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Uvod
Nitrilasy se v minulych letech staly ter¢em zajmu diky jejich potencidlnimu
uplatnéni v primyslu, jakoZto prostredku kdegradaci nitrili a produkci
karboxylovych kyselin v riiznych priamyslovych odvétvich. Tato prace se zabyva
optimalizaci purifikace nitrilasy z vlaknité houby rodu Arthroderma benhamiae,
jejiz sekvence genu, kodujici produkci nitrilasy, byl rekombinantné vnesen do
genomu bakterie druhu Escherichia coli BL21-Gold (DE3). Sérii ionexovych
a gelovych permeacnich chromatografii byl pripraven Cisty preparat
rekombinantni nitrilasy s enzymatickou aktivitou k fenylacetonitrilu o hodnoté

15,5 U/mg.
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1 Teoreticky uvod
1.1. Exprese rekombinantnich proteint

VloZenim konkrétniho genu ¢i jeho ¢asti do hostitelského organismu, v némz lze
vytvorit protein, jenZ je danou genovou sekvenci kddovan. Tento proces je nazyvan
exprese rekombinantnich proteind. Vytvoreny protein lze od nezadoucich latek a
necistot oddélit purifikacnimi kroky. Takto pripraveny cisty produkt lze dale
vyuzit, napf. pro proteinovou Kkrystalografii a nasledné freSeni jeho tercidrni

struktury.

1.1.1. Expresni systémy
Expresnim systémem rozumime Zivy systém, ktery vyuZiva rekombinantnich

DNA technologii za tucelem produkce bioorganickych latek, a to predevsSim
proteinti. Expresni systémy jsou déleny na prokaryotické a eukaryotické.

Prokaryotni bakteridlni expresni systémy jsou pro rekombinantni expresi
v praxi nejuzivanéjsi. Vyhodou je jednoduchost, vysoky vytéZek produktu a nizka
finan¢ni i ¢asova narocnost. Bakterialni systémy ale neumoZiuji posttransla¢ni
modifikace, coz miize ovlivnit terciarni strukturu exprimovanych proteint. V této
oblasti byl ale u¢inén objev, kdy byl do E. coli vnesen gen pro glykosyla¢ni systém
C. jejuni a jeho funkce zlstala zachovana [1]. Molekulova hmotnost exprimovaného
proteinu by rovnéZz neméla prekroCit 150 kDa. Protein je exprimovan bud
do cytosolu nebo do inkluznich télisek, v nichZ se hromadi v agregované formé.
Kam bude protein exprimovan zavisi prevazné na jeho struktuie. ProtoZe typ
exprese nelze cilené ovlivnit, je ndsledné potteba zvolit vhodny purifikacni postup.
Mezi nejuzivanéjsi prokaryotické expresni systémy patii Escherichia coli [2],
B. subtilis ¢i Pseudomonas fluorescens. Bakterie rodu P. fluorescens jsou vyuzivany
hlavné pti velkoprodukcich vakcin a bioterapeutik [3].

Eukaryotni expresni systém kvasinkovy je po bakterialnich systémech druhy
nejpouzivanéjsi. Na rozdil od systémi bakteridlnich Ize v tomto systému pripravit
proteiny s molekulovou hmotnosti prevySujici 150 kDa. ProtoZe v kvasinkach
probihaji posttranslacni modifikace, jsou proteiny exprimované touto cestou

ve své nativni formé. Protein kvasinky produkuji do cytosolu nebo jej sekretuji
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do Zivného média a typ exprese je ovlivnitelny pouZitim vhodného expresniho
vektoru. DalSim z eukaryotnich systémi, vyuZzivanych pro expresi, je systém savci.
Ke kultivaci savéich bunék je potreba zajistit specifické koncentrace oxidu
uhli¢itého, proto je tento systém vyuzivan pouze ve specialné vybavenych
laboratotich. Ptikladem savcéiho expresniho systému jsou bunky linie HEK293

(human embryonic kidney 293).

1.1.2. Inserty
Linearni molekula DNA, jez kéduje poZadovany protein, se nazyva insert.

Na obou koncich insertu jsou sekvence, tzv. restrik¢ni mista, ktera jsou shodna
srestrikénimi misty vsekvenci expresniho vektoru. Pouzitim restrik¢nich
endonukleas lze inzert pomoci procesu ligace vlozit do expresniho vektoru.
Soucasti insertu musi byt sekvence pro pocatek transkripce (Met) a konec
transkripce (stop kodon). Do insertu mize byt pridana specifickd sekvence,
jehoZ pritomnosti lze exprimovany protein snaze identifikovat a purifikovat.
Za timto ucelem byvaji pouZivany N a C-terminalni znacky, mezi néZ patri
napf. Histidinovd kotva, FLAG epitop, vapnik vazajici doména CBP (,calcium-

binding protein“) Ci celulosu vazajici doména CBD (,cellulose-bidning domain").

1.1.3. Expresni vektory
Expresni vektor, je vétSinou plazmid ¢i virus urceny Kk proteinové expresi

v burice. Vektory jsou vyuZzivany pro vloZeni specifického genu do cilové bunky.
Komponenty potiebné pro spravnou funkci bakteridlniho expresniho plazmidu
jsou:

e T7 promotor - sekvence vektoru, na kterou naseda enzym T7 RNA
polymerasa. T7 RNA polymerasa pochazi z bakteriofaga A, je tedy specificka
jen pro usek DNA v expresnim vektoru.

e T7 pocatek transkripce — misto pocatku syntézy mRNA insertu.

e Klonovaci misto - misto ve vektoru, kam lze zaklonovat insert. Obsahuje
sekvence pro nékolik restrikénich endonukledz, mezi které je insert vlozZen.

e T7 terminator - misto ukonceni transkripce insertu.

e Lacl sekvence - gen kédujici lac represor, ktery v nepritomnosti laktosy
blokuje aktivitu T7 RNA polymerasy svou vazbou na DNA v blizkosti
T7 promotoru [3]

e Pocatek replikace plazmidu.

e Sekvence kodujici rezistenci viici vybranému antibiotiku — umoznuje selekci
bakterii, které expresni vektor obsahuji a které ne.
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Soucasti expresniho plazmidu byva obvykle také sekvence kodujici kotvu na
N- nebo C- termindlnim konci exprimovaného proteinu, kterou lze k proteinu
pripojit a tim umoznit jeho purifikaci metodou afinitni chromatografie.

Expresni vektor s vloZenym genem pro rekombinantni protein je do bunék
vnesen béhem procesu zvaného transformace. Buriky, které jsou schopny snadno
prijmout plazmidovou DNA, oznacujeme jako kompetentni. ZvySeni permeability
jejich bunécné membrany je dosahovano elektroporaci nebo pilisobenim
chemickych cinidel. Vlastni transformace je pak nejCastéji provddéna metodou

tepelného Soku.

1.1.4. Regulace exprese v bunikach E. coli BL21
Exprese proteinu je proces, pri kterém je gen vyuzit k syntéze funkéniho

produktu - proteinu. Tento déj probiha fyziologicky ve vSech Zivych organismech.
V bunkach typu BL21 lze vyuZit umisténi sekvence rekombinantniho genu
v expresnim plazmidu primo za specificky regulovany promotor, oznacovany jako
lac operon.

Tri proteiny, které kdéduje lac operon prirozené se vyskytujici v genomu
bakterie, jsou zodpovédné za transport a metabolismus laktosy v bunice E. coli
a nékterych dalSich stievnich bakteriich. Proteiny kédované v lac operonu jsou
B-galaktosidasa, ktera Stépi laktosu na glukosu a galaktosu, B-galaktosidpermeasa,
coZ je transmembranovy protein zodpovédny za pienos laktosy z okoli burky
do intracelularniho prostoru a [-galaktosyltransacetylasa, ktera je schopna
prenaset acetyl-CoA na [3-galaktosidy.

Exprese lac operonu je regulovdna lac represorem, ktery za nepiitomnosti
induktoru, tedy laktosy, expresi na ném kdédovanych proteini blokuje.
V pritomnosti laktosy se represor od operonu oddéli, na jeho misto ptrisedd RNA
polymerasa a zapocne exprese enzymu. Po vyCerpani laktosy se represor vraci na
své ptivodni misto a proteiny lac operonu dale syntetizovany nejsou.

ProtoZe je sekvence rekombinantniho proteinu vloZena primo za lac operon
vexpresnim plazmidu, je moZné jeho expresi regulovat pridanim induktoru
do Zivného média, ve kterém butiky nesouci dany gen rostou. Laktosa by ale byla

z media vlivem enzymi lac operonu bakterie rychle odbourana a represor by dalsi
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expresi zastavil, proto se pro tento ucel uZiva latek, které enzymatickému
odbourani nepodléhaji. Mezi tyto latky patri
isopropyl-B-D-thiogalaktosid, fenyl-B-D-galaktosa a allolaktosa. [4]

1.2. Arthroderma benhamiae
Arthroderma benhamiae (obr. 1) je teleomorfa, tj. stddium v Zivotnim cyklu hub,

ve kterém dochdzi Kk pohlavnimu rozmnoZovani. Stadium, kdy se houba
rozmnoZzuje nepohlavné, napt. pomoci astrospor, konidii a dalSich rozmnoZovacich
organi, je nazyvano anamorfa- Teleomorfy a anamorfy jsou vzajemné morfologicky
odlisné, proto casto nesou ridzné nazvy - anamorfa A. benhamiae nese nazev
Trichophyton mentagrophytes. 1 pres morfologické rozdily anamorf a teleomorf
nesou obé formy stejnou genetickou informaci - jedna se tedy o stejny organismus.
A. benhamiae patfi mezi houby tridy Ascomycetes. Diky své keratinofilni povaze
je A. benhamiae zarazena mezi zoofilni dermatofyta, coZ jsou koZni parazité.
Keratin rozkldda chemickou i mechanickou cestou, pomoci kyselych proteas,
elastas, keratinas a dalSich enzymt, které jsou ptvodci jejich virulence. Pro své
potieby asimiluje A. benhamiae fosfor, draslik, sodik a vapnik. Je rovnéZ schopna
zpracovavat methionin, jeho utilizace je vSak inhibovana pritomnosti kyseliny

listové [5].

Obr. 1 - Trychophyton mentagrophytes - 400x zvétSeno, barveno
laktofenolovou modii. [6]
T. mentagrophytes se vyskytuje ve dvou variantach, a to zoofilni a antropofilni.

Infekce touto houbou jsou u c¢lovéka doprovazeny svédénim a vyrazkou, ktera

se pomérné jednoduse Siri.



-12-

1.3. Superrodina nitrilas
Superrodina nitrilas je tvorena tfinacti hlavnimi skupinami enzymf, jez byly

rozliSeny na zakladé sekvenc¢ni analyzy. Do prvni skupiny patfi nitrilasy
mikrobidlniho, rostlinného a Zivoc¢isSného plivodu (nitrilasy, kyanidhydratasy,
kyaniddihydratasy), podle nizZ byla celd superrodina pojmenovana. Druha az pata
skupina zahrnuje amidasy alifatické, amidasy amino-terminalni, biotinidasy
a B-ureidopropionasy. Karbamoylasy jsou Sestou skupinou a jsou specifické
schopnosti dekarbamylovat D-aminokyseliny. Sedma a osma skupina sestava
z NAD synthetas eukaryotniho a prokaryotniho ptivodu. Ty jsou schopny zpracovat
volny amoniak ¢i glutamin a nasledné katalyzovat presun amidového dusiku
na Siroké spektrum substrati. Apolipoprotein N-acyltransferasy byly zaclenény
do skupiny Ccislo devét a katalyzuji prenos acylové skupiny na lipoproteiny
v gramnegativnich bakteriich. Skupina deset obsahuje enzymy, jeZ jsou spojeny
s funkci Fhit, na zakladé tzv. ,rosetta stone“ vztahu mezi témato dvéma enzymy.
Jako ,rosetta stone“ proteiny oznacujeme proteiny, které jsou sloZzeny z nékolika
vzajemné interagujicich podjednotek, jeZ jsou pri proteosyntéze vytvareny
v jednom uceleném retézci. Prikladem ,rosetta stone“ proteinu je napr. acetat-CoA
transferasa v E. coli, homologni protein je u ¢lovéka tvoren ze dvou podjednotek.
Do skupin jedenact az tfindct patfi enzymy spojené s posttranslacnimi
modifikacemi proteini, pro néz nebyla nalezena ani urCena substratova
specifita [6]. Nitrilasova superrodina katalyzuje hydrolyzu nepeptidovych vazeb
mezi uhlikem a dusikem v proteinovych i neproteinovych substratech. Proteinova
rodina superrodina je charakteristicka typickym affa-affa usporadanim
proteinovych podjednotek [6,7,8]. Jako katalytické centrum byla identifikovana
trojice aminokyselin Cys, Glu a Lys v aktivnim misté enzymu (obr. 2 na nasledujici

strané) [6, 7].
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Obr. 2 - aktivni misto nitrilasy (Cys146 v oxidované formé, Lys113 a Glu42)
termoaktivni nitrilasy Pyrococcus abyssi. V zelené elektronové mapé
se nachazi acetatovy ion. V koordinované vazbé na Pro175, Tyr176, Alal77
a acetat je znazornéna molekula vody. [9]

Katalytické vlastnosti nitrilas, kyanidhydratas a kyaniddihydratas jsou i pres
svou podobnost v aminokyselinové sekvenci znacné odliSné. Oproti nitrilasam,
které prijimaji za své substraty Casto Siroké spektrum latek, maji kyanidhydratasy
a kyaniddihydratasy vysokou specifitu pouze pro kyanovodik, aktivita téchto dvou
skupin enzymi vici nitrilim je v porovnani s aktivitou vii¢i kyanovodiku nizsi.

Reakce katalyzované jednotlivymi Cleny superrodiny nitrilas jsou uvedeny v obr. 3.

2H,0 2NH4*
R- COOH<L—L R-CONH, <L—L R-CN L-'i R-COOH
amidasa nitrilhydratasa nitrilasa
NH;" H0 NH,* 2 H,0 2 NH,*

HCOOH LL HCONH, == ‘\— j HCN L—l> HCOOH

i kyaniddih
amidasa kyanidhydratasa yaniddihydratasa

Obr. 3 - reakce organickych nitrilti a kyanovodiku katalyzované enzymy, jez
jsou Cleny nitrilasové superrodiny, v€etné nitrilhydratasy, kterd do této

superrodiny nepatfi (lyasa).
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1.3.1. Nitrilasy
Prvni nitrilasa (E.C. 3.5.5.1) byla izolovana zlisti chmele a byla schopna

preménovat indolacetonitril na indol-3-octovou kyselinu, coZ je latka podporujici
prodluZovani bunék (auxin) [10]. Plivodné byla pojmenovana indolacetonitrilasa,
ale analyzou substratové specifity bylo zjisténo, Ze je tento enzym za sviij substrat
schopen pojmout Siroké spektrum latek. Diky tomuto objevu byl enzym pozdéji
prejmenovan na nitrilasu.

Nitrilasy se skladaji nejcastéji zjednoho, pripadné dvou typl podjednotek,
které se skladaji do spiralovitych terciarnich struktur rtiznych délek, napft. nitrilasa
z P. stutzeri AK61 vytvari spirdly ze 14 podjednotek, kdeZto homologni enzym
z B. pumilus C1 a 8A3 vytvari helixy z18 a 22 podjednotek [11]. Strukturni
analyzou byla identifikovina mista zodpovédnd za interakci na trovni
podjednotek. Tato mista, respektive plochy, byly oznaceny pismeny A, B, C,D, E a F.
Plochy A, C, D a F se v krystalové struktute uicastni spiralizace, zatimco plocha B ne.
Plocha B byla objevena pouze v krystalovych formach
N-karbamyl-D-aminokyselina-amidohydrolasy [7] a NitFHit proteinu [8],
ve kterych podjednotky vytvareji tetramer [9, 11]. Nitrilasa z R. rhodochrous ]1
vykazuje plochu D, kdeZto kyanidhydratasy maji budto samotnou plochu F
nebo obé plochy D i F. Asymetricnost plochy E zpiisobuje ukonceni spiraly
oligomeru. V mikrobidlnich nitrilasach byly prozatim elektronovou mikroskopif
vizualizovany pouze symetrické plochy C, D a F a asymetricka plocha E.
VSechny mikrobidlni nitrilasy, pro néz jsou dostupna data, vykazuji prodlouZeny
C- terminalni retézec. Ten je zodpovédny za podporu tvorby spirdlové struktury
a diky své flexibilité miiZe interagovat s jinou ¢asti podjednotky, ktera je v blizkosti
aktivniho mista a tim ovliviiovat aktivitu a stabilitu Sroubovice (obr. 4 a 5

na nasledujici strané). [9, 11]
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Obr. 4 - A - trojrozmérny model dvou podjednotek nitrilasy Pyrococcus
abyssi spojenych do dimeru. Kulickovym modelem jsou znazornény
molekuly acetatu, aktivni mista nitrilasy jsou zobrazena tyCinkovym
modelem. B - detail vazebného mista, oto¢eno o 90° smérem dold
v porovnani sobrazkem A. C - detail prodlouzenych C-terminalnich
fetézcli s interagujicimi aminokyselinovymi zbytky zobrazenymi jako

tycinkové modely [9].

B

Obr. 5 - A - rekonstrukce mikrobialnich nitrilas studovanych pfi nizkém
rozliSeni elektronovou mikroskopii. Zleva - kyaniddihydratasa
z P. stutzeri AK61, kyaniddihydratasa z B. pumilus C1 pti pH 5,4, nitrilasa
zkrdcena na C-konci z R. rhodochrous ]J1, Kkyanidhydratasy z N. crassa a
G. Sorghi. B — pohled do nitra helixu nitrilasy z R. rhodocrhous ]J1 odhaluje

centralni dutinu [11].
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1.3.2. Zdroje nitrilas
Nitrilasy byly v priibéhu ¢asu objeveny, at uz prakticky ¢i teoreticky sekvencni

analyzou genomu, v ¢etnych organismech.

1.3.2.1. Nitrilasy risi Procaryotae a Archeae

VIV

Bakterie a organismy riSe Archeae za uCelem schopnosti prezit v daném
prostredi. Jejich predpokladanym cilem jsou pravdépodobné nitrily produkované
jinymi mikroorganismy a rostlinami za uCelem své ochrany, dale xenobiotika, jeZ
mohou byt v pritomnosti nitrilas degradovana a v neposledni radé se predpoklada
podileni se nitrilas v biosyntéze sekundarnich metabolitd. Nitrilasy nejsou
v bakteriich nikterak rozsifenym enzymem - ze 150 druhi bakterif, jejichZ genom
byl sekvenovan, pouze 10 obsahovalo geny kddujici nitrilasy. Nitrilasy téchto
zkoumanych bakterii byly charakterizovany. Bylo zjiSténo, Ze vlastnosti téchto
enzymi, jako substratova specifita ¢i enantioselektivita, v nékterych pripadech

koreluji s prostiedim, ze kterého vzorky pochazely. [12]

1.3.2.2. Fungalni nitrilasy
Nékteré patogenni houby vyuZzivaji kyanidhydratasu k napadeni rostlin, které

na svou obranu pred infekci produkuji velkd mnozZstvi alkenylglukosinatti. Ty se
rozkladaji na isothiokyanaty a nitrily. V porovnani s mikroby houby nevykazuji
vysokou nitrilasovou aktivitu. Fungalni nitrilasy doprovazeji dal$i enzymy
Ucastnici se degradace aldoximu.

Nitrilasy zhub byly pro svou afinitu k aromatickym nitrilim povazovany
za aromatické, jsou vSak schopny za své substraty pojmout i nitrily alifatické
a alicyklické, jako isovaleronitril, propionitril, acetonitril, e-kaprolaktam a dalsi

[13].

1.3.2.3. Rostlinné nitrilasy
Nitrilasy rostlinného ptivodu byvaji oznaCovany za klicovy enzym biosyntézy

auxinu, tedy rlstového hormonu. Tato reakce probihda hydrolyzou
indol-3-acetonitrilu na indol-3-octovou kyselinu (IAA, ,indole-3-acetic acid").
Vznikla IAA ma schopnost iniciovat prodluZovani rostlinnych bunék [14]. Nitrilasy
maji ale mnohem S$irsi fyziologické vyuziti, a to predevsim v detoxifikaci kyanidu -

ten je produktem syntézy ethylenu, po které je vznikly kyanid detoxifikovan
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preménou na [-kyano-L-alanin a dale na asparagin, kyselinu asparagovou
a amoniak. Nitrilasa je tedy i soucasti rostlinného systému pro recyklaci dusiku.
Kyanid mlZe byt dale uvolnén zkyanogennich glykosidii (amygdalin z mandli,
linamarin z manioku) a lipid{i, které se bézné vyskytuji v rostlinach. V rodu
Sorghum (Cirok) byla identifikovana nitrilasova isoforma, ktera vyuZiva
intermediat katabolického meziproduktu - kyanogenniho glukosidu dhurrinu. Tim
umoZiuje metabolizovat kyanoglukosid bez uvolnéni toxického kyanidu. Reakce
probiha preménou (Z)-p-hydroxyfenylacetaldioximu na p-hydroxyfenylacetonitril

[14, 15].

1.3.2.4. Zivod¢isné nitrilasy
0 zivocisnych nitrilasach se v soucasné dobé mnoho nevi. Do této skupiny patii

jiz drive zminovany Clen nitrilasové rodiny Nitl, objeveném v v Drosophila
melangoster a Caenorhabdits elegans (str. 12, oddil 3.2., [8]). Homolog tohoto
proteinu byl obejven i u savcli, v nichz ale neni protein Nitl pripojen
k 5-terminalnimu retézci proteinu Fhit (Fragile histidine fragment, fragilni
histidinovy fragment) v tzv. ,rosetta stone“ vztahu. Bylo postulovano, Ze Nitl
je funkcéné pribuzny k Fhit, ktery je tzv. tumorovym supresorem, a to diky
schopnosti indukovat apoptosu. Mysi T buinky bez Nitl spontanné vstupuji
do bunécného cyklu, prochazeji cyklem rychleji a mira apoptosy u téchto Nitl

deficitnich bunék je zvySena [16].

1.3.3. Nitrilhydratasy
Nitrilhydratasy (NHasy, E.C. 4.2.1.84) katalyzuji pfeménu nitrild na amidy.

JakoZto lyasy nejsou zarazeny do nitrilasové rodiny. Prvni dokumentovany nalez
NHasové aktivity byl ucinén v kulturdch Arthrobacter sp. J1. Tyto enzymy jsou
vdneSni dobé uspésné vyuzivdny pro syntézu akrylamidu, nikotinamidu
a 5-kyanovaleramidu [17, 18].

Biotechnologicka preména akrylonitrilu na akrylamid vlivem NHasové aktivity
je vyuzivana Kk pokryti ctvrtiny celosvétové produkce. Tento zpilisob vyroby
akrylamidu je vyuZivan od roku 1991 a vyuZiva bakterii R. rhodochrous J1, ve které
byla pritomnosti mocoviny v Zivném médiu indukovana exprese NHasy, ktera

preménuje akrylonitril na akrylamid. [17]
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NHasy sestavaji ze dvou podjednotek, a a 3, které si nejsou vzajemné podobné
ve své aminokyselinové sekvenci. Existuji bud’to jako dimery af3, tetramery o232
¢i heterooligomery, které sestavaji az z dvaceti téchto podjednotek. Na jednu
podjednotku of3 pripada jeden ion kovu (Zelezity nebo kobaltity v bakterialnich
NHasach, zine¢naté ionty byly objeveny v houbé Myrrothecium verrucaria [19]).

Noguchi a kol. objevil NHasu v Rhodococcus sp. N771, ktera je fotosenzitivni
[20]. Vaze ve své struktuie molekulu oxidu dusnatého k nehemovému iontu Zeleza
v aktivnim centru enzymu. Plisobenim svételného zareni dochazi k disociaci oxidu
dusnatého z aktivniho mista enzymu, kde jej nahradi hydroxylovy anion. V této
formé je enzym aktivni a je umoznén pristup substratu k aktivnimu mistu. Vznikly
produkt neni stabilni a dochazi k jeho presmyku na stabilnéjsi produkt - amid

(obr. 6) [21].
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Obr. 6 - predpokladany reak¢ni mechanismus svétlem aktivované NHasy
zRhodococcus sp. N-771. Zbytky Cys112 a Cysl14 jsou kyseliny
cystein-sulfenylova (Cys112-SO:H) a cystein-sulfinylova (Cys114-SOH).
B predstavuje bazickou skupinu enzymu. 1 - vlivem elektromagnetického
zareni (hv) je NO z katalytického centra NHasy disociovan; 2, 3 - nitrilovy
substrat pristupuje khydroxylovému iontu vazanému kiontu kovu;

4 - presmyk produktu reakce poskytuje amid [21].
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1.3.4. Amidasy
Amidasy katalyzuji hydrolyzu amidu na prisluSnou karboxylovou kyselinu

a amoniak. Jsou razeny do kategorii EC 3.5.1 a EC 3.5.2. Vyskytuji se jak
v eukaryotach, tak prokaryotach, kde jsou vétSinou sparovany s nitrilhydratasami
(NHasy). Diky tomuto spojeni probiha hydrolyza nitrili dvojenzymatickou cestou
[22].

Mimo hydrolytickou aktivitu jsou amidasy schopny prenaset acylovou skupinu
na hydroxylamin za vzniku hydroxamati - dobfe prozkoumana je schopnost
prenosu acylovych skupin amid@, kyselin a esteri na hydroxylamin (NH20H)
v rodu Rhodococcus R312. Tento enzym umoznuje pienos acylii zamidi s kratkym
Fetézcem i na hydrazin (NH2NH2), za vzniku oxanilhydrazidi (CONHNH?). Tyto
reakce ale probihaji mnohem pomaleji, nez hydrolyza amidi [23].

Amidasy se déli na alifatické a aromatické, zaroven byla objevena i schopnost
hydrolyzy a a w-aminokyselin. U nékterych amidas byla popsana stereoselektivita.

Kobayashi a kol. [24] navrhli reakéni mechanismus amidasy. Karbonylova
skupina amidu je nukleofilné atakovana, coZz vede ke vzniku tetraedrického
intermediatu. Uvolnénim amoniaku je intermediat pfeménén na acyl-enzymovy
komplex, ktery je hydrolyzovan na kyselinu adici molekuly vody. Schématické

znazornéni reakéniho mechanismu je uvedeno na obr. 7 niZe.

0
Il EXH
R = C = NH, ‘__\ H Acyl_enzyme
Amide e oj NH, 0
| f I
H,0 R—C — NH, R—=C —XE
i H
e -0
NH 2R :
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R=—C=N—»R-(C-XE
Nitrile H,0

0
Il

Acld R—C =OH + EXH
Obr. 7 - reakéni mechanismus amidasy navrzeny Kobayashim a kol.
Nukleofilni atak amidu enzymem (EXH) vede ktvorbé tetraedrického
intermediatu, ze kterého je preskupenim vazeb uvolnén amoniak.
Naslednou hydrolyzou je enzymovy komplex preménén na prisluSnou

karboxylovou kyselinu. [24]
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Ionty kovi byly u amidas doposud objeveny pouze v bakteriich Klebsiella

pneumoniae, a to kobaltu a Zeleza[25].
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2 Cile prace

Rekombinantni exprese nitrilasy z Arthroderma benhamiae: jeji produkce

v E. coli, optimalizace jeji izolace a purifikace v redukujicim prostredi.
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3 Material

3.1. Pomiicky a pristroje
Aparatura pro filtraci

Autoklav Varioklav 300/400/500 EP-Z
Automatické pipety Discovery
Automatické pipety Pipetman
Centrifuga Allegra X-22R

Filtr Millipore Express PLUS 0,20 pm
HPLC systém AKTA basic

Kahan

Kolona Superdex 200 10/300 GL
Kolona SOURCE 15Q

Kolona Q-Sepharose Fast Flow
Koncentratory Amicon Ultra

Lednice 225-R

pH metr ino Lab

Pipetovaci nastavec Midiphus
Predvazky KB1200-2

Souprava pro SDS elektroforézu
UV/VIS spektrometr UV2 Series
Ultrazvukovy homogenizator Sonoplus
Varic

Vortexovy mixér

Zdroj deionizované vody Milli Q
Zdroj napéti EC 250-90

3.2. Chemikalie

Akrylamid

APS

Azid sodny
B-merkaptoethanol
BisTris

Coomassie Brilliant Blue R-250
Dithiothreitol
Fenylacetonitril
Kanamycin

Kvasnicny lyzat

PBS

SDS

TEMED

Tris

Ostatni béZné chemikalie

3.2.1. Enzymy
Lysozym

Sigma, USA

H+P Labortechnik GmbH, Némecko
HTL, Polsko

Gilson, USA

Beckman Coulter, USA
Millipore, USA

GE Healthcare USA
zdvod Votice, CR
Merck, Néemecko

GE Healthcare, USA
GE Healthcare, USA
Millipore, USA

Calex, CR

Schoeller, Némecko
Biohit, USA

Kern, Néemecko
Bio-Rad, USA

Unicam, UK

Bandelin, Némecko
ETA, CR

VELP Scientifica, Itdlie
Millipore, USA

Sigma, USA

Sigma, USA

Serva, USA

Serva, USA

Sigma, USA

Roth, Némecko

Fluka Chemika, fvjcarsko
Serva, USA

Sigma, USA

Merck, Néemecko
Imuna Pharm, CR
Roth, Némecko

Jersey Lab Supply, USA
Serva, USA

Roth, Némecko
Lach-Ner, CR

Sigma, USA
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3.2.2. Markery pro elektroforézu
PiNK Plus Prestained Protein Ladder GeneDireX, Tchaj-wan

3.3. Bakterialni bunky, plazmidy

E. coli BL21-Gold (DE3) Agilent Technologies, USA
pET-30a (+) Novagen, Némecko
genova sekvence nitrilasy A. benhamiae GeneArt, Némecko

3.4. Roztoky a média

AA: 29% akrylamid, 1% N,N‘-methylen-bis-akrylamid

Barvici roztok: 45% methanol, 10% Kkyselina octov4, 0,25% CBB R-250
Elektrodovy pufr (10x koncentrovany): 3% Tris, 14,4% glycin, 1% SDS, pH = 8,3
HEPES pufr: 10mM HEPES, 150mM NaCl, 10mM NaNs, pH = 7,5

LB médium: 1% trypton, 0,5% kvasni¢ny lyzat, 1% NacCl, pH = 7,4

Odbarvovaci roztok: 35% ethanol, 10% kyselina octova, 55% destilovana voda
Pufr Agistris: 20mM BISTRIS, 10mM NaN3, 10mM 3-ME, pH = 7,0

Pufr Bgistris: 20mM BISTRIS, 0,5M NaCl, 10mM NaN3z, 10mM -ME, pH = 7,0

Pufr Atris: 20mM TRIS, 10mM NaN3, 10mM (3-ME, pH = 8,0

Pufr Brris: 20mM TRIS, 0,5M NaCl, 10mM NaN3, 10mM B-ME, pH = 8,0

TRIS pufr: 50mM TRIS, 150mM NaCl, 10mM NaN3, 10mM B-ME, pH = 8,0
Vzorkovy pufr (redukujici, 2x koncentrovany): 100mM TRIS, 20% glycerol, 4%
SDS, 0,2% bromfenolova modf, 100mM DTT, pH = 6,8

Vzorkovy pufr (neredukujici, 2x koncentrovany): 100mM TRIS, 20% glycerol, 4%
SDS, 0,2% bromfenolova modft, pH = 6,8
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4 Metody

4.1. Gelova permeacni chromatografie
Kapalinovd vysokotlakd chromatografie (HPLC systém AKTA basic)

s isokratickou eluci byla provedena v HEPES pufru na koloné Superdex
200 10/300 GL pfti pritoku mobilni faze 0,5 ml/min. Vzorek byl pred analyzou
uchovan vmrazdku, byl tedy pred samotnym experimentem rozmraZen
a odstredén _. Nanaska na kolonu byla vzdy 50 pl. Frakce v oblasti elu¢niho vrcholu
byly jimany a znovu za stejnych podminek nastfiknuty na kolonu.

Za stejnych podminek bylo po promyti kolony dostatecnym mnoZzstvim mobilni
faze analyzovano 50 pl preparatu AV CR, ke kterému byl ptidan roztok
dithiothreitolu (DTT) do vysledné koncentrace 100 mM.

4.2. Priprava nového preparatu nitrilasy
Pro transformaci byl vyuzit plazmid pET-30 a (+) sgenem nitrilasy

z A. benhamiae CBS 112371 zaligovanym mezi restrikéni mista Ndel a HindIII.
Plazmid byl trasnformovan do produkéniho bakteridlniho kmene E. coli BL21-Gold
(DE3). Transformované bakterie natfené na agaru v Petriho misce byly ziskany

od Mgr. Alicje B. Veselé z Laboratoie biotransformaci MBU AV CR.

4.2.1. Kultivace E. coli a produkce rekombinantni nitrilasy
Do kazdé z osmi dvoulitrovych Erlenmayerovych banék bylo nalito priblizné

500 ml sterilniho LB média s kanamycinem o koncentraci 50 mg/ml a kazda banka
byla zaockovana stejnym mnoZstvim bakteridlni suspenze rozmichané na Petriho
misce vmalém mnoZstvi média. Kultivace probihala ptri 200 ot/min a 37 °C.
Po dosazeni A = 0,854 (A =550 nm; 2 hod 30 min) bylo médium ochlazeno na 25 °C
a do kazdé bariky bylo pridano 200 pl 1M IPTG. Trepani bunék probihalo pfes noc
pti 200 ot/min a 25 °C.

Nasledujici den bylo médium rozdéleno na 4 stejné dily do plastovych kyvet
a jejich obsah odstfedén 15 min pfi 4000 x g. Po odstredéni byl supernatant odlit
a peleta bunék resuspendovdna v TES pufru. Odstredovani s naslednou
resuspendaci bylo provedeno celkem tfikrat.

Po centrifugaci byly bunky lyzovany ultrazvukovym homogenizatorem

Sonoplus, s nastavenou amplitudou 40 % a pulsem 0,5 s po dobu 1 min. Prvni
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sonikace byla provedena bez chlazeni, dalsi tfi sonikace za stejnych podminek byly
provedeny pri chlazeni suspenze na ledové lazni. Bunécna suspenze byla rozdélena
do dvou plastovych kyvet, k obéma dilim byl priddn 1 ml 2M DTT a 4 mg
lysozymu. Po ptl hodiné byl jejich obsah centrifugovan 10 min pii 20 000 x g
a 25 °C. Supernatant byl od pelety oddélen a preveden do cCistych zkumavek

za soucasné filtrace pres filtr Millipore Express PLUS 0,20 um.

4.3. lontové vyménna chromatografie bunécného lyzatu
Prefiltrovany lyzat byl v poméru 1:1 nafedén pufrem Arris, ktery slouZil i jako

mobilni faze. Za pritoku 5 ml/min byl natfedény lyzat nanesen na kolonu
Q-Sepharose Fast Flow 16/10 a nasledné byl po promyti kolony eluovan pufrem
Brris. Gradient pro eluci nitrilasy byl nastaven z 0 na 30 % pufru B za 10 minut.
Po eluci piku byl nastaven gradient z 30 na 100 % pufru Brsis za 10 minut. Frakce

v oblastech eluc¢nich vrcholi byly jimany v objemech 5 ml a uloZeny v lednici.

4.4. lontové vyménna chromatografie vybranych proteinovych frakci
Frakce 1, 2 a 3 (viz 5.2.2.) byly spojeny, odsoleny a prevedeny do pufru Asistris

pomoci koncentratori Amicon Ultra-4 (MWCO 10 000) a centrifugace pti 4000 x g
a 25 °C po 10min krocich.

Separace byla provedena pfti priitoku mobilni faze 0,5 ml/min na koloné Source
15Q 4.6/100 PE, ktera byla pres vikend uloZena v pufru Bgistris @ nasledné promyta
1M NaOH, 1M HCI, 30% acetonitrilem s pridavkem 0,1 % kyseliny trifluoroctové,
8M mocovinou s 50mM Tris pufrem a 0,5M imidazolem. Mezi jednotlivymi
Cisticimi kroky byla na kolonu ptivadéna filtrovana destilovana voda. Kolona byla
nasledné ekvilibrovana v pufru Agistris @ byl na ni nanesen vzorek. Po naneseni
vzorku a opétovném promyti kolony pufrem Agistris byl spustén gradient pufru
Bgistris Z 0 na 20 % za 5 min. Nasledné byl spustén gradient z 20 na 50 % pufru
Bgistris Za 1 hodinu. Zachyceno bylo celkem 20 frakci. Po dokonceni eluce nitrilasy

byl gradient pufru Bgistris ZvySen na 100 % za 1 min.

4.5. SDS elektroforéza
Pro pripravu 15% separacniho gelu bylo smichano 0,45 ml dH20, 1 ml 30% AA,

0,5 ml 1,5M Tris o pH = 8,8, 20 pl 10% SDS, 20 pl 10% APS a 1 pl TEMED.

Separacniho gelu bylo mezi skla nalito takové mnoZstvi, aby mezi hladinou gelu
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a koncem zubli hiebenu alesponn centimetr mista. Nality gel byl pievrstven
destilovanou vodou. Po zatuhnuti gelu byla voda odstranéna a na vrch separac¢niho
gelu byl nalit gel zaostiovaci. Dva zaostrovaci gely byly pripravovany pipetovanim
0,7 ml1 dH20, 0,25 ml 30% AA, 0,125 ml 1M roztoku Tris o pH = 6,8, 10 ul 10% SDS,
10 ul 10% APS, 1,5 ul TEMED a 60 pl 1x koncentrovaného neredukujiciho
vzorkového pufru. Do zaostirovaciho gelu byly nasledné ihned zapichnuty hiebeny,
kde byly ponechany aZ do uplného zatuhnuti gelu.

Po ztuhnuti geli byly hiebeny opatrné vytaZeny, elektroforeticka skla vloZena
do aparatury pro elektroforézu naplnéné elektrodovym pufrem, ktery byl nasledné
nalit i do prostoru mezi skly tak, aby pufr pretekl do zubti v zaosttovacich gelech.

Vzorky pro elektroforézu byly pripravovany rozpousSténim ve 2 x
koncentrovaném vzorkovém pufru. Po pridavku vzorkového pufru byly vzorky po
dobu 5 minut vareny na vodni 1azni a poté centrifugovany pti 4000 x g po dobu 5
minut. Davky vzorkt do jednotlivych drah ¢inily 10 pl. Davka markeru byla 5 pl.

Samotna elektroforéza probihala vzdy pri napéti 200 V, po dobu priblizné
50 minut, a to do chvile, kdy linie vzorkového pufru doputovala ke spodnimu okraji
gelu.

Gely byly po provedeni elektroforézy barveny v barvicim roztoku a po jejich
obarveni byly vloZeny do roztoku odbarvovaciho, ve kterém byly za stalého
michani odbarvovany. Odbarvovaci roztok byl v pribéhu nékolikrat vyménovan
za Cisty.

12,5% separacni gel byl ptripraven z 1,04 ml dH20, 0,41 ml 30% AA, 0,5 ml 1,5M
Tris o pH = 8,8, 20 ul 10% SDS, 20 ul 10% APS a 1 pl TEMED. SloZeni zaostifovaciho

gelu zistalo stejné.

4.6. Gelova permeacni chromatografie proteinovych frakci
Podle vysledkt elektroforézy byly frakce rozdéleny na Cisté (frakce 1-9, 19-20)

a kontaminované (10-18) frakce, které byly spojeny a jejich objem sniZen
na koncentratorech Amicon® Ultra-4 (MWCO 10 000) pomoci centrifugace
pri 4000 x g na 1 ml

Zakoncentrované Cisté a kontaminované frakce byly po Castech nastiiknuty

na kolonu Superdex 200 10/300 GL pfi priitoku mobilni faze 0,5 ml/min. Mobilni
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fazi byl 50mM TRIS pufr. Nastriky Cisté frakce byly provedeny celkem tri (200, 500
a 400 pl) a kontaminované dva (2 x 500 pl). Z kazdého nastriku byly zachyceny

Ctyti frakce, z nichz byla provedena SDS elektroforéza.

4.7. Stanoveni koncentrace proteinu metodou dle Bradfordové
Do mikrotitracni desticky bylo k5 pl frakce ¢islo 9 z protokolu 5.3.4. bylo

priddno 200 pl cinidla Bradfordové. Kalibra¢ni rada roztoki BSA o rlznych
koncentracich byla pripravena z 5 pl prislusného roztoku BSA a 200 ul cinidla
Bradfordové. Koncentrace proteinti ve frakci byla urcena pouze orientacné

vizudlnim porovnanim intenzity zabarveni vzork a kalibracni rady.

4.8. Stanoveni enzymové aktivity
Enzymova aktivita nitrilasy byla stanovena dle publikovaného protokolu [26]

Mgr. Alicjou B. Veselou v Laboratofi biotransformaci MBU AV CR.
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5 Vysledky prace

5.1. Studium oligomerniho stavu nitrilasy z A. benhamiae
Preparat rekombinantni nitrilasy z Arthroderma benhamiae byl pripraven

Mgr. Alicjou B. Veselou v Laborato¥i biotransformaci MBU AV CR. Celkovy objem
preparatu cinil 0,5 ml. Nitrilasa byla rozpusténa v pufru o slozeni 10mM Tris,
150mM NaCl, 10mM NaNs3, pH = 8,0. Koncentrace nitrilasy v preparatu byla
4 mg/ml a aktivita k fenylacetonitrilu 20,04 U mg-1.

5.1.1. Gelova permeacni chromatografie neredukované nitrilasy
Optimalizace purifikace rekombinantni nitrilasy z A. benhamiae zapocala

provedenim gelové permeatni chromatografie s vyuZitim vzorku nitrilasy
pripraveného Mgr. Alicjou B. Veselou v Laboratoti biotransformaci MBU AV CR dne
1. 10. 2012. Separace byla provedena na koloné Superdex 200 10/300 GL. V oblasti
elucniho vrcholu s maximalni absorbanci byla jimana vytékajici mobilni faze, ktera

byla za stejnych podminek znovu nanesena na kolonu (obr. 8).
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Obr. 8 - chromatogram neredukovaného vzorku nitrilasy. Separace byla
provedena na koloné Superdex 200 10/300 pii pritoku mobilni faze
0,5 ml/min. Opakovany nastiik zachyceného eluovaného vzorku, ktery byl

proveden za stejnych podminek, je zndzornén Cervené.
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Na chromatogramu je patrné, Ze nitrilasa v neredukovaném prostredi vytvari
vyssi oligomery.
5.1.2. Gelova permeacni chromatografie redukované nitrilasy

Vzorek nitrilasy obsahujici 100 uM DTT byl nasttiknut na kolonu Superdex 200
10/300 obdobné, jako v predchozim odstavci. Redukci proteinu doslo k rozpojeni

disulfidickych miistki a tim ke zméné oligomerniho stavu proteinu.
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Obr. 9 - gelova permeacni chromatografie redukovaného vzorku nitrilasy

na koloné Superdex 200 10/300 pri pritoku mobilni faze 0,5 ml/min. Na

chromatogramu lze pozorovat hlavni elu¢ni vrchol nitrilasy v oblasti

kolem 11 ml elu¢niho objemu. Elu¢ni vrchol pfi 20 ml je pravdépodobné

DTT.

Redukci nitrilasy byly zredukovany kovalentni vazby mezi cysteiny, které se
pravdépodobné podileji na vzniku oligomernich struktur nitrilasy, pozorovanych
pri nastfiku neredukovaného vzorku. Elu¢ni vrchol s reten¢nim objemem 11 ml
vSak pritom neodpovida jednotlivym volnym molekulam nitrilasy, které by se
vzhledem ke své molekulové hmotnosti (37 kDa) mély nachazet priblizné v oblasti

15 - 16 ml elu¢niho objemu. Je tedy zfejmé, Ze i redukovana nitrilasa tvori
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oligomer (byt jiZz pouze nekovalentni), avSak redukce vyrazné prispiva

k homogenité proteinového preparatu.

5.1.3. Zavislost miry redukce nitrilasy na koncentraci 3-merkaptoethanolu
Dal$im krokem studie bylo nalezeni koncentrace redukéniho cinidla, jez je

dostacujici pro redukci nitrilasy na své podjednotky. Toto bylo provedeno
pripravenim fady vzorkd nitrilasy v neredukujicim SDS pufru se stoupajici
koncentraci B-merkaptoethanolu (-ME) o celkovém objemu 10 pl a koncentraci
nitAB 5 pg/ml. Vysledné koncentrace 3-ME ve vzorcich byly 0, 0,1 mM, 0,5 mM,
1 mM, 5 mM, 10 mM, 50 mM a 100 mM. Jako referentni vzorek, v némz dochazi
kuplné redukci enzymu, byl pripraven roztok obsahujici 5 pg/ml nitAB
a 100 mM DTT. Takto pripravené vzorky byly naneseny na 15% polyakrylamidovy
gel a byla provedena elektroforeticka analyza dle 5.1.2. (Obr. 10).

0 01 05 1 5 10 50 100 DTT kDa
72
monomer — > 35

Obr. 10 - vliv koncentrace reduk¢niho ¢inidla na stupen redukce nitAB.

Cisla uvedend nad jednotlivymi drdhami odpovidaji koncentraci

B-ME v daném vzorku nitrilasy. Sipka ukazuje polohu monomeru nitAB.

DTT draha obsahuje plné redukovany vzorek nitAB obsahujici

100 pM DTT. Posledni draha obsahuje marker. Elektroforeticka analyza

na 15% gelu. Molekulové hmotnosti proteinti pouZzitého markeru v krajni

draze jsou uvedeny vpravo.

Z elektroforézy je patrné, Ze koncentrace [B-ME potrebna kplné redukci
oligomeru nitAB je vysokd, teprve pri nejvyssi 100 mM koncentraci 3-ME je

vysledek redukce srovnatelny se vzorkem redukovanym pomoci DTT. Tato
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koncentrace byla vyuzita pro pripravu nitrilasy v reduk¢nim prostredi a dalsi praci
s ni. Na gelu je rovnéz viditelna tendence nitrilasy spojovat se ve vyssi struktury
a disulfidickd povaha oligomert. S rostouci koncentraci redukéniho cinidla jsou
prouzky oligomert vy$Sich molekulovych hmotnosti méné intenzivni, na intenzité

naopak pribyva prouzek odpovidajici monomeru.
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5.2. Rekombinantni exprese a purifikace nitrilasy
Aby bylo mozZzné v experimentech snitAB pokraCovat, bylo nutné pripravit

novou Sarzi, coZ bylo provedeno dle 5.3. Lyzace kultivovanych bunék byla
provedena v redukujicim prostredi, coZ slouzilo jako prevence kovalentniho
spojovani monomeru nitAB ve vys$si oligomery, za uCelem usnadnéni nasledné

purifikace nitAB.

5.2.1. Iontové vyménna chromatografie bunéc¢ného lyzatu
Prefiltrovanym bunécnym lyzatem ziskanym v predchozim kroku byla po

naredéni pufrem Arris v poméru 1:1 provedena iontova vyménna chromatografie
na koloné Q-Sepharose Fast Flow 16/10. Eluce byla provedena gradientem pufru

BTris (Obl‘. 11).
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Obr. 11 - chromatogram iontové vyménné separace nitAB na koloné Q-
Sepharose™ Fast Flow 16/10 za pritoku mobilni faze 5 ml/min. Svislé

cary vyznacuji zachycené frakce.
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5.2.2. Iontova vyménna chromatografie proteinovych frakci
Odsolené a spojené frakce 1, 2 a 3 z predchazejictho experimentu byly afinitné

separovany za pritoku mobilni faze 0,5 ml/min na koloné Source 15Q 4.6/100 PE,
ze které byly pozdéji eluovany pufrem B s vyS$si iontovou silou. V oblasti elu¢niho
vrcholu bylo jimano 20 frakci po zhruba 0,5 ml, z nichz byly pripraveny vzorky pro

elektroforézu (obr. 13 na nasledujici stran€).
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Obr. 12 - chromatogram eluce nitAB z kolony Source 15Q 4.6/100 PE. Ve

Srafované oblasti bylo jimano 20 frakci.
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Obr. 13 - SDS elektroforéza frakci eluovén}'lch proteint z kolony Source
15Q 4.6/100 PE. Cisla nad drahami oznaduji potadi, ve kterém byly frakce
jimany. Vpravo nahofte je uveden proteinovy Zebii¢ek pouzitého markeru
(PiNK Prestained Protein Ladder) s uvedenymi molekulovymi hmotnostmi
proteind v prislusném prouzku.

Koncentrace protienu ve frakci ¢. 9 Cistého proteinu pred rozdélenim frakci na
Cisté a kontaminované a jejich zakoncentrovanim byla stanovena metodou dle
Bradfordové porovnanim zbarveni s kalibra¢ni fadou BSA jako 3,6 pg/ul.

Z elektroforézy je ziejmé, Ze vétSinu frakci lze povaZovat za Cisté. Nékteré vSak
kromé nitAB stale obsahovaly kontaminujici bakteriadlni proteiny. Frakce proto
byly rozdéleny na dvé €asti, oznaCené jako Cisté (10 - 18) a kontaminované (1 - 9,

19 - 20), které byly spojeny a dale oddélené purifikovany.
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5.2.3. Gelova permeacni chromatografie kontaminované frakce nitAB
Roztok spojenych kontaminovanych frakci nitAB byl zakoncentrovan

a nastriknut na kolonu Superdex 200 10/300 GL. Gelovd permeacni
chromatografie byla provedena postupné s celym preparatem za ucelem dosaZeni
(obr. 13, str. 34), druhy 500 pl a treti 400 pl. V pribéhu chromatografif byly jimany

frakce v oblasti elu¢niho vrcholu.
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Obr. 14 - chromatogram nastiiku 200 pl zakoncentrovanych

kontaminovanych frakci nitAB na koloné Superdex 30/100 GL.
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5.2.4. Gelova permeacni chromatografie cisté frakce nitrilasy
Vzorek spojenych Cistych frakci, ktery byl predtim zakoncentrovan, byl

nastfiknut na kolonu Superdex 200 30/100 GL pii pritoku mobilni faze

0,5 ml/min. Gelova filtrace byla provedena postupné scelym preparatem

vvvvv

jimany frakce v oblasti elu¢niho vrcholu.
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Obr. 15 - chromatogram nastriku 500 pl cisté frakce nitrilasy na koloné
Superdex 200 30/100 GL pfi pritoku mobilni faze 0,5 ml/min.
Gelové permeacni chromatografie byly s Cistym vzorkem provedeny celkem dvé,

oba nastriky ¢inily 500 pl vzorku.
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5.2.5. SDS elektroforéza frakci nitAB po gelové permeacni chromatografii
Frakce zachycené zjednotlivych nastiikii byly elektroforeticky separovany

na polyakrylamidovém gelu v prosredi SDS (obr. 16, nasledujici strana).

Objem nastriku

Poradi nastriku (uh) frakce
1 200 Kontaminovana
2 500 Kontaminovana
3 400 Kontaminovana
4 500 Cista
5 500 Cista

Tab. 1 - poradi nastiiku kontaminovaného a ¢istého vzorku s nanasenymi

objemy na kolonu Superdex 200 10/300 GL. Znanasek 1 aZ 4 byly

zachyceny 4 frakce, z nanasky ¢. 5 byly zachyceny frakce dvé. Z frakci byly

pripraveny vzorky pro

elektroforézu

byla provedena jejich

elektroforeticka analyza (obr. 9 na nasledujici strané).
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N1.1 N1.2 N1.3 N1.4 N2.1 N2.2 N2.3 N2.4 N3.1

<2 monomer

<3 monomer

T ——————— e

Obr. 16 - SDS elektroforéza frakci z jednotlivych nastriki Cistého a jinymi
proteiny kontaminovaného vzorku nitrilasy na 15% gelu. N - nastiiky
kontaminovaného vzorku, A - nastriky Ccistého vzorku, ¢islo pred
teCkou - poradi nastriku, ¢islo za teckou - poradi, ve kterém byla jimana
dana frakce =z prisluSného nastiiku. Vzorky frakci byly pripraveny
v neredukujicim vzorkovém pufru den pred provedenim samotné
elektroforézy, coz vedlo k opétovnému spojovani monomerl ve vyssi

oligomery.
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Vzorky pro elektroforézu byly pripraveny den pred provedenim analyzy
v neredukujicim prostredi a pres noc uchovany v lednici, coZ vedlo ke zpétné
tvorbé dimerd, tetramert a dalSich oligomert nitrilasy. Toto zjisténi bylo ovéreno

nasledujicim experimentem.

5.2.6. SDS elektroforéza zavislosti miry redukce na dobé uplynulé od
pripravy vzorku
Na 12,5% polyakrylamidovy gel byly naneseny vzorky nitrilasy pripravené den

pred provedenim experimentu a v den provedeni experimentu (obr. 10). Polovina
obsahovala nitrilasu v redukujicim vzorkovém pufru a druha v neredukujicim.
KaZzdy roztok byl zaroven pripraven o dvou koncentracich nitrilasy, a to 1 pg/ul
a 0,1 pg/ul nitAB. Nanasky vzorki Cinily 10 pl. Poradi vzorki a vysledna hmotnost
nanesené nitAB viz obr. 10. Jako marker byl vyzit PINK Prestained Protein Ladder,
jehoZ nanaska cinila 5 upl. Do drahy mezi vzorky obsahujici redukujici

a neredukujici pufr bylo naneseno 10 pl neredukujiciho vzorkového pufru.

neredukujici pufr redukuijici pufr
m nitAB (ug) T 1 11N d M 3 19
t-1 t-1 t ¢t t-1 t-1 t t
kDa - S
B2
. - . ,

22

~10.5

Obr. 17 - SDS elektroforéza, 12,5% akrylamid, vzorky nitrilasy ptripravené
vredukujicim a neredukujicim vzorkovém pufru. Hmotnost nanesené
nitAB je uvedena nad prisluSnymi drahami. Oznaceni t - 1 nesou vzorky
pripravené den pred provedenim experimentu, vzorky s oznacenim t v den

provedeni. Nalevo je uveden proteinovy Zebricek pouZitého markeru.
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Lze pozorovat, Ze vzorky nitAB pripravené v redukujicimv zorkovém pufru
obsahuji mensi proteiny, které mohly byt z nitrilasy odStépeny vlivem redukéniho
prostredi DTT, pticinou miZe byt i kontaminace pouZitého vzorkového pufru.
Naproti tomu vzorky, jeZ byly pripraveny v neredukujicim vzorkovém pufru,
vykazuji pritomnost vySsSich proteinli, které mohly vzniknout spojenim
nitrilasovych monomert v oligomery. Jejich pfitomnost ve vSech ¢tyfech vzorcich
napovida, Ze se mlZe rovnéZz jednat o kontaminaci vzorkového pufru. ProtoZe byla
nitAB pripravena v bakteridlnim kmenu, jeZ neni schopen vytvaret disulfidické
mistky mezi cysteiny, dochazi v neredukujicim prostiedi kjejich samovolnému

vzniku.
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5.2.7. Stanoveni enzymové aktivity
Enzymova aktivita, stanovena dle publikovaného protokolu [24], cerstvé

pripravené a purifikované nitrilasy k fenylacetonitrilu, dosahla hodnoty
15,5 U mgL. Aktivitu stanovila Mgr. Alicja B. Vesela v Laboratofi biotransformaci

MBU AV CR.
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6 Diskuze

Ze studia oligomerniho stavu nitrilasy vyplyva, Ze nitrilasa z A. benhamiae
vytvari vredukujicim prostfedi nekovalentné vazané oligomery s molekulovou
hmotnosti v blizkosti 390 kDa, coZ odpovida 10 az 11 nitrilasovym monomerim
(37 kDa). Cetné eluéni vrcholy neredukované formy nitAB odpovidaji
molekulovym hmotnostem okolo 50 kDa, 150 kDa a 220 kDa, jeZ pravdépodobné

prislusi dimerni, pentamerni a heptamerni strukture proteinu (Obr. 18).
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Obr. 18 - srovnani chromatogramii z gelové permeacni chromatografie
neredukované (Cerné) a redukované (Cervené) formy nitrilasy
z A. benhamiae piipravené v AV CR. Chromatografie byly provedeny
za stejnych podminek na koloné Superdex 200 10/300 GL. Elu¢ni vrcholy
neredukované nitrilasy nalezi rliznym stupndm oligomerizace, v nichz
se nitrilasa v neredukujicim prostfedi nachazi. Prvni elu¢ni vrchol
redukované nitrilasy vyznacuje mrtvy objem kolony, druhy pik je
oligomerni redukovana nitAB. Modrymi carami je vyznacena kalibrace
pouzité kolony zavislosti elu¢niho objemu na molekulové hmotnosti, jeZ je
dodavana vyrobcem.

Monomer nitAB by mél mit dle své molekulové hmotnosti elu¢ni vrchol v oblasti

kolem 15,5 ml. ProtoZe se v tomto obému mobilni faze vrchol nenachazi, je ziejmé,
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ze kdisociaci podjednotek na jednotlivé monomery nedochazi ani po redukci
disulfidickych muistki mezi nimi.

Nitrilasa relativné rychle podléha zpétné oxidaci (obr. 1, str. 36). Vhodnéjsi pro
ucely elektroforetické separace je tedy vhodnéjsi vyuZivat vzorkovych pufri
koncentraci (10mM B-ME) piitomno v roztoku vzorku, pravdépodobné vytékalo ¢i
bylo oxidovano pii vareni vzorki. Nitrilasa v neredukujicim vzorkovém pufru
vytvari tii prouzKky o priblizné stejné molekulové hmotnosti. Pfi¢ina tohoto jevu je
pravdépodobné tvorba intramolekularnich disulfidickych mustki spojena se
zménou pohyblivosti proteinu béhem elektroforézy.

Ackoliv nizsi, aktivita ndmi pripravené nitrilasy stanovena k fenylacetonitrilu
(15,5 U mgl) je srovnatelna s aktivitou nitrilasy pripravené v Laboratori
biotransformaci MBU AV CR (20,04 U mg-1). P¥itomnost redukénich ¢inidel mize
ovliviiovat rychlost enzymatické reakce, proto stanovené hodnoty aktivit nelze
zcela porovnat. Zaroven je ziejmé, Ze tvorba kovalentnich oligomert nitAB nema
na aktivitu enzymu negativni vliv, naopak nelze vyloucit mirné pozitivni
alostericky efekt. Z hlediska strukturniho vyzkumu je vSak ziskani homogenniho
materialu nutnym predpokladem, proto lze povazovat za Uspéch, Ze redukovany
homogenni enzym si zachovava svou aktivitu a tedy i spravnou prostorovou
strukturu.

V priibéhu vypracovavani bakalarské prace byla pozorovana pozvolna
precipitace proteinu vlivem opakovaného mrazeni a rozmrazovani. Po tomto
zjisténi byly preparaty skladovany v lednici. Zavislost precipitace nitrilasy na
teploté bude predmétem dalsiho zkoumani, nebot pro ucely navazujici strukturni
analyzy by bylo vhodné najit optimalni podminky ke skladovani tohoto enzymu
v redukované homogenni formé.

S nové pripravenym purfikovanym redukovanym preparatem nitAB byla Mgr.
Janem Blahou zapocata optimalizace krystalizacnich podminek, pricemz se jiz
podarilo ziskat prvni krystaly tohoto enzymu.

Rozdéleni frakci nitAB na Cisté a kontaminované bylo provedeno jinak, neZ bylo
ptivodné planovano (6.2.2,, str. 33), a to z diivodu zamény elektroforetickych geld.

Optimalni by bylo vybrat skutecné frakce, které kontaminace obsahovaly
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(frakce 1, 2, 17 a 18) a na ty, které byly kontaminujicich proteint prosté (zbylé
frakce). PrestoZe byly jednotlivé frakce spojeny jinym zpiisobem (1 - 9 a 19 - 20
jako Cisté a 10 - 18 jako kontaminované), nebyl jejich vliv pii ¢iSténi nitrilasy
pozorovan, jak doklddda zaznam separace nitAB pripravené v redukujicim a

neredukujicim pufru (6.2.6., obr. 10).
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7 Zavér
e Byl charakterizovan oligomerni stav preparatu nitrilasy z A. benhamiae
e Byl priprven preparat rekombinantni nitrilasy z A. benhamie v redukénim

prostiedi
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