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Cil prace

Cilem této prace je navrhnout vhodnou imobilizacni techniku pro
enantioselektivni enzym, rozpustnou epoxidhydrolasu, kterd katalyzuje konverzi
epoxidi na odpovidajici vicinalni dioly ve vodném prostfedi. Vyznam epoxidi a jejich
odpovidajicich vicinalnich diold jako syntetickych intermediatt pro syntézu opticky
aktivnich latek zdaraziiuje potiebu dosazeni této slouceniny ve vysokém meéfitku
enantiomerni Cistoty.

Smyslem imobilizace je zlepsit ty vlastnosti enzymu, které limituji jeho vuuziti
v primyslovém métitku, zejména se jedna o teplotni stabilitu a pH stabilitu.

Diplomova prace byla vypracovana v Laboratoii enzymovych technologii na

Mikrobiologickém ustavu Akademie véd Ceské republiky, v.v.i.



Abstrakt

Epoxidhydrolasy (EH), vykazujici vysokou miru enantioselektivity nebo
enantiokonvergence, jsou dilezité katalyzatory pro vyrobu opticky aktivnich epoxidi
a diol, které mohou slouzit jako chiralni stavebni prvky pii syntéze biologicky
aktivnich latek. EH mohou mit dtlezitou roli i pii degradacich xenobiotik.
Geny kodujici EH Kau2 a Kau8 byly exprimovany v E. coli TOP10 a RE3. V superna-
tantu desintegrovanych bunck byla stanovena enantioselektivita a regioselektivita
dvojice Kau8 a Kau2 pro CcCtvetici substrati: terc-butylglycidylether, para-
chlorostyrenoxid, para-nitrostyrenoxid, o-methylstyrenoxid. NejvysSich hodnot
enantioselektivity a regioselektivity byla dosazeno senzymem Kau2 a substratem
para-nitrostyrenoxidem.
Na zaklad¢ ziskanych dat byl vybran pro dal$i experimenty enzym Kau?2.
Nadprodukce Kau2 byla provedena v rekombinantnim kmenu RE3(pSEKau2). Byly
provedeny dvé jednorazové kultivace a jedna pfitokovand kultivace v michaném
bioreaktoru a nejvyssi objemové aktivity 4500 U/l bylo dosazeno u pfitokované
kultivace.

Pro purifikaci enzymu Kau2 ze supernatantu desintegrovanych bunék byl
pouzit dvoufidzovy vodny systém slozeny z polyethylenglykolu 6000 a citronanu
sodného (pH 7,7). Bylo dosazeno purifikacniho faktoru 2,6 +/- 0,3 a Kau2 méla
specifickou aktivitu (Agpec.) 2,85 U/mg proteinu.

Nésledn¢ byly pouzity dvé imobiliza¢ni techniky:1) tvorba zesiténych
enzymovych agregatl, 2) kovalentni navazani enzymu na epoxidové skupiny
polyakrylamidového nosice. Byla pouzita trojice komercné dostupnych nosici:
Eupergit C, Eupergit C250L a Sepabeads EC-EP. V prvém ptipadé byly vysledky
negativni a po optimalizaci metody druhé bylo dosazeno nejlepSich vysledkii pii
pouziti nosi¢e Eupergit C250L: katalytickd G¢innost imobilizované Kau?2 je 37,1 % a
Agpec. na suchou hmotnost 4,4 U/g.

Vytézek aktivity po imobilizaci €inil 3,1 % (pomér nosi¢ : protein =20 : 1)



Abstract

Epoxide hydrolases (EHs) demonstrating high degree of
enantioselectivity or enantioconvergence are useful biocatalysts for the production of
optically active epoxides and vicinal diols, which can serve as chiral building blocks
for syntheses of biologically active drugs.
EHs can play an important role also in degradations of xenobiotics.
Genes encoding EHs Kau2 and Kau8 were expressed in E. coli host strains TOP10
and RE3. Enantioselectivities and regioselectivities of Kau2 and Kau8 in supernatants
of desintegrated cells were determined for four substrates: tert-butylglycidyl ether,
para-chlorostyrene oxide, para-nitrostyrene oxide, o.-methylstyrene oxide.
The highest values of enantioselectivity and regioselectivity were achieved with
Kau2 and para-nitrostyrene oxide as a substrate. The Kau2 was chosen for further
experiments on the basis of these results.
Kau2 was overexpressed in the recombinant strain RE3(pSEKau2). We performed
two batch cultures and one fed-batch culture in stirred bioreactor. The highest
volumetric activity of 4500 U/l was obtained in the case of fed-batch culture.

Two phase system consisting of polyethylenglycole 6000 and sodium citrate
(pH 7.7) was used for Kau2 purification from the supernatant of desintegrated cells.
Purification factor 2.6 +/- 0.3 was achieved and specific activity (Agpe.) of Kau2
equalled 2.85 U/mg of protein.

Two immobilization methods were applied for purified Kau2: 1) crosslinking
enzyme aggregates and 2) enzyme covalent binding to epoxy groups of
polyacrylamide carriers. Three commercially available carriers were used: Eupergit C,
Eupergit C250L, and Sepabeads EC-EP.

In the first case, negative results we obtained and after optimization of the second
method the best results were achieved with Eupergit C250L.

Catalytic efficiency of immobilized Kau2 of 37.1 % and Agpec. of 4.4 U/g (dry weight).
Yield of activity after immobilization was 3.1 % (ratio carrier : protein =20 : 1)

(In Czech)



1. Uvod

1.1. Epoxidhydrolasy a jejich déleni

Epoxidhydrolasy (EH, EC 3.3.2.3) jsou od nedavné doby az doposud hojné
studovany, za coz mohou vdéc¢it mnoha svym schopnostem, zejména v soucasné dobé
co se tyce potencialni dekontaminace Zivotniho prostiedi a potfebé ziskavani opticky
aktivnich latek coby syntetickych intermediata.
Ackoliv byly tyto enzymy nejdiive rozsdhle studovany z hlediska jejich mozného
pusobeni pii degradaci a detoxikaci mutagennich xenobiotik, zdd se Ze minimalné
rozpustna forma EH je stézejni enzym pro udrZzovani hladiny epoxyeikosatrienovych
kyselin, a to vzhledem k jejich schopnosti katalyzovat degradaci epoxyeikosatrieno-
vych kyselin na piislusné dioly (1). Vzhledem k vasoaktivnim u¢inkiim epoxyeikosa-
trienovych kyselin, je tato forma EH studovdna s vyhledem na mozné klinické vyuziti

v regulaci krevniho tlaku (2).

Vétsina EH, u nichz byl sekvenovan strukturni gen, jsou ¢leny rodiny o/p-hydrolas, do

niz vzpadaji také lipasy, esterasy a haloalkandehalogenasy (3).

I kdyz EH katalyzuji tutéZ chemickou reakci, vzdjemna podobnost na urovni
aminokyselinovych sekvenci je nizka.

Fylogenetickou analyzou bylo identifikovano 12 rodin téchto enzymd, které tvoii dvé
superrodiny, jednak mikrosomalni a jednak cytosolovou superrodinu. Mikrosomalni
superrodina zahrnuje homologni rodiny sav¢ich, hmyzich, bakterialnich a plisiiovych
EH.

Cytosolova superrodina zahrnuje savci, rostlinné a bakterialni EH. Bakteridlni EH
obecné vykazuji vysokou rozmanitost aminokyselinovych sekvenci.

Mikrosomalni superrodina se sklada celkem ze 4 homolognich rodin. Obdobna situace
vznikla také u cytosolové superrodiny, kde analogickym zpiisobem vzniklo 8
homolognich rodin (4).

Protoze vSechny mikrosomalni EH vys$ich organismtll jsou zakotveny v membrang,
tak obsahuji na svém N-konci kotvu. Naproti tomu, mikrobidlni enzymy téze
superrodiny jsou rozpustné proteiny, a tak kotvu postradaji (5). VSechny cytosolové
EH jsou rovnéz rozpustné enzymy (4), tj. takové které katalyzuji konverzi epoxidii na

odpovidajici dioly ve vodném prostiedi (6).



Epoxidy jsou cyklické ethery, jejichz kruh se skladd ze tii atomi. V organismu
vznikaji z metabolismu jak endogennich latek, tak xenobiotickych slou¢enin che-
mickou ¢i enzymatickou oxidaci zahrnujici monooxygenasovy systém cytochrom
P450. Vysledné epoxidy jsou obecné nestdlé ve vodném prostiedi a velmi reaktivni.
V piipadé xenobiotik a urcitych endogennich sloucenin se epoxidové intermedidty
vyznacuji coby hlavni mutageny a karcinogeny (7).

Obecné tyto hydratace vedou k vice stabilnim a méné reaktivnim intermediatim.
Jednoduché epoxidy jsou hydrolyzovany na své odpovidajici vicindlni dihydrodioly a
arenoxidy na trans-dihydrodioly (7).

Vyznam epoxidli a jejich odpovidajicich vicindlnich diolii, jako syntetické
intermediaty pro syntézu opticky aktivnich latek, zdlraziiuje potfebu dosazeni této
slouceniny ve vysokém méfitku enantiomerni Cistoty. Obecny rys vétSiny, timto
enzymem katalyzovanych reakci, je enantioselektivita (8), odkud plyne uZite¢nost
tohoto enzymu pro farmaceuticky primysl. U EH, které byly kddovany DNA ziskanou
z metagenomového vzorku primyslového biolfiltru, byla prokdzdna vysoka
enantioselektivita vic¢i aromatickym epoxidim, jako naptiklad styrenoxidu ¢i para-
nitrostyrenoxidu, v pfipadé druhého jmenovaného substratu byla dokonce prokazana
enantiokonvergence (9). Nicméné v ptipadech EH katalyzovanych hydrolyz se zda, ze
je situace komplikovanéjsi, protoze epoxid muize byt atakovdn na obou atomech
uhliku epoxidového kruhu, a to jesté v rliznych procentudlnich pomérech, coz mimo
jiné za&visi 1 na pouZzitém substratu (8).

U monosubstituovanych epoxidii bylo pozorovano, ze regioselektivita je siln¢ zavisla
na ptivodu enzymu, stejné tak jako na typu substituentli epoxidového kruhu.

U mikrobialnich EH je situace komplikovanéjsi v tom smyslu, Ze v soucasnosti je jen
minimum dostupnych vysledki, ale zdd se Ze bakteridlni EH obecné vykazuji
regioselektivitu porovnatelnou s jednou savéi mikrosomalni EH (8).

Zatimco EH pochazejici z hub by mohly vykazovat rozdilnou regioselektivitu, v
zavislosti na tom, z jakého druhu hub pochézeji. Zajimavy je také fakt, Ze u
disubstituovanych epoxidll bylo prokazano, ze regioselektivita se miize dokonce liSit
pro kazdy enantiomerni substrat, je také zavisla na relativni konfiguraci substituenti
v piipadé cis-trans izomerie. N¢kolik piipadi enantiokonvergence bylo v nedavné
dob¢ popsano pro cis-substituované epoxidy hydrolyzované EH pochazejicimi

z bakterii (10), hub (11), rostlin (12), ale i savcii (13).
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1.2. Funkce rozpustné EH

Je zndma celkem pétice riznych druht sav¢ich EH, pficemz Ctyfi z nich jsou
rozpustné formy. Cholesteroloxidhydrolasa, ktera katalyzuje hydrataci cholesterol-
5,6a-oxidu a cholesterol-5,6B-oxidu na cholestan-33,5a,6B-triol. Je hojné
distribuovana ve vSech tkanich, avSak nejvyssi aktivita byla prokdzana v jaterni tkani
(14). V ptipad¢ druhé formy se jedna o hepoxilin A3 hydrolasu, jejiz gen ¢i cDNA
dosud nebyla charakterizovana ani klonovana. Hepoxilin A3 hydrolasa je cytosolovy
enzym, ktery vykazuje vysokou substratovou specifiku vi¢i leukotrienim, coz jsou
dilezité metabolity kyseliny arachidonové, které sprostfedkovavaji odpovéedi
imunitniho systému na alergické a zanétlivé reakce (15).
Tteti je leukotrien A4 hydrolasa, coz je cytosolovy, bifunkéni enzym, obsahujici
zineCnaty iont. Enzym vykazuje jak hydrolasovou, tak i aminopeptidasovou aktivitu
(16).
A posledni ze ¢tvetice je rozpustnd EH, coz je enzym, ktery metabolizuje xenobiotika
a také se ucastni metabolismu endogenné derivovanych epoxidii mastnych kyselin
(17). Ptitomnost byla prostiednictvim aktivity prokdzéana ve vSech tkanich (18).
Posledni typ savciho enzymu je mikrosomalni EH, kterd byla charakterizovana
z téchto péti saveich forem coby prvni. Hlavni ¢innost této formy sav¢éi EH je adice
vody do polohy trans na Sirokou skupinu epoxidd. Jedna se o velmi zajimavy enzym
z hlediska moznosti participace na bioaktivaci karcinogennich PAU (19).
Pomoci substratl  androstenoxidu, estroxidu a benzo(a)pyren-4,5-oxidu byla
prokéazana ptitomnost mikrosomalni formy EH v krysich sam¢ich i samicich organech.
Byly testovany organy produkujici androgen a estrogen, tedy varlata, vajecniky a
nadledvinky a organy podilejici se hlavni mérou na metabolismu cizorodych
sloucenin, tedy jatra a ledviny.
Oba steroidni epoxidy byly hydrolyzovany rychleji, nezli benzo(a)pyren-4,5-oxid a to
mikrosomdlni frakci vSech testovanych organt. Jednotlivé organy se liSily ve
specifické aktivité prislusSnych enzymt, nebyly prokazany vsak uz rozdily v hodnotach
Agpec. pi1 pouZiti jednotlivych substrati (20).
Role rostlinnych rozpustnych EH byla in vivo prokazana v syntéze kutinu, zalozené na
relativné vysoké aktivit¢ vici epoxystearatu, kdy produktem této rekace je prekurzor
kutinu (21). Kutin funguje jako bariéra pro patogenni invazi a pokryva cely povrch

rostliny (22).
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Rostlinné rozpustné EH vykazuji vysokou teplotni stabilitu v porovnani se savéimi
rozpustnymi EH (21).

EH zvysSich organismii jsou indukovdny rlznymi syntetickymi slouceninami,
toxikanty, fytochemikaliemi atd. a mohou tak byt povaZovany za soucast detoxi-
kac¢niho systému a obranny mechanismus téchto organismi. Naproti tomu z mikro-
bidlnich zdrojii jsou nékteré rozpustné EH obvykle pfitomny konstitutivné a jejich
fyziologicka role doposud stile neni pln¢ objasnéna, nekteré jsou vSak inducibilni a

jsou soucdasti metabolickych pochodt ur€itych sloucenin (23).

1.3. Struktura enzymu

Jiz bylo identifikovano pfes 300 rozpustnych EH a u nékterych znich byly
stanoveny trojrozmérné krystalové struktury. Analyzy tii zndmych skruktur z
Agrobacterium radiobacter AD1(24), z Aspergillus niger (25) a z Mus musculus (26)
vedly k vytvofeni modularni struktury a jejiho rozdéleni na N-terminalni katalytickou
doménu, N-termindlni doménu, déle na doménu tvaru ,cCepicky®, C-katalytickou
doménu, cap smycku a NC smycku (4) (obr. 1).

cap-mrpdia

rosthnné EFH
C-termm. hatal
eptasalovd cifesalord dormdne | Inlier Joména
savdl EH Notermm haral |
doména R
bt
B milroromaini . .
FE!'EM fH kotva || doména W - smyéha
z plisni

milrosomalini
savdi EFT

Obr. 1. Modularni struktura homolognich rodin EH (4)
Jiny pohled na strukturu umoziuje rozdéleni EH na hlavni doménu, ktera je sloZena z

centralni B-otacky obklopené a-helixy a variabilni doménou ve tvaru "Cepicky"

umisténou na tom konci, kde se nachdzi i doména s vazebnym mistem pro substrat,
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ktera vyuziva katalyticky mechanismus zahrnujici katalytickou triddu Asp/Ser/Cys-
His-Asp/Glu (nukleofil-histidin-kyselina), jenz je umisténa na vrcholu smycky hlavni
domény. Pozice téchto zbytkil jsou strukturdlné konzervované v potadi nukleofil-
histidin-kyselina, ale v primarni aminokyselinové sekvenci je potadi nukleofil-
kyselina-histidin, s kyselinou umisténou bud’ pfed doménou ve tvaru ¢epicky, nebo za
ni (27).

Jako jedna z prvnich struktura EH byla ziskana z Aspergillus niger, pticemz bylo
zjisténo, ze disponuje znacnou podobnosti k lidské mikrosomalni EH z hlediska
aminokyselinovych sekvenci (25). V protikladu s timto tvrzenim vSak postrada enzym
z Aspergillus niger N-termindlni membranovou kotvu, coz je ale vsouladu se
skute€nosti, Ze tento enzym je ve svém nativnim prostiedi skutecné€ rozpustny (28).
Struktura EH z Aspergillus niger (obr. 2, str. 14) byla uréena pomoci rentgeno-
strukturni analyzy a bylo zji§téno, Ze se jednd o asymetricky dimer skladajici se ze
dvou 44kDa podjednotek. Kazd4d podjednotka obsahuje jak hlavni doménu, tak i
helikalni doménu tvaru cepicky nad aktivnim mistem. Spojeni obou podjednotek
zahrnuje interakce mezi aminokyselinovymi sekvencemi, pfipominajici tvar vika,
kazdé z podjednotek. Aktivni misto obsahuje katalytickou triddu a dva zbytky od
tyrosinu a zbytek glutamové kyseliny asistujici pfi katalyze. Katalyticka tridda je zde
ve slozeni Asp-His-Asp. Rozdily v aktivnich mistech, obzvlast¢ pak komponenty,
které asistuji na otevirdni epoxidového kruhu, by mohly vysvétlovat, pro¢ EH
pochazejici z plisné dosahuje vyssi rychlosti katalyzy, nez jeho lidsky protéjsek (25).
Pravé ptritomnost zbytku kyseliny asparagové namisto zbytku kyseliny glutamové,
ktera je soucasti katalytické triddy u vSech mikrosomalnich EH, se povazuje za

moznou pti¢inu vyssi rychlosti katalyzy v porovnani se savéim protéjskem (29).
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Obr. 2. Krystalova struktura EH z Aspergillus niger (www.pdb.org, PDB ID 1qo7)

Dalsi znama struktura EH, ktera pochazi z Agrobacterium radiobacter ADI je
pon¢kud odli$nd, zejména tim, Ze se jednd o monomerni enzym. Tento enzym se
sklada obdobn¢ jako enzym pochazejici z Aspergillus niger ze dvou domén. 1. hlavni
domény, ktera vykazuje typické rysy rodiny o/B-hydrolas a obsahuje centralni -
otacku, obklopenou a-helixy. Z jedné strany ctyimi helikdlnimi a z druhé dvéma
helikalnimi useky. 2. doménu, ktera lezi jako ,,éepicka“ na horni ¢asti hlavni domény a
ma a-helikéalni charakter. Doména ve tvaru ,,Cepicky obsahuje pét helikélnich tsekd,
které tvofi rozsdhlé vyboceni mezi useky hlavni domény tvotenymi B-skladanym
listem. Ma jakousi dvojvrstvou strukturu s dvéma helikalnimi useky lokalizovanymi
mezi hlavni doménou a plochou tvofenou zbylymi tfemi helikalnimi useky (30).

Z hlediska struktury vykazuji EH obecné znacnou diverzitu, coz je dano jejich
puvodem.

Starsi porovnani homolognich sekvenci aminokyselin dalo najevo, ze savéi rozpustna
EH se skladd ze dvou hlavnich casti: 1. C-termindlni domény homologni s C-
terminalni doménou bakteridlni haloalkandehalogenasy, mikrosomalni EH a rostlinné
rozpustné EH. 2. N-termindlni domény homologni k N-domén¢ haloaciddehalogenasy
rodu Pseudomonas (31). Celkové si jsou struktury mysi a lidské EH z pohledu
terciarni a kvarterni struktury velice podobné, az na n¢které rozdily nachazejici se ve

smyckach proteini stejné tak jako posunuti dvou podjednotek od sebe (32).
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Postupem casu byly rozlustény i dal$i struktury EH pochazejicich z rtiznych
organisml. Zajimavy je fakt, Ze rostlinné rozpustné EH postrad4ji N-terminalni
doménu proteinu (31).

C-termindlni doména rozpustné EH patii do rodiny o/f-hydrolas (27) a
vykazuje epoxidhydrolasovou aktivitu. Jeji katalytické misto je lokalizovano na 25 A
dlouhém hydrofobnim tunelu do tvaru pismene L a katalyticka residua se nachazeji
v ohybu, coz se prokazalo u obou, jak u mysiho tak i lidského enzymu (33).

U N-terminalni domény rozpustné EH bylo prokézano, Ze vykazuje Mg®" dependentni
fosfatasovou  aktivitu  (34). Tu ziskala diky homologii s bakteridlni
haloaciddehalogenasou, ktera mohla byt evoluénim predchtidcem. Stérbina v aktivnim
mistd této domény ukazuje zpiisob spojeni s Mg?" vazebnym mistem na 15 A
vzdileném dné, negativné nabité kapsy. Navic byl nalezen 14 A dlouhy hydrofobni
tunel, tvofeny konzervativni sekvenci aminokyselin, ktery by mohl byt dostate¢né
dlouhy na to, aby vazal alifaticky substrat (32).

Biologicka funkce N-terminalni domény je stale nejasna. Nicméné piinejmensim hraje

dilezitou roli ve stabilizaci kvarterni struktury (33).

1.4 Mechanismus katalyzy rozpustné EH

Pro ao/B-hydrolasy je typickd ptfitomnost katalytické triddy nukleofil-histidin-
kyselina, a dvoukrokovy reakéni mechanismus (obr. 3, str. 16) zahrnujici vznik
kovalentné vazaného intermedidtu (27), taktéz i jejich podobnost s bakteridlnimi EH
(35). Katalyzé za¢ina rychlym navazanim epoxidu na aktivni misto enzymu v jeho L-
zahnutém hydrofobnim tunelu. Aktivni misto lidského (mys$iho) enzymu je slozeno z
Asp>* (Asp™) coby nukleofilni kyselina, His’> (His**’) coby basicky histidin, Asp**
(Asp*”) jako orientovana kyselina a Tyr’® poptipads Tyr*® (Tyr™®' a Tyr*®) jako
polarizované tyrosiny (27).
Epoxidova skupina je polarizovana dvojici tyrosinovych zbytkli (36), které tvoii
vodikové vazby s epoxidovym kyslikem a tim ptlisobi jako obecné kyselé katalyzatory.
V tom samém CGase Asp>>' , lokalizovana naproti histidinovym zbytkim, atakuje
epoxid na reaktivnéjSim a zpravidla stéricky nejméné stinéném uhliku, coz vede
k otevieni epoxidového kruhu a vytvofeni esterové vazby mezi karboxylovou
kyselinou enzymu a jedné funkcni skupiny diolu. Tato piechodna sloucenina je

nazyvana hydroxyl-alkyl-enzym-intermediat.
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His’>, Asp*” a dal$i mozné aminokyseliny v katalytickém mist¢ lidského enzymu

aktivuji a orientuji nukleofilni kyselinu Asp®*. Jakmile je meziprodukt mezi

enzymem a substratem vytvofen, histidin se uvoliiuje ze vzniklého esteru, aby umoznil
molekulam vody, aby byly aktivovany ester-histidinovymi pary. Aktivace molekul
vody muze probéhnout pouze, kdyz neni histidin protonovany (37). Bazické molekuly

vody nyni mohou atakovat karbonyl esteru stim, ze se uvolni diolovy produkt a

puvodni enzym (38).

v - s
P I DAY N
| A y|
=N TR N
| ] \ | Y
f Iy | { [}
P e I [ Ni
~_ N / S
1 I.‘ At |
. [ ! . |
" 0. 0 0 apldt Ou 0
-"\v_: ) H | Z O\ NP e B -
= - e " .
R, "R, ‘s
— i s
0 o
‘;.‘ -
b ; H Ry - R
b o] N N 0’
| / H | “H
e A0 . 1 x .
by .’ L T “
T | His PRI
R OH
.
/‘ R -
HO Rs N
For ¥ vr vr 4
A e e A
\ - .
S/ = N Ve = \
[ |
'.| |I 1 \ 1 1
I\ p la i ; N I
\ Vi XN 4 X
< ] 'y r
" \ i I'. i
o ( (n] wp ot - o]
£ o 0 ? Pes - ;0 Pre
o H ’ _F / L
H,0 |
3 2. OH %
H. - \ R: H
N S He A
i NIEH
/,' =/ H N =0
¥4 - 1 y iy y
. i ‘
Hi 2sp'

Obr. 3. Mechanismus katalyzy EH. Cisla aminokyselinovych zbytki odpovidaji lidské
rozpustné EH (38).
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1.5 Enantioselektivita EH

Vychazi se z ptedpokladu, ze enzym ma rozdilnou afinitu ke kazdému z izomert.

Dale se ptredpokladalo, ze se reakce sestavaji ze tfi jednoduchych reakénich kroki
s tim, Ze neexistuje zadny inhibi¢ni produkt a Ze cely reakéni mechanismus je

prakticky nezvratny.

kg ey Ky
enz*—T" EA—EP—cenz+P
2

kg ky ks’
?EB—"EQ“—"EHI‘FQ
: (rov. 1)

, kde A a B ptredstavuji jednotlivé enantiomery, P a Q pak produkty jednotlivych

reakci.

Pomér vytézkl dvou parcidlnich reakci Ize za ptedpokladu vzniku ustaleného stavu,
vyjadrit takto:

!;_A_VAKBA

vs Ve Ky B (rov. 2)
, kde V, a Vy, jsou predstavuji maximalni rychlost reakci, Ky, a K, predstavuji
Michaelisovy konstanty pro jednotlivé reakce, A a B ptedstavuji koncentrace

enantiomert v jednotlivych reakcich.

Enantioselektivita enzymu je vyjadiena jako pomér konstant specifity Vimax/Km (39).

1.6 Regioselektivita EH
Na obr. 4 je prezentovana takova hydrolyza, ktera mtze vést ke vzniku obou

enantiomert produktu , v pfipad¢ Ze biohydrolyza neni regioselektivni.
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Obr.4. Vznik dvojice enantiomernich produktt v pfipad¢ neregioselektivni enzymové

hydrolyzy (8).
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Na obr. 4 (str. 17) je regioselektivita hydrolyzy definovana parametry as a ag , které se
nazyvaji koeficienty regioselektivity. as reprezentuje piipad, kdy je (1S)-epoxid
atakovan na uhliku ¢islo 1, a hydrolyzou (1S)-epoxidu vznika (1R)-diol (Rd).

Obdobné¢ ag reprezentuje ptipad, kdy je (1R)-epoxid atakovan na uhliku cislo 1, a
vzniké hydrolyzou (1R)-epoxidu vznika (1S)-diol (Sd).

Je uzite¢né zdlraznit, ze ptipady, kdy je a = 0,5 znamenaji, Ze neni pozorovana zadna
regioselektivita, na druhou stranu pokud je regioselektivita enzymu absolutni, o

nabyva hodnoty 0 nebo 1 (8).

1.7. EH jako terapeuticky cil

Hlavni metabolickou drahou pro epoxyeikosatrienové kyseliny je v mnoha
tkanich hydratace epoxidové skupiny a vznik odpovidajici dihydroxyeikosatetraenové
kyseliny (40). Tato reakce je katalyzovana enzymem EH.
Znacny zdjem byl nedavno soustiedén na rozpustnou formu EH vzhledem k
vysledkiim naznacujicim, Ze by se mohlo jednat o potencialni terapeuticky cil v
ptipadé ochrany pied hypertenzi (41).
Naruseni genu kodujici rozpustnou EH vedlo ke zjisténi, ze dochazi ke snizeni
systolického krevniho tlaku (42), rovnéz N,N’-dicyklourea (DCU), nedavno objeveny
selektivni inhibitor rozpustné EH, snizoval krevni tlak (43). U obou téchto studii bylo
ziejmé, ze antihypertonicky efekt je spojen s redukei konverze epoxyeikosatrienovych
kyselin na dihydroxyeikosatetraenové (42, 43).

Pisobeni EH je dale spojovano i s rizikem vzniku onemocnéni véncitych tepen
a to ve spojeni s genetickymi variacemi v genu EPHX2, ktery kdduje rozpustnou EH.
Prokazatelné¢ byla doloZena souvislost mezi genetickymi zménami v tomto genu a
rizikem vzniku onemocnéni véncitych tepen u bélosského etnika skupinou vedenou
Craigem R. Leeem. Konkrétné ptitomnost polymorfismu ozna¢eného jako K55R vede
ke zvySenému riziku vzniku korondrnich onemocnéni, ke kterému navic jesté
ptispivaji dalsi faktory, jaké predstavuji koufeni, hypertenze, vznik diabetu, pohlavi a
vek (44).

Ob¢ dvé formy EH, jak rozpustnd tak mikrosomalni, byly detekovany ve
varlatech. Nadvarlata jsou organ, ve kterych spermie podstupuji findlni stadium

dozréavani, ziskavaji motilitu a schopnost oplodnit vajicko (45).
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Dale mohou také nadvarlata hrat roli i pfi ochrané¢ spermii béhem prichodu
nadvarlaty.

Diivgjsi studie ukazaly, Ze nadvarlata obsahuji glutathion-S-transferasu cytochrom
P450 2E1 a alkoholdehydrogenasu (46). Pfitomnost téchto enzymil podporuje
domnénku, ze nadvarlata mohou hrat roli pfi detoxikaci xenobiotickych sloucenin
(45).

Epoxidy, které vznikaji metabolismem xenobiotik a endogennich slouc¢enin a mnoho z
nich mize byt mutagennimi, karcinogennimi a toxickymi (47) mtze byt transformo-
vana ¢i detoxikovana dvéma hlavnimi pochody. Jednak glutathion-S-transferasou
fizenou

konjugaci epoxidu s glutathionem (48) a jednak EH katalyzovanou adici vody na
epoxid za vzniku odpovidajiciho diolu (49). Vzniklé produkty jsou zpravidla méné
reaktivni, ve vod¢ vice rozpustné a snadnéji exkretovany z téla (50). Druhy uvedeny
zpusob je obecné povazovan jako protektivni (51).

Jeden zoxidi kyseliny linoleové vznikajici plsobenim cytochromu P-450
monooxygenasy je Cis-9,10-epoxydec-12(Z)-enova kyselina, obecné nazyvana
leukotoxin (52). Tyto latky jsou toxické pfi pfi intravenoéznim vpraveni do zviteciho
organismu, odkud prameni néazev leukotoxin. Leukotoxin je toxicky pouze
v ptitomnosti EH, protoze pravé produkt této reakce plsobi toxicky na alveoly
plicniho epitelu, nikoliv samotny leukotoxin (53).

Biologicky vyznam leukotoxinti je velice vyznamny u téZce popalenych pacientt, kde
se tvori v popalené tkani z divodu zamezeni zaneseni infekce. Pravé u pacientl
s tézkymi popaleninami je vysoké rizika poSkozeni mnoha organd, véetné¢ ARDS (54).
Krom toho, leukotoxiny podobné¢ jako dalsi epoxidy nenasycenych mastnych kyselin a
také jejich metabolity vzniklé pisobenim EH byly identifikovani v srde¢ni tkani
postizené infarktem. Tyto latky vSak ve zdravé srdecni tkdni pfitomny nebyly.

Ptredpoklada se, Ze enzymy jsou aktivovany poSkozenim bunc¢k béhem infarktu (55).

1.8. Syntetické a bioremedia¢ni aplikace rozpustné formy EH
Vzhledem ke své chemické univerzalnosti jsou epoxidy vyhledavany jako dulezité

synthony pro syntézu vybranych organickych slouc¢enin. Mimoto, vzhledem k

Vvewr

enantiomerni ¢istote.
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Navrzené metodiky pro ziskavani chemikalii v enantiomerni Cistot¢ vyuzivaji jednak
chemické katalyzatory nebo biologické katalyzatory. Oba maji své vyhody i nevyhody
(56). Jedna z metodik, od niZ je obecné mnoho ocekavano, je hydrolyza racemické
smési epoxidli enzymem EH (57).

Tyto enzymy byly nyni detekovany v mnoha mikroorganismech. Zavisejice na
mikrobiologickém zdroji vykazuji rGzné substratové specifity a enantioselektivity
(58).

Opticky cisté epoxidy jsou ¢im dal tim vice atraktivni a je jim vénovana pozornost
jako vysoce cenénych chirdlnim intermediatim obzvlasté v syntéze bioaktivnich
sloucenin. Mezi opticky ¢isté epoxidy produkované Nocardia carollina B-276 jsou
arylglycidylethery pouZzivané pro syntézy [B-blokdtord (58). Né&které dals$i nedavné
ptiklady pouziti opticky cistych epoxidi v produkci chirdlnich sloucenin jsou napf.
inhibitory HIV proteasy (59).

Velmi zajimava je i moznost syntézy obou enantiomerd tzv. Bowerovy slouceniny
(60), tedy slouceniny, jejiz zéklad tvoii terpen. O vzniklé latce je znamo, Ze je
potencidlnim analogem juvenilniho hormonu u hmyzu (61).

Nejen jako uplatnéni pfi organickych syntézach nabizi rozpustnd EH mozné vyuZziti,
ale také pfi potencidlni environmentalni bioremediaci. Analyzou vzorki pudy

z tézarsky vyznamnych oblasti byly izolovany rozpustné formy tohoto enzymu patfici

¢tyfem rliznym mikroorganismim, které hydrolyzuji glycidylované derivaty (62).

1.9. Inhibitory rozpustné EH

Znalost potencialnich inhibitorti hraje klicovou roli zejména s ohledem na biologické
ucinky EH.

Je tfeba zminit objev substituované mocoviny a substituované¢ho karbamatu jako
moznych inhibitor rozpustné formy EH. Nckteré ztéchto selektivnich,
kompetitivnich a pevné se vdazajicich inhibitori interagovali stechiometricky
s molekulou enzymu. Tyto inhibitory zvySovali toxicitu trans-stilbenoxidu, epoxidu
pusobiciho toxicky, ale zaroven redukovali cytotoxicitu téch metaboliti leukotoxint,
na jejichz vzniku se podili EH. Také bylo prokazano, ze redukuji toxicitu metabolit
leukotoxinu in vivo u mysi, kde se tak predeslo symptomim ptipominajici ARDS (63).
U N-cyklohexyl-N"-(3-fenyl)propylmocoviny, (CPU), jednoho z derivatl mocCoviny se

v komplexu enzym - ihibitor vyskytuje vodikova vazba mezi hydroxylovou skupinou
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tyrosinu a atomem dusiku mocoviny, ktera je v cis-isomerii. Cyklohexylova skupina
inhibitoru se vaze hluboko v hydrofobni kapse a fenyl-propylovy vazebny partner
pochézejici od CPU se natahuje smérem k usti dutiny aktivniho centra a také se
ucastni mnoha Van der Waalsovych interakci s alifatickymi a aromatickymi zbytky
aktivniho centra. Tyto vazebné interakce vysvétluji strukturalni preference pro mnoho
substituovanych inhibitori. mocoviny, které vykazuji komplementaritu v oblasti
velikosti a tvaru vii€i hydrofobni kapse enzymu (33).

Krystalogarfickymi metodami byly wureny komplexy dvojice inhibitor
alkylmocoviny s mysi rozpustnou EH. Alkylové substituenty inhibitoru vytvari
extensivni hydrofobni vazby v aktivnim centru enzymu a kazdy atom kysliku
karbonylové skupiny mocoviny vytvaii vodikovou vazbu s hydroxylovou skupinou
tyrosinu, charakter navazani inhibitoru je podobny vzniku intermedidtu béhem
katalyzovaného otevirani kruhu epoxidi (64).

Velmi vyznamny inhibitor vzpadajici do skupiny substituované mocoviny je 1-
cyklohexyl-3-dodecylmocovina (CDU), kterda v koneéném disledku inhibuje
bunécnou proliferaci hladkého cévniho epitelu, pocatek vzniku aterosklerozy, a to tak
ze neptimo snizuje hodnotu hladiny cyklinu D1, ktery proliferaci ovlivituje (65).
Ireversibilni inhibice rozpustné EH chalkonoxidem je zapfi¢inéna vznikem
kovalentnich vazeb mezi inhibitorem a aktivnim mistem enzymu a pomalé enzymové
reaktivaci transformujici inhibitor na inaktivni produkt. Navic, rychlé vycerpani
inhibitoru pfitomného ve stechiometrickém mnozstvi vzhledem k enzymu naznacuje,
ze se inhibitor vaze velmi pevné (66).

Vliv inhibice na rozpustnou formu EH byl pozorovdn u pacienti trpicich
epileptickymi zachvaty dostavajicich karbamazepin. Kyselina valproova, které je
podavana s nékterymi antiepileptickymi 1éCivy prokazatelnéji snizuje odstranéni
volnych epoxidi vznikajicich metabolismem téchto 1éCiv, coz je in vivo ukazatel
epoxidhydrolasové aktivity (67).

Inhibice miize také nastat vlivem iontii kovii, napt. Cd*", Cu®* vykazuji silny inhibiéni
Geinek, ale AI*", Ba®', Ca?', Co*’, Fe*', Fe*", Mg2+ a Mn*" jsou pouze slabymi
inhibitory, zatimco Sestice aniond Br’, CI', NOs’, ClO4, S04* a CH;COO nenavozuji
zadny inhibi¢ni efekt (68).

Nedavno byl prokdzan inhibiéni ucinek vici rozpustné formé EH u sloucenin

vzniklych na zakladé mocoviny a esteru kyseliny salicylové. Tyto inhibitory vykazuji
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vysokou metabolickou a chemickou stabilitu (69).

Podobné vlastnosti by mé¢l vykazovat i inhibitor uméle sestaveny na zékladé dvou
znamych G¢innych inhibitorii a sice derivati mocoviny a derivatli nikotinamidu. Pred
dvéma lety byla zahdjena 1. faze klinického testovani na vzorku jedincd trpicich

hypertenzi (70).

1.10. Environmentalni genomika

Klonovani genli pochazejicich z mikroorganismi z environmentalniho prostiedi je
prekvapivé relativné pomérné stard idea. Strategie klonovani sah4 do poloviny 80. let
minulého stoleti, kdy byla pouzita pro ziskani genu 16S rRNA z matrice
environmentalnich vzorki. Tedy jest¢ do doby pied pfichodem PCR (71).

Technologie PCR s primery umoziujicimi amplifikovat takika kompletni geny 16S
rRNA pak vedla od poloviny 90.let k expanzi molekularn¢ genetické klasifikace
mikroorganismd.

Zéajem o ,,neviditelnou vétSinu“ mikroorganismi je dan také praktickymi divody a
poznatky o fyziologii a genetice nekultivovatelnych mikroorganismti maji vyznamny

potencial uplatnéni v oblasti mediciny, ekologie e biotechnologii (72).
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obsazené v environmentalnim vzorku (72).



Mezi metodami navrzenymi ke studiu fyziologie a genetiky nekultivovatelnych
mikroorganismii si  ziskal vedouci pozici novy technologicky pfistup,
tzv.metagenomika, zahrnujici izolaci celkové DNA dané populace, jejich fragmentaci,
molekulové klonovéani fragmenti DNA (72), jak je znazornéno na obr. 5 (str. 22).
Velikost vkladanych fragmentti se pohybuje do 150 tisic part bazi (73), stanoveni a
interpretaci jejich nukleotidové sekvence poskytujici informace o genetickém
potencidlu i diverzité¢ populace i funkéni analyze genili vedouci k cilené identifikaci
aktivit jejich produktd (72). Mikrobidlni komunity se sestavaji ze smési archebakterii,
bakterii a eukaryot srozdilnymi charakteristikami bunéénych stén, jez vyrazné
ovlivituji jejich nachylnost k lyzy, ktera ptfedstavuje prvni krok izolace DNA (72).
Knihovny velkych fragmenti metagenomil jsou vytvafeny s pouZzitim kosmidia (74),
umélych bakteridlnich chromosomi (75) nebo fosmidid (76). Knihovny kratkych
fragmentli jsou spiSe neZ pro funkéni analyzu vhodné jako zdroj informaci o sekvenci

DNA metagenomu (77).

1.11. Stabilizace molekul enzymu cestou imobilizace

Od druhé poloviny 20. stoleti bylo vynaloZeno na vyvinuti nerozpustnych
imobilizovanych enzymi vyuzitelnych v mnoha odvétvich mnoho usili (78). Coz bylo
(79). A to z toho ditvodu, Ze enzymy obecné disponuji nékolika vyhodami v porovnani
s konven¢nimi katalyzatory. Jsou schopny katalyzovat velmi selektivné a specificky a
to za velmi mirnych reakénim podminek. Z toho divodu se enzymy zdaji byt "téméef
idealni" pro reakce, v nichz komplexy chirdlnich a labilnich sloucenin, jako napft. pii
modifikace latek uréenych pro farmaceuticky primysl (80).

Pouzivani imobilizovanych enzymt s sebou piinasi jesté nékolik dalSich vyhod, a sice
moznost jeho opétovného pouziti, s ¢imz pfimo souvisi i ekonomické naklady na
pouzivani imobilizovanych enzym (78).

Jedna z vlastnosti, kterd je obecné povazovana za tu, jiZ je tfeba imobilizaci
vylepsit, je stabilita, zejména pak teplotni stabilita (81). Stabilizovat enzym
imobilizaci je mozno nékolika zakladnimi zpisoby.

Za prvé se jedna o stabilizaci enzymu imobilizaci na porézni nosice, kdy
imobilizace enzymu uvnitt poréznich struktur takovéhoto nosice umoznuje molekuly

enzymu rozptylit tak, aby se eliminovala moznost interakce enzymu s vnéjSim okolim,
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¢imz se enzym stabilizuje proti interakcim s jinymi molekulami enzymového extraktu,
proteasami, které mohou byt také imobilizovany. Molekuly enzymu jsou taktéz
chranény pied vzduchovymi bublinkami vzniklymi za silného michani pfi ptipadném
dodévani pomocného plynu (82).

Druhd hojné rozsitena technika je vicebodovéa kovalentni imobilizace. Vicebodové
kovalentni navazédni molekul enzymu na prvotné¢ aktivovany nosi¢ pies kratka
vybrat takovy nosi¢, reaktivni skupiny a imobiliza¢ni podminky, aby bylo mozné
docilit maximalniho mnozstvi funk¢nich skupin enzymu ucastnicich se imobilizace. V
priabéhu tvorby kovalentnich vazeb musi byt zachovédna relativni vzdalenost mezi
vSemi zbytky ucastnicimi se tvorby téchto vazeb, navzdory konformac¢nim zméndm
vyvolanych deformac¢nimi ¢inidly. V dusledku konformacnich zmén se ocekava
casteCny pokles enzymové aktivity, ale vyrazny vzestup stability enzymu (82).

Mezi imobiliza¢nimi protokoly popsanymi v literatufe jsou nckteré, které mohou
spliiovat vétSinu téchto pozadavkl. Nosice jako agarosové kulicky, zeolity, porézni
sklo, nosic¢e obsahujici epoxidové skupiny jako Sepabeads EC-EP (obr. 6, str. 25) ¢i
Eupergit, nabizeji velkou plochu pro rekace enzym-nosic (82).

Ackoliv immobilizace na pevné nosice byla vyvijena od 50.let minulého stoleti, stale
neexistuji obecna pravidla pro vybér nosi¢e nejpeSiho pro dané pouziti.Komeréni
vyrobky Eupergit C a Eupergit C250L patfi mezi nejintenzivngji studované matrice
pro enzymovou imobilizaci (83).

Tteti technika je stabilizace enzymt vicepodjednotkovou imobilizaci. Jeden specificky
problém pfi navrhovéani biokatalyzatoru je, Ze se mize jednat o multimerni enzym.
Inaktivace téchto enzymi zacind v mnoha piipadech disociaci enzymu na samotné
podjednotky (84). Paklize to neni dtlezité pro stabilitu enzymu, rozdéleni enzymu na
podjednotky zpravidla kontaminuje finalni produkt (82).

Védecka skupina vedend J. Guisanem navrhla dvoukrokovy vazebny mechanismus
pro prubéh imobilizace na tento druh nosici (85). Predpoklada se, ze v 1. kroku
dochazi k fyzikalni adsorpci enzymu na nosi¢ diky hydrofobnim interakcim, v
dasledku ¢ehoz se NH, a thiolové skupiny ptfitomné na povrchu enzymu ocitnou v
tésné blizkosti oxiranovych skupin nosice. V druhém kroku dochézi k interakcim mezi

témito skupinami tak, ze dochazi k nukleofilnimu ataku na oxiranové skupiny.
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Timto zpisobem vznikaji velmi stabilni C-N a C-S vazby (83). Vysoka hustota
oxiranovych skupin na povrchu nosice predpoklada "vicebodové navazani" (83).

Ma se za to, ze takovéto vicebodové upevnéni enzymu na strukturu nosi¢e vede k
nartstu konformacni stability a tudiz se tak zvySuje teplotni stabilita enzymu (86).
Dalsi vyhody kovalentniho navazani na Eupergit je odolnost proti aldehydim (87), a
zvySeni stability va¢i denaturaCnim poldrnim organickym rozpoustédlim (83).
Eupergit je popularni zpisob metody pro ptipravu velkého mnozstvi biokatalyzatoru
pro primyslové vyuziti (biotransformace) (88). Vzhledem k jeho kompatibilité s
Sirokou $kalou enzymu je také pouzivam k imobilizacim i na akademickych ptadach

(83).
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Obr. 6.: Imobilizace na nosi¢ Sepabeads EC-EP navazanim na epoxidové

skupiny nosice ptes volné NH, skupiny enyzmu (89).
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2. Material
2.1. Chemikalie

NaClL oo e, Lach-Ner, CR

NASOs oo Lachema, N.P. Brno, Ceskoslovensko
Epoxycyklooktan...................o.ooeenil. POCH SA, Polsko
Ethylacetat............c..cooiii POCH SA, Polsko
pentan-1-ol.............ooi POCH SA, Polsko

StyrenoXid...... ovvvriiiiiiiiiiiieeen Sigma Aldrich Chemie GmbH, Svycarsko
terc-butylglycidylether......................... Sigma Aldrich Chemie GmbH, Svycarsko
para-nitrostyrenoXid. .............c.ocoeiiinenn. Sigma Aldrich Chemie GmbH, Svycarsko
para-chlorostyrenoxid....................... ... Sigma Aldrich Chemie GmbH, Svycarsko
o-methystyrenoxid................ooeeiiini .Sigma Aldrich Chemie GmbH, Svycarsko
Ampicilin..........ooooviiii Léciva, a.s.

Kvasni¢ny autolyzat............................. Bionis MF, Biorigin

Trypton....ooeie i Imuna Pharm, a.s.

BCA kit pro stanoveni konc. bilkovin.........Pierce Chemical Company, USA

Polyethylenglykol....................cooii. Serva Feinbiochemica, Némecko
Citronan sodny..........ccoovviiiiiiiniaiannnn Lachema, N.P. Brno, Ceskoslovensko
FosforeCnan sodny...............ooviiieinnn... Merck, Némecko
2-merkaptoethanol........................o Fluka, BioChemica

EDTA. oo, Lachema, N.P. Brno, Ceskoslovensko
KHoPOus. oo Merck, Némecko

NasHPOs. oo Merck, Némecko

HCL... Lachema, N.P. Brno, Ceskoslovensko
NaOH. ... Lachema, N.P. Brno, Ceskoslovensko
MESO4. . Lachema, N.P. Brno, Ceskoslovensko
(NHg)2SO4. e Sigma Aldrich Chemie GmbH, Svycarsko
CaClouniii e MERCI s.r.0., CR
Fea(SO4)3.cnniiiiiiii i Lach-Ner, CR

GlyCin. .. Lachema, N.P. Brno, Ceskoslovensko
Methanol............oooiiiiiiii Lach-Ner, CR
Ethanol..................i i, Lach-Ner, CR
Glycerol......coovviiiiiiii Lach-Ner, CR
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CH3COOH. ..., Lach-Ner, CR

Boritan sodny...........coooiiiiiiiiiiii Sigma Aldrich Chemie GmbH, Svycarsko
Iminodioctocd kyselina.......................... Fluka Analytical
Glycerdialdehyd....................oooi, Carl Roth GmbH CO, Némecko

NaHCO3 o, Lach-Ner, CR

Peroxodisiran amonny.......................... Sigma Aldrich Chemie GmbH, Svycarsko
TEMED.. ..o Sigma Aldrich Chemie GmbH, Svycarsko
SD S, Sigma Aldrich Chemie GmbH, Svycarsko
Bromfenolovdmodf...............ooovviiinnn. Merck, Némecko

Coomasie brilliant Blue R-250............... Sigma Aldrich Chemie GmbH, Svycarsko
Kyselina citronova..................ocooeeenn. Lachema, N.P. Brno, Ceskoslovensko

Veskeré pouzité chemikalie byly Cistoty p.a.

2.2. PouZzité pristroje

PredvaZKy......coovviiiiiii AND, Japonsko
Centrifuga........coovvviiiiiiiiiiiiiien. Eppendorf, Némecko
Hettich Zentrifugen, Némecko
Plynovy chromatograf......................... Hewlett Packard, Velka Britanie
Automatické pipety...........cooeeiiiiiiin. Eppendorf, Némecko
Mikrozkumavky.............oooeiiiiiiiiin. Eppendorf, Némecko
Laboratorni varné sklo ..................o..... Simax, Ceskoslovensko
AYZ0) 4 1 S IKA-WERKE GmbH, Némecko
Bioreaktor......ccovvvviiiiiiiii Biostat MD, B. Braun Biotech
International, Némecko
Analytické vahy..................ol Mettler Instrumente AG, Svycarsko
Umélohmotné zkumavky 10 ml............... Eppendorf, Némecko
Ultrazvuk. ... Microson, Misonix USA
Achiralni kolona........................ooe Agilent JW, USA
Chiralni kolona................cooeeeiiiiinnnn. Agilent JW, USA
Chiralni kolona...................ooeiiiennnl. Machery-Nagel, USA
Nosice Eupergit Ca C250L.................... Fluka Chemie AG, Némecko
Nosi¢ Sepabeads EC-EP...................... .Resindion Sr.L., Italie
DIAIONDH 25L.....coviiiiiiiiiiean .Mitsubishi Chemical Corp., Japonsko
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Aparatura pro SDS-PAGE...................... Bio-Rad Laboratories, USA

Spektrofotometr................oooiii, Shimatsu, Japonsko
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3. Metody

3.1. Mikroorganismy

Kmen Genotyp

E.coli TOP10 F'mcrA Mmrr-hsdRMS-mcrBC) $80lacZAM 15 deoR recAl
araD139M(ara-leu)7697 galU galK rpsL(Str") endA1 nupG
(90)

E.coli RE3 (CCM 4228), prototrofni PGA-produk¢ni kmen odvozeny od

prumyslového kmene Escherichia coli RE2 (CCM3759)
odstranénim plazmidu pRK2 (91)

3.2. Kultiva¢ni média a roztoky

Fosfatovy pufr

4mM 2-merkaptoethanol

ImM EDTA

40mM KH2PO4

pH upraveno na hodnotu 7,5 1M HCl

Fosfatovy pufr pro promyti biomasy po kultivacich
100 mM KH2PO4

1 mM EDTA

2 mM 2-merkaptoethanol

154 mM NacCl

pH upraveno na hodnotu 7,5 1M HCI

Doplnéno deionizovanou vodou do celkového objemu 1000 ml

Zasobni roztok TRIS pufru
ImM EDTA
IM TRIS

Doplnéno deionizovanou vodou do celkového objemu 1000 ml
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pH upraveno na hodnotu 8,5 1M HCI.

Dialyzaéni pufr:

ImM EDTA

100 mM TRIS

Doplnéno deionizovanou vodou do celkového objemu 1000 ml

pH upraveno na hodnotu 7,5 1M HCI.

Médium I: SloZeni a pFriprava

10g sacharosy

13,6g KH,PO4

4g (NH4)2SO4

3g NaOH

2g MgSOq4

0,05g CaCl,

0,01g Fea(SO4)3

40 g kvasni¢ného autolyzatu

Doplnéno deionizovanou vodou do celkového objemu 1000ml

Sterilizace probihala v autoklavu pfi teploté 120°C po dobu 30 minut, pficemz
sacharosa, MgSO,, CaCl,, Fe,(SO4); byly sterilizovany separatné a do média byly
ptidany az po sterilizaci. Poté pokud bylo tfeba upravovat pH, byl pouzit 0,5M roztok
KOH nebo 1M HCI.

Médium II: SloZeni a priprava

10g sacharosy

13,6g KH,PO4

4g (NH4)2S04

3g NaOH

2g MgSOq4

0,05¢g CaCl,

0,01g Fex(SO4)3

Doplnéno deionizovanou vodou do celkového objemu 1000ml

Ptiprava probihala totoZnym postupem jako v pfipadé¢ Média I.
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Glycerinova suspenze

TRIS pufr o upraveném pH=7,5 a 100% glycerol v poméru 1:1

10% roztok SDS
3g SDS

Doplnéno deionizovanou vodou do celkového objemu 30 ml

Délici gel pro SDS-PAGE

1,25 ml 1,5 M Tris pufru (pH 8,8)

1,65 ml 30% smési akrylamidu

2,0 ml deionizované vody

50 pl 10% vodného roztoku persiranu amonného
2 ul TEMED

50 pl 10% SDS

Zaostiovaci gel pro SDS-PAGE

0,125 ml 1M Tris pufru u né¢hoz bylo upraveno pH na hodnotu 6,8
0,17 ml 30% smési akrylamidu

0,675 ml deionizované vody

10 ul 10% vodného roztoku persiranu amonného

2 ul TEMED

10 pl 10% SDS

30% smés akrylamidu
29.9g akrylamidu
0,8g bisakrylamidu

Doplnéno deionizovanou vodou do celkového objemu 70 ml

1,5M Tris pufr pro délici gel

18,2g Tris

Doplnéno deionizovanou vodou do celkového objemu 80 ml
pH upraveno na hodnotu 8,8 1M HCI.

Doplnéno deionizovanou vodou do celkového objemu 100 ml
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0,5M Tris pufr pro zaostrovaci gel

6,1g Tris

Doplnéno deionizovanou vodou do celkového objemu 80 ml
pH upraveno na hodnotu 6,8 1M HCI.

Doplnéno deionizovanou vodou do celkového objemu 100 ml

Pufr pro SDS-PAGE

3g TRIS

l4g glycinu

10ml 10% vodného roztoku SDS

Doplnéno deionizovanou vodou do celkového objemu 1000 ml

Vzorkovy pufr

4ml deionizované vody

Iml 0,5M TRIS-HCI pufru u néhoz bylo upraveno pH na hodnotu 6,8
0,8ml 100% glycerolu

1,6ml 10% vodného roztoku SDS

0,4ml 100% 2-merkaptoethanolu

0,2ml 0,5% vodného roztoku bromfenolové modie

Barvici roztok

0,25g Coomassie Briliant Blue R-250
45ml methanolu

10ml CH;COOH

Doplnéno deionizovanou vodou do celkového objemu 100 ml

SuSici roztok
25ml methanolu
2ml 100% glycerolu

Doplnéno deionizovanou vodou do celkového objemu 100 ml
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Odbarvovaci lazen
25ml methanolu
10ml CH;COOH

Doplnéno deionizovanou vodou do celkového objemu 100ml

Jako substraty enzymové rekace byly pouzity: terc-butylglycidylether, para-
nitrostyrenoxid, para-chlorostyrenoxid a a-methylstyrenoxid.
Zasobni roztoky byly pfipravovany tak, aby molarni koncentrace substratu Cinila

2,75 mM a aby roztok obsahoval 5 % (obj.) ethanolu.

LB médium

15g tryptonu

7,5g NaCl

7,5g kvasni¢ného autolyzatu

Doplnéno deionizovanou vodou do celkového objemu 1,5 litru.

pH = 7 (upraveno pted sterilizaci)

Piiprava LB média
Pokud bylo tieba upravovat pH, byl pouzit 0,5M roztok KOH nebo 1M HCI. Médium

bylo po ptipravée sterilizovano v autoklavu pfi teploté 120°C po dobu 30 minut.

Zasobni roztok PEGu
50g PEGu 3000/6000/1000 bylo doplnéno deionizovanou vodou do celkové hmotnosti
100 g.

Zasobni roztoky citronanu sodného
35g citronanu sodného bylo doplnéno deionizovanou vodou do celkové hmotnosti 100

g. pH upraveno na hodnotu 6,3, 7,7a 8,5 0,5M KOH nebo 1M HCL
Zasobni roztok NaH,PO,

30g NaH,PO4 bylo doplnéno deionizovanou vodou do celkové hmotnosti 100 g.

pH upraveno na hodnotu 6, 7,2 a 8,5 0,5M KOH nebo 1M HCI.
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3.3. Plynova chromatografie

M¢éfeni byla provadéna na ptistroji HP 5890A. V tab. 1 a 2 jsou uvedeny kolony,

pouzité teplotni programy (tab. 1) a pouzité interni standardy a retencni ¢asy standardii

a detekovanych epoxidu a dioli (tab. 2).

Tab. 1. Pouzité kolony a podminky méfeni pro jednotliva stanoveni

Enzym +substrat

Teplotni reZim exprimentu

Pouzita kolona

1. KAUS8,KAU2 +substrat 1 | 50°C (50min.), poté do 100°C (5°C/min.) | Cyclosil B

2. KAUS8,KAU2 + substrat 2 | 90°C BetaDex 225
125°C (10min.), poté do 180°C (5°C/min.) | Cyclosil B

3. KAUS8,KAU2 + substrat 3 | 80°C (Omin.), poté do 170°C (3°C/2min.) | Cyclosil B

4. KAUS + substrat 4 115°C (10min.) Cyclosil B

125°C (17min.)

CP Chirasil Dex-CB

5.

KAU2 +substrat 5

poté 220°C (12 min)

130°C (2min), poté do 220°C (5°C/min),

Cyclosil B

Poznamky: substrat 1 = terc-butylglycidylether, substrat 2 = a.-methylstyrenoxid

substrat 3 = styrenoxid, substrat 4 = para-chlorostyrenoxid

substrat 5 = para-nitrostyrenoxid

Tab. 2. Interni standardy a retencni ¢asy standardt (IS), epoxidii (Re, Se) a diold (Rd, Sd)

Interni standard

Retencni ¢asy (min.)

1. Pentan-1-ol IS=10,5,Re=14,4, Se=14,6

2. Pentan-1-ol IS=2,37,Re=10,Se=9,7
Rd=19,3, Sd=19,1

3. Pentan-1-ol IS=237,Re=10, Se=9,7
Rd=19,3, Sd=19,1

4. Epoxycyklooktan IS=5,19, Re=7,9,Se=8,5
Rd =13,95, Sd = 15,99

5. Epoxycyklooktan IS=4,8, Re=14,46 , Se = 14,61

IS=4,8 Rd=29,1,Sd=28,7
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3.4. Priprava hrubého extraktu EH

Rozbiti bunék ultrazvukem

Kyveta se vzorkem biomasy byla umisténa do ledové lazné.

Sonikace byla provadéna opakovan¢ desetkrat a probihala vzdy po dobu 30 vtefin
s dvouminutovymi intervaly.

Teplota vzorku se mezi jednotlivymi sonifikacemi byla udrZzovéana pfiblizn€ na 20°C.
Po rozbiti byly oddéleny zbytky bun¢k centrifugaci (centrifuga Eppendorf 5403, rotor
16F6-38, 15 min., 11000 ot./min., T=8°C ). Supernatant byl nasledné pouzit pro

izolaci EH.

Frak¢ni srazeni hrubého extraktu enzymu roztokem siranu amonného
Na srazeni EH z 1 ml roztoku siranem amonnym je tieba 4 ml nasycen¢ho roztoku

siranu amonného.

Kadinka s roztokem bilkovin a s magnetickym michadlem byla umisténa na michacku.
Intenzita michani byla nastavena tak, aby nedochazelo k pénéni michaného roztoku.
Roztok siranu amonného byl pfiddvan pipetou po malych objemech. Srazeny roztok
byl michén dalSich 15 minut. Po dobu srdZeni byla kadinka chlazena ledovou tfisti.
Hruby proteinovy extrakt ziskany rozbitim bun¢k ultrazvukem byl sraZen nasycenym
roztokem siranu amonného nejprve do 40% nasyceni supernatantu. Poté byl hruby
proteinovy extrakt centrifugovan (centrifuga Eppendorf 5403, rotor 16F6-38, 10000
ot./min., 5 min., T = 8°C) a supernatant pouZit pro sraZeni timze roztokem az do 75%
nasyceni. Po nésledném zcentrifugovani byl takto pfipraveny precipitat uchovavan pii

+4°C.

3.5. Stanoveni aktivity, enantioselektivity a regioselektivity rozpustné a

imobilizované formy EH

Stanoveni aktivity EH

Aktivita enzymu byla stanovovadna analyzou vzorku reakéni smési na plynovém
chromatografu a vypoctem z namétené hodnoty vzniklého ptislusného diolu.

Pfi znalosti po¢ate¢ni koncentrace substratu a doby potiebné k prob&éhnuti reakce lze
vypocitat aktivitu enzymu. 50 ul supernatantu sonikovanych bunék bylo ptidano k 900

pl 40 mM fosfatového pufr o pH 7,5. Nasledné bylo do smési pfidano 50 pl substratu.
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Finalni koncentrace substratu v reakéni smési obsahujici 5% (obj.) ethanolu byla 2,75
mM. Reakce probihala pii teploté 28°C po dobu 45 minut za konstantniho tfepani 200
ot./min. Po ukonceni reakce byly odebirdny vzorky pro stanoveni aktivity na

plynovém chromatografu.

Reakce pro stanoveni enantioselektivity a regioselektivity precipitovaného a
imobilizovaného enzymu

Enzymova reakce probihala za nasledujicich podminek: K 8,1 ml 40mM fosfatového
pufru o pH 7,5 bylo pfidano 450 pl substratu a 0,5 g enzymu ve formé siranového
precipitatu, resp. 0,4 g, popf. 0,1g imobilizovaného enzymu (v piipadé cis-1-
fenylpropenoxidu 0,4g, v ptipad€ trans-1-fenylpropenoxidu a styrenoxidu O0,1g).
Reakce probihala za konstantni teploty 28°C a konstantniho tfepani po dobu 180 min.
Finalni koncentrace substratu v reakéni smési Cinila 2,75 mM a reak¢ni sm¢s

obsahovala 5% (obj.) ethanolu.

Piiprava vorku pro GC analyzu

V casovych intervalech byly z reakéni smési odebirany 450 pl vzorky a pfidavany do
mikrozkumavek s 0,1g NaCl. Ke 450 pl odebraného vzorku bylo ptidano 450 pl smési
ethylacetatu s pentan-1-olem v poméru 1:1 a dale byla smés kratce promichana. Po
odstfedéni byla horni organickd faze odebrana, smichdna s Na,SO, a kratce
protfepana. Ze vzorku bylo odebrano 450 pl, které byly pipetou pieneseny do
sklenéného insertu. Takto ptipraveny vzorek byl pfipraven pro analyzu na plynovém

chromatografu.

3.6. Stanoveni koncentrace bilkovin

Koncentrace proteinu byla stanovena chromogenni reakci pomoci kitu BCA.
Stanoveni kombinuje Biuretovu reakci a vysoce citlivou a selektivni kolorimetrickou
detekci Cu™ pomoci ¢inidla obsahujiciho bicinchonynovou kyselinu.

Slepy vzorek: 80 ul destilované H,O + 1,6 ml ¢inidla

Vzorek: 80 ul vzorku (v ptipad¢ nefedénych vzorkl) + 1,6 ml ¢inidla. Po protfepani
byl vzorek ponechan 30 minut pii teplot¢ 37°C a na spektrofotometru byla zmétena

absorbance pfi vinové délce A = 562 nm.
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3.7. Vypocet Agpec. enzymu

Agpec. €nzymu byla stanovena dle nasledujiciho vztahu:

A = ——(—(—jlr—q—:(—j?:}ﬂ—fj—————— [Uimg prateinyg
c (rov.3)
, kde Cro je koncentrace substratu (umol/ml) v ¢ase t =0
Crx je koncentrace substratu (umol/ml) v ¢ase t =X,
t (min.) je ¢as uplynuly od pocatku reakce do métfeni Crx
a C je koncentrace enzymu v mg/ml

Jednotka specifické aktivity ( U ) je definovana jako mnozstvi enzymu, které premeni

1 umol substratu za 1 minutu

3.8. Vypocet parametri charakterizujicich enantioselektivitu a regioselektivitu
EH

Vypocet enantioselektivity
Integraci rov. 2 (str. 17), uvedené v oddile 1.4. se pro vypocet enantioselektivity ziska

vztah:

In (4/4) _ Va/Ki
In{(B/By) Va/Ky

(rov. 4)
, kde Ay resp. By ptedstavuji koncentraci rychleji, resp. pomaleji reagujiciho
enantiomeru (umol/ml) v ¢ase zahajeni reakce t=0
A resp. B pfedstavuji koncentrace rychleji, resp. pomaleji reagujiciho
enantiomeru (pumol/ml) v ¢ase t (doba od zahéjeni reakce)
V4 a Vp predstavuji maximalni rychlosti reakci jednotlivych enantiomert

Ka a Kp predstavuji Michaelisovy konstanty reakci jednotlivych enantiomeri
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Vypocet ar a as metodou linearni regrese
Regioselektivita hydrolyzy je definovana regioselektivnimi koeficienty, které jsou

vypocitavany z nésledujici rovnice:

ee, = as- art+ (1- as- ar) * ees * (1-¢) * ¢! (rov. 5)
kde eep............algebraicka hodnota enantiomerniho nadbytku vzniklého produktu
(diolu)
€Csenrrnrnnn algebraicka hodnota enantiomerniho nadbytku substratu (epoxidu)
Coverrreennenns stupen konverze
0Sa OR....... regioselektivni koeficienty

Rov. 5. Ize zjednodusené prepsat do nasledujiciho tvaru

Y =m*W +q (rov. 6)

Y =ee,

W=ee;*(1-c)/c

Vynesenim Y proti W byl ziskéan ¢len q (posun na ose y). Ze ziskanych hodnot pro ¢len
g a m (smérnice piimky linearni regrese) bylo mozno vypocitat regioselektivni

koeficient ar dle nasledujici vztahu:

or = (1-m-q) /2 (rov. 7)

3.9. Stanoveni teplotni stability EH

0,175g enzymového precipitatu bylo rozpusténo v 1,25 ml fosfatového pufru. Smés
byla nasledn¢ rozdélena do 5 mikrozkumavek po 250 pl. Po 30 minutach kultivace pii
vybrané teploté v rozmezi od 25°C do 50°C bylo z inkubovanych vzork odebrano
200 pl enzymové suspenze, kterd byla smichana se 750 pl 40 mM fosfatového pufru o
pH 7,5 a 50 ul substratu. Reakce probihala pti 28°C po dobu 45 minut a konstantnim
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ttepani na tfepacce (200 ot./min.) Po probéhnuti reakce byly odebrany vzorky pro

stanoveni aktivity na plynovém chromatografu dle 3.5.

3.10. Stanoveni teplotniho optima EH

Do mikrozkumavek bylo k 900 ul fosfatového pufru o pH 7,5 pfidano 50 pl substratu
a 50 pl supernatantu desintegrovanych bunék. Takto pfipravené reakéni smési byly
inkubovéany 45 minut pfi riznych teplotich na vodni 14zni. Po prob&éhnuti enzymové
reakce byly z jednotlivych mikrozkumavek odebrany vzorky pro stanoveni aktivity na

plynovém chromatografu dle 3.5.

3.11.Stanoveni pH stability EH

Pro urceni pH stability enzymu byl pfipraven univerzalni pufr, skladajici se z kyseliny
citronové a Na,HPO, | u néhoz byla ménéna pouze hodnota pH a to v rozmezi 3-8. Pro
uréeni pH stability enzymu pii hodnoté¢ pH 9 byl pouzit 0,IM TRIS pufr. Do
jednotlivych mikrozkumavek bylo k 700 pl pufru o daném pH ptidano jesté 300 ul
hrubého enzymového extraktu. Takto pfipravené roztoky byly po dobu 30 minut
inkubovany pifi 28°C na tfepacce (100 ot./min). Nasledn¢ bylo odebrano
z jednotlivych mikrozkumavek 50 pl, které¢ byly pridany do reakéni smési slozené
z900 ul 40 mM fosfatového pufru o pH 7,5 a 50 pl substratu. Po prob&hnuti
enzymové reakce, ktera probihala pii 28°C po dobu 45 minut a konstantnim tfepani na
tiepacce pii 200 ot./min., byly odebrany vzorky pro stanoveni aktivity na plynovém

chromatografu dle 3.5.

3.12. Stanoveni pH optima

Pro stanoveni pH optima byly pouzity pufry o totozném sloZeni i hodnot pH jako
v ptipadé stanoveni pH stability.

Do jednotlivych zkumavek k 900 ul daného pufru ptidéno jeste¢ 50 pul hrubého
enzymového extraktu a 50 pl substratu. Takto pfipravené reakéni smési byly tfepany
na tfepacce pii 200 ot./min. pii 28°C po dobu 45 minut. Po probéhnuti enzymové
reakce byly z jednotlivych mikrozkumavek odebrany vzorky pro stanoveni aktivity na

plynovém chromatografu dle 3.5.
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3.13. Dlouhodoba stabilita hrubého enzymového extraktu EH

Hruby enzymovy extrakt byl po dobu 10 dnd uchovavéan v polystyrénovém boxu
naplnéném ledovou tfisti a to v mistnosti temperované na +6°C. V prib¢hu 10 dnt
byly pribézné odebirany 50 ul alikvotni vzorky. Alikvot byl vzdy ptidan do reakéni
smesi, tedy k900 pul 40 mM fosfatového pufru o pH 7,5 a 50 pl substratu. Po
probéhnuti enzymové reakce, kterd trvala 45 minut a probihala pfi 28°C a za
konstantniho tfepani na tfepacce (200 ot./min.), byl z reakéni smési odebran vzorek

pro stanoveni aktivity dle 3.5.

3.14. Kultivace v michaném bioreaktoru

Inokulum: Banky s pfisluSnym médiem o objemu 100 ml byly zaockovany kulturou
E. coli TOP10(pSEKau2), TOP10(pSEKau8), resp. E.coli RE3(pSEKau2) ve formé
glycerinové suspenze a takto zaoCkované médium bylo tiepano pii 31°C po dobu 12
hodin a 190 ot./min. Kultivace probihaly v 10 litrovém michaném bioreaktoru v médiu
o objemu 8l. Byly pouzity tfi typy rastového média: Luria-Bertani (LB) médium pro
kmen TOP 10, a pro kmen RE3 média oznacend jako médium I a II.

Béhem kultivaci byly kazdou hodinu odebirany vzorky kultury pro méteni optické

density, suché hmotnosti biomasy a Agpec.

Analyzy a zpracovani vzorku:

Po 24 hodindch kultivace byla celkovad biomasa oddélena centrifugaci a nasledné
rozsuspendovana ve fosfaitovém pufru o pH 7,5. Suspenze biomasy byla opét
zcentrifugovana a promyta biomasa byla vlozena do polyethylenovych sacka a

uchovavana pii -70°C.

Podminky jednorazové kultivaci v michaném bioreaktoru:

Bioreaktor s 8 1 pfislusného sterilniho média byl inokulovan 100 ml narostlé kultury
na LB médiu a kultivace probihaly za nasledujicich podminek. Pro kultivaci kmene
TOP10(pSEKau2) a TOP10(pSEKau8) bylo pozito LB médium o objemu 8l, pH
média pred zapocetim kultivace mélo hodnotu 7,2 a v pribéhu kultivace nebylo
jakkoliv regulovano. Pocatecni teplota byla nastavena na 31°C a po 13. hodiné
kultivace byla sniZzena na 25°C. Koncentrace rozpusténého O, v médiu (pO,) byla

udrzovéana na 20% hodnoty saturace média kyslikem.
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Rychlost michani se pohybovala v rozmezi 300-840 ot./min. Kultivace probihala po
dobu 24 hodin s tim, Ze v 13. hodiné byl pfidan induktor IPTG a také 30 ml 45%
vodného roztoku glukosy. Pfed zahajenim samotné kultivace byl do média piidan
ampicilin (100 pg/ml) a €inidlo proti pénéni. Pro kultivaci kmene RE3(pSEKau2) byla
pouzita Médium I a Médium II taktéZ o objemu 81. Hodnota pH médii pied zapocetim
kultivace mélo hodnotu 6,5 a na této hodnoté bylo udrzovano v pribéhu celé
kultiva¢ni doby pomoci NH4OH. Pocate¢ni teplota byla nastavena na 28°C a po 12.
hodin¢ kultivace byla snizena na 25°C. Koncentrace rozpusténého O, v médiu (pO;)
byla udrzovana na 20% hodnoty saturace média kyslikem. Rychlost michani se
pohybovala v rozmezi 300-840 ot./min. shodn¢ jako v pfipadé kmene TOPIO.
Kultivace probihala po dobu 24 hodin s tim, Ze v 12. hodiné byl pfidan induktor IPTG.
Pted zahajenim samotné kultivace byl do média piidan ampicilin (100pg/ml) a ¢inidlo

proti pénéni.

Indukce syntézy EH:
Pti kultivacich kmeni TOP10(pSEKau2), TOP10(pSEKau8), RE3(pSEKau2) byl do

bioreaktoru jednordzové pfidan induktor IPTG (findlni koncentrace 0,45mM)

v pribehu exponencidlni ristové faze.

Podminky pritokované kultivaci v michaném bioreaktoru:

Bioreaktor s 8 1 sterilniho Média II byl inokulovan 100 ml narostlé kultury na LB
médiu a kultivace probihala za nasledujicich podminek. Pro kultivaci kmene
RE3(pSEKau2) bylo pozito Médium II o objemu 8 1, pH média pted zapocetim
kultivace mé¢lo hodnotu 7,4 a v pribéhu kultivace bylo udrzovano na hodnoté 6,7
NH4OH. Pocatecni teplota byla nastavena na 28°C a po 13. hodin¢ kultivace byla
sniZzena na 25°C. Koncentrace rozpustén¢ho O, v médiu (pO,) byla udrZzovana na 20%
hodnoty saturace média kyslikem. Rychlost michani se pohybovala v rozmezi 300-840
ot./min. Kultivace probihala po dobu 48 hodin s tim, ze ve 12. a 25. hodin¢ byl piidan
induktor IPTG. Pied zahajenim samotné kultivace byl do média ptidan ampicilin (100

pg/ml) a ¢inidlo proti pénéni.
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3.15. Méreni optické density kultury (ODsgp)
200 pl vzorku kultury bylo doplnéno do objemu 2 ml deionizovanou vodou. Suspenze
byla nasledné protiepana a opticka densita byla zméfena na pfistroji Shimatsu UV

120-02 pii vlnové délce A= 600 nm.

3.16. Méreni suché hmotnosti biomasy

2 ml vzorku odebranych do mikrozkumavky byly centrifugovany (centrifuga Hettich
Universal 16R, rotor Hettich 1614, 10000 ot./min., t =7 min.,, T = 9 °C). Po
supernatantu byl k peleté pfidan 1 ml deionizované vody, peleta byla resuspendovana
a op¢€t centrifugovana. Takto piipraveny vzorek biomasy byl resuspendovan v 200 pl
deionizované vody a pfenesen na piedem zvéazenou hlinikovou misku. Po vysuseni do
konstantni hmotnosti (T = 105 °C, 3 hod.) byla gravimetricky zméfena sucha

hmotnost.

3.17. Méreni aktivity EH v prubéhu kultivaci

2 ml vzorku byly centrifugovany (centrifuga Hettich Universal 16R, rotor Hettich
1614, 10000 ot./min., t =7 min., T = 9 °C). Po odliti supernatantu byl k peleté pfidan 1
ml 100 mM fosfatového pufru (pH 7,5). Poté byla peleta resuspendovana a opét
centrifugovéna. Po odliti supernatantu byl k peleté¢ ptfidan tentyz objem 40 mM
fosfatového pufru (pH 7,5). Po rozbiti bun¢k ultrazvukem, pfidanim 50 pl substratu a
probéhnuti enzymové reakce, byla u takto pfipravenych vzorkd stanovovéna aktivita

na plynovém chromatografu, viz. 3. 5. .

3.18. Purifikace EH
Pro purifikaci EH z hrubého enzymového extraktu byly pouzity 2 nésledujici postupy:
1) - dialyza

- ionexova chromatografie

2) rozdélovaci rovnovaha

Hruby extrakt EH byl pfipraven dle 3.4. sraZenim (NHy4),SO4

3.18.1. Postup izolace 1:
Priprava dialyzac¢nich stfivek

Nastiihané dialyzacni stfivko bylo nejdiive povaieno po dobu 10 minut v 2% roztoku
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NaHCO; a 1mM roztoku EDTA. Poté byla stfivka dvakrat promyta deionizovanou
vodou s ImM koncentraci EDTA, a v poslednim kroku byla stfivka povafena v 1mM
roztoku EDTA po dobu 10 minut a po vychladnuti byla uchovavéana ve 20% roztoku

ethanolu. Pied pouzitim byla dialyzac¢ni stfivka proplachnuta deionizovanou vodou.

Dialyza
Enzymova peleta ziskand frakénim srazenim byla rozpusSténa v 5 ml deionizované

vody a suspenze byla prelita do dialyzacniho stfivka dlouhého 10-15 cm. Dialyzacéni
stiivko bylo vlozeno do 11 TRIS pufru o pH 7,5 a dialyza probihala za stalého michani
pres noc pii +6°C.

Takto dialyzovany enzymovy roztok byl nésledujici den ptelit do nddobky s uzavérem

a uchovavan v ledové tfisti.

Purifikace EH ionexovou chromatografii

Byl zvolen anex s obchodnim nazvem Diaion DH25 L. Do zkumavek s uzavérem bylo
navazeno ur¢it¢é mnozstvi anexu, ktery byl ekvilibrovan dvojnadsobnym mnozstvim
TRIS pufru (pH 8,5) po dobu 12 hodin. Poté byl pufr odstranén a dale bylo k anexu
pfidano stejné mnoZzstvi enzymu a TRIS pufru (pH 8,5).

Takto pfipravena smés byla tfepana pii teploté 23°C po dobu 1 hodiny.

Suspenze byla centrifugovana na centrifuze Eppendorf a ze slitého supernatantu byly
odebrany vzorky pro stanoveni aktivity a koncentrace bilkovin.

K anexu byl pfidan opét TRIS pufr a to ve stejném mnozstvi jako v prvnim kroku.
Suspenze byla opét tfepana pii 23°C, tentokrat po dobu 30 minut.

Po centrifugaci, odbéru vzorkli a odstranéni supernatantu (viz. vyse), byl k anexu
piidan 1M fosfatovy pufr (pH 5,5) ve stejném mnozstvi jako v pfedchozich krocich a
smés byla tfepana 30 minut pii 23°C.

Tento krok byl proveden celkem dvakrat. Supernatanty z obou krokii obsahujici EH
byly uchovavany pii 4°C.

3.18.2. Postup izolace 2:
Purifikace EH za pouziti dvoufazového vodného systému
Pro purifikaci enzymu byl zvolen vodny dvoufazovy systém typu polymer-siil

vuzivajici PEG a citronan nebo fosfore¢nan (92).
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Pted pouzitim byla tato metoda nasledujicim zplisobem optimalizovana:

Optimalizace probihala s PEG o tfech rtiznych molekulovych hmotnostech

(Mr =1000, 3000, 6000). Jako druhé hydrofilni rozpoustédlo byly pouZity cironan a

fosforecnan s nckolika riznymi hodnotami pH. U nejperspektivnéjSiho sloZzeni byl

proveden jesté experiment pro zjisténi vlivu pfitomnosti riznych koncentraci NaCl.
Do zkumavek byla navazena vzdy pfislusna mnozstvi PEGu, citronanu,

fosforecnanu, pfipadné NaCl. K navaZenym substancim bylo pfidano vzdy urcité

mnozstvi deionizované vody, tak aby celkové hmotnost obsahu zkumavky dosdhla

5,5g. V poslednim kroku bylo do zkumavek pfidano 0,5g supernatantu suspenze

bun¢k desintegrované ultrazvukem. Po dikladném promichani obsaht zkumavek

nasledovala centrifugace (centrifuga Universal Hettich 16R, rotor Hettich 1615, 12°C,

100000t./min., 10 minut).

Z vytvotenych fazi byly déale odebrany vzorky pro stanoveni koncentrace proteinti a

pripravu vzorktl pro stanoveni enzymové aktivity plynovou chromatografii.

Na zakladé¢ optimalizace bylo vybrano nasledné slozeni dvoufazového vodného

systému: PEG 6000-citronan sodny (pH 7,7). Hmotnostni zlomek PEG v systému byl

14% a citronanu 13,5%.

3.18.3. Urceni parametri separace Ke, Kp a PF, SF, Yt
Pro to, aby se dosahlo efektivni separace enzymu, je za pomoci nize uvedenych
parametri vyhodnocovéno distribu¢ni chovani mezi jednotlivymi fazemi.

Rozd¢lovaci koeficient Kg je vypocitavan podle nésledujici rovnice:

Kg = A/Ay (rov. 8)
, kde A znaci enzymovou aktivitu v horni fazi a Ay, pedstavuje aktivitu enzymu

v dolni fazi.

Obdobny rozdélovaci koeficient pro koncentraci proteinu je vyjadien ndsledujicim

vztahem:

Kp =P/Py, (rov. 9)

, kde P;pfedstavuje koncentraci proteinu v horni a Py, v dolni fazi.
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Faktor selektivity se vypocitava podle nasledujiciho vztahu:

SF = Kg/Kp (rov. 10)

_kde Kg a Kp jsou rozdélovaci koeficienty pro enzym a celkovou koncentraci proteind.

Purifikacni faktor (PF) je vypocitavan jako pomér mezi Agpe.. enzymu v horni fazi a
Agpec. €nzymu v supernatantu sonikovanych bungk.
Vytézek enzymu obsazeného v horni fazi (Y:) je vypocitavan podle nésledujiciho

vztahu:

YtZIOO*Vt*KE/Vt*KE-FVb (rOV.ll)

, kde Va V,, pfedstavuji objemy horni, resp. dolni faze.

3.19. Polyakrylamidova gelova elektroforéza v prostiedi SDS (SDS-PAGE)

Ke 12 pl vzorkiim supernatantu desintegrovanych bunék byly pfidany 3 pl vzorkového
pufru. Obdobné ke 12 pl roztoku standardu byly taktéZ ptidany 3 pl vzorkového pufru.
Pripravené roztoky byly kratce centrifugovany, povatreny ve vodni ldzni po dobu 5
minut a preneseny do jamek v elektroforetickém gelu (slozeni gelu viz. 3.2.)
mikropipetou.

Elektroforéza probihala pti vloZeném napéti 200 V.

Po ukonceni elektroforézy (2 hodiny) byl gel na 1 hodinu vloZen do barvici lazné, a
poté prenesen na 30 minut do odbarvovaciho roztoku, ktery byl celkem cCtytikrat
vyménén. V konecné fazi byl gel ponotfen do suSiciho roztoku, piekryt z obou stran

folii a vysuSen pfii laboratorni teplotg.

3.20. Imobilizace EH

3.20.1. Imobilizace EH na polyakrylamidové nosi¢e Eupergit C a C250L

Do 10 ml zkumavky bylo postupné ptidano: 1 ml roztoku EH pfipravené¢ho
dvoufizovym vodnym systémem, 1 ml fosfatového pufru (2M, pH 7,7) a nosi¢
Eupergit C nebo C 250L v mnozstvi odpovidajici dvacetinasobnému mnozstvi
pouzitého proteinu. MnoZzstvi nosi¢e a iontova sila fosfatového pufru byla
optimalizovdna. Perspektivngji se jevil Eupergit C250L snimZ byly ziskany

nasledujici vysledky: Vytézek imobilizace EH c¢inil cca 19% , katalytickd ucinnost
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meéla hodnotu 37% katalytické ucinnosti rozpustné EH Kau2 a aktivita vztaZzena na
suchou véhu ¢inila 4,4 U/g proteinu.

Nésledné byly zkumavky kratce protiepany, umistény na tfepacku v horizontalni
poloze a tfepany pii 50 ot./min. po dobu 24 hodin v klimatizované mistnosti pti 25°C.
Po 24 hodinach byly odebrany vzorky zobou fazi pro stanoveni aktivity EH a
koncentrace bilkovin. Eupergit s navazanym enzymem byl dvakrat promyt 1 ml
40mM fosfatového pufru (pH 7,5). Zbylé epoxidové skupiny nosice byly redukovany
v pfitomnosti 0,1M roztoku B-merkaptoethanolu (po dobu 4 hod. pii 4°C).

Takto imobilizovany enzym byl pouZit pro stanoveni parametrti katalyzatoru.

3.20.2. Imobilizace na polyakrylamidovy nosi¢ Sepabeads EC-EP

Do 10 ml zkumavky bylo postupné pifidano: 1 ml roztoku EH pfipraveného
dvoufazovym vodnym systémem, 1 ml fosfitového pufru (2M, pH 7,5) a nosi¢
Sepabeads EC-EP v mnozstvi odpovidajici stondsobnému mnozstvi pouZitého
proteinu.

Nasledn¢ byly zkumavky kratce protfepany, umistény na tfepacku v horizontalni
poloze a tfepany pii 50 ot./min. po dobu 24 hodin v klimatizované mistnosti pii 25°C.
Po 24 hodinach byly odebrany vzorky z obou fazi pro stanoveni aktivity EH a
koncentrace bilkovin. Sepabeads EC-EP s navdzanym enzymem byl dvakrat promyt 1
ml 40mM fosfatovym pufrem (pH 7,5). Zbylé¢ epoxidové skupiny nosice byly
redukovany v ptitomnosti 0,1M roztoku B-merkaptoethanolu (po dobu 4 hod. pti 4°C).

Takto imobilizovany enzym byl pouZit pro stanoveni parametrii katalyzatoru.

3.20.3. Imobilizace na modifikované nosi¢e Cu*" ionty

Modifikace epoxidovych skupin nosi¢i Cu®" ionty byla provedena nasledujicim
zpusobem: 5g navazky suchého nosice bylo inkubovdno v 9 ml roztoku 0,1M
boritanu sodné¢ho/2M iminodioctové kyseliny (pH 9) pii 25°C za velmi mirného
michéni po dobu 3,6,12 a 15 hodin.

Takto oSetfeny nosi¢ byl dale inkubovan v 30 ml deionizované H,O obsahujici 1g
CuSOy, a to za mirného michani. Po 2 hodinach byl nosi¢ pétkrat promyt nadbytkem

deionizované H,O.
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Pfi pouziti modifikovanych nosicli je postup imobilizace shodny jako v pripadé
nemodifikovanych nosict, jen s tim rozdilem, ze je tfeba pouzit takovou koncentraci

fosfatového pufru, aby vyslednd koncentrace ¢inila 10mM.

3.20.4. Priprava zesiténych enzymovych agregati

Supernatant po desintegraci bunc¢k byl nejdiive v 60 ml kyveté vysraZzen do 90%
nasyceni pevnym (NH4)2SO4 . Centrifugaci oddélend peleta (Eppendorf 5403, rotor
16F6-38, 10 min.,10000 ot./min.) byla resuspendovana ve 20 ml piipraveného 100
mM fosfatového pufru (pH 7,5). Po nasledné centrifugaci (15min., 7500 ot./min.) byl
tento krok opakovan jesté jednou. Poté byl k peleté ptidan ptipraveny fosfatovy pufr
do celkového objemu 10ml.

Po nasledné resuspendaci byl odebran vzorek pro stanoveni aktivity EH a koncentrace
proteintl.

Do 2 ml mikrozkumavky byl dan 1 ml srazeného a resuspendovaného hrubého
extraktu a ptislusné mnozstvi 25% vodného roztoku GDA ve dvojndsobném mnoZstvi
vici pouzitému mnoZzstvi proteinu. Hodnota pH smési byla upravena na 7,5 (20%

KOH).

47



4. Vysledky

V 1. experimentalni sérii méfeni enantioselektivity EH byl jako substrat
enzymové reakce pouzit terc-butylglycidylether. Tento substrat byl pouzit pro
srovnani vlastnosti naseho enzymu s jinymi v literatuie popsanymi EH. V dalSich
experimentech byla provedena méfeni s para-chlorostyrenoxidem, para-

nitrostyrenoxidem a a-methylstyrenoxidem.

4.1. Charakterizace EH Kau8 a Kau2

Rekombinantni mikroorganismy E.coli TOP10(pSEKau2) a TOP10(pSEKaug8)
byly nakultivovany na LB médiu, biomasa desintegrovana ultrazvukem a z 8§ ml
supernatantu byla EH vysrazena (NH4),SO4. Takto ptipraveny roztok obou enzymi
byl pouzit pro charakterizaci enantioselektivnich a regioselektivnich vlastnosti EH.
Charakterizace byla provedena s nasledujicimi substraty: terc-butylglycidyletherem
(Kau8 a Kau2), para-chlorostyrenoxidem (Kau8), para-nitrostyrenoxidem (Kau2),

a-methylstyrenoxidem (Kau8 a Kau2).

4.1.1. Substrat terc-butylglycidylether

Pro Kau8 plati, Ze enantioselektivita enzymu vii€i terc-butylglycidyletheru se
pohybuje v blizkosti hodnoty 8, z ¢ehoz je patrné, Ze enantioselektivita enzymu vici
tomuto substratu je nizkda. Jesté nizsi selektivita vic¢i enantiomerim substratu byla
pozorovana u Kau2. Zde Cinila hodnota enantioselektivity pfiblizn€ 1,18. Agpec. pro

Kaus8 ¢inila 0,65 U/mg proteinu. Kau2 ma Agyec. 0,475 U/mg proteinu.
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4.1.2. Substraty para-chlorostyrenoxid a para-nitrostyrenoxid
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Obr. 7. Zavislost enantiomerniho nadbytku produktu (ee,) na parcidlnim enantiomernim
nadbytku substratu (W), ktery je ovlivnén stupném konverze. Rovnice ptimky je

y =0,4625x + 0,1475 pii pouziti substratu para-chlorostyrenoxidu a Kau8
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Obr. 8. Zavislost enantiomerniho nadbytku produktu (ee,) na parcidlnim enantiomernim
nadbytku substratu (W), ktery je ovlivnén stupném konverze. Rovnice pfimky je

y =0,154x + 0,8816 pfi pouziti substratu para-nitrostyrenoxidu a Kau2

Pro Kaus8 plati, ze enantioselektivita enzymu vici substratu para-chlorostyrenoxidu se
pohybuje v blizkosti hodnoty 14, coz je vice jak 75% narast nezli v pripadé terc-
butylglycidyletheru. Koeficienty regioselektivity pro Kau8 vypocitané ze
smérnicove rovnice piimky (obr. 7) nabyvaly hodnot 0,20 v ptfipadé or a 0,34
v piipad€ as. Agpec. Cinila 0,55 U/mg proteinu.

Pro Kau2 plati, Ze enantioselektivita enzymu vici substradtu para-nitrostyrenoxidu se
pohybuje v blizkosti hodnoty 60. Koeficienty regioselektivity pro Kau2 vypocitané ze
smérnicové rovnice piimky (obr. 8) nabyvaly hodnoty 0 v pfipad€ o a v pripadé 0,86

as. Agpec. nabyvala hodnoty 4,55 U/mg proteinu.
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4.1.3. Substrat a-methylstyrenoxid
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Obr. 9. Zavislost enantiomerniho nadbytku produktu (ee,) na parcidlnim enantiomernim
nadbytku substratu (W) pro Kau8 (A), ktery je ovlivnén stupném konverze. Rovnice
ptimky je y =-0,0513x — 0,3744 (A) a pro Kau2 (B). Rovnice piimky je
y=0,2271x - 0,4138.

Pro Kau8 plati, ze enantioselektivita enzymu vii€i a-methylstyrenoxidu se pohybuje
v blizkosti hodnoty 1,5, a tak enantioselektivita enzymu vic¢i tomuto substratu je
velice nizkd. Agee. €ini 0,27 U/mg proteinu. Koeficienty regioselektivity pro Kau8
vypocitané ze smérnicové rovnice piimky (obr. 9A) nabyvaly hodnot 0,71 v pfipadé
or a 0,34 vptripad¢ as. Pro tentyz substrat u Kau2 byla pozorovana hodnota
enantioselektivity ptiblizn€ 2,3. Pro Kau2 pak ar nabyvala hodnot 0,59 a ag 0,18 (obr.
9B). Agpec. nabyva hodnot 0,95 U/mg proteinu.

Experimentalni méteni pro EH Kau8 a substrat para-nitrostyrenoxid a EH Kau2 a

para-chlorostyrenoxid probihaly ve spolupraci s francouzskou laboratofia jsou

uvedeny v tab. 3 na nésledujici strang, pohromad¢ s vysledky naSimi.
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Tab. 3. Hodnoty pro enantioselektivitu, specifickou aktivitu a regioselektivni koeficienty

Enantinselektivita | og g A g [Jimg proteinu]

Kaug + perg-chlorostyrenozid | 14 0,2 0,34 0,55

Kaul + parg-chlorostyrenozd | 30 0,1 0,95 8,25

Kaud + parg-nitrostyrenozid 60 0,04 0,24 048

Kaul + parg-nitrostyrenoxid A0 0 0,86 455

Kaug + tere-butylglycidylether | 8 065

Kau + terc-butylglycidylether | 1,13 0,475

Kaus + e-methylastyrenosid 1,5 0,71 0,34 0,27

Kau2 + g-methylstyrenogid 23 0,59 0,18 0,95

Po porovnéni enantioselektivnich a regioselektivnich vlastnosti obou EH byla pro

dalsi praci zvolena Kau?2.

4.2. Teplotni stabilita Kau8 a Kau2
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Obr. 10. Teplotni stabilita Kau2 a Kau8. Aktivita je uvedena jako relativni zbytkova

aktivita.

Stabilita aktivity byla pro oba enzymy sledovana v teplotnim rozmezi 25 — 50 °C, kdy

enzym byl zvolené teploté vystaven po dobu 30 minut.

U Kau2 vintervalu od 25 do 35°C témét k zadnému poklesu aktivity nedochazi,

nicméné v intervalu od 35 do 36 °C vsSak dochazi k prudkému poklesu aktivity

piiblizné o 60% (obr. 10). Se zvySujici se teplotou aktivita dale klesa. K uplné tepelné

denaturaci enzymu dochazelo pii 42°C.

51




Odlisny prubéh stability aktivity je patrny pro Kau8. V rozmezi teplot 25 — 40 °C je
pokles aktivity plynuly oproti Kau2 a k uplné tepelné denaturaci dochazi az pii teploté
50°C.

4.3. Teplotni optimum Kau2
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Obr. 11. Zavislost aktivity Kau2 na reakcni teploté. Aktivita je uvedena jako relativni aktivita.
Teplotni optimum aktivity bylo pro enzym sledovéano v teplotnim rozmezi 15-50 °C.

Aktivita narasta v intervalu teplot 15-32°C. Z obr. 11 je patrné, ze teplotni optimum

Kau2 se nachazi v rozmezi 32-40°C. Po ptekroceni 40°C zac¢ina aktivita prudce klesat.

4.4. pH stabilita a pH optimum Kau2
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Obr. 12. Zavislost enzymové aktivity Kau2 na pH: pH stabilita (A) a pH optimum (B).

Stabilita aktivity 1 pH optimum byla sledovéna v rozmezi pH 3-9. Z grafu pro pH
stabilitu (obr. 12A) je ziejmé, Ze zbytkova enzymova aktivita vzrista od hodnoty pH
4. V rozmezi pH 6-8 je aktivita Kau2 relativné stabilni, zatimco po ptekroceni pH 8 jiz

dochazi ke zna¢nému poklesu enzymové aktivity.
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Z obr. 12B (str. 51) znazornujici pH optimum je patrnad vysoka hodnota aktivity jiz pii
hodnoté¢ pH 3-4. Po piekroceni pH 4 nasledné dochazi k poklesu aktivity a mezi

hodnotami pH 6-9 je aktivita konstantni. pH optimum se nachéazi v okoli pH 4.

4.5. Stabilita Kau8 a Kau2 v pritomnosti ethanolu
Ptitomnost organického rozpoustédla, v tomto piipade ethanolu, v reakéni smési miize

positivné ovliviiovat aktivitu enzymu. V malych mnoZstvich mizZe ethanol plnit funkci

ko-solventu.
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Obr. 13. Koncentracni efekt ethanolu na aktivitu Kau2 (A) a Kau8 (B) ve fosfatovém
pufru (40mM, pH 7.5, 28°C, 5% ethanol) se styrenoxidem jako substratem reakce.

Jak je zndzornéno na obr. 13A, aktivita Kau2 prochdzi uzkym maximem pii
koncentraci ethanolu 15 % (obj.). Pfi této koncentraci ethanolu vzroste aktivita o
100%.

Z kiivky popisujici koncentracni efekt ethanolu na aktivitu Kau8 (obr. 13B) vyplyva,
ze pii 7 % koncentraci ethanolu se zvysi aktivita enzymu o 25% a az do koncentrace
10% zlstava konstantni. Se zvySujici se koncentraci ethanolu pak dochazi k linearnimu
poklesu enzymové aktivity. V momenté kdy reakéni smés obsahuje 25 % ethanolu,

¢ini enzymova aktivita ptiblizn€ pouze desetinu poc¢atecni hodnoty aktivity enzymu.

4.6. Dlouhodoba stability Kau2 p¥i teploté 0°C
Udaje o dlouhodobé stabilité enzymu v podminkach jeho uchovavani jsou
velmi dulezité pro studie zabyvajici se charakterizaci vlastnosti enzymu. Supernatant

desintegrovanych bunék byl uchovavan v polystyrenovém boxu naplnéném ledovou

tristi pti teloté 0°C.
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Obr. 14. Relativni aktivita Kau2 uchovavané pti 0°C. Jako substrat pro stanoveni aktivity byl

pouzit styrenoxid.

Z prubéhu ktivky charakterizujici dlouhodobou stabilitu enzymu (obr. 14) je patrné, Ze
Kau2 je za uvedenych podminek stabilni po dobu 8 dni. Mezi 8. a 9. dnem vSak jiz

doSlo k vyraznému poklesu aktivity a to pfiblizné o 35%.

4.7. Exprese EH v rekombinantnich bakteriich kultivovanych v michaném
bioreaktoru

Kultivace v bioreaktorech byly provadény za ucelem ziskani dostate¢ného mnoZzstvi

biomasy, které by postacovalo k izolaci EH v mnozZstvich pottfebnych pro imobilizaci.

V biorekatoru  byly kultivovany rekombinantni kmeny TOP10(pSEKau2),

TOP10(pSEKau8) a RE3(pSEKau2) a syntéza enzymt byla indukovéna IPTG s cilem

dosahnout vysoké Agpec.

4.7.1. Jednorazova kultivace rekombinantnich kmeni TOP10 a indukce exprese
EH

Kmen E. coli TOP10 je auxotrofni, a proto kultivace probihaly v LB médiu. Oba

kmeny byly kultivovany za identickych podminek s tim rozdilem, ze induktor byl

pfidan do kultury TOP10(pSEKau2) ve 13. a do TOP10(pSEKau8) v 16. hodiné.

V obou ptipadech bylo OD kultur kolem hodnoty 2,8.
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Obr. 15. Casovy priibéh hodnot suché hmotnosti bunék (modré kiivka) a specifické aktivity
EH vztaZené na mnozstvi proteinu (Cervena kiivka, Ag,.) béhem kultivace kmene
E.coli TOP10(pSEKau2) (A) a TOP10(pSEKau8) (B) v michaném bioreaktoru v LB

médiu. Zelena Sipka oznacuje pridani IPTG.

Z obr. 15A pattici Kau2 je patrny prudky narlist Agec. az po 13. hodinég, tedy
v moment¢, kdz byl do bioreaktoru piidan induktor IPTG. Ve 24. hodin¢ kultivace
bylo dosaZeno Agpec. 300 U/g proteinu a suchd hmotnost bun€k byla cca 1,4 g.
Tato kultivace byla déale zpracovéna: Kultivacni kapalina byla centrifugovéna a
oddélend biomasa promyta 6 1 100 mM fosfatovym pufrem (pH 7,5). Celkem bylo
ziskano 40g vlhké hmotnosti biomasy z celkového objemu kultury, ktery ¢inil 6,97 1.
Z obr. pro Kau8 (obr.15B) je zfejmé, ze po indukce IPTG v 16. hodiné bylo dosazeno
vyssi exprese EH: Ay Dosahla hodnoty 550 U/g proteinu a suchd hmotnost bun¢k
byla 0,945 g.
Biomasa byla z kultiva¢ni kapaliny oddélena odstfedénim a po promyti a opétovném
odstfedéni bylo ziskano celkem 26g vlhké hmostnosti biomasy z celkového objemu
kultury, ktery €inil 6,92 1.

Z ptedchozi charakterizace Kau2 a Kau8 vyplynulo, Ze vhodnéjsi vlastnosti
vykazuje Kau2. Krom¢ toho, nartst auxotrofniho kmene TOP10 byl nizky. Proto dalsi

kultivace v bioreaktoru byly provadény s prototrofnim hostitelem E. coli RE3.

4.7.2. Jednorazova kultivace kmene RE3(pSEKau2) a indukce exprese enzymu
Prototrofni hostitel E. coli RE3 roste na mineralnim médiu doplnéném

sacharosou jako zdrojem C a energie.

Abychom ziskali maximalni mnozZstvi biomasy, kmen byl kultivovan v mineralnim

Meédiu I (obr. 16B), které bylo navic doplnéno kvasni¢nym autolyzatem (40 g/, obr.
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16A). Indukce syntézy EH byla provedena jednorazove, pridanim IPTG v 8., resp. 13.

hodiné kultivace.
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Obr. 16. Casovy priibéh hodnot suché hmotnosti bunék (modra kiivka) a specifické
aktivity EH vztaZzené na mnoZstvi proteinu (Cervena kiivka, Agy..) béhem kultivace
kmene E.cOliRE3(pSEKau2). Obr. A znazornuje prabéh kultivace v médiu doplnéném
kvasni¢nym autolyzatem a obr. B kultivaci v médiu bez kvasni¢ného autolyzatu.

Zelena Sipka oznacuje pridani IPTG.

Po zpracovani kultury (viz. 4.7.1.) ¢inila vlhkd hmotnost biomasy narostlé
v médiu s kvasnicnym autolyzatem 175 g. V piipad¢é kultury narostlé v médiu bez
kvasnicného autolyzatu c¢inila vlhkd hmotnost biomasy 141 g. V porovnani
s predchozi kultivaci rekombinantni E. coli TOP10 produkujici Kau2, bylo ziskano
v obou kultivacich 3,5-4,5 krat vice biomasy.
Doplnéni média kvasni¢énym autolyzatem zvysilo nartist biomasy, avSak vyrazné
snizilo produkci Kau2. V dalSich experimentech jsme proto pouzili médium bez

pridavku kvasni¢ného autolyzatu.

4.7.3. Ptitokovana kultivace kmene E. coli RE3(pSEKau2) s indukei syntézy
Dalsi kultivace kmene E. coli RE3(pSEKau2), jejiz prubéh je zaznamenan
na obr. 18 se od ptedchozich kultivaci 1isi v provedeni, nebot’ v tomto ptipad¢ byl

v pribehu kultivace dodavan zdroj uhliku pribézné a doba kultivace byla prodlouzena

na 48 hodin.

56



B 600
il
i ”
T 500
=
=2 s : |
=l 7 T
b L -
2 r R =,
s B | rE0 o
) a
E o | =%
= { h c'f
wm [ T 20
T o4 )
= ¥
o '} £ 100
3 l .
j |
|
nd—-s-——————————— [
L1} L 0 45 L)

Eas funiu?ce [I:;d] =

Obr. 17. Casovy priibéh hodnot suché hmotnosti bunék (modra kiivka) a specifické aktivity
EH vztaZené na mnozstvi proteinu (Cervena kiivka, Ay, ) béhem kultivace kmene
E.coli RE3(pSEKau2). Rtizova Sipka oznacuje Cas spusténi ptitoku, zelena Sipka

oznacuje ptidani IPTG.

Z kultivace (obr. 17) je patrny prudky nartst Agpec., kdy byl pfidan induktor do
exponencialné rostouci kultury (12.hod.). Agpec. déle rostla po dobu 10 hodin, a poté
zustava 10 hodin konstantni. Ve 32. hod. kultivace bylo pfidano IPTG podruhé¢, zde
vSak jiz k zddnému nariistu nedoslo. Naopak, az do 48. hod. kultivace je patrny pokles
Agpec. EH cca 0 25%. Ktivka znazorfujici ¢asovy pribéh suché hmotnosti bunék ma od
okamziku zahdjeni pfitoku linedrni zévislost. Po ukonceni kultivace byla biomasa
oddé€lena od média centrifugaci a po promyti Cinila vlhkd hmotnost biomasy 503 g.
Oproti kultufe TOP10(pSEKau2) byl nariist biomasy v této kultufe zvySen piiblizné
12 krat a objemova aktivita Kau2 dosahovala hodnoty 4500 U/I fermentacni kapaliny.

Souhrn kultivaci pouzitych pro nadprodukei Kau2 je uveden v tab. 4.

Tab. 4. Kultivace s E. coli TOP10(pSEKau2) a E. coli RE3(pSEKau2) pouzitymi pro nadproduk-
ci Kau2

Typ kultivace Hostitelsdar organismus] Pouzité kultivaéni madid Aspec. [Ufg]*| Doba kultivace  |Wihka hmotnost biomasy v dobe
od piidani IPTS | ukonéeni kultivace [a/1]

Jednordzova TOF40 LB 280 11 21
Jednorazova RE3 hédium | 40 13 G

Jednordzowva RE3 MéEdium 11 580 13 5.1
Fiitokowana REZ WEdium |l d80 36 15,1

Poznadmky: Agy.. Kau2 vztaZend na vlhkou hmotnost biomasy v dobé ukonceni

kultivace
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4.8 Purifikace EH

Jako purifika¢ni metoda byl zvolen dvoufazovy vodny systém ve slozeni
polymer-sil. SloZeni tohoto systému vychdzelo z pozadavku na Siroké aplikaéni
vyuziti a také na jeho ekonomickou dostupnost.

Volb¢ pouziti tohoto systému pro purifikaci predchéazelo testovani 2 jinych
purifikacnich systémt (viz. 3.18.1.), kterymi se vSak EH nepodafilo purifikovat.
Pro optimalizaci byla pouzita biomasa z pfitokované kultivace kmene E. coli

RE3(pSEKau2) v michaném bioreaktoru s indukei jeho syntézy (viz. 4.7.3, str. 55).

4.8.1. Optimalizace purifikace EH obsaZené v supernatantu homogenizatu
biomasy ziskané pritokovanou kultivaci

Biomasa (13 g) byla homogenizovéana ultrazvukem v 11,5 ml100 mM fosfatovam

pufru (pH 7,5).

Agpec. €nzymu obsazeného v supernatantu homogenizatu biomasy po ukonceni kultivace

¢inila 480 U/g proteinu a Age. enzymu obsazeného v supernatantu biomasy po

zmrazeni na -70°C ¢inila 1096 U/g proteinu.

Optimalizovanymi parametry byly: Rozd¢lovaci koeficienty (Ke, Kp), a purifikacni

faktor (PF) a aktivita Kau2 byla stanovena se substratem styrenoxidem.

Nejlepsich vysledkt purifikace je dosazeno pii nasledujicim slozeni: roztok PEGu o

molekulové hmotnosti 6000 a roztok citronanu sodné¢ho o pH 7,7 . Hmotnostni zlomek

PEGu 6000 c¢ini 14% celkové hmotnosti syst¢ému a hmotnostni zlomek citronanu

sodného 13,5%. Purifikacni faktor v tomto ptipadé dosahuje hodnoty 2,6 +/-0,3 a faktor

Ke hodnoty 41,1 a faktor Kp hodnoty 0,42. Ay purifikovaného enzymu cinila 2,85

U/mg proteinu. Vytézek purifikace je uveden v tab. 5.

Takto ptecistény enzym byl pouzit pro imobilizaci.

Tab. 5. Vysledky purifikace supernatantu desintegrovanych buné¢k Kau?2 pii pouziti

optimalizovaného dvoufazového systému

Wzorek  |Celkovy protein [me]|Celkovd aktivita [U] | Aspec [Uimig] PF Witadek [%]
SDE 20 2 1.1 100
ATPES 22 +-0,1 5,27 +- 0,45 285 +-03 2B +-03 285 +-2

Poznamky: SDB-supernatant desintegrovanych bun¢k, PUR-¢astecné purifikovana EH
dvoufazovym vodnym systémem
Aktivita méfena se substratem styrenoxidem

Agpee. byla ur€ovana pfi teploté 28°C a je vyjadiena jako U/mg proteinu
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4.9. Imobilizace EH

V této préci byly pouzity dvé imobilizacni techniky: 1) zesiténi enzymovych

agregatl pomoci Cinidla glutaraldehydu, ktery reaguje s NH, skupiny enzymu, a 2)

kovalentni navazani molekul enzymu na epoxidové skupiny polyakrylamidovych

poréznich nosica, taktéz pres NH, skupiny enzymu.

Prvni imobiliza¢ni technika zaddné vysledky nepfinesla, nebot’ enzymova aktivita

zesiténych enzymovych agregatl byla prakticky nulova.

Vysledky ziskané pouzitim druhé imobiliza¢ni techniky jsou uvedeny v tab. 6-9.

Byly pouzity tfi rizné komercné dostupné nosice, jmenovité Eupergit C, Eupergit

C250L a Sepabeads EC-EP. Rozdily mezi jednotlivymi nosi¢i spocivaji zejména ve

velikosti portt polyakryamidovych kuli¢ek. Nosi¢ Sepabeads EC-EP byl navic

modifikovén ionty Cu®" s cilem zvy3eni hydrofobnich interakci.

Tab. 6. Vysledky imobilizace pro nosi¢ Eupergit C

WtaFak katahticka G¢innost KauZ | Aspec. na vihkol Aspec. na suchoy Celkowé Imobilizovand
M azew ot imobilizace [%] |po imobilizaci [%] hmotnost [I_I.l'g]' hmotnost [I_I.fg]' proteimy [magll proteing [%]
EUF1_050020: 13,3+3,1 30,74 1,03+5-0,23 2,30 1,99 35,18
EUP1_0,5 00 14,28+ 40,00 0.8+50,2 1,73 1,99 40,2
EUP1_05h050: 28 1+05M6.2 29,00 0,825+/0,2 1,82 1,65 56,4949
EUP1_05M20: 43 23408 1 10,19 0,42+0-0,2 0,23 1,53 58,82
EUF1_1hiC20:) 15,29+55,1 21,00 1,18+5-0,2 2,73 1,99 R =1t
EUP1_1 i) 21,73+5-4.2 29,36 1,1+-0,4 2,30 1,66 38,22
EUF1_ A hiGi0:) 28,34+ 08 28,00 1,144,021 2,10 1,61 53,26

Poznamky: EUP1 je oznacovan Eupergit C

1M a 0,5M je oznaceni pro vyslednou koncentraci pouzitych pufrd v imobilizacni

suspenzi

Cisla v zavorkach oznac¢uji ndsobné¢ mnozstvi nosice oproti vlozenému mnozstvi

proteinu

Katalyticka ucinnost je vyjadiena jako pomér mezi aktivitou imobilizovaného

enzymu za pouZziti substratu styrenoxidu a aktivitou t¢hoz mnozstvi rozpustné

formy enzymu ziskaného po precisténi technikou ATPS.

Vytézek imobilizace je vypocitavan jako rozdil mezi celkovou aktivitou EH

pouzité pro imobilizaci a aktivitou EH ziskanou po imobilizaci ze supernatantu

po promyti.

*Aspw byla ur€ovéna pii teploté 28°C a je vyjadrena jako U/g proteinu
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Tab. 7. Vysledky imobilizace pro nosi¢ Eupergit C250L

Vitezak Katalyticka ddinnost KauZ | Aspec. na vihkol Aspec. na suchoy Celkaowvé Imobilizavand

Hazew vzomku imabilizace [%] |po imobilizaci [%] hmotnost [Udgl | hmotnost [Ll.i'g]' prateiny [mg] | proteiny [4]

EUFPZ_05h20x 18+4-4 31,08 1,48+/-0,280 3,40 1,99 235,18
EUPFZ_0,5 W0 26,31+05.2 a7 .43 1,4+5-0,2 3,10 z 55
EUPZ_0,5hiG0: I3+HAG 44,19 1,2+50,19 2,70 2 52
EUPZ_0S5hS0:0 45,61+-8,13 45 62 1,332+/,0,24 265 1,53 538,82
EUFZ_1hC20:) 19+5-5 27,09 1,88+5-0,20 4,40 2,07 29,2
EUFPZ_1 W80 20 62+5-7 2 21,96 1,2+-0,2 2,50 157 54,01
EUFZ 1m0 21+-6 25,02 1,144,021 2,50 1,58 57,73

Poznamky: EUP2 je oznacovan Eupergit C250L

1M a 0,5M je oznaceni pro vyslednou koncentraci pouzitych pufrti v imobiliza¢ni

suspenzi

Cisla v zavorkach oznacuji nasobn€ mnozstvi nosice oproti vlozenému mnozstvi

proteinu

" Agpec. byla urcovana pii teploté 28°C a je vyjadiena jako U/g proteinu

V ptipad¢ nosic¢t Eupergit C (tab. 6, str. 58) a Eupergit C250L (tab. 7) byla zkousena

riznd mnozstvi navazky nosice vzhledem k mnozstvi vloZzené¢ho proteinu a molarité

pouzitého fosfatového pufru. Byly pouzity dva rizné silné pufry tak, aby vysledna

imobiliza¢ni suspenze méla koncentraci IM a 0,5M.

Nejvyssi Agpec. katalyzatorli obou typli nosicti bylo dosazeno pii pouZiti fosfatového

pufru (pH 7,7) o vysledné koncentraci 1M pfi poméru nosic : proteiny = 20 : 1.

Vytézek aktivity po imobilizaci v pfipad¢ pouziti optimalizovanych podminek a nosice

Eupergit C ¢ini piiblizné 1,93 %, v ptipad¢ pouziti nosice Eupergit C250L 3,1%.

Tab. 8. Vysledky imobilizace Kau2 na nosi¢ Sepabeads EC-EP (SEPA) a Cu®" aktivovany
Sepabeads EC-EP (SEPAM)

WtaFak katahticka G¢innost KauZ2 | Aspec.na vihkou| Aspec. na suchoy Celkowé Imobilizavand
Hazew vzt imobilizace [%] |po imobilizaci [%] hmotnost [Ll.i'g]‘ hmotnost [Ll.i'g]‘ proteimy [mg] lproteiny [%]
SEPA 23416 26,00 0,3d4+0-0,1 0,51 2.1 42 55
SEPA 3k 15,7 1+54,1 18,56 0,06628+5-0,1 0,13 1,99 49,25
SEFPAM Gh. 22, 18+5L11.2 13,10 0.57+/-0,19 1,30 1,99 32,78
SEPAM 12h. 26 37+59 5,58 0,22+-0,1 0,70 1,99 41,14
SEFPAM 15h. 27 1+4-3 8,57 0, 9432+5-0,2 0,92 2,14 51,4

Poznamky: SEPA je ozna¢ovan nosi¢ Sepabeads EC-EP

SEPAM xh. Je oznaCovan nosi¢ Sepabeads EC-EP, jeZ byl aktivovan po dobu x
hodin

) Agpec. byla ur€ovana pii teploté 28°C a je vyjadiena jako U/g proteinu

V ptipad¢ nosice Sepabeads EC-EP (tab. 8) se jako nejperspektivnéjsi varianta jevila

ta, kdy byl nosi¢ jesté pied samotnou imobilizaci modifikovan v ptitomnosti CuSO4 po
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dobu 6 hodin. Pfi imobilizaci byl pouzit 20mM fosfatovy pufr o pH 7,7, a navazka
nosice vzhledem k mnozstvi proteinu byla 100 : 1.

Vytézek aktivity po imobilizaci v ptipadé pouZiti takto aktivovaného nosice byl 4,6%.

Tab. 9. Vysledky imobilizace Kau2 na Eupergit C aktivovany Cu*" ionty (EUP1M)

Vitezek Katalyticka d¢innost Kauz | Aspec.na vihkod Azpec.na suchod Celkowé Imobilizavand
Hazew vzarku imabilizace %] |po imobilizaci [%] hmotnost [Ll.i'g]' hmotnost [Ll.i'g]' prateiny [mg]l proteiny (3]
EUF1hd Gh. 80,35+/.-8 4,00 0, 78+5-0,28 1,51 z 325
EUF1hd 12h. 24 56+L12 2,48 0 G+0-0,2 1,28 2 0,4

Poznamky: EUP1M xh. Je oznacovén nosi¢ Eupergit C, jez byl aktivovan po dobu x hodin

Agpec. byla urcovana pii teploté 28°C a je vyjadiena jako U/g proteinu

Obdobné jako nosi¢ Sepabeads EC-EP, byl i Eupergit C aktivovan Cu" ionty (tab. 9)
stejnym zpusobem. Imobilizace probihala za totoznych podminek jako v piipadé
nosi¢e Sepabeads EC-EP. I v experimentech s aktivovanymi nosi¢i Cu®" ionty bylo
dosazeno lepsich vysledktl snosi¢em Eupergit C. Cervené je v tabulce vyznaena
nejlepsi varianta. Vytézek aktivity po imobilizaci v pfipad€ pouZiti takto aktivovaného

nosice a pomeéru nosic : protein = 20 : 1 byl 1,06%.

4.10. Teplotni a pH stabilita Kau2 imobilizované na Eupergit C, Eupergit C250L a
Sepabeads EC-EP

Teplotni stabilita imobilizované Kau2 byla sledovéana v pufru bez a po doplnéni 2-mer-

kaptoethanolu. Protoze pfidavek 2-merkaptoethanolu neovlivnil pH stabilitu

imobilizované EH, je zde znazornéna jen jedna charakteristicka kiivka (viz. obr. 18B).
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Obr. 18. Teplotni (A) a pH (B) stabilita. Aktivita je uvedena jako relativni zbytkova aktivita

stanovend za standardnich podminek se styrenoxidem jako substratem.
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Z vyse uvedenych obrazki je patrné, Zze pii porovnani vlastnosti enzymu
imobilizovaného na nosi¢i Eupergit C a rozpustného enzymu (viz. obr. 10, str.50)
vzrista teplotni stabilita enzymu: enzym je stabilni do teploty 37°C v pufru doplnéném
2-merkaptoethanolem. pH stabilita imobilizovaného enzymu neni vyznamné ovlivnéna

(viz. obr. 12A, str.51).
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Obr. 19. Teplotni (A) a pH (B) stabilita. Aktivita je uvedena jako relativni zbytkova aktivita

stanovena za standardnich podminek se styrenoxidem jako substratem.

Pfi porovnavani vlastnosti rozpustného (viz. obr. 10, str.50) a imobilizovaného
enzymu na nosi¢i Eupergit C250L (obr. 19A, 19B) je patrny rozdil v teplotni stabilité:
zbytkova aktivita imobilizovaného enzymu je rovna 100% az do teploty 37°C, poté
nasleduje pokles enzymové aktivity podobné jako v ptipad¢ imobilizace na Eupergit C.
I v tomto piipad¢ piitomnost 2-merkaptoethanolu zvysSuje stabilitu Kau2. pH stabilita
imobilizovaného enzymu je mens$i, nez u rozpustné formy: k poklesu enzymové
aktivity dochézi jiz za hodnotou pH 7, zatimco u rozpustné formy az za hodnotou pH 8

(viz.obr. 12A str.51)
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Obr. 20. Teplotni (A) a pH (B) stabilita. Aktivita je uvedena jako relativni zbytkova aktivita

stanovena za standardnich podminek se styrenoxidem jako substratem.
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Charakteristiky enzymu imobilizovaného na nosi¢i Sepabeads EC-EP (obr.
20A, 20B) se v porovnani s rozpustnou formou enzymu (viz. obr. 10, str.50 a 12A,
str.51 ) 1i8i zejména v pH stabilité: v rozmezi hodnot pH 3 — 6 je aktivita EH velmi
nizka. K prudkému a téméf linedrnimu nérGstu enzymové aktivity vSak dochazi
v rozmezi hodnot pH 6 — 9. Z pohledu teplotni stability je kiivka charakterizujici tuto
vlastnost velice podobna kiivce rozpustné formy enzymu (viz.obr. 10, str.50 ), jen
s tim rozdilem, Ze k poklesu enzymové aktivity dochazi jiz od 30°C: pii 45°C je
aktivita vrozmezi 5-10%. V porovnani s rozpustnou formou enzymu je pokles
enzymové¢ aktivity imobilizované¢ Kau2 pozvolnéjsi. Kau2 imobilizovand na

Byla taktéz testovana stabilita imobilizovaného enzymu na vSech nosicich
z hlediska 95 minutové inkubace pfi teploté 40°C. Nejvyssi stabilitu vykazoval enzym

imobilizovany na Eupergit C250L (obr. 21) .
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Obr. 21. Stabilita imobilizované Kau?2 na jednotlivych nosicich pti 95 minutové

inkubace pfi teploté 40°C. Jako substrat enzymové reakce byl pouzit styrenoxid.

U enzymu navazaném na tomto typu nosic¢e dochazi po 15 minutach inkubace
k poklesu enzymov¢ aktivity o 35 %, déle jiz dochazelo jen k mirnému poklesu a
enzym vykazoval polovi¢ni aktivitu. Enzymova aktivita hrubého extraktu klesa a v 50.

minuté je zbytkova aktivita Kau2 rovna 5%.

Byla také sledovana stabilita jak rozpustné, tak imobilizované formy EH
v prostiedi obsahujicim ethanol v mnozstvi 5-25 obj. % (obr. 22). Slozeni reakéni
smési pro stanoveni aktivity se styrenoxidem jiz ethanol v mnozstvi 5 obj. % obsahuje.
Jak je patrné z obr. 22, reakéni smési dochazi k lehkému nartistu enzymové aktivity az
do 6,5 obj. % ethanolu v reakéni smési. Pfi 7 obj. % ethanolu v reak¢éni smési dosahuje

enzymova aktivita 65 % ptvodni enzymové aktivity. Od 10 obj. % ethanolu v reakéni
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smési, kdy enzymova aktivita je ¢vrtinova, aktivita enzymu linearné klesa az do 25

0bj.% ethanolu. Pfi tomto mnozstvi jiz enzym nevykazuje Zadnou aktivitu.
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Obr. 22. Zavislost enzymové aktivity imobilizované Kau2 na Eupergit C250L na

koncentraci ethanolu v reak¢ni smési. Aktivita byla stanovena se substratem
styrenoxidem.

4.11. Porovnavani enantioselektivit, regioselektivit a Agyec. imobilizované

a rozpustné formy Kau2

Pro tato porovnani byl vybran enzym Kau2 imobilizovany na nosi¢i Eupergit

C250L. Dale byla vybrana nasledujici trojice substratd: styrenoxid, trans-1-

fenylpropen-oxid a cis-1-fenylpropenoxid. Porovnavané hodnoty jsou shrnuty v tab.
10.

Tab. 10. Enantioselektivita, regioselektivita a Agy.. rozpustné a imobilizované Kau2 na Eupergit

C250L.
styrenoxid trans -1-fenylpropenoxid cis-1fenylstyrenoxid
Aspec.? |Enantioselektivita |eep [ |aspec. |Enantioselektivita |eep [4] |Aspec. |Enantioselektivita |eeP [%]
rozpustna forma® 285 BA+L5 77 28 =200 [} 148 10+5-1 =99
imobilizovana forma 18 30+-3 84 19 B5+-5 73 1 10+-1 99

Poznamky: * Agpec. byla uréovana pii teploté 28°C a je vyjadiena jako U/g proteinu (vlhké vahy)
® enantiomerni nadbytek produktu (eep) byl urcen pii 100% konverzi reakce

¢ po purifikaénim kroku dvoufazovym vodnym systémem

V ptipad¢ pouziti styrenoxidu byla hodnota enantioselektivity imobilizovaného
enzymu dvakrat nizsi v porovnani s rozpustnou formou enzymu.

Procentualni hodnota enantiomerniho nadbytku produktu je u imobilizovaného
enzymu nepatrné vyssi, dosahuje hodnoty 84% oproti 77% a Agpec. imobilizovaného

enzymu cinila 1,9 U/mg proteinu oproti 2,85 U/mg proteinu v piipadé rozpustné
formy.
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S trans-1-fenylpropenoxidem vykazoval imobilizovany enzym tietinovou
enantioselektivitu, procentudlni hodnota enantiomerniho nadbytku produktu u
imobilizované formy ¢ini 73% oproti 65% u rozpustné formy a Age. U
imobilizovaného enzymu ¢ini 19 U/mg proteinu, cozZ je 0 9 U/mg proteinu méné oproti
rozpustné formé enzymu.

Pii pouziti cis-1-fenylpropenoxidu, byla enantioselektivita imobilizovaného enzymu
totoznd s enantioselektivitou rozpustné formy enzymu. Procentualni hodnota
enantiomerniho nadbytku produktu ¢ini 99%, a je shodna s hodnotou rozpustného
enzymu. Hodnota Ay imobilizovaného enzymu €ini 1U/mg proteinu oproti 1,45

U/mg proteinu v ptipad¢ rozpustné formy enzymu.

4.12. Exprese EH v hostiteli E. coli RE3

Duikaz nadprodukce EH v rekombinantich bunkach E. coli RE3 transformovynych
plastidem pSEKau2 nebo pSEKau8 byl proveden SDS-PAGE. Na pfipraveny gel byly
nanaseny piislusné hrubé enzymové extrakty, které byly pfipraveny z biomas, jenz
byly ziskany kultivacemi v bioreaktoru. Na obr. 23 je zobrazen vyfez
z elektroforetického gelu: pfitomnost exprimovaného enzymu je patrna v drahach 2
(Kau8) a 4 (Kau2), zatimco v draze 3 (samotny hostitel) zéna odpovidajici EH chybi.
Velikost enzymu EH je cca 40 kDa.

kDa 1 2 3 4
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Obr. 23. SDS-PAGE extraktd obsahujicich Kau2 a Kau8. Draha 1-molekulova
hmotnost standardu, draha 2-RE3(pSEKau8), draha 3-hostitel RE3 a
draha 4-RE3(pSEKau2). Sipka ukazuje na protein enzymu epoxidhydrolas o

molekulové hmotnosti 40 kDa
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5. Diskuze

Na zaklad¢ jiz publikovanych praci je ziejmé, ze enzym EH ma jednak Siroké
spektrum biologickych funkci a jednak je velice zajimavy i z hlediska ptipravy
opticky aktivnich a chirdlné selektivnich latek.

Geny kédujici EH Kau2 a Kau8 byly ziskdny z environmentdlni DNA v laboratofi
enzymovych technologii v Mikrobiologickém tistavu Akademie véd Ceské republiky,
V.V.1.

Cilem této prace bylo porovnat a charakterizovat vlastnosti rozpustné a imobilizované
formy tohoto enzymu.

Pro ziskani dostate¢ného mnozstvi EH, kterého bylo k experimentim
zapotiebi, bylo tfeba provést kultivace v michaném bioreaktoru, kde bylo moZzno
pfipravit dostatené mnozstvi biomasy rekombinantnich mikroorganismt, ve kterych
je EH exprimovéna.

Byly pouzity 2 kmeny E. coli, a sice TOP10(pSEKau2) a E. coli RE3(pSEKau2).
Hostitel TOP10 je auxotrof, zatimco hoszitel RE3 je prototrof schopny rust
v minerdlnim médiu doplnéném zdrojem C a energie.

Jako médium pro kultivaci auxotrofniho kmene E.coli TOP10 bylo zvoleno LB
médium a to z toho divodu, Ze se jedna o standardni bohaté médium pro kultivace
rekombinantnich auxotrofnich mikroorganismd.

V michaném bioreaktoru s pracovnim objemem 8l kultury byly nejprve provedeny
jednorazové kultivace rekombinantnich mikroorganismt E. coli TOP10(pSEKaus8),
TOP10(pSEKau2).

V supernatantu desintegrovanych bunék z obou kultivaci, ktery obsahoval enzym, byla
stanovena enantioselektivita a regioselektivita EH Kau2 nebo Kau8. Pro charakterizaci
enantioselektivity a regioselektivity rozpustnych forem obou enzymi byly provedeny
celkem 4 série méfeni a pouzity 4 rizné substraty. V 1. sérii méteni byl pouzit terc-
butylglycidylether, a to pro porovnani vlastnosti enzymil s jinymi v literatufe
popsanymi EH (62). Ve 2. sérii byl pouzit para-chlorostyrenoxid, ve 3.sérii para-
nitrostyrenoxid a v posledni sérii a-metylstyrenoxid. Pro obé dvé EH byl vhodnym
substratem para-nitrostyrenoxid (hodnoty charakteristickych vlastnosti enzymil viz.
odstavec 4.2).

Na zikladé porovnani ziskanych vysledkii se jako =zajimavé§jsi z hlediska

enantioslektivity a regioselektivity jevil enzym Kau2: v porovnani s Kau8 vykazoval
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Kau2 vyssi hodnoty Age. VvOCi vSem zvolenym substratim a v piipad€ para-
nitrostyrenoxidu byla pozorovana enantiokonvergence, tedy Uplna preference jednoho
z enantiomert racemické smési substratu. Z tohoto z toho ditvodu byly veskeré¢ dalsi
experimenty provadény s timto enzymem.

Vzhledem k nizké koncentraci biomasy, kterou bylo mozno v bioreaktoru
piipravit v ptipad¢ pouziti hostitele TOP10, byly provedeny kultivace prototrofniho
kmene RE3(pSEKau2). Byla zvolena modifikovana zvolena média ozna¢ena Médium
I a II. (podminky kultivaci viz. odstavec 3.14) a v michaném bioreaktoru byly
provedeny dv¢ jednordzové a jedna pritokovana kultivace. V pfitokované kultivaci
bylo dosazeno 12nasobného mnozstvi biomasy a objemova aktivita EH se rovnala
4500 U/l fermentaéni kapaliny. Takto pfipravend biomasa byla pouzita pro izolaci EH
Kau2 pro ptipravu biokatalyzatoru.

Pro purifikaci byla vybrana ionexovd chromatografie, kde jako ionex byl
pouzit Diaion DH25L. Vzhledem ke skutecnosti, ze bylo potieba znacné mnozstvi
precisténého enzymu, byla zvolena vsadkova metoda. Bylo zjisténo, ze tato metoda
neni pro purifikaci enzymu vhodnd a EH se nepodafilo purifikovat. Ionex Diaion
DH25L byl vybran sohledem na moznost rychlého ziskdni potencidlniho
imobilizovaného biokatalyzatoru v pfipadé, Ze by enzym po zachyceni na ionexu
vykazoval vysokou miru relativni aktivity.

Jako druhd purifika¢ni metoda byl zvolen dvoufdzovy vodny systém, ktery vznika
smisenim dvojice hydrofilnich, vzdjemné nemisitelnych latek. V literatufe jsou popsany
celkem 3 typy téchto systému a to podle substanci, které byly pouzity pfi jejich piiprave:
typ polymer-polymer, polymer-stl a stil-stil. V naSem ptipad¢ byl zvolen typ polymer-stl
(92). Jako polymer byl vybran PEG, ktery byl kombinovan s fosfatem sodnym nebo
citronanem sodnym. Slozeni systému bylo nejprve optimalizovano pro molekulovou
hmotnost PEGu (1000, 3000, 6000) kDa, vhodnou hodnotu pH roztoku soli a v posledni
fad¢ 1 pro procentudlni zastoupeni jednotlivych substanci. Optimalizace metody
vychézela z literatury (93, 94, 95, 96).

Jak pro optimalizaci, tak pro samotnou purifikaci byla pouzita biomasa
z ptitokované kultivace kmene RE3(pSEKau2) (tab.4, str.55).

Jako nejvhodnéjsi slozeni dvoufazového vodného systému se jevil roztok PEGu o
molekulové hmotnosti 6000 a roztok citronanu sodného (pH 7,7). Hmotnostni zlomek
polyethylenglykolu 6000 ¢inil 14% celkové hmotnosti systému a hmotnostni zlomek

citronanu 13,5% celkové hmotnosti systému. Pfi pouziti systému o tomto slozeni, byl
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pii purifikaci Kau2 ze supernatantu desintegrovanych bunék biomasy pochazejici z
pritokované kultivace docilen purifika¢ni faktor 2,6 +/- 0,3 a vytézek aktivity po
purifikatnim kroku c¢inil 28,5%. Agee. purifikovaného enzymu v pfipadé pouziti
biomasy z pfitokované kultivace ¢inila 2,85 U/mg proteinu. Rozdilné hodnoty Agpec.
enzymu obsazeného v supernatantu homogenizdtu po ukonceni kultivace a
v supernatantu biomasy uchovavané pii —70°C je mozno vysvétlit skutecnosti, ze takto
nizké teplota napoméha efektivnéjsi desintegraci bunék.

Srovnani Kau2 s jinymi takto piecisténymi EH vSak nebylo mozné z diivodu, ze takto
byla purifikovana EH poprvé.

Z hlediska vyuziti enzymu je nutné enzym stabilizovat a zlepsit tak vlastnosti
enzymu, jako napf. teplotni a pH stabilitu. Pro stabilizaci EH byly pouzity dvé
imobilizacni techniky. Prvni technikou bylo zesiténi enzymovych agregati
prostiednictvim glutaraldehydu pfes NH, skupiny enzymu. Enzymové agregaty byly
pfipraveny precipitaci siranem amonnym.

Tato technika nicméné nebyla vhodna, jelikoz aktivita zesiténych enzymovych agregati
byla nulova. Pfi srdzeni proteinli siranem amonnym vznikaly agregity enzymu, ale po
pfidani glutaraldehydu pro jejich zesiténi se agregaty rozpadly. Pfipadna inhibice
aktivity EH glutaraldehydem nebyla studovéna.

V disledku negativnich vysledkii této imobilizacni techniky byla zvolena druhd
imobilizacni technika, kterd spocivala na kovalentnim navazani molekul enzymu ptes
NH; skupiny aminokyselin na epoxidové skupiny polyakrylamidového nosice.

Byla pouzita trojice komeréné dostupnych nosicl: Eupergit C, Eupergit C250L a
Sepabeads EC-EP. Rozdil mezi jednotlivymi nosi¢i spocival pfedevSim ve velikosti
port jednotlivych nosici.

Na zaklad¢ literarnich udaji (97) byla zkouSena rGzna mnozstvi navazky nosice
vzhledem k mnozstvi vkladaného proteinu a byly pouzity dva rtizné koncentrované
fosfatové pufry, tak aby vysledné imobilizacni suspenze mély koncentraci 1M a 0,5M.

Jako nejvhodnéjsi varianta pro pifipravu biokatalyzatoru se jevil nosi¢ Eupergit
C250L, fosfatovy pufr o vysledné koncentraci IM a navadzka nosi¢e vzhledem
k mnozstvi proteinu v poméru byla 20:1 .

Vytézek aktivity v tomto ptipadé Cinil 3,1 % a katalyticka G¢innost cca 37,1 %.
Agpec. na suchou hmotnost ¢inila 4,4 U/g proteinu.
Podle literatury bylo jesté mozné &ast epoxidovych skupin aktivovat Cu®" ionty

a tim zvysit vazebnou kapacitu ionexu pro protein. Aktivaci provedli C. Mateo a spol.
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(85) a tykala se nosicti Sepabeads EC-EP a Eupergit C. Cilem této aktivace bylo zvysit
hydrofobni charakter interakce mezi epoxidovymi skupinami nosi¢e a NH; skupinami
EH. U takto aktivovaného nosic¢e byl pro imobilizaci pouZzit 10mM fosfatovy pufr, tedy
pufr o podstatn€ nizsi koncentraci nezli u neaktivovanych nosicu.

imobilizace byla zjiSténa po aktivaci nosice po dobu 6 hodin. Oproti neaktivovanému
nosi¢i Sepabeads EC-EP, u aktivovaného Sepabeads EC-EP (15 hodin aktivace)
vzrostla vazebnd kapacita pro protein o 22%. Stejna aktivace byla uskute¢néna také
s nosi¢em Eupergit C. V porovnéani s neaktivovanym Eupergit C byla vSak Agpec.
(vztazeno na suchou hmotnost) biokatalyzatoru 55%. Z tohoto divodu jiz aktivace
nosi¢e Eupergit C 250L provadény nebyly.

Podminky pro imobilizaci Kau2 na Sepabeads EC-EP a jeho aktivovanou formu byly
zvoleny na zaklad¢ literarnich udajii (98) a 1isi se od podminek pro nosi¢e na bazi
Eupergitu. Z tohoto divodu je Ay biokatalyzatorG  typu Sepabeads EC-EP
maximaln¢ tfetinovd. Pro studium stability aktivity EH byl zvolen imobilizovany
enzym na nosici Eupergit C250L a Agp.c. 4,4 U/g proteinu.

U ptipravenych biokatalyzatort byla zjistovana zejména teplotni a pH stabilita.

Dle literatury byl pro urceni pH stability byl pouzit univerzalni pufr v rozmezi pH 3-8
(99). Oba parametry byly porovnavany se stabilitami rozpustné formy Kau2.
Pfi porovnani zjiSténych parametri v ptipadé imobilizace na nosi¢ Eupergit C bylo
zjisténo, ze imobilizovany enzym ztraci aktivitu jiz pii 35°C a aktivita zvolna klesa az
k teploté 45°C, kdy se relativni aktivita rovna 40 % ptvodni hodnoty. Rozpustna forma
enzymu ztraci aktivitu prudce v teplotnim intervalu 35-36°C a to skokové. Rozdily
v pH stabilité jsou minimalni.

Po imobilizovaci na nosi¢ Eupergit C250L dochéazi k poklesu aktivity na
polovi¢ni aktivitu v intervalu teplot 37-42°C, dale enzymova aktivity klesd jen
pozvolna. Imobilizaci na tento nosic je teplotni stabilita vyrazné zvysena.

Co se ty¢e enzymu imobilizovaném na nosi¢i Sepabeads EC-EP, ktery je
modifikovan Cu®" ionty, teplotni stabilita imobilizovaného enzymu neni vys$si ve
srovnani s rozpustnou formou enzymu. Je vSak patrny rozdil v pH stabilité
imobilizované a rozpustné formy EH: aktivita rozpustné formy enzymu vykazuje vyssi
stabilitu v oblasti hodnot pH 3-6.

Z pohledu dlouhodobé stability biokatalyzatoru a volného enzymu pii 95

minutové inkubace imobilizované pii teplot¢ 40°C se jako nejlepsi jevil nosi¢ Eupergit
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C250L: po pocate¢nim poklesu enzymové aktivity o 35 % (do 15. minuty) aktivita dale
klesa jiz pozvolna. Relativni aktivita rozpustné EH ¢ini po 50 minutach inkubace 5 %
puvodni enzymové aktivity. zatimco aktivita rozpustné formy enzymu po 15. minuté
také klesa, ale v 50. minuté inkubace Cini relativni aktivita 5% pivodni enzymové
aktivity.

Taktéz byla zjiStovana stabilita aktivity jak rozpustné, tak imobilizované formy
enzymu vzhledem k pfitomnosti organického rozpoustédla, v tomto piipadé ethanolu,
v reakéni smési.

Aktivita rozpustné formy enzymu vzriusta az do momentu, kdy reakéni smés obsahuje
15 obj. % ethanolu. Pfi dal§im zvySovani koncentrace ethanolu dochazi jiz k poklesu
enzymové aktivity, a v 25 obj.% ethanolu ¢ini enzymova aktivita pouze 25% pocatecni
hodnoty.

Oproti tomu u imobilizované formy enzymu je patrna konstantni enzymové aktivita az
do 6,5 obj. % ethanolu. Po pfidani dal§iho mnozstvi ethanolu vSak dochazi
k razantnimu poklesu aktivity enzymu: pii 25 obj. % ethanolu v reakéni smési dochazi
k Gplné ztraté enzymové aktivity. Studium stability aktivity EH v pfitomnosti ethanolu
nebylo v literatuie popsano.

Pro porovnani enantioselektivnich vlastnosti rozpustné a imobilizované formy
enzymu byla zvolena trojice substratd: styrenoxid, trans-1-fenylpropenoxid a cis-1-
fenyl-propenoxid. Enantioselektivity imobilizovaného a rozpustného enzymu se méni
v zavislosti na studované racemické smeési substratu: pii pouziti styrenoxidu je
polovi¢ni v porovnani s rozpustnou formou enzymu, u trans-1-fenylpropenu je
tietinova a u Cis-1-fenylpropenu je shodna.

Enantiokonvergence, tedy Uplna preference jednoho z enantiomerii z racemické smési,
se imobilizaci pfili§ neméni.

Nasledujici kombinaci, pouziti dvoufdzového vodného systému pro purifikaci
enzymu a ndaslednd imobilizace takto purifikovaného enzymu, nebyla dosud
publikovdna v z4dné literatufe. Vzhledem ke skutec¢nosti, Ze prvni imobiliza¢ni
technika pfinesla negativni vysledky, byla zvolena druhd imobiliza¢ni technika,
nicméné se nepodaftilo kvantitativné vyvazat veskery vlozeny protein, resp. enzym, a to
ani v piipadé mnohonasobného nadbytku nosice vici vlozenému proteinu. Je zde proto
s vyhledem do blizké budoucnosti na misté uvazovat, jakym zplsobem se pokusit
izolovat purifikovany enzym od PEGu a imobilizacni postupy zopakovat s timto

izolovanym enzymem.
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6. Souhrn

V michaném bioreaktoru byly provedeny kultivace rekombinantnich mikroorganismi
E. coli TOP10(pSEKau8), TOP10(pSEKau2) — v obou ptipadech se jednalo o
jednorazovou kultivaci a RE3(pSEKau2) — provedena dvakrat jednordzova a jedenkrat
pritokovana kultivace. Syntéza enzymu byla indukovana IPTG a nejvyssi objemové
EH aktivity 4500 U/l bylo dosazeno v pfitokované kultivaci rekombinantniho kmene

RE3(pSEKau2).

V supernatantu desintegrovanych bun¢k z kultivaci v bioreaktoru byla stanovena
enantioselektivita a regioselektivita dvojice EH (Kau2 a Kau8) pro substraty: terc-
butylglycidylether, para-chlorostyrenoxid, para-nitrostyrenoxid, a-methylstyrenoxid.
Nejvyssich hodnot enantioselektivity a regioselektivnich koeficienti bylo dosazeno
s enzymem Kau?2 a substratem para-nitrostyrenoxidem.

Dalsi experimenty byly provadény s enzymem Kau2.

Pro purifikaci enzymu Kau2 =ze supernatantu desintegrovanych bunék byla
optimalizovdna metoda zakladajici se na vytvofeni dvoufazového vodného systému,
ktery vznika smisenim dvojice hydrofilnich, vzdjemné nemisitelnych latek: systém
PEG6000-citronan sodny (pH 7,7). V tomto systému bylo dosaZzeno hodnoty
purifika¢niho faktoru 2,6 +/- 0,3.

Purifikovany enzym byl imobilizovan nasledujicimi zplsoby:
1) vytvofemim zesiténych enzymovych agregatti pomoci glutaraldehydu
2) kovalentnim navazanim enzymu na epoxidové skupiny polyakrylamidového
nosice pfes NH, skupiny enzymu.

Katalyzator pfipraveny technikou ¢. 1 mél aktivitu nulovou.

Pro kovalentni vazbu Kau2 byly pouzity komer¢ni nosi¢e Eupergit C, Eupergit C250L
a Sepabeads EC-EP, liSici se zejména velikosti pori ¢astic nosicll. Nejvyssi Agpec. bylo
dosazeno pii pouziti nosice Eupergit C250L. Po optimalizaci imobiliza¢nich podminek

byly ziskdny nésledujici hodnoty: Katalytickd G¢innost 37,1 % a Agpe.. na suchou
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hmotnost 4,4 U/g proteinu. Vytézek aktivity po imobilizaci ¢inil 3,1 % (pomér nosic :

protein =20: 1)

Katalyzator Kau2 na nosi¢ Eupergit C250L vykazoval zvySenou teplotni stabilitu: Po
95 minutach inkubace pii teploté 40°C cCini relativni aktivita 50 %, zatimco u
rozpustné formy enzymu jiz v 50. minuté inkubace dochdzelo ke ztraté 95 % pocatecni

enzymové aktivity.
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