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Abstrakt

Nitrilasy jsou enzymy schopné transformovat toxické nitrilové slouCeniny na piislusné
karboxylové kyseliny nebo amidy. Jsou proto jsou potencionalné vyuzitelné pii detoxikaci
barviv, herbicidi nebo latek pouzivanych pfti piipraveé 1é¢iv. Jejich dalsim uplatnénim muize byt
enzymatickd vyroba karboxylovych kyselin, u kterych je postup pifipravy neenzymatickou
cestou drahy nebo pfili§ naro¢ny.

Naplni této diplomové prace je rekombinantni exprese a optimalizace purifikace nitrilas
pochazejicich z vlaknité houby Neurospora crassa. Jako expresni systém, do kterého byla
vnesena sekvence genu kodujici tento enzym, byly pouzity buiky E. coli BL 21 Gold.
Purifikace byla provedena v redukujicim prostfedi za pomoci chromatografie na iontoménici,
chelata¢ni chromatografie a gelové filtrace. Piipravené enzymy byly charakterizovany pomoci
sedimentacni analyzy v analytické ultracentrifuze, dale pak byly pouzity pro hledani podminek

krystalizace.

Klicova slova: nitrilasa, Neurospora crassa, rekombinantni exprese



Abstract

Nitrilases are enzymes able to convert toxic nitriles to corresponding carboxylic acids
or amides. Thus they might be used in the detoxification of dyes, herbicides and pharmaceutical
intermediates and byproducts. They can be used also for enzymatic syntheses of carboxylic
acids not available by standard procedures.

The aim of this diploma thesis is a recombinant expression of nitrilases from Neurospora
crassa and the optimization of their purification. Cells of E. coli (BL 21 Gold) were utilized
as an expression system. The purification was performed by ion-exchange chromatography,
chelation chromatography and gel filtration — all under reducing conditions. Purified enzymes
were studied by sedimentation analysis in an analytical ultracentrifuge. They were also used

for searching of optimal conditions for their crystallization.

Keywords: nitrilase, Neurospora crassa, recombinant expression
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Seznam zKkratek
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APS
BSA
EDTA
DTT
HPLC
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dodecylsulfat sodny (z ang. sodium dodecylsulphate)
tetramethylethylendiamin
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tris(hydroxymethyl)aminomethan
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1. Teoreticky uvod

1.1. Nitrilasy

1.1.1. Vyskyt

Nitrilasy jsou enzymy, které katalyzuji pireménu nitrilové skupiny na pfislusnou
karboxylovou kyselinu za vzniku amoniaku jako vedlejSiho produktu. Poprvé byly popsany
na pocatku 60. let, jako enzymy zodpovédné za hydrolyzu indolacetonitrilu (IAN)
na indoloctovou kyselinu (IAA) v jeémenovych listech .

Tyto enzymy se vykytuji v prokaryotech i eukaryotech. Mezi prokaryota obsahujici
nitrilasy patii napt. bakterie z rodu Rhodococcus nebo Pseudomonas, u kterych jsou zodpovédné
za hydrolyzu ricininové nitrilové skupiny .

U ekukaryot byly tyto enzymy objeveny ve vlaknitych houbach, kvasinkach,
ale i rostlinach. Jako bohaty zdroj nitrilas se ukazaly vlaknité houby zroda: Aspergillus,
Fusarium nebo Neurospora. Kromé piemény IAN na IAA, byla u téchto enzyma prokazana
schopnost hydrolyzovat naptiklad fenylacetonitril (latka pouzivand pii syntéze fenobarbitalu)
nebo degradovat herbicidy, coZ je fadi mezi enzymy se slibnym primyslovym vyuzitim °.

Za nitrilasy izolované z pidy nebo fermentovaného jidla jsou zodpovédni zastupci
kvasinek jako napfiklad Candida, Pichia nebo Saccharomyces *.

U rostlin maji nitrilasy dtlezitou funkci pfi promoci elongace rustu rostlin, pfeménou
IAN na IAA °. Dalsi kli¢ovou roli nitrilas u rostlin je jejich schopnost detoxikovat kyanid, ktery
je meziproduktem pii biosyntéze ethylenu u vSech rostlin. U nékterych rostlin jsou navic
kyanidy soucasti obrannych latek, kyanogenickych glykosid, které mohou byt diky
B-glukosidasam a o-hydroxynitrilasam degradovany na aldehydy nebo ketony >, °.

Nitrilasové homology muzeme najit i u zvifat, napt. Drosophila melanogaster
a Caenorhabditis elegans obsahuji tumor supresorovy gen, Fhit, ktery je piipojen k doméné

vykazujici homologii k bakterialnim a rostlinnym nitrilasam .



1.1.2. Superrodina nitrilas

U zviftat, rostlin a hub jsou pomoci enzymu superrodiny nitrilas produkovany latky jako
auxin, biotin nebo p-alanin. Tyto enzymy jsou na zéklad¢ sekvencni analyzy rozdé¢leny
do tfinacti skupin. Navzdory tomuto rozdéleni, byla nitrilasova aktivita prokdzéna pouze
u enzymi prvni skupiny .

Enzymy prvni skupiny (EC 3.5.5.1) do které patii auxin produkujici nitrilasy, alifatické
nitrilasy, B-kyano-L-alanin hydratasy, kyanidhydratasy a kyaniddihydratasy se nachdzi kromé
eukaryotickych bun&k i v mnoha typech bakterii *'*'".

Castéji nez nitrilasovou aktivitu miizeme u enzymi superrodiny nitrilas vidét aktivitu
amidasovou, patrnou u druhé az ¢tvrté skupiny. Malé molekuly jako napi. asparagin jsou
substraty alifatickych amidas patticich do druhé skupiny. N-terminalni amidasy tfeti skupiny
jsou specifické pro hydrolyzu asparaginu nebo glutaminu pokud jsou na N - konci

2

polypeptidu '*. Sekundarni amidasy &tvrté skupiny, biotinidasy a panteinasy se ucastni

13,14 I e . . R .
7. Do paté skupiny fadime B-ureidoprioponasy, ucastnici se katabolizmu

recyklace vitamint
pyrimidinu . Enzymy Sest¢ skupiny, karbamylasy jsou zodpovédné za dekarbamylaci
D-aminokyselin '®. Glutamin-dependentni NAD synthetasy, patiici do sedmé a osmé skupiny,
jsou u bakterii zodpovédné za schopnost NAD syntetasy vyuzit glutaminu jako zdroje
amoniaku . V devaté skupiné jsou apolipoprotein N-acetyltransferasy, ucastnici se modifikace
lipoproteinu, hlavni slozky vné&j§i membrany E. coli '’. Do desaté skupiny patii Nit proteiny,
které jsou piipojeny k homologim tumor supresorového genu Fhit . Produkci putrescinu
a podobnych aminii katalyzuji enzymy jedendcté skupiny. Do dvandcté skupiny patii enzymy
spojené¢ s Riml N-termindlnimi acetyltransferasami, které se pravdépodobné podili

na post-translacnich modifikacich. Ve tfinacté skupiné jsou pak zarazeny zbylé proteiny spojené

s nitrilasami, nehodici se do piedeslych t¥id '*.
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1.1.3. Struktura

Monomery enzymu superrodiny nitrilas tvoii affa sandwich, ktery se shlukuje a tvoii 8
vrstvovy appa - appo dimer (obr.1) '°. Zatimco krystalové struktury tvoii dimery, tetramery,
hexamery nebo oktamery, mikrobialni nitrilasy tvoii vét§i homo oligomerni spirdly s riznym
po¢tem podjednotek. Primarni stavebni jednotkou oligomerizace je dimer, jehoZ vzijemné
asociace jsou vruznych podobach viditelné napfic celou superrodinou nitrilas,
napt. kyanidhydratasa z N. crassa a nitrilasa z Aspergillus niger tvoii dlouhy pravidelny helix *°,
oproti tomu kyanid dihydratasa z B. pumilus tvoii jak kratké tak i dlouhé helixy v zavislosti
na pH . Vyhody oligomerizace miizeme vidét nap. u Rhodococcal, kde byl zaznamenan nartist
aktivity se zvétdujicim se komplexem (na rozdil od vyssich oligomeri byl dimer neaktivni) ***.
Nejlepsim piikladem funkéniho vyznamu asociace podjednotek jsou rostlinné nitrilasy, které
maji dvé nebo tfi isoformy tohoto enzymu, jenz mohou mit dvoji biologickou funkci

nebo rozsitit substratové spektrum. Prikladem jsou kukuficné nitrilasy ZmNitl a ZmNit2

syntetizujici auxin nebo se podilejici na kyanidové detoxikaci, hydrolyzou B-kyanoalaninu °.

Obr. 1: Model dimeru z Rhodococccus rhodochrous J1

Interagujici povrchy jsou vyznaceny Cern€. Jako koule jsou zobrazeny katalytické zbytky.

Cervené jsou vyznadeny alfa helixy (al, a3, a5 and a6) G¢astnici se interakei *.
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Dalsim spolecnym rysem nitrilas je piitomnost katalytické triady Glu-Lys-Cys
v aktivnim centru (obr. 2). Cystein a lysin zde plni roli nukleofilu a bazického katalyzatoru,

zatimco glutamat je zodpovédny za stabilizaci tetrahedralniho intermediatu '®.

Obr. 2: Aktivni centrum nitrilas.
Aktivni centrum enzymi superrodiny nitrilas se sklada z: Glu, Lys a Cys, ktefi tvofi
katalytickou triadu zodpovédnou za pieménu substratu. Jako ptiklad je uvedeno aktivni centrum

nit z C. elagans tvofené: Glu54, Lys127 a Cys169 **.

1.1.4. Reaké¢ni mechanizmus

Reak¢éni mechanizmus nitrilas (obr. 3, str. 13) byl navrzen jiz v dob¢€ jejich objevu
v Sedesatych letech (a pozdé€ji potvrzen Hookem a Robinsonem, ktefi prokazali, ze timto
zpiisobem probiha hydrolysa ricinu) . Podle tohoto mechanizmu nese nitrilovy uhlik dil&i
pozitivni ndboj, diky kterému podléha nukleofilnimu ataku SH skupin nitrilasy. Vznikly imin je
dale hydrolyzovan na odpovidajici keton pti vzniku NHj3 jako vedlejsiho produktu. V poslednim
kroku se piipojenim vody k acyl-enzymu vytvoii pfislusnd karboxylova kyselina a dojde

k uvolnéni zregenerovaného enzymu *°,

12



Hydrolyzou nitrili mize kromé¢ karboxylové kyseliny vznikat i amid. Plsobenim
nitrilasy z Arabidopsis thaliana na B-kyano—L-alanin vznikne kromé kyseliny asparagové
1 asparagin a to ve vice jak 60 % vytézku. Vznik amidu je vysvétlovan pozdnim uvolnénim

enzymove¢ vazan€ho substratu po adici prvni molekuly vody a néasledném opozdéném piijmu

druhé molekuly vody ''. Vznik amidd pi nitrilasami katalyzovanych reakcich je silng

ovliviiovan sterickymi vlivy a elektronovou hustotou reaktantu. DalSimi faktory podporujici

. L i v 171 25,26
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Obr. 3: Reakéni mechanizmus nitrilas.

Sulfanylova skupina Cys nitrilasy nukleofiln¢ atakuje nitrilovy uhlik, za vzniku kovalentniho
enzym — thioimidového komplexu, ktery je dale hydrolyzovén na tetrahedrdlni intermediat.
Vznik karboxylové kyseliny, za soucasného uvolnéni NHj, je umoznén diky stabilizaci
pozitivniho naboje dusikového atomu reaktantu, kys. glutamovou. Pfi sterické nebo elektronové

zébrang substituentu R je tato stabilizace znemoznéna, coz vede ke vzniku amidu >.
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1.1.5. Substratova specifita

Jak bylo zminéno v kapitole 1.1.2., jsou nitrilasy rozdéleny do 13 skupin na zakladé
jejich sekvenéni analyzy. Pivodni ¢lenéni téchto enzymi bylo sestaveno podle jejich preferenci
k substratu. Mezi nejcastéji Stépené latky patii aromatické nitrily, arylacetonitrily, alifatické
nitrily, bromoxynil nebo kyanidy (tab. 1, str. 15) *"**,

Enzymy pattici do skupiny aromatickych nitrilas preferuji aromatické a heterocyklické
nitrily. Jejim nejlépe charakterizovanym zastupcem je nitrilasa z Rhodococcus rhodochrous J1.
Tento enzym hydrolyzuje kromé& benzonitrilu i1 substraty jako jsou akrylonitril a propionitril,
mizeme ho tedy zafadit i do skupiny alifatickych nitrilas **.

Pro alifatické nitrilasy, je typickd katalyza premény alifatickych nitrild ackoliv jsou
schopné vyuZzivat jako substrat i benzonitril. Tento trend byl pozorovan napi. u rekombinantni
NIT1  nitrilasy z Arabidopsis thaliana, ktera vykazovala 270 x v&tsi  aktivitu
k 3-fenylpropionitrilu nez k benzonitrilu *°.

Predstavitelem nitrilas vyuzivajicich jako substrdt bromoxynil (3,5-dibromo—4-
hydroxybenzonitril) je nitrilasa z Klebsiella pneumoniae. Tento enzym vyuziva jako jediny
zdroj dusiku amoniak uvolnény pfi kompletni pfeméné bromoxynilu na pfislugnou kyselinu *°.

Arylacetonitrilasy jsou vétSinou enantioselektivni  enzymy, vykazuji aktivitu
k benzonitrilu poptipad¢ k alifatickym nitrilim. Jednim ze substrati této skupiny enzymu je
(R, S)y-mandelonitril, ktery je pfeménovan nitrilasou z Pseudomonas fluorescens EBC191
preferenéné na (R)—(-) mandlovou kyselinu *'. Dal$im zastupcem této skupiny je nitrilasa
z Labrenzia aggregata, ktera katalyzuje preménu (R, S)-0—chloromandelonitrilu na (R) —0—
chloromandlovou kyselinu (zakladni latka pro vyrobu Klopidogrelu, latky pouzivané k inhibici
tvorby krevnich srazenin) *%.

Kyanidhydratasy a kyaniddihydratasy hydrolyzuji pfeménu kyanidu na kyselinu
mravendi a amoniak resp. formamid *’. Dal§im moZnym substratem t&chto enzymi jsou kovové
komplexy  kyanidu, jako napf. hexakyanozeleznatan  draselny  (Ks4[Fe(CN)s])
a tetrakyanonikelnatan draselny (K3[Ni(CN)4]), které jsou degradovany kyanidhydratasou

pochazejici z vlaknité houby Fusarium solani *>.
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Tab. 1: Substratové specifita vybranych nitrilas (pfevzato a upraveno podle *%).

Molekular .
. . . Teplotni
Substratova . . ni Optimum .
. Organismus Substrat optimum
specifita hmotnost pH oC
(kDa)
Ar(.)m.atmke Aspergillus niger K10 Benzonitril > 650 8 45
nitrilasy
4-kyanopyridin
Fusarium solani O1 Benzonitril 580 8 40 —45
4-kyanopyridin
Rhodococcuilrhodoch rous Benzonitril 73 76 45
Akrylonitril
Rhodococcus rhodochrous o
PA-34 Benzonitril 45 7,5 35
Akrylonitril
e 1A el s Arabidopsis thaliana D
Alifatické nitrilasy ANIT1 3-fenylpropionitril 450 9 35
Benzonitril
Pseudomonas sp. S1 Akrylonitril 41 - -
Benzonitril
Rhodococcus rhodochrous Akrylonitril 650 5.5 50
K22
Benzonitril
B.romf)xynl.l Klebsiella pneumoniae ssp. Bromoxynil 74 9.2 35
specifické nitrialsy 0zaenae
4-Hydroxybenzonitril
Arylacetonitrilasy Pseudomé)]g?lglljorescens 2-fenylvaleronitril 6,5 50
Benzonitril
Pseudomonas putida 4-Aminofenylacetonitril 412 7 40
Benzonitril
A'Ca"ge”esg‘;asega"s ATCC o Aminobenzylkyanid | 460 7,5 45
Benzonitril
Lo Alcaligenes xylosoxidans
Kyaniddihydratasy ssp. denitrificans DF3 NaCN >300 7,6 -8 26
Pseudomonas stutzeri
AK61 KCN 532 7,5 30
Kyanidhydratasy Fusarium solani KCN >300 7,5 25
K5[Ni(CN)4],
Ka[Fe(CN)s]
Fusarium oxysporum N-10 KCN 160 7,5 30
Benzonitril
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1.1.6. Vyuziti

K nejcennéjSim schopnostem nitrilas patii jejich schopnost degradace vysoce toxickych,
mutagennich a karcinogennich slou€enin nitril. Mezi tyto latky, které jsou Siroce vyuZzivany
v prumyslu, agrikultufe, pfipravé 1€Civ, plastl, herbicidii a pesticidii, patii napf. acetonitril,
akrylonitril, benzonitril, bromoxynil a dalsi 28,34

Nitrilasy z R. rhodochrous PA-34, Rhodococcus sp. NDB 1165 a N. globerula NHB-2
vykazuji vysokou specifickou aktivitu k benzonitrilu *. Tyto enzymy dokazi zcela hydrolyzovat
derivaty benzonitrilu, herbicidy chloroxynil a bromoxynil **. Dal§im enzymem schopnym
degradovat bromoxynil je jiz dfive zminénad nitrilasa z K. pneumoniae (kapitola 1.1.5.
Substratova specifita), jejiz gen zodpoveédny za specifitu k tomuto herbicidu byl implantovan
do bavlny a dal tak vzniknout bromoxynil rezistentni baving " *.

Nitrilasam je v poslednich letech vénovana velkd pozornost také kvuli jejich
schopnostem biotransformace nitrili za vzniku pfislusnych karboxylovych kyselin a jejich
derivati. Této schopnosti je vyuzivano pii biosyntéze potravnich doplikd nebo latek
vyuzitelnych v chemickém a farmaceutickém pramyslu *°.

Prikladem prumyslové vyznamné latky je kyselina akrylova, ktera ma Siroké uplatnéni
pii vyrob& lepidel, disperzantti a povrchovych natér *’. Primyslovéa vyroba kyseliny akrylové
se skladd z dvoukrokové oxidace propylenu, pii které dochazi ke vzniku mnoha vedlejSich
produkti a anorganického odpadu **. Tyto negativni efekty doprovazejici primyslovou vyrobu
mizeme eliminovat, pouzitim enzymatické hydrolysy akrylonitrilu. Velky potencial
pro produkci akrylové kyseliny vykazuji nitrilasy z Arthrobacter nitroguajacolicus nebo
R. rhodochrous. Pri¢emz nejvétsiho vytézku, 414,5 g/l (pti 10h nepietrzité katalytické reakci)

bylo dosaZzeno pouzitim nitrilasy z R. rhodochrous ***°.
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1.2. Neurospora crassa

1.2.1. Charakterizace

Vléknité houby jsou bohatym zdrojem nitrilas. Jednim z jejich zastupcti je Neurospora,
ktera poskytuje dobré vytézky téchto enzymu. Tato houba, ktera se tadi do tifidy askomycet
(vieckovytrusné houby) je Siroce rozsifena na ohotelych rostlinach po piirodnich pozarech nebo
zemédelském vypalovani (obr. 4A). Dal§im jejim Castym mistem vyskytu jsou cukrovarské
filtraéni kaly bohaté na sacharidy (obr. 4B) *.

Neurospora ma Siroké uplatnéni v riznych odvétvich vyzkumu. Diky jejim vhodnym
biologickym vlastnostem jako napf. nenaroc¢nosti na ziviny (sole, cukry a biotin), rychlému
vegetativnimu ristu a dvou az tii tydennimu zivotnimu cyklu nebo rozlisné pigmentaci askospor
(tmava u normalnich, zivotaschopnych askospor; bez pigmentu — nezivotaschopné askospory)
umoziujici snadnou detekci preusporadani chromosomi, je tato houba Casto pouzivana jako
modelovy organismus napf. pii genetickych, cytogenetickych nebo cytologickych studiich *'.
Dalsi cennou vlastnosti této houby je schopnost recyklovat rizné organické latky, zvlaste

pak odbouréavat toxické a odpadni latky *.

Obr. 4: A) Neurospora rostouci na ohotfelém kmeni po lesnim pozaru v Surrey (Anglie).

B) Povlak Neurospory na filtra¢nim kalu v cukrovaru v jizni Indii **.
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1.2.2. Zivotni cyklus

Nejznaméj$im druhem Neurospory je houba s dvéma kopulaénimi typy (mat A
a mat a), Neurosporra crassa. Haploidni kmeny jsou hermafroditi (majici sam¢i i samic¢i znaky),
u nichz ale nemiZe dojit k sebeoplozeni a reprodukéni cyklus je inicializovan oplodnénim
protoperithecia jednoho kopulagniho typu, buiikami druhého kopulagniho typu (obr. 5) **. Tyto
oplodnéné protoperithecia se dale rozviji v perithecia, uvnitt kterych vznikaji viecka. V mladych
vieckach nasledné dochazi k fuzi dvou haploidnich jader za vzniku diploidniho jadra zygoty,
které okamzité vstupuje do meidzy a postmeiotické mitosy. Z kazdého peritecia vznikne 200
az 400 viecek, zcehoz kazdé viecko vyprodukuje 8 linedrné usporadanych haploidnich

44
askospor ™.

Mat-A Wb

Mat-A Mat-a

Obr. 5. Schéma reprodukéniho cyklu N. crassa
Reprodukéni cyklus zacind oplodnénim protoperithecium. Z n¢hoz se formuje perithecium,

uvnitt kterého vznikaji viecka. Pievzato a upraveno z **.
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Cil prace

Rekombinantni exprese nitrilasy z Neurospora crassa s histidinovou kotvou na C a N
konci v bakteridlnim expresnim systému.
Izolace enzymt a optimalizace jejich purifikace v redukujicim prostiredi.
Porovnani kvartérni struktury obou enzymu piipravenych v neredukujicim a redukujicim
prostiedi.

0 Sedimentacni analyza

0 Krystalizace

0 Mc¢feni enzymové aktivity
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3.  Material a pomiicky

3.1. Pristroje

Analytické vahy HA-180 M
Aparatura pro filtraci

Autoklav Varioklav 300/400/500 EP-Z
Automatické pipety

Automatické pipety Pipetman
Centrifuga Allegra X-22R

Centrifuga EBA 12 R

Filtr Millipore Express PLUS 0,20 um
FPLC AKTA prime plus

HPLC systém AKTA basic

Inkubator IR 1500

Kolona HiTrap desalting

Kolona Superdex 200 10/300 GL
Kolona Q-Sepharose Fast Flow
Kolona Protino® Ni— NTA
Koncentratory Amicon Ultra

Lednice 225-R

Mrazici box (-80 °C)

pH metr 3310

Predvazky KB1200-2

Sady krystaliza¢nich podminek

JCSG Core Suite [-1V

Souprava pro SDS elektroforézu
Ttepacka orbi safe TS NetWise
UV/VIS spektrometr UV2 Series
Ultrazvukovy homogenizator Sonoplus

Vari¢

Schoeller Pharma Prague, CR
Sigma, USA

H+P Labortechnik GmbH, Némecko
HTL, Polsko

Gilson, USA

Beckman Coulter, USA
Hettick Zentrifugen, Némecko
Millipore, USA

GE Healthcare USA

GE Healthcare USA
LABsystem Praha, CR

GE Healthcare, USA

GE Healthcare, USA

GE Healthcare, USA
Macherey — Nagel, Némecko
Millipore, USA

Calex, CR

Sanyo, Japonsko

Jenway, UK

Kern, Némecko

QIAGEN, Nizozemsko

Bio-Rad, USA
Gallenkamp, Némecko
Unicam, UK
Bandelin, Némecko

ETA, CR
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Vodni lazen TW 2
Vortexovy mixér

Zdroj deionizované vody Milli Q

3.2. Chemikalie
Agar
Akrylamid
APS
Azid sodny
B-merkaptoethanol
BSA
Coomassie Brilliant Blue R-250
Cinidlo dle Bradfordové
Dithiothreitol
EDTA
Imidazol
IPTG
Kanamycin
Kvasni¢ny lyzat
Leupeptin
Lysozym
PMSF
SDS
TEMED
Tris
Trypton

Ostatni bézné chemikalie

Julabo, Némecko
VELP Scientifica, Italie
Millipore, USA

Oxoid, UK

Sigma, USA
Serva, USA

Serva, USA
Sigma, USA
Sigma, USA

Fluka Chemika, Svycarsko
Bio-Rad, Némecko
Serva, USA
Lachner, CR
Serva, USA

Serva, USA
Merck, Némecko
Imuna Pharm, CR
Serva, USA

Sigma, USA
Serva, USA

Jersey Lab Supply, USA
Serva, USA

Roth, Némecko
Oxoid, UK
Lach-Ner, CR
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AA: 29% akrylamid, 1% N,N-methylen-bis-akrylamid

Barvici roztok. 45% methanol, 10% kyselina octova, 0,25% CBB R-250
Elektrodovy pufr: (10 x koncentrovany): 3% Tris, 14,4% glycin, 1% SDS, pH = 8.3
HEPES pufr. 10 mM HEPES, 150 mM NaCl, 5 mM B-ME, pH =70

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

Odbarvovaci roztok: 35% ethanol, 10% kyselina octova, 55% destilovana voda
Pufr A: 20 mM Tris, 150 mM NaCl, 10 mM NaNj3, 5 mM B-ME, pH = 8,0

Pufr Aryis: 20 mM Tris, 150 mM NaCl, 10 mM NaN3, 10 mM B-ME, pH = 8,0

Pufr Bimidazoi: 20mM Tris, 150 mM NacCl, 250 mM imidazol, 10mM NaNj3, 5 mM B-ME,
pH=38,0

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

Pufr C: 50 mM Tris, 150 mM NaCl, pH = 8,0

TES pufr: 10 mM Tris, 2 mM EDTA, 150 mM NacCl, 10 mM NaN3, pH = 8,0

Vzorkovy pufr: (redukujici, 2 X koncentrovany): 100mM Tris, 20% glycerol,
4% SDS, 0,2% bromfenolova modf, 100mM DTT, pH = 6,8

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

3.3. Markery

Protein Mixture Amersham Bioscence, UK

3.4. Plazmidy a bunky
E. coli BL21-Gold (DE3) Stratagene, USA
pET-28a nitNC Mgr. Alicja B. Vesela,
Laboratof biotransformaci MBU AV CR.
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4. Metody

4.1. Transformace

Pro pfipravu nitrilasy bylo pouzito 90 pl bunek E. coli BL 21 Gold, ke kterym byl pfidan
1 ul plazmidu Neurospora crassa pET 28a s genem pro nitrilasu z Neurospora crassa vlozenym
mezi restrikéni mista Ndel a HindIII (pro nitrilasu s His-kotvou na N-konci) a restrikénimi misty
Ncol a Xhol (u nitrilasy s his kotvou na C-konci). Smés byla nejprve inkubovana 30 min
na ledu, poté ponoiena do 42 °C lazné¢ ptesné na 1 min a nasledné vracena na led. Po ptidani
I ml LB média (pfedem vyhiatého na 37 °C) byla smés inkubovéna 1 h pii37 °C adale
centrifugovana 1 min pii 4500 x g. Vznikla peleta byla resuspendovéna pfiblizné ve 100 pl
supernatantu, nanesena na misku s LB agarem a kanamycinem (ve vysledné koncentraci

50 pg/ml) a 16 h inkubovana pti 37 °C.

4.2. Produkce rekombinantni nitrilasy

Bakterialnimi koloniemi (rozmichanymi v 2 ml LB média) bylo zao¢kovéano 2 x 0,51 LB
média s kanamycinem o koncentraci 50 pg/ml. Smés byla kultivovana pii 200 ot/min a 37 °C.
Po dosazeni optické denzity 0,823 (méfeno pii A = 550 nm) byla smés zchlazena na 22 °C
a produkce proteinu zaindukovéna ptidavkem 0,5 mM IPTG. Buiky byly ponechany
na tfepacce dalSich 16h pifi 200 ot/min a 22 °C.

Nasledujici den bylo médium rozdéleno do dvou kyvet a centrifugovano 15 min
pi1 4000 x g. Poté¢ byl supernatant odstranén a peleta resuspendovana v TES pufru a znovu

odstfedéna. Vznikla peleta byla uchovana v mrazaku pfi - 20 °C.
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4.3. SDS elektroforéza

Pro potvrzeni pfitomnosti nitrilasy v peletich byla provedena SDS elektroforéza.
Pro ptipravu 15 % separacniho gelu bylo napipetovano: 0,9 ml deionizované H,O, 2 ml 30 %
AA, 1 ml Tris pufru o pH = 8,8, 40 ul 10 % SDS, 2 ul TEMED a 40 pl 10 % APS. Tato smés
byla nalita do vysky zhruba 1 ¢cm pod okraj hiebenu do pfedem sestavenych skel a pfevrstvena
deionizovanou H,0, kterd byla po ztuhnuti gelu odstranéna. Na tento gel byl nalit gel
zaostfovaci, ktery byl pfipraven pipetovanim: 0,7 ml deionizované¢ H,O, 0,25 ml 30 % AA,
0,125 ml Tris pufru o pH = 6,8, 10 pul 10 % SDS, 1,5 ul TEMED a 10 pl 10 % APS. Do tohoto
gelu byl okamzité zasunut vkladaci hieben.

Po zatuhnuti gelu byl tento hieben vyjmut a gel byl vlozen do aparatury na elektroforézu
naplnéné elektrodovym pufrem, ktery byl poté nalit i do prostoru mezi skla. Do prvni jamky
v gelu bylo napipetovano 3 pl standartu, do zbylych pak 10 pl vzorki, které byly predem
smichany s 2 x koncentrovanym redukujicim vzorkovym pufrem, ndsledné povateny piiblizné 5
min a odstfedény 5 min pii 4000 x g. Elektroforéza probihala 55 min pti 200 V. Po dob&hnuti
elektroforézy byly gely vyjmuty a na 20 min ponofeny do barviciho roztoku. Nasledné byly gely
3 x vlozeny do odbarvovaciho roztoku, kde byly za stalého michéni ponechény vzdy po dobu 30
min.

Pii pouziti 12,5 % gelu (pouzity k posouzeni Cistoty vzorki z IC, AC a GC) bylo
na ptipravu separacniho gelu pipetovano: 1,265 ml destilované H,O a 1,675 ml 30 % AA

(ostatni objemy ziistaly nezménény).

4.4. Chromatografie na iontoméni

Zmrazend peleta byla ponechana roztit pii pokojové teploté. Po rozmrazeni byla
resuspendovana v 40 ml pufru Argrs, ke kterému bylo nasledné pfidano 4 mg lyzozymu, 1 uM
leupeptin, 1 mM PMSF a 20 mM EDTA. Tato smés byla ponechéna 30 min na ledu, po inkubaci
byl ke smési pfidan 1 ml 2 M DTT. Buiky byly nésledné za stadlého chlazeni na ledu
4 x lyzovany pomoci ultrazvukového homogenizatoru Sonoplus s amplitudou 40 % a pulzaci

0,5 s po dobu 1 min. Nasledné byl bunécny lyzat centrifugovan pii 20000 x g po dobu 10 min.
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Vznikly supernatant byl prelit do Cistych kyvet, znovu odstfedén za vyse uvedenych podminek
a poté prefiltrovan pomoci filtru Millipore Express PLUS 0,22 pm.
Filtrat byl nasledné zfedén pufrem Arys, do kterého byl pfedem ptidan 1 uM leupeptin, | mM
PMSF a 20 mM EDTA v poméru 1:1.

Takto pfipraveny vzorek byl za pratoku 3 ml/min nanesen na kolonu Q—Sepharose Fast
Flow 16/10. Jako mobilni faze byl pouzit pufr Arys (bez inhibitorti proteas). Po promyti kolony
byla nitrilasa eluovdna gradientem pufru B, z0 bylo dosazeno 100 % pufru Bris za 1h.
Z jednotlivych frakci piku (které byly jimany pfiblizné po 14 ml) byly odebrany vzorky na SDS

elektroforézu a poté spolu s frakcemi uskladnény do lednice.

4.5. Chelatacni chromatografie s naslednym odsolenim

Vybrané frakce z chromatografie na iontoménic¢i byly smichany s pufrem A v poméru
1:1. Takto nafedéné frakce byly naneseny na kolonu Protino Ni-NTA pii prutoku 5 ml/min.
Po naneseni vzorku byla tato kolona promyta pufrem A (ktery byl pouzit jako mobilni faze)
a odpojena. Poté byla provedena ekvilibrace 2 odsolovacich kolonek HiTrap s naplni Sephadex
G25 superfine, nejprve pufrem A, poté pufrem Bimigazol, ktery slouzil jako elu¢ni pufr a znovu
pufrem A. Na takto pfipravené odsolovaci kolonky byla pfipojena kolona Protino Ni-NTA
(s dfive nanesenym vzorkem) a znovu promyta pufrem A. Vzorek byl eluovan 2 x 2 ml pufru

Bimidazol-

4.6. Gelova filtrace

Po provedeni SDS elektroforézy byly vybrany jednotlivé odsolené frakce, které byly
dale zakoncentrovany pomoci centrifugace na koncentratorech Amicon Ultra-4 (MWCO 10000)
pii 4000 x g.

Tyto koncentraty byly pfi pratoku 0,5 ml/min postupné naneseny na kolonu Superdex
200 10/300 GL. Jako mobilni faze byl pouzit pufr Aris. Jednotlivé frakce byly jimany

do mikrozkumavek po 1 ml a poté ulozeny do lednice.
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4.7. Stanoveni koncentrace

Na mikrotitracni desti¢ce bylo k 5 ul vzorku frakci pfidano 200 pl ¢inidla Bradfordové.
Stejnym zpasobem (5 pl BSA a 200 pl cinidla) byla piipravena kalibracni fada BSA.
Absorbance kalibra¢ni fady BSA a vzorku frakci byla zmétena pomoci ¢tecky miktrotitraénich

desti¢ek Sunrise.

4.8. Sedimentacni analyza

Po purifikaci byly oba enzymy analyzovany RNDr. Ondfejem Vainikem, Ph.D.
na analytické ultracentrifuze ProteomeLab XL-I (Beckman Coulter) metodou sedimenta¢ni
rychlosti **. Analyza proteinu probihala pii 30000 ot./min a 20°C. Bylo sbirano 200 snimk
po 5 min pfi vlnové délce 280 nm. Jako reference byl pouzit ptislusny pufr pouzity pii gelové
filtraci, pufr A pro neredukované a HEPES pufr pro redukované formy. Hustota a viskozita
pouzitého pufru, stejné jako parcidlni specifické objemy analyzovanych vzorkd byly
predikovany za pomoci programu SEDNTERP “° a ziskana data byla nasledn& vyhodnocena

s vyuzitim programu SEDFIT *'.

4.9. Krystalizace

S obéma vypurifikovanymi proteiny byly nasazeny krystalizaéni kapky Mgr. Janem
Bldhou, RNDr. Jifim Pavlickem, Ph.D. a Mgr. Jakubem Ptickem na BTU AV CR.
Pro krystalizaci byla pouzita metoda sedici kapky v difuzi par a sady krystaliza¢nich podminek:
JCSG Core Suite I, II, IIT a IV, které byly nasazeny na 96 jamkové desticky. Nitrilasa z NCC
byla nasazena v koncentraci 17 mg/ml. Pro kazdou podminku byly nasazeny 3 kapky, kazda
v jiném objemovém poméru protein vs. srazedlo: nahote - 200 nl protein + 100 nl rezervoar,
uprostied 150 nl protein + 150 nl rezervoar, dole 100 nl protein + 200 nl rezervoar. Nitrilasa
z NCN byla nasazena v koncentraci 12 mg/ml, kdy pro kazdou podminku byly opét nasazeny
3 kapky v nasledujicim poméru: nahote - 150 nl protein + 300 nl rezervoar, uprostfed 150 nl

protein + 150 nl rezervoar, dole 200 nl protein + 100 nl rezervoar.
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4.10. Enzymova aktivita

Enzymova aktivita byla zméfena v Laboratofi biotransformaci MBU AV CR. Ke 40 pl
vzorku bylo ptiddno 150 ul pufru C. Poté byly vzorky 5 min preinkubovany za mirného tiepani,
pfi 30°C. Reakce byla inicializovana pfidanim 10 ul 500 pM fenylacetonitrilu. Po 2 min
inkubaci za stejnych podminek byla reakce ukoncena pfidanim 20 ul 2 M HCI. Po kratkém
protiepani vzorkl byly vzorky centrifugovany. Takto pfipravené vzorky byly pfedany Ing. Anné

Rinagelové k analyze na HPLC.
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S. Vysledky

5.1. Rekombinantni exprese nitrilasy z Neurospora crassa s histidinovou kotvou na C a

N konci v bakterialnim expresnim systému.

Mym cilem bylo pfipravit 2 rizné formy téhoz enzymu s pomoci plazmidu, které byly
ziskany od Mgr. Alicje B. Veselé z Laboratofe biotransformaci MBU AV CR, obsahujicich

expresni konstrukty, jejichz sekvence jsou uvedeny nize.

nitNCC = Neurospora crassa s His-kotvou na C-konci
MATTIKVAVTQAEPIWLDLQASIQKAVSLVHEAASNGAKIVAFSETWAPGYPGWCWA
RPVDPALNTKYAYNSLTANSPEMEQLQQAAKEDSIAVVIGFSERSSSGSLYIGQAIISPQG
EVALQRRKLKPTHMERTIFGDGSGPDLNCVAELDFGSELGSIKVGTLNCWEHAQPLLKF
HEIQQGVVIHIAMWPPIDPYPGVEFPGLWSMTADGCQNLSQTFAVESGAFVLHCTAVC
NESGIEAMDTRNGMVFREPGGGHSCVIGPDGRRLTQPLADKPSAEGIVYADLDLTRVV
TNKSFQDIVGHYSRPDLLWLSYDKEKKDAAVHRNLEHHHHHH

Pocet AMK: 335 Molekulova hmotnost: 36641,53 Teoretické pl: 5,64

nitNCN = Neurospora crassa s His-kotvou na C-konci
MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMATTIKVAVTQAEPIWLDLQASIQKAVSLVHEAASNGA
KIVAFSETWAPGYPGWCWARPVDPALNTKYAYNSLTANSPEMEQLQQAAKEDSIAVVI
GFSERSSSGSLYIGQAIISPQGEVALQRRKLKPTHMERTIFGDGSGPDLNCVAELDFGSEL
GSIKVGTLNCWEHAQPLLKFHEIQQGVVIHIAMWPPIDPYPGVEFPGLWSMTADGCQN
LSQTFAVESGAFVLHCTAVCNESGIEAMDTRNGMVFREPGGGHSCVIGPDGRRLTQPL
ADKPSAEGIVYADLDLTRVVTNKSFQDIVGHYSRPDLLWLSYDKEKKDAAVHRN

Pocet AMK: 347 Molekulova hmotnost: 37739,73 Teoretické pl: 5,86

Ze sekvenci vidime, ze u nitNCC je kotvou na C-konci proteinu ptidano pouze 8 neptivodnich
AMK, zatimco u nitNCN je to 20 AMK, coz zpusobilo narust jeji molekulové hmotnosti. Kotvy

jsou vyznaceny zlutou barvou.
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Nitrilasy byly produkovany v E. coli Bl 21 Gold podle postupu uvedeného v kap. 4.1.
a 4.2. Pfitomnost proteinu v bunikdch po produkci byla ovéfena pomoci SDS elektroforézy
(obr. 6).

kDa
97
66

45
30

20,1

14,4

Obr. 6: SDS elektroforéza po produkci v E. coli BL 21 Gold
Oznaceni St je pouzito pro standard, N pak pro nitrilasu z Neurospora crassa s histidinovou
kotvou na N-konci; C pro nitrilasu s histidinovou kotvou na C-konci.

Jako kontroly (draha 2, 4, 6, 9) byly pouzity vzorky z kultivace pted indukci IPTG.

Pti porovnani drah kontrol s pfislusSnymi drahami se vzorkem nitrilasy je patrné, ze po indukci
IPTG se produkuji proteiny s molekulovou hmotnosti odpovidajici danym expresnim

konstruktam.

5.2. Izolace enzymii a optimalizace jejich purifikace v redukujicim prosti-edi.

Buniky byly izolovany v redukujicim prostiedi a redukujici ¢inidlo bylo pfitomno také
ve vSech pouzitych pufrech. U obou nitrilas (NCC i NCN) byly pouzity stejné purifika¢ni kroky
(vysledky jsou uvedeny pouze pro NCC, pro NCN byl postup purifikace velmi obdobny).
Purifikace obou proteinu zacala chromatografii na iontoméni¢i na koloné Q-Sepharose Fast

Flow 16/10 (obr. 7, str. 30).
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Obr. 7: Chromatogram NCC z chromatografie na iontoménici

Chromatografie byla provedena na koloné Q-Sepharose Fast Flow 16/10, pfi prutoku 3 ml/min.
Nitrilasa byla eluovéana gradientem pufru B (z 0 na 100 %, za 1h).

Ke kontrole obsahu nitrilasy v jednotlivych frakcich po iontové vyménné chromatografii
a zjisténi jejich Cistoty byla pouzita SDS elektroforéza (obr. 8).

st 1 > 3 4 5 6 7 8 9
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Obr. 8: SDS elektroforéza frakcei z chromatografie NCC na iontoménici.

Frakce 1 — 9 nit NCC po chromatografii na iontoménici.
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Nejveétsi mnozstvi nitrilasy je ve frakcich 4 az 6, nicméné pro dalsi postup byly pouzity vSechny
frakce (1 az 9).

Tyto frakce byly spojeny a nafedény v poméru 1:1 s pufrem Ars. S takto nafedénymi
frakcemi byla provedena chelata¢ni chromatografie na koloné Protino Ni-NTA s naslednym

odsolenim na 2 odsolovacich kolonkach HiTrap (obr. 9).
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Obr. 9: Chromatogram NCC z chelata¢ni chromatografie a nasledného odsoleni
Vzorek nitrilasy z Neurospora crassa s His-kotvou na C-konci byl nanesen na kolonu Protino
Ni—NTA pfi pratoku 5 ml/min a néasledné eluovan a ihned odsolen na odsolovacich kolonkach

HiTrap pfi stejném prutoku.

Eluce nitrilasy byla provedena 2 % 2 ml pufru C. Jak je vidét z obr. 7, vétSina proteinu je
z kolony uvolnovana uz pii prvni eluci, jejiz frakce byla pouzita k dalsi separaci.

Finédlnim krokem purifikace byla gelova filtrace na koloné Superdex 200 10/300 GL (obr. 10,
str. 32).
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Obr. 10: Chromatogram NCC a NCN z gelové filtrace

Porovnéani chromatogrami nitrilasy z Neurospora crassa s His-kotvou na C-konci: ¢erna kiivka
a nitrilasy z Neurospora crassa s His-kotvou na N-konci: ¢ervena kiivka.

Na gelovou filtraci byla pouzitd prvni frakce po chelatatni chromatografii (a nasledném

odsoleni). Pouzita kolona: Superdex 200 10/300 GL, prutok 0,5 ml/min.
Z chromatogrami na obr. 8 je patrné, ze nitNCN je eluovana z kolony o néco diive nez nitNCC.

DalSim zfetelnym rozdilem je vySka elu¢niho vrcholu a tvar kiivky v kone¢né ¢asti, naznacujici

odli$né zastoupeni oligomert u NCC oproti NCN.
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Findlni Cistota preparatu byla zkontrolovana pomoci SDS elektroforézy (obr. 11).

St 1 2 3 4 5 KDa St 1 2 3 4 5 [
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Obr. 11: SDS elektroforéza frakci po gelové filtraci NCC a NCN
A)1 - 5 frakee po gelové filtraci nitrilasy z Neurospora crassa s His-kotvou na C-konci

B) 1 - 7 frakce po gelové filtraci nitrilasy z Neurospora crassa s His-kotvou na N-konci.

Z obrazku 9 A je vidét, Ze nejvice proteinu u NCC je obsaZzeno ve 2. a 3. frakei, ktera odpovida
stiedu elu¢niho vrcholu. U ¢tvrté a paté frakce, odpovidajici konecné €asti kiivky je zastoupeni
proteinu zietelné nizsi. Na obr. 9 B je vidét, ze u NCN je protein pfitomny ve velkém mnozstvi

ve veétsing frakei. Nejvice pak ve frakcich 3 az 5 odpovidajicich stiedu elu¢niho vrcholu.
5.3. Srovnani purifikace nitrilas v redukujicim a neredukujicim prostredi

Dals$im cilem bylo srovnani vlivu redukujiciho a neredukujiciho prostiedi na kvartérni
strukturu proteinu. Jednotlivé purifika¢ni kroky zustaly v obou ptipadech totozné s izolaci
a purifikaci nitrilas v redukujicim prostiedi. Jedinym rozdilem byla absence vSech redukujicich
¢inidel pfi purifikaci v neredukujicim prosttedi (DTT pii izolaci bunék a B-ME ve vSech
pufrech). Finalni krokem separace byla gelova filtrace na kolon¢ Superdex 200 10/300 GL
(obr. 12, str. 34). U redukujiciho prostfedi byl ke vzorku nitirlasy pted nastfikem na gelovou
filtraci pfidan 10 mM B-ME. Po pfiblizné 30 min inkubaci byl vzorek nastiiknut na kolonu
Superdex 200 10/300 GL (obr. 13, str. 35). Jako mobilni faze byl v tomto ptipadé pouzit HEPES
pufr.
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Obr. 12: Chromatogram NCC z gelové filtrace v redukujicim a neredukujicim prostredi
Porovnani chromatogramt nitrilas z Neurospora crassa s His-kotvou na C—konci
v neredukujicim (Cervend) a redukujicim (Cernd) prostfedi. Pouzitd kolona: Superdex 200

10/300 GL, prttok 0,5 ml/min.
Rozdil u nitNCC mezi redukovanou a neredukovanou formou neni pfili§ velky. Nicméné

z obr. 12 muzeme vidét, ze v neredukujicim prostiedi dochazi k eliminaci prvniho elu¢niho

vrcholu a mirnému narastu hlavniho eluéniho vrcholu.

34



0,35

0,30 +

0,25 -

0,20 -

0,15 <

A280

0,10 +

0,05 -

0,00 S

V [mi]

Obr. 13: Chromatogram NCN z gelové filtrace v redukujicim a neredukujicim prostiedi
Porovnani chromatogramti nitrilas z Neurospora crassa s His-kotvou na N-konci
v neredukujicim (Cervena) kiivka a redukujicim (Cernd) prostiedi. Pouzita kolona: Superdex 200

10/300 GL, prttok 0,5 ml/min.

U nitrilasy z NCN je zietelny rozdil mezi redukovanou a neredukovanou formou. U redukované
formy je vidét jeden elu¢ni vrchol odpovidajici oligomertim. Oproti tomu u neredukované formy

je rovnovaha posunuta spise k dimerni forme.
5.4. Sedimentaéni analyza
Nitrilasy NCN 1 NCC byly analyzovany pomoci analytické ultracentrifugace metodou
sedimentani rychlosti, a to jak v neredukované, tak v redukované formé. Zatimco

neredukovana nitrilasa NCN vytvaii v roztoku smés oligomert (monomer-dimer-hexamer),

po redukci se v roztoku nachazi jiz vyluéné ve forme¢ dimeru (obr. 14, str. 36) o velikosti
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sedimentacniho koeficientu sy = 4,93 S. U nitrilasy NCC pak byl v neredukujicim 1 v
redukujicim prostfedi pozorovan pouze dimer o velikosti sedimentacniho koeficientu sy = 4,6

S, resp. sao.w = 4,7 S (obr. 15).
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Obr. 14: Sedimentacni analyza NCN. Normalizovana distribuce sedimentacnich koeficient
pro neredukovanou a redukovanou nitrilasu z Neurospora crassa s His-kotvou na N—konci.
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Obr. 15: Sedimentaéni analyza NCC. Normalizovana distribuce sedimentacnich koeficient
pro neredukovanou a redukovanou nitrilasu z Neurospora crassa s His-kotvou na C—konci.
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5.5. Krystalizace

S vypurifikovanymi proteiny nitNCN o koncentraci 17 mg/ml a nit NCC o koncentraci

12 mg/ml byly nasazeny krystaliza¢ni experimenty s komerc¢nimi sadami krystaliza¢nich vzorkt

srazedel na BTU AV CR.

O) E D)
Obr. 16: SnimKky krystaliza¢nich kapek NCN po 2 mésicich od nasazeni.

A) 0,1 M Tris pH 8,5, 2,0 M dihydrogenfosforecnan amonny; 150 nl protein + 300 nl rezervoar
B) 0,1 M Tris pH 8,5, 8% PEG 8000; 200 nl protein + 100 nl rezervoar

C) 0,5 M siran amonny, 0,1M Tris pH 7,0, 30% (v/v) PEG 600, 10% (v/v) glycerol; 200 nl
protein + 100 nl rezervoar

D) 2,0 M siran amonny; 150 nl protein + 150 nl rezervoar.
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Obr. 17: SnimKky krystaliza¢nich kapek NCC po 6 tydnech od nasazeni.

A) 0,8 M dihydrogenfosforecnan sodny /0,8 M dihydrogenfosforec¢nan draselny, 0,1 M HEPES
pH 7,5; 200 nl protein + 100 nl rezervoar

B) 0,1 M citrat pH 5,6, 20% iso-propanol/20% PEG 4000; 200 nl protein + 100 nl rezervoar.
C) 0,26 M dihydrogenfosforecnan amonny, 35% glycerol; 100 nl protein + 200 nl rezervoar.
D) 1,6 M dihydrogenfosfore¢nan amonny, 0,08 M Tris pH 8,5, 20% glycerol;

150 nl protein + 150 nl rezervoar.
Z obrazkii obou proteint je patrné, ze se dosud nepodafilo najit idealni krystalizaéni podminku.

Na vSech obrazcich je zfetelny granularni precipitat, na obr. 17 B mlzeme pozorovat

vysychajici separaci fazi.
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6. Diskuse

e Rekombinantni exprese nitrilasy z Neurospora crassa s histidinovou kotvou na C- a

N-konci v bakterialnim expresnim systému.

Jako expresni systém byly pouzity buniky E. coli BL 21 Gold. Tyto buiiky vykazovaly
pomérné snadnou a rychlou produkci navic s dobrym vytézkem. Jelikoz u téchto bunék casto
dochézi k produkci proteinu s nespravné spojenymi disulfidickymi mustky, byly jako dalsi
expresni systém vyzkouSeny bunky E.coli Shuffle T7 Express, u kterych je tvorba
disulfidickych miustkii podpofena deleci genti reduktas trxB a gor a zavedenim genu
pro disulfid-isomerasu DsbC. Kromé nizsiho vytézku a podstatné delsi doby produkce nebyl
pii pouziti bunék kmene Shuffle pozorovan Zzadny rozdil v produkci proteind. Proto byly

pro purifikaci pouZity pouze proteiny produkované v E. coli BL 21 Gold.

e Izolace enzymu a optimalizace jejich purifikace v redukujicim prostiedi.

U obou nitrilas byl zvolen stejny postup purifikace, ktery piivodné zacinal chelatacni
chromatografii na nosi¢i Talon snaslednym zakoncentrovanim a ptevedenim do pufru A
(pouzivané¢ho jako mobilni faze pti gelové filtraci) pomoci centrifugace. Poté nasledovala
gelova filtrace. Po provedeni kontrolnich SDS elektroforéz po chelatatni chromatografii
a gelové filtraci bylo zjisténo, ze precisténi proteinti je nedostate¢né a byl pridan dalsi separacni
krok, a to chromatografie na iontoméni¢i. Porovnanim chromatogramii z chromatografie
na iontoméni¢i a gelové filtrace se wukdzalo, Zze v prabéhu purifikace dochazi
k mnohonasobnému snizeni vytézku proteinu, a pfi posouzeni SDS elektroforéz po jednotlivych
separacnich krocich bylo patrné, Ze ke ztratdm dochdzi béhem chelatacni chromatografie
a nasledného zakoncentrovavani pred nastfikem na gelovu filtraci. Ztraty zptisobené precipitaci
proteinu, byly pravdépodobné zptisobeny dlouhym piisobenim imidazolu, kterému byl protein
vystaven béhem téchto dvou krokd, coz mohlo byt i negativné¢ podpofeno zvySovanim
koncentrace proteinu béhem zakoncentrovavani pfed nastfikem na gelovou filtraci.

Negativni vliv imidazolu na protein, podporujici jeho precipitaci byl eliminovan zménou
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provedeni chelatacni chromatografie. Pouzitim kolony Protino Ni-NTA se dvéma bezprostiedné
piipojenymi odsolovacimi kolonkami HiTrap doslo ke sniZzeni doby kontaktu imidazolu
s proteinem na nezbytné minimum, coz ve vysledku vedlo k jeho vétsi stabilité a lepSimu
vytézku. Dalsi modifikaci postupu bylo pfidani inhibitord cysteinovych, threoninovych
a serinovych proteas ke vzorku béhem izolace nitrilasy z bunék. U tohoto kroku vSak nebyl

zaznamenan zadny vyraznéjsi (at’ uz pozitivni nebo negativni) efekt na protein.

e Porovnani kvartérni struktury obou enzymi pripravenych v neredukujicim

a redukujicim prostredi.

Kromé eliminace veSkerych redukujicich cinidel (pouziti DTT pfi izolaci proteint
zbunék a piitomnost B-ME ve vSech pufrech) zlstal postup purifikace v neredukujicim
prostfedi nezménén. Pti purifikaci v redukujicim prostfedi byl pted provedenim gelové filtrace
k proteinu pfidan 10 mM B-ME, s kterym byl vzorek ponechdn 30 min inkubovat. Jako mobilni
faze pti gelové filtraci neslouzil pufr A, ale HEPES pufr s 5SmM B-ME. Pfi porovnani
chromatogramii z gelové filtrace je vétSi rozdil mezi redukovanou a neredukovanou formou
patrny u nitNCN. U redukované formy je zietelny jeden hlavni eluc¢ni vrchol, ktery svym
retenénim objemem odpovida oligomerni formé enzymu. Oproti tomu u neredukované formy
vidime i1 mensi elu¢ni vrchol, naznacujici pfitomnost dimeru.

U nitNCC je rozdil mezi obéma formami pomérné maly a v obou ptipadech se nitrilasa
nachazi ptredevSim ve formé dimeru. Oproti tomu je velice vyrazny rozdil mezi timto
chromatogramem a chromatogramem z izolace a purifikace nitNCC v redukujicim prostiedi
(srovnej obr. 10, str. 32 a obr. 13, str. 35). Tento rozdil mohl byt zptisoben rozdilnou dobou
plsobeni redukujicich ¢inidel na protein. Pii izolaci a purifikaci v redukujicim prostiedi
(chromatogram na obr. 10, str. 32) byla doba kontaktu redukujicich ¢inidel s enzymem béhem
celého postupu (3 dny). Naopak pti druhém postupu, byl protein béhem celé doby izolace
a purifikace udrzovan v neredukujicim prostiedi a k pfidani redukcniho ¢inidla doslo
az bezprostiedné pied nastiikem na gelovou filtraci. DalSim faktorem, ktery mohl mit vliv
rozdilny tvar elucnich profild je mensi koncentrace nitNCC pfipravené v neredukujicim

prostiedi béhem néstfiku na gelovou filtraci. Pfi vétSi koncentraci NCC (pfipravené
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v redukujicim prostiedi) pravdépodobné dochéazi k zvysSené tvorbé oligomerti a agregati

patrnych na chromatogramu na obr. 10, str. 32.

e Sedimenta¢ni analyza

Vysledky sedimentacni analyzy nitNCC jsou v souladu s pfedeSlym pozorovanim béhem
gelové filtrace. Jak zredukovany, tak nativni enzym se v roztoku nachazi vyhradné ve formeé
dimeru (pro sedimentacni analyzu byla pouzita frakce odpovidajici maximu elu¢niho vrcholu
a tim k odstranéni mensiho mnozstvi oligomernich ¢i zagregovanych forem proteinu - viz obr.
15, str. 36). Na to, ze se protein nachazi v roztoku ve formé dimeru lze usuzovat na zaklade¢
porovnani jeho zméfené hodnoty sedimentacniho koeficientu a teoretické hodnoty
sedimentacniho koeficientu odpovidajiciho ¢éstici tvaru koule o hmotnosti bud’ monomeru,
nebo dimeru nitNCC. Pokud je experimentdlné¢ ur¢ena hodnota sed. koeficientu vyssi nez
maximalni teoreticky moznad hodnota pro ¢astici o hmotnosti monomeru (pro nitNCC je to
piiblizn€ 3,5 S), znamena to, Ze protein asociuje a tvoii napt. dimer (teoreticka max. hodnota
pro nitNCC je ptiblizn¢€ 5,3 S). Podil experimentalni a teoretické hodnoty S pro ¢astici dané
hmotnosti pak odpovida jeji asymetrii - jak moc je jeji tvar odlisny od koule. V nasem piipad¢
lze fici, ze nitNCC se v roztoku nachazi jako dimer mirn¢ protahlého tvaru (rotacni elipsoid
o rozmérech cca 5 x 10 nm).

Sedimentac¢ni analyza nitNCN naznacuje, Ze zatimco v redukujicim prostiedi se nitrilasa
opét nachazi ve form¢ dimeru, v nativnich podminkach tvoii také vys$$i oligomery. Toto
pozorovani je vSak v kontrastu s vysledky z gelové filtrace, které jsou prakticky ptesné opacné.

Pric¢ina odlisného chovani enzymu béhem téchto dvou stanoveni neni znama.
e Enzymova aktivita
U obou enzymil byla méfena enzymové aktivita k fenylacetonitrilu na MBU AV CR.
Bohuzel ani u jednoho proteinu nebyla namétfena zadna enzymova aktivita. Tento vysledek byl

velmi pravdépodobné zplsoben pfili§ nizkou koncentraci enzymu ve vzorku, coz mohlo byt

zpusobeno precipitaci, kterd byla b&hem optimalizace purifikace nitNCN i nitNCC casto
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pozorovana a obecné lze na zakladé téchto zkuSenosti fici, ze piipravované nitrilasy se jevily
jako proteiny pomérné¢ nestalé a nachylné k agregaci at uz pii zakoncentrovavani, nebo
pii del§im skladovani v chladu, rovnéz zmrazeni roztoku enzymu vede k jeho kompletnimu

vysrazeni.

e Hmotnostni a Ramanova spektroskopie

Ob¢ nitrilasy byly dale analyzovany pomoci hmotnostni a Ramanovy spektroskopie.
Z divodu rychlé tvorby agregatii, kterou vykazovaly oba enzymy bé&hem jakéhokoliv delsiho
skladovani a v disledku pfili§ nizké koncentrace nebylo mozné data z téchto méteni uspokojive

vyhodnotit ani u jednoho z proteint.

e Kirystalizace

S obéma nitrilasami byly ihned po purifikaci nasazeny krystaliza¢ni kapky v rozdilnych
koncentracich, pro nitNCN 17 mg/ml a u nitNCC 12 mg/ml. Po 2 mésicich krystalizace
u nitNCN (6 tydnil u nitNCC) se zatim nepovedlo najit krystaliza¢ni podminku, ktera by vedla
ke vzniku krystalti. Jako podminky, které by v budoucnu mohly vést k uspésné krystalizaci
proteinu se jevi ridzné kombinace dihydrogenfosforeCnanu amonného nebo siranu amonného

s Tris pufrem.
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e Byly pfipraveny rekombinantni nitrilasy nitNCC a nitNCN v E. coli BL 21 Gold.
e Byla optimalizovana izolace a purifikace obou proteinii v redukujicim i neredukujicim

prostiedi
e Byla provedena sedimentacni analyza ptipravenych enzymut

e Byly nasazeny krystaliza¢ni kapky s nitNCC i nitNCN
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