splnéni nékolika jednoduchych pozadavki:
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-Musi existovat moznost navazat jednu z komponent na nerozpustnou matrici bez
poruseni schopnosti tvorit ligand.

-Nespecifické interakce s matrici by mély byt minimdalni nebo zadné.

-Musi existovat moznost eluovat adsorbovanou latku ze sloupce, aniz by doslo ke
znehodnoceni jednoho nebo druhého.

- Nosi¢ by mél byt nerozpustny, mechanicky pevny, s velkou porozitou, chemicky

odolny a musi obsahovat funkéni skupiny pro vazbu ligandu.
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4. VYSLEDKY
4.1. PURIFIKACNI KROKY PRI IZOLACI NADPH-DEPENDENTNI
FENOLHYDROXYLASY

4.1.1. Ionexova chromatografie

4.1.1.1. Chromatografie na sloupci DEAE Sepharosy

Pro izolaci NADPH-dependentni fenolhydroxylasa zcytosolarni frakce kvasinky
Candida tropicalis bylo nejprve pouzito kapalinové chromatografie na sloupci DEAE
Sepharosy. Poté jsme dialysovali frakce, ve kterych byla detekovana fenolhydroxylasova
aktivita, z divodu odstranéni NaCl, jehoz gradient byl pouzit pro eluci proteini (vetné
fenolhydroxylasy) obsaZenych v cytosolu C. tropicalis.

Nasledovala rechromatografie na sloupci DEAE Sepharosy a frakce vykazujici
fenolhydroxylasovou aktivitou byly opét dialysovany.

Na zakladé¢ vysledki metody HPLC (viz kapitola 3.3.2), z nichz je patrné, Ze mnozstvi
oxidovaného fenolu neodpovidd mnozstvi vzniklého katecholu bylo zjisténo, Ze jen
pouzitim chromatografie na sloupci DEAE Sepharosy neni mozné ziskat Cisty preparat
NADPH-dependentni fenolhydroxylasy, ktery by zaroven neobsahoval katechol-1,2-
dioxygenasu, ktera vznikajici katechol dale oxiduje.

Nasledné se tedy na$ vyzkum zaméfil na dal$i purifika¢ni kroky. Jeho cilem bylo

posouzeni, ktera metoda purifikace je nejuéinnéjsi pro separaci vySe zminénych enzymu.

4.1.2. Gelova permeacni chromatografie

Z divodu neurditosti stafi pouzivanych nosiéi stacionarni faze (geli) bylo nejprve
nutné jednotlivé kolony zkalibrovat. Tato kalibrace ndm také umoZni s véts$i presnosti
provést samotnou separaci NADPH-dependentni fenolhydroxylasy od katechol-1,2-

dioxygenasy a ostatnich proteini, obsaZzenych v lyofilizatu.
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4.1.2.1. Chromatografie na sloupci Sepharosy 4B

Sepharosa 4B byla kalibrovdna pomoci katalasy (Mr = 250 000), roztokem
glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenasy (100 mg/4,59 ml, M = 144 000), kienovou
peroxidasou (M = 40 000) a cytochromem ¢ (M = 12 500).

Vzorky byly nanaSeny na kolonu za nulového pritoku mobilni faze. Aplikovano bylo
vZdy 5 mg vzorku rozpusténého ve 100 pl 50 mM Na-fosfatového pufru pH 7,6.

Proteiny byly vymyvany 50 mM Na-fosfitovym pufrem (pH 7,6) a prutok byl nastaven
na 0,34 ml/min. Frakce byly jimany automatickym sbéraem po 1 ml.

Na pfipravenou kolonu bylo naneseno 0,01 g lyofilizdtu (¢4ste€né purifikovanych
proteind, ziskanych z cytosolu C. tropicalis) rozpu§téného ve 150 pl Na-fosfatového pufru
pfi nulovém pritoku. Bilkoviny byly vymyvany 50 mM Na-fosfatovym pufrem (pH 7,6) a
prutokova rychlost byla nastavena na 0,6 ml za minutu. Prib&h gelové permeacni
chromatografie a specifickou aktivitu NADPH-dependentni fenolhydroxylasy (katechol-

1,2-dioxygenasy) v jednotlivych frakcich zachycuje Obr.7.
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Obr.7. Chromatografie proteint cytosolu kvasinky C. tropicalis na sloupci Sepharosy
4B a znazornéni specifické aktivity enzymd . il ‘L b a

Katechol-1.2-dioxygenasy.
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Ve frakcich obsahujicich proteiny byla stanovena fenolhydroxylasovd a
katecholdioxygenasova aktivita pomoci HPLC. Frakce 14 az 21 vykazujici
fenolhydroxylasovou aktivitu byly spojeny, rozdéleny do mikrozkumavek po 200 ul a
rychle zmraZeny v kapalném dusiku. Nésledné& byly tyto enzymové preparaty skladovany

pfi -80 °C pro dalsi purifikaci a charakterizaci.

4.1.2.2 Chromatografie na sloupci Sephacrylu S-300

Kolona se sloupcem Sephacrylu S-300 byla kalibrovana pomoci katalasy (M r= 250
000), roztoku glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenasy (100 mg/ 4,59 ml, Mr = 144 000),
kfenové peroxidasy (M = 40 000) a cytochromu ¢ (Mr = 12 500).

Vzorky byly aplikovany na kolonu za nulového pritoku mobilni fize. Naneseno bylo
vZdy 5 mg proteinu rozpuSt€éného v 100 pl 50 mM Na-fosfatového pufru pH 7,6. Proteiny
byly vymyvany 50 mM Na-fosfaitovym pufrem (pH 7,6) a pritok byl nastaven na 0,17
ml/min. Frakce byly jimdny automatickym sbératem po | ml. Pribéh kalibrace kolony

zachycuje Obr.8.
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Obr.8. Kalibrace kolony Sephacryl S-300

Na pfipravenou a promytou kolonu jsme nanesli za nulového pritoku 0,01 g lyofilizatu

(Caste¢né purifikovanych proteint, ziskanych z cytosolu C. tropicalis) rozpusténého ve
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150 pl Na-fosfatového pufru. Pritok byl nastaven na 0,13 ml/min, bilkoviny byly
vymyvany 50 mM Na-fosfaitovym pufrem (pH 7,6). Ve frakcich obsahujicich proteiny
(frakce 8-17) byla stanovovana fenolhydroxylasova aktivita pomoci metody HPLC.

Pribéh gelové permeaéni chromatografie a specifickou aktivitu NADPH-dependentni
fenolhydroxylasy (resp. katechol-1,2-dioxygenasy) v jednotlivych frakcich zachycuje
Obr.9.
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Obr.9 Chromatografie proteint cytosolu kvasinky C. tropicalis na sloupci Sephacrylu
S-300 a zndzornéni specifické aktivity enzyma . . iofii o o0 a

Katechol-1,2-dioxygenasy.

4.1.2.3.Chromatografie na sloupci Sephadexu G-100

Kolona se Sephadexem G-100 byla kalibrovdna pomoci katalasy (Mr = 250 000),
roztoku glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenasy (100 mg/ 4,59 ml, Mr = 144 000), kfenové
peroxidasy (Mr = 40 000) a cytochromu ¢ (Mr = 12 500).

Vzorky byly nandseny na kolonu za nulového pritoku. Aplikovano bylo vidy 5 mg
vzorku rozpusténého ve 100 pul 50 mM Na-fosfatového pufru pH 7,6. Proteiny byly
vymyvany 50 mM Na-fosfatovym pufrem (pH 7,6) a pritok byl nastaven na 0,29 ml/min.
Frakce byly jimany automatickym sbératem po Iml. Prubéh kalibrace kolony zachycuje
Obr.10.
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Kalibrace kolony Sephadex G-100
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Obr.10. Kalibrace kolony Sephadex G-100

Na pfipravenou a promytou kolonu jsme nanesli za nulového prutoku mobilni faze
0,01 g lyofilizatu rozpu$téného ve 100 pl Na-fosfatového pufru. Pritok byl nastaven na
0,24 ml/min, bilkoviny byly vymyviny 50 mM Na-fosfitovym pufrem (pH 7,6). Ve
frakcich obsahujicich proteiny (frakce 6-18) byla méfena fenolhydroxylasovd aktivita
pomoci metody HPLC.

Priib&h gelové permeadni chromatografie a specifickou aktivitu NADPH-dependentni
fenolhydroxylasy (resp. katechol-1,2-dioxygenasy) v jednotlivych frakcich zachycuje
Obr.11.
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Obr.11. Chromatografie proteint cytosolu kvasinky C. tropicalis na sloupci Sephadexu
G-100 a zndzornéni specifické aktivity enzymd NADPH-dependentni fenolhydroxylasy a

katechol-1,2-dioxygenasy.

Vzorky ziskané gelovou permeacni chromatografii na sloupci Sephadexu G-100 byly
podrobeny SDS-PAGE elektroforéze. Vysledky jsou pfehledn€ zndzornény na Obr.14.

4.1.2.4. Chromatografie na sloupci Sephadexu G-75

Kolona se Sephadexem G-75 byla kalibrovdna pomoci katalasy (Mr = 250 000),
roztoku glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenasy (100 mg/ 4,59 ml, Mr = 144 000), kfenové
peroxidasy (Mr = 40 000) a cytochromu ¢ (Mr = 12 500).

Vzorky byly nanaSeny na kolonu za nulového pritoku mobilni fize. Bylo naneseno
vZdy 5 mg proteint rozpusténych ve 100 pl SOmM Na-fosfatového pufru pH 7,6. Proteiny
byly eluovdny 50 mM Na-fosfatovym pufrem (pH 7,6) a pritok byl nastaven na 0,67
ml/min. Frakce byly jimany automatickym sbé&ratem po 1 ml. Prib&éh kalibrace kolony
zachycuje Obr.12.
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Kalibrace kolony Sephadex G-75
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Obr.12. Kalibrace kolony Sephadex G-75

Na pfipravenou a promytou kolonu jsme nanesli za nulového pritoku mobilni faze
0,01 g lyofilizatu (¢aste¢né purifikovanych proteint, ziskanych z cytosolu C. tropicalis)
rozpuSténého ve 100 pl Na-fosfatového pufru.

Pritok byl nastaven na 0,63 ml/min, bilkoviny byly vymyvany 50 mM Na-fosfatovym
pufrem (pH 7,6). Ve frakcich obsahujicich proteiny (frakce 9-31) byla méfena
fenolhydroxylasov4 aktivita pomoci metody HPLC.

Pribéh gelové permea¢ni chromatografie a specifickou aktivitu NADPH-dependentni

fenolhydroxylasy (katechol-1,2-dioxygenasy) v jednotlivych frakcich zachycuje Obr.13.
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Obr.13. Chromatografie proteini cytosolu kvasinky C. tropicalis na sloupci Sephadexu
G-75 a znazornéni specifické aktivity enzymi NADPH-dependentni fenolhydroxylasy a

katechol-1,2-dioxygenasy.

Vzorky ziskané gelovou permeacni chromatografii na sloupci Sephadexu G-75 byly

podrobeny SDS-PAGE elektroforéze. Vysledky jsou pfehledn€ zndzornény na Obr.14.
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Obr.14. Vysledky SDS-PAGE elektroforézy po gelové permeacni chromatografii:
a) na sloupci Sephadex G-75, b) na sloupci Sephadex G-100.
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4.1.3. Chromatografie s hydrofobni interakci

Pro hydrofobni chromatografii byla jako nosi¢ zvolena Phenyl Sepharosa, o nizZ jsme
predpokladali, Ze diky obsahu fenylovych zbytki navaze NADPH-dependentni
fenolhydroxylasu. Tento enzym byl poté z nosi¢e vymyvan, za pouZiti opa¢ného gradientu,
1,5 M roztokem NaCl v 50 mM Na-fosfatovém pufru.

K vymyti enzymu ovSem nedoslo, pro¢ez zde nemohou byt vysledky hydrofobni

chromatografie uvedeny.

4.1.4. Afinitni chromatografie

Jako nosi¢ pro afinitni chromatografii byla pouzita Sepharosa s navazanym kofaktorem
NAD". Proteiny byly vymyvany 1,5 M roztokem NaCl v 50mM Na-fosfatovém pufru, ve
kterém byla postupné snizovana koncentrace chloridu sodného. Vysledky chromatografie
zde nejsou uvedeny, nebot’ nedoslo k navazani NADPH-dependentni fenolhydroxylasy, a

ta byla eluovana spole¢né s ostatnimi proteiny v prvnich eluovanych frakcich.
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S. DISKUZE

V disledku bouilivého rozvoje prumyslu a dopravy vsoucasné moderni a
globalizované spole¢nosti, v Zivotnim prostiedi neustale pfibyva nezadoucich latek, které
jsou rozptyleny v atmosfére, vodach i pidé. Tyto latky pak nepfiznivé ovliviji
ekosystémy. Nejde v3ak jen o polutanty z dopravy a odpadni latky primyslovych vyrob,
ale 1 jednotlivé vyrobky se s ¢asem preménuji na odpad. Navic sama spole¢nost produkuje
Skodlivé odpady, odpadni vody apod. [1] Lidé jsou ve vzristajici mife vystavovani vlivu
nejruznéjSim cizorodym chemikaliim (xenobiotikiim), at’” uz jsou to l1éky, potravinaiské
chemikalie, nebo jiné latky znecist'ujici Zivotni prostredi. [2]

Mezi zésadni environmentalni polutanty patii také fenolické latky, které jsou pro
vét§inu organismu toxické, pro vys$i organismy i genotoxické. Zdroje kontaminace
fenolickymi latkami jsou rozmanité. Do Zivotniho prostfedi se dostavaji z odpadnich vod
petrochemického (koksarny, plynarny), farmaceutického ¢&i chemického prumyslu a
z vyrob fungicidid, vybusnin a izola¢nich materialti, zpracovani celulozy atd. V 19. stoleti
se fenol v hojné mife pouzival pfi sterilizaénich technikach v mediciné.

U mnohych mikroorganismii (prokaryotnich i eukaryotnich) byla zjisténa schopnost
metabolizovat cizorodé latky a vyuzivat je jako zdroj uhliku a energie pro svij rist. Jednim
z téchto mikroorganismu je také kvasinka Candida tropicalis, u niz byla prokazana

schopnost oxidovat fenol. [18]

Laboratof, ve které byla tato bakalafska prace vypracovana se vyzkumem moznosti
biodegradace fenolu enzymovymi systémy kvasinky C. tropicalis, zabyva jiz n€kolik let.
[15]

Z ptedchozich vysledkt pracovniki této laboratofe vyplyva, ze kvasinka C. tropicalis
vyuziva k biodegradaci fenolu dvou rozdilnych enzymovych systémi obsazenych
v mikrosomech a cytosolu tohoto mikroorganismu. Prvnim z téchto enzymi (lokalizovany
v mikrosomech) je systém oxygenas se smisenou funkci obsahujici cytochrom P450 (CYP)
a jeho reduktasu (NADPH:CYP reduktasu). [23] Tento enzymovy systém bude pfedmétem
naich dalSich vyzkum® v brzké dobé. Druhym enzymem je NADPH-dependentni
fenolhydroxylasa, ktera je lokalizovana v cytosolu C. tropicalis. [24] Izolaci a purifikaci

praveé tohoto enzymu se zabyva predkladana bakalaiska prace.
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V predchozich publikacich pracovniki této laboratofe byly pro gelovou permeacni
chromatografii testovany jen nosi¢e Sepharosa 4B a Sephacryl S-300, pomoci kterych byly
ziskany vysledky uspokojivé, ne vsak zcela optimalni. [14,15,22,23,24]

Cilem predkladané bakalaiské prace proto bylo srovnani chromatografickych metod,
které se uzivaji pro izolaci a purifikaci enzymi (v naSem pifipadé NADPH-dependentni
fenolhydroxylasy a katechol-1,2-dioxygenasy), podilejicich se na biodegradaci fenolu
kvasinkou Candida tropicalis. Konkrétné se jednalo zejména o nosi¢e Sephadex G-100,
Sephadex G-75, Sepharosu 4B a Sephacryl S-300, pouZivané pii gelové permeacni
chromatografii.

Ve frakcich ziskanych z jednotlivych chromatografickych metod byl stanovovan obsah
proteina spektrofotometricky pfi vinové délce 280 nm a pomoci SDS-PAGE elektroforézy,
kde bylo jako srovnavaciho vzorku pouzito standardu ,,Wide Range“. Dale pak byla
stanovovana aktivita NADPH-dependentni fenolhydroxylasy (resp. katechol-1,2-
dioxygenasy) ubytkem fenolu resp. tvorbou katecholu (u NADPH-dependentni
fenolhydroxylasy) a ubytkem katecholu (u katechol-1,2-dioxygenasy) pomoci metody

vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC).

Jako zékladni krok purifikace téchto enzymi byla zvolena kapalinova iontoméni¢ova
chromatografie na sloupci DEAE Sepharosy. Timto purifikaénim krokem dochazi ke
zna¢nému precisténi NADPH-dependentni fenolhydroxylasy. Rechromatografie na tomto
nosi¢i pak dale vyznamné zvysila specifickou aktivitu izolované NADPH-dependentni
fenolhydroxylasy. Oba tyto purifika¢ni kroky vSak nefe$ily problém separace NADPH-
dependentni fenolhydroxylasy od katechol-1,2-dioxygenasy.

K dal§i purifikaci byla pouzita hydrofobni chromatografie na sloupci Phenyl
Sepharosy. Tato metoda se ovSem pro purifikaci enzymi neosvéd¢ila, nebot’ se nepodatilo
zafixovany enzym z kolony pomoci roztoku 1,5 M NaCl v 50mM Na-fosfatovém pufru
vymyt. Pfi¢ina pfili§ pevné vazby k nosic¢i bude pfedmétem dal$ich vyzkumi.

Pro afinitni chromatografii zfejmé nebyl zvolen vhodny nosi¢, nebot’ nedoslo k navazani
NADPH-dependentni fenolhydroxylasy, a ta protekla spoleéné s ostatnimi proteiny
obsazenymi ve vzorku v ¢ele eluovanych frakci.

Z gelovych permeacénich chromatografii se nejvice osvéd¢ila chromatografie na sloupci
Sephadexu G-75. Z ptilozenych vysledki totiz vyplyva (a to i vzhledem k pfedchozim

zkuSenostem), Ze jako jedind dokaze separovat NADPH-dependentni fenolhydroxylasu od
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katechol-1,2-dioxygenasy. Béhem naSeho méfeni byla sice pouze v jedné frakci
detekovana ¢ista NADPH-dependentni fenolhydroxylasa, to bylo ale pravdépodobné
zpusobeno nedostate¢nou délkou pouzité chromatografické kolony.

Chomatografie na sloupci Sephacrylu S-300 se rovnéz pro purifikaci NADPH-
dependentni fenolhydroxylasy osvéd¢ila. Ze stanoveni aktivit jednotlivych frakci sice
vyplyva, Ze v ani jedné méfené frakci nebyly oba enzymy od sebe upln€¢ odseparovany,
avsak byla zde zjisténa nejvyssi fenolhydroxylasova aktivita. Vysledky chromatografie na
sloupci Sephacrylu S-300 ovSem mohou byt neptesné, na coz ukazuje kalibra¢ni kiivka
tohoto sloupce, kde nedoslo k oddéleni jednotlivych proteinti pouzitych ke kalibraci. To by
mohlo byt zptiisobeno pfiliSnym stafim nosice.

Sephadex G-100 oddéluje oba enzymy vyrazné hife nez Sephadex G-75. Ovsem i zde
by pfi¢ina mohla byt v nedostate¢né délce pouzité kolony. Jeho ic¢innost by tedy mohla byt
srovnatelnd s u¢innosti Sephacrylu S-300.

Oproti prvym tfem molekulovym sitim se efektivita déleni u Sepharosy 4B jevi

vzhledem k dlouhodobym vysledkiim jako nejméné vhodna.
Ani v jednom piipad¢ v§ak nedoslo k uplnému oddéleni enzymtt NADPH-dependentni

fenolhydroxylasy a katechol-1,2-dioxygenasy, z toho vyplyva zZe k plné purifikaci enzymii

bude nutné uzit jesté dalSich purifika¢nich kroku.
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6. ZAVER

Cil predkladané bakalaiské prace byl splnén, nebot’ byly porovnany uéinnosti jak
jednotlivych chromatografickych metod, tak i nosi¢i pouZivanych pro gelovou permeaéni
chromatografii. Dospéli jsme k poznatku, Ze pouziti gelové permeacni chromatografie je
pro purifikaci NADPH-dependentni fenolhydroxylasy a katechol-1,2-dioxygenasy
nejvhodnéjsi a to zejména pii uziti nosi¢d Sephadex G-100, Sephadex G-75 a Sephacryl S-
300 jako nosicu.

K plné separaci nami sledovanych enzymi vSak bude nutné pouziti jeSt¢ dalSich

purifikanich metod, které budou nadale predmétem naseho vyzkumu.
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8. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK & SYMBOLU:

SO;: oxid sificity

CO: oxid uhelnaty

HF: fluorovodik

HCI: chlorovodik

NO: oxid dusnaty

Cu: méd’

Zn: zinek

Cd: kadmium

As: arsen

Hg: rtut’

A2zg0 nm: absorbance pii 280 nm

BIS: N, N‘-methylen—bis—akrylamid

BSA: hovézi sérovy albumin

CYP: cytochrom P450

cyt c: cytochrom ¢

DEAE Sepharosa: diethylaminoethyl Sepharosa

FAD: flavinadenindinukleotid

FMN: flavinmononukleotid

HPLC: vysokoucinna kapalinova chromatografie (High Pressure Liquid Chromatography)
kDa: kilodalton (nasobek jednotky molekulové hmotnosti)
MFO: systém oxygenas se smiSenou funkci (mixed function oxidases)
M,: relativni molekulova hmotnost

NADPH: redukovany nikotinamidadenindinukleotidfosfat
NADH: redukovany nikotinamidadenindinukleotid

PEG: polyethylenglykol

PAPS: fosfoadenosinfosfosulfat

RH: obecné oznaceni substratu

ROH: obecné oznaéeni hydroxylovaného substratu

RPM.: otacky za minutu

p2s: hustota pii 25 °C

SDS: dodecylsiran sodny (sodium dodecylsulphate)
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SDS-PAGE.: elektroforesa na polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti SDS
TEMED: N, N, N, N‘—tetramethylendiamin

Ty: teplota tani

T,: teplota varu

TRIS: tris(hydroxymethyl)aminomethan

BHT: butylovany hydroxytoluen

BHA: butylovany hydroxyanisol
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