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Abstrakt

KvasinkaCandida tropicalige mikroorganismus vykazujici vysokou toleranitiv
fenolu a silnou schopnost jej degradovat. Tato ikkasje schopna vyuzit fenol jako zdroj
uhliku a energie, aniz by produkovala sekundarhitpot. Z kvasinkyC. tropicalisbyla
isolovana katechol-1,2-dioxygenasa. K purifikacidbyyuzito chromatografie na DEAE
Sepharose a gelové permiechromatografie na Sephadexu G-100. Uvedenynupest
byl ziskdn homogenni enzym. Enzymova aktivita sjedovana pomoci HPLC (Ubytek
katecholu a ndist cis,cismukonéatu). Na zakladmeieni aktivity @i raznych teplotach
bylo ureno teplotni optimum, jeho hodnota je 30°C. Kingticcharakteristiky byly
studovany @ rizném pH. Hodnota K a Vmnax byla 0,52 mM a 17,2 nM/min pro Ubytek
katecholu a 0,34 mM a 12,6 nM/min pro itrcis,cismukonové kyseliny fp optimalnim
pH reakce, pH 7,6.

Abstract

Candida tropicalisyeast is a microorganism that possesses highatader for
phenol and strong phenol degrading activity. Theast is capable of utilizing phenol as
the sole source of carbon and energy without faonadf any secondary waste product.
Catechol-1,2-dioxygenase was isolated from cytosd@action of this yeast by the
procedure consisting of chromatography on DEAE-Sepe and gel permeation
chromatography on Sephadex G-100. The catechatitydgenase was purified to
homogeneity. The enzyme activity was followed byLEBRcatechol consumption and/or
cis,cismuconic acid formation). The activity profiles different temperatures showed
temperature optimum of 30°C. Kinetic characteradi were studying in different values
of pH. The values of K and \nax of 0,52 mM and 17,2 nM/min for consumption of
catechol, respectively, and 0,34 mM and 12,6 nM/fonformation ofcis,cismuconic

acid, respectively, were found at optimum pH of t&ction, pH 7,6. (In Czech)



Seznam pouzitych zkratek & symbai:

Age absorbanceip280 nm

Ao absorbanceip260 nm

BIS: N, N'-methylen—bis—akrylamid

BSA: howzi sérovy albumin

CoA: koenzym A

CYP: cytochrom P450

DEAE Sepharosa: diethylaminoethyl Sepharosa
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FAD: flavinadenindinukleotid
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Uvod

1 Uvod

Otazka zn&steni Zivotniho prosedi je v posledni dabstale vice diskutovana. Jiz
vroce 1979 bylo ¥asopise Environmental Science and Technology poNdiko 129
hlavnich polutarit prostedi pochézejicich &nnosti¢loveka. Jednu zéchto skupin tvé
fenoly [1]. Jejich nej¥tSimi producenty jsou petrochemickyaprysl, vyroba syntetickych
vlaken, vyroba barviv. Uvébvany do prosedi jsou také i zpracovani hédého uhli.
Obsahuji je téZ odpadni vody z kozZeluzniho, farm@deého¢i textilniho odwtvi [2,3].
Jelikoz tyto latky (a samégjmé mnoho jinych) pedstavuji velkou z&f pro radu
organisnii (vétSina latek je toxickéi karcinogenni), bylo nutné najit vhodné cestyjicle
odstragni.

Dnes vyuzivané fyzikalni a chemické metody jakaujs@g. adsorpce natzné
matrice, chemicka oxidace&i extrakce rozpoustlem, maji své nevyhody. Jsou
ekonomicky naréné, probihaji wads kroki a kthem degradace dané steainy nuze
vznikat slodenina steja ¢i vice toxicka [4,5]. | proto se jako jedna z ndjefirejSich
moznosti jevi cesta bioremediaci, coZ jsou prosesiouci k pemené toxické latky na
latku netoxickou pomoci metabolismiznych organistin [6].

Z toho divodu je dilezité dolse poznat enzymovy apardiznych mikroorganistin
a hledat mezi nimi vhodné zastupce, jez by bylo mBozvyuzit pro cisteni

kontaminovaného prastdi. Tomuto problému se&nujeiada laboratt po celém sgte.
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1.1 Bioremediace

Pojem bioremediace ozhige proces, f némz je rgjakym zpisobem, zasahem
zverti, umocrna biodegradace latkyftippmné v prosedi. Biodegradace probihaji
v prostedi zcela firozers. Rada organisty prevaZ® mikroorganismi je schopna
vyuZzivat, pop. pouze degradovat, mnoho organickych latgkopenych i syntetickych
[7].

Aby biodegradace mohla préiimout, musi existovat mikroorganismus s vhodnym
enzymovym aparatem, ktery umozni rozklad polutamtorganismus musi byt v daném
prostedi gitomny (v dostattném mnozstvi). Také latka, jez méa byt biodegradayérusi
mit vhodné vlastnosti —itkeZita je jeji dostupnost pro mikroorganismus, welkoli hraje
nagiklad jeji rozpustnost ve védebo to, zda je vazana ngaky pevny material. Také se
v nékterych gipadech musi jednat o latku, jeZz je schopna pregtgies membranu do
piislusného mikroorganismu — pokud mikroorganismyZpeaji intracelularni enzymy [7].

V idealnich pipadech dochazi k mineralizaci organické latky tefdy rozlozena na
anorganické slateniny uhliku, dusiku, fosforu a siry. Zaravenohou pi biodegradaci
vznikat latky pro prosedi Skodlivé, toxit¢jSi nez latky fvodni. Takto vzniklé latky se
casto Spat® identifikuji a v prostedi dlouhodob perzistuji. Bioremediace, tedy cilena
biodegradace, sémto nezadoucim aspékh snazi vyhybat. Produkty vznikajidi péchto
reakcich jsou daedu znamé a jejich vlastnosti sledovanied nasazenim dané
bioremedigni metody. Negjasgji jsou v bioremedignich technikach vyuzivany
mikroorganismy [7].

1.1.1 Klasifikace bioremediaénich metod

Bioremedigni metody Ize provad dvema zakladnimi metodami. Prvni z nich je
fertilizace, kterd spo®iva v umocgni jiz probihajicich biodegradaich &ju v daném
prostedi pomoci dodani Zivin a jinych pebnych latek (nap induktoi enzymi,
rastovych faktoit). Druhou je tzv. seedingd, pii které jsou do kontaminovaného presti
dodavany vhodné mikroorganismy, jeZz jsou schopnéutgmt (Einné degradovat.
VyuZzivané mikroorganismy jsouétinou isolovany ziirozeného progedi, k vyuziti

geneticky modifikovanych organigmzatim nebylo fstoupeno vzhledem k moznosti

-9-
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druhotné kontaminace. Zarave degradatorem mohou byt do presdi gidany i rfistové
faktory a ziviny, stej& jako u fertilizace [6,7].

Dle mista provedeni étime bioremediace na procesin-situ a ex-situ
Bioremediacan-situ je provadna @gimo v mis¢ kontaminace. #prava takového procesu
spaiiva zejména v zjighi pritomnosti mikroorganisin jeZz jsou schopné polutant
biodegradovat. Nasleduje pouziti jedné z vySe uwgcke metod (fertilizacéi ,seeding”).
Ex-situ metody spoivaji ve vy€Zeni kontaminovaného materialu a jeho zpracovani

v mist k tomu uteném. V takovém prasdi |ze zajistit snadfi vhodné podminky [6].

-10 -
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1.2 Fenol a fenolické latky

1.2.1 Obecna charakterizace fenai

Fenoly pati mezi hydroxysloteniny, maji hydroxyskupinu vazanouimpo na
aromatickém kruhu [8]. Fenoly jsou stalé krystadicklokeniny a az na vyjimky jsou
dohe rozpustné ve vad Délime je na jednosytné vicesytné podle pitu hydroxylovych
skupin v molekule. Mezi jednotlivymi molekulami f@l v roztoku vznika vodikova
vazba, coz zvysSuje jejich bod varu. Fenoly maji @erhi charakter, v roztoku se tedy
chovaiji jako kyseliny i jako zasady v zavislostigi@zeni roztoku. [8].

V piirodk se fenoly podobhjako alkoholy vyskytuji porrné hojrg, negastji ve
formé glykosidi, ale také v bilkovinach, steroide¢hterpenoidech. Bkteré fenoly jsou
sowtasti extraki z jedovatych rostlin, jako jer&tan (rod Toxicodendron) [8].

Fenol (hydroxybenzenCsHgO) se dive nazyval kyselina karbolova. distém
stavu se jedna o bezbarvou pevnou latku nasladiépachu. Fenol je déd rozpustny ve

vodé a organickych rozpouitlech, je hélavy [8].

Dulezité fyzikalni vlastnosti fenolu [9]:

M, = 94114
T, = 4090°C
T, =18184°C

p25 - 1113 gs
cr

1.2.2 Pramyslové vyuziti fenoti

Fenol je v dneSni debdulezity pro fadu vyrob. Jeho nitraci vznikd 2,4,6-
trinitrofenol (kyselina pikrova), ktery je silnowselinou s explozivnimi vlastnostmi. Déle
slouzi jako vychozi slaienina pro vyrobu barviv (stegjntak 1-naftol a 2-naftol ),
pesticidi, nekterych vliaken, syntetickych pryskg a plast [8].

Pentachlorfenol, ziskavany chloraci fenolu jéledity pro konzervaci igva.

Kresoly se vyuZivaji k vyrabdesinfekci [8].

-11 -
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1.2.3 Puasobeni fenoh na lidsky organismus

Jelikoz jsou fenoly obeé&n dolre vstebatelné latky, znamenaji pro lidsky
organismus velké nebezfie i styku s pokozZkou ji leptaji a také drazdi sliaidO].
Kratkodoba expozice nizké koncentraci fenoluisgbuje bolesti hlavy, palenicioa
dychaci obtize [11]. i? akutni intoxikaci dochazi k selhavani ledvin, ypdramcinnosti
srdceci napadeni jater. Takova otrava se projevi silngalestmi v Ustech a oblastiitha.
Chronické otravy fenolem jsou vzacné. Podoba projevuiji i otravy kresoly [10,11].

Fenol je porsrné rychle (1 den az tyden, podle piesti) a dobe odbouravan,
pokud je do progedi uvolén v malé jednorazové davce. Pokud je ovSem do iedist
uvoliovan po delSi dobti ve vysSich davkach, trva jeho odstiahpodstata déle [11].
K jeho kumulaci dochazi vékterych druzich ryb. Kresoly, jsou rychle odbourdyjen
Vv pripact, Ze jsou v progedi gitomné vhodné mikroorganismy. V podzemnich vodéach
pietrvavaji pondrné dlouhou dobu. [11].

| dalSi derivaty fendl pati mezi latky hepatotoxické, nefrotoxické a neuratki

[10]. Vicesytné fenoly jsou obvykle taxéjsi.

-12 -
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1.3 Metabolismus xenobiotik

Xenobiotikum niize do zZiv@iSného organismu vstoupitanymi cestami, ale jeho
dalSi osud je vzdy stejny. Dojde k uveii xenobitika z latkové formy, ve které bylo
piijato, k vstebani do krevnihoc( lymfatického)iecisté a k jeho distribuci v organismu.
V této chvili je latka ve &Si¢i menSi mife biotransformovéana a naslédrylou¢ena [12].

Zmeény, kterym podléhaji prakticky vSechna xenobiotikaivoc¢iSném organismu,
maji vest k pemené latky na netoxickowi mére toxickou, a k usnadmi jejiho vyloeni
[12]. Doché&zi ale i kiemenam, @i kterych vznika latka toxi¢jSi nez mvodni latka,
dochazi tedy k aktivaci xenobiotika (rfagprokarcinogeny). BleZitou vlastnosti vSech
xenobiotik je jejich polarita. Obeénlze fici, Zze hydrofobni latky jsou pro organismus
toxic¢tejsi, jelikoz snadno pronikaji b&aénymi membranami.

Biotransformace probih&tginou ve dvou fazich, tzv. derivatézd a konjugani.

V derivatizaéni fazi dochazi, ve &sin¢ pripadi, ke zvySeni polarity cizorodé latky
zavedenim vhodné chemické skupiny, coZz um@@ snaddjSi navazani na endogenni
latky a nasledné vyl@eni. Této faze seasto @astni enzymy, jez jsou inducibilni a
k jejich produkci dochédzi az wipomnosti xenobiotika. P&t mezi ® razné
monooxygenasy a dioxygenasyiida oxidoreduktas). Nejvice jsou produkovany
v jaternich biikach (membrany endoplazmatického retikula, mitodniena cytoplasma)

[12,13].

V konjugaéni fazi dochazi ke spojeni xenobiotika s endogenni latkemii jeSE zvySuje
jeho polaritu. B téchto reakcich je spif@bovavana energie a endogenni latky jsasto
piitomné v aktivované form

S fenolem vhodh konjuguji 3"-fosfoadenosin-5"-fosfosulfat (PAPSPbf. 1,
str. 14), S-adenosylmethionin (Obr. 2, str. Z4YDP-glukuronat (Obr. 3, str. 14) [12].

Konjugani faze neni prakticky vyuzivana mikroorganismy, #gtSinou

xenobiotikum po derivatizai fazi z&adi do svého metabolismu [15]. Této schopnosti je

vyuZzivano pi bioremediacich.

-13 -
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Obr. 1. 3’-fosfoadenosin-5"fosfosulfat [14]

H,C

Obr. 2: S-adenosylmethionin

(vytvoieno v programu ACD/Chemsketch)

Obr. 3: UDP-glukuronat
(vytvoreno v programu ACD/Chemsketch)

-14 -
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1.4 Kvasinka Candida tropicalis

V literatue byla popsanaada mikroorganisfy jez jsou schopny vyuzivat fenol
nebo jeho derivaty jako zdroj uhliku a energie.r@karyotickych organisinlze jmenovat
nasledujici rodyPseudommonagnag. P. stutzeri, P. putida. P. flourescéri$6,17,18],
Arthrobacter (A. citreug [19], Acinetobacter(A. radioresistens, A. calcoacetigyg0] ¢i
Bacillus (nag. B. Stearothermophilgg21]. Zastupce eukaryotickych organismajdeme
nagiklad mezi iznymi rody kvasinekCandida(C. albicans, C. maltosaC. rugosa, C.
tropicalis) [22,23,24],Cryptococcugnag. C. terreus. C. terricolp[25,26] a také zastupce
Rhodotorula(R. creatinivora, R. ingenio3§25].

Rod Candida zahrnuje okolo 200 druihkvasinek. Jedna se o nepravé kvasinky,
jelikoz netvdi pohlavni spory a mnozi se vyhr&dmepohlave. Jsou Bznou mikrofiérou
na kizi, v Ustech, v travicim astroji a genitalii [27,28].

C. tropicalis je aerobnim mikroorganismem, jenz je schopny vyatZikizné
sacharidy jako zdroj uhliku a energige® sjednocenim naivbylo moznéC. tropicalis
najit pod nazvyC. nivea, C. enterica, Monillia candida dalSimi. Dodnes je v kvasném
pramyslu vyuzivano jejich dalSich nae€. kefyr¢i C. murmanicaVyuZziva se pro svou
nendrg@nost a schopnost produkovat biomasu i z neobvykidtoj. K pouziti €chto
nazvi vede ¥ejm¢ to, Ze se jedna o podngfry patogen. Bzr¢ tuto kvasinku nachazime
ve vodnim prosedi a jako satast lidské mikroflory. B pfemnoZeni za vhodnych
podminek niZze zmisobit velmi nefijemné dermatomykozy [28,29].

U burgk C. tropicalis se setkAvame &zanymi tvary - jsou kulaté, elipsovité,
protahlé pokud tvi ¢lanky pseudomycelia. Setkavame se i s tvorbou p@avéaycelia
[28,29].

1.4.1 PotencidlC. tropicalis pro bioremediace

Stale castji jsou nekteré druhyCandid, mezi nimi i C. tropicalis, zkoumany
vzhledem kiiznorodosti substrat(mezi nimi i fenolu), jeZ jsou schopny vyuZzit jakdroj
energie a uhliku.

Dle studované literatury jeC. tropicalis schopna degradovat fenol az do

koncentrace 200@ng™. Vy3ssi koncentrace Gigobi na iist této kvasinky inhiking.
Fyzikalni podminky, za nichzZ je schopriat; se nini podle provedeni pokusuiifizSich

koncentracich fenolu déd® snasi #Si rozsah pH a teplot [30,31]. Dale jsou testovany
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schopnosti této kvasinky utilisovafizné derivaty fenolu. Bylo prokazano [30], Ze je
schopna biodegradovat 4-chlorofenol, je pro ni wdak toxicky. Zarovi autdi této prace

[30] dokazali, Zze nizké koncentrace fenolu, podpdriodegradaci 4-chlorofenolu, coz je
vyswtlovano tim, Ze kvasinkarednost® vyuZzije jako zdroje energie fenol. Tim umozni

narist biomasy, kterd pak snaze odolava toxickgimkiim 4-chlorofenolu [30].
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1.5 Enzymy podilejici se na degradaci fenolickych |  atek

Nejwetsi skupinu enzyiin (Castnicich se biotransformace xenobiotik jako jsou
fenoly, tvdi oxygenasy (enzymy péti do tidy oxidoreduktas vyuZivajici molekularni
kyslik jako oxid&ni ¢inidlo). Pati mezi € zejména monooxygenasy, jeZz zabudovavaji do
substratu jeden atom kysliku za vzniku vody z dnghatomu kysliku, a dioxygenasy, jez
oba atomy kysliku zabudovavaji do substratu [32,ERjlezita je gitomnost witych
kofaktorti, velmicasto jimi byvaji flaviny a fechodné kovy [15,35].

C. tropicalisvyuZziva k biodegradaci fenolu monooxygenasu: NABdpendentni
fenolhydroxylasu (NADPH = nikotinamidadenindinukiielfosfat), na kterou navazuje
katechol-1,2-dioxygenasa. Jednd se o cytosolarniyneyn Dale také vyuZiva
k biodegradaci xenobiotik (i latek pro organismuggzenych), tedy i fenolu, skupinu
oxygenas se smiSenou funkci (MFO=mixed functiondases), fisobici ¢asto jako
monooxygenasy [34]. Slozky tohoto systému itveedle cytochromu P450 (CYP),
NADPH:CYP oxidoreduktasa, NADH:cytochromg loxidoreduktasa (ktera je slozkou
fakultativni a nemusi bytifilomna) a membranovy fosfolipid [15,35,36]. MFOtgys je u
eukaryotnich organisin lokalizovan v membran endoplazmatického retikula [35].
Vzhledem k tomu, Ze biomag&a tropicalis ktera byla vyuZzita pro prokazani ulohy CYP
v hydroxylaci fenolu [34], ztratilaigjmé diky dol® zmraZeni a skladovani velky podil
aktivity mikrosomalni frakce, nebylo moznéigpvek MFO systému i biodegradaci
fenolu zkoumat do vSech detajB4].

Rada mikroorganisinvyuZiva k degradaci také peroxidasy [37].

217 -



Uvod

1.5.1 NADPH-dependentni fenolhydroxylasa (EC 1.14.13.7)

NADPH-dependentni fenolhydroxylagatalyzuje zavedeni hydroxylové skupiny
na aromaticky kruh fenolu, tedy jehtepénu na katechol (Obr. 4):

NADPH-dependentni fenolhydroxylasa
OH OH

NADPH+O,
\\ OH
\)

fenol NADP*+OH" katechol

Obr. 4. Hydroxylace fenolu na katechol za katalyzy fenolmyylasy (vytvdeno v programu
ACD/ChemSketch)

Informace o NADPH-dependentni fenolhydroxylasehdaeji gedevsim ze studii

provadgnych na kvasince rodOrichosporon cutaneum

Z&kladni popis struktury NADPH-dependentni fenolhydroxylasy

Typické Zluté zbarveni tohoto enzymu jeugpbeno fitomnosti prosthetické
skupiny-flavinadenindinukleotidu (FAD) [38]. Zlutébarveni je ufeno vinovou délku
absorgniho maxima [39]. Enzym isolovany z této kvasinkg aimerni strukturu a jeho
celkova molekulovd hmotnost je 152 kDa [40]. Bylokazano [41], Zze fenolhydroxylasa
isolovana zC. tropicalisje homotetramer, jehoZ molekulova hmotnost je 228.

NADPH-dependentni fenolhydroxylasa ma Sirokou sab®svou specifitu - mezi
mozné substraty pat vedle fenolu a jiz zniovaného 4-chlorofenolu, také

monomethylovanéi monofluorované fenoly. [42,43].

Mechanismus reakci katalyzovanych fenolhydroxylasou

Oxidace fenolu je prové&da ve dvou krocich (obr. 5, str. 19). V rednkfazi, kdy
je FAD v tzv. poloze ,out’, tedy ven z proteinu, sa r¢j diky této skuténosti vaze
NADPH, ktery prosthetickou skupinu redukuje. Komfi@ni zménu FAD indukuje vazba
substratu [44,45].

Druha (oxidani) faze, kdy je FAD v poloze ,in“, je rozténa do gkolika kroki-
redukovany flavin vstupuje do reakce s kyslikemzaika komplex | (Obr. 5), dochazi
k hydroxylaci substratu (n&pfenolu) za vzniku komplexu Il. Vznikly produkt jgale
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preménovan na komplex Il (Obr. 5). Latkou vznikajici kanci celého sledu reakci je
katechol, pop hydroxyderivat vstupujici sléeniny a voda [45].

Alternativni cestou je vylaieni HO, (Obr. 5), ke které dochazi, pokud je
substratem latka nesouci na svém aromatickém ksuifstituent, ktery neni donorem
elektroni. V takovém pipact dojde k rozpadu vzniklého flavinového peroxidupsaoxid
vodiku a FAD [46].

FI{ l? - R
HaC . - - ! =]
3 \I;f\\( N“x,y'rdhro RaCs T ,.»-N-H.I r"]—“---;so Ml ,«-N-Hv,an.TD
| — T | ) [
PPN {,-,\_YNH b ',.l_ A NH 7 e A ,|L_ MM
HaC M i Hal = 7 M E’ f HaC’ e "M ‘\g
) NADPY F N\ J{;.—%
OB~ -~} OB—{ -} @ CH :
— N L o \_“\x
FENOL ~__
H3c\|,__¢’/““-,~_, .
HZC m\/\

X : substituenty (-CL-OH. -NH. -CHj)

Obr. 5. Mechanismus reakci katalyzovanych NADPH-dependdatrdlhydroxylasou45]
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1.5.2 Pasobeni dioxygenas fi biodegradaci fenolu a jeho derivaf

Pri reakci katalyzované NADPH-dependentni fenolhygtagzou vznikd z fenolu
katechol. Ten je dale podroben dalSi enzymové re@ikdkatalyzuje jedna z dioxygenas.

Katechol-1,2-dioxygenasa (EC 1.13.11.1)xp8&t aromaticky kruh katecholu
intradiolow (ortho draha) za vznikuwis,cismukonatu (Obr. 6) [47]. Kyselinais,cis
mukonova je dale ¥azena do metabolismu organismu a je metabolisoaanmsa acetyl-
CoA a sukcinat [48].

Katechol-2,3-dioxygenasa (EC 1.13.11.2) katalyZpeni aromatického kruhu
katecholu extradiolay (methadraha) za vzniku semialdehydu kyseliny 2-hydroigjeis
mukonové (Obr. 6), ktery je dale mikroorganismentahbelisovan na kyselinu octovou a
acetaldehyd [47,48]. @ldioxygenasy vyZzaduji jako kofaktor nehemové Ze[d8

= GIDEH

/r CO,H

OH Fatechol-1_2-dinimreenasa
Intradiclomeé Stépend
H

Serndaldebyrd kyseliny
Katechnl 2.3- dlnx},rgemsa C\go.: 2-hyredroeny-cis, cis- mnkonose

Extradiolove $tépend

Elyrselina cis,cis-rankonosd

Obr. 6. Intradiolové a extradiolové &teni katecholu dioxygenasami (upraveno dle [50])

1.5.3 Katechol-1,2-dioxygenasa (EC 1.13.11.1)

Kapitola pojednavajici o katechol-1,2-dioxygenase ¥nuje charakteristikam
tohoto enzymu, ziskaného dnych mikroorganistin prokaryotnich i eukaryotnich.
Zpusob isolace enzyinbyl v jednotlivych laboratidch rizny.

Katechol-1,2-dioxygenasa isolovana z bakt&@netobacter radioresistenS13
vykazuje pH optimum 8,5 pro volny enzym. Pokudgetd enzym imobilizovan, posouva
se tato hodnota na pH 9,5. Stejak pro optimalni teplotu byly zji&y rozdilné hodnoty
pro volny a imobilizovany enzym. V prvnimiipadt je optimélni teplota reakce
katalyzované enzymem 30°C a ve druhém 50°C. Bylokgmano, Ze katechol-1,2-
dioxygenasa degraduje také 3-methylkatechol, 4-yhiatechol a 4-chlorokatechol.
Imobilizovany enzym vykazovaktsi aktivitu i biodegradacidchto latek [51].

-20 -



Uvod

Pro katechol-1,2-dioxygenasu isolovanouA.z calcoaceticus byly zjiSt€ny
nésledujici adaje. Optimalni pH pro reakci ma mé&# a optimalni teplotu mezi 35 a
37°C. Ri teplot 47°C ztraci enzym 90% aktivity po 30 minutach ipkce. Molekulova
hmotnost enzymu je 81-85 kDajfigemz g provedeni elektroforesy wipomnosti
dodecylsulfatu byla tato hmotnost 40 kDa, coZ jeotmost jedné podjednotky enzymu.
Také katechol-1,2-dioxygenasaAz calcoaceticuspirenenuje krone katecholu také 3-
methylkatechol, 4-methylkatechol a 3-isopropylkatdd52].

Podobg jako z vySe uvedenych mikroorganisnyla katechol-1,2-dioxygenasa
isolovana rovdZz z gram negativni bakteriSphingomonas xenophag@YY a byly
stanoveny jeji z&kladni charakteristiky. Optim&rf reakce katalyzované timto enzymem
se pohybuje mezi 7,8-8,8. Optimalni teplota byléoaustanovena v rozmezi 40-70°C.
Molekulovd hmotnost byladena na zaklatdelektroforesy (v progedi dodecylsulfatu) —
jeji hodnota byla 34 kDa [53].

Z kvasinky Candida albicansTL3 byla isolovana katechol-1,2-dioxygenasa, jejiz
molekulova hmotnost byla 64 kDaiigemz se jedna o homodimer, molekulova hmotnost
podjednotek tedy je 32 kDa. Kazdaéehto podjednotek obsahuje nehemové Zelezo.
Optimalni teplota pro aktivitu enzymu je 25°C aiop@ni pH je 8. Znanou aktivitu
vyzna&uje kront premeény katecholu, také uipmeény 4-methylkatecholu, ale u ostatnich
derivati katecholu nebyla aktivita prokazana [54]. Popsehngrakteristiky jednotlivych
enzymi shrnuje Tab. 1 (str. 22).
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Tab. 1: Charakteristiky katechol-1,2-dioxygenagzngch mikroorganisiin

molekulovéa
pH teplotni | molekulova pocet pieménované
katechol-1,2- i ) . hmotnost i
. optimum | optimum hmotnost | podjednotek ) substraty
dioxygenasa z: podjednotky
(°C) (kDa)
(kDa)
Acinetobacter 3-methylkatechol
_ ] 8,5 30 - - -
radioresistens 4-methylkatechol
S13[51] 4-chlorokatechol
] 3-methylkatechol
Acinetobacter
] 7az9 35az 37 81l az 85 2 40 4-methylkatechol
calcoaceticus 3
[52] :
isopropylkatechol
Sphingomonag
7,8az8,8| 40az70 - - 34 -
xenophaga
QYY [53]
Candida
) 8,0 25 64 2 32 4-methylkatechol
albicansTL3
[54]
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Mechanismus reakci katalyzovanych katechol-1,2-digiggenasou

V diplomové praci prezentovany mechanismusku katechol-1,2-dioxygenasy
(Obr. 7 byl publikovan v praci popisujici enzym z baktePiseudomonas putid&5]. Fi
jeho navrhu bylo téZerpano z praci [56,57,58]. Jedna $ejmaé o mechanismus jimz

probih& intradiolové 8peni substratu (katecholu) vSemi katechol-1,2-di@xasami.

cis, cis-mukonat |
| katechol

HO-Fe¥'@
ke l k)
ko)

/ N\
0
N o O—F&_{:"*
\3: b\,_}
& Yo, 0,
k |k,
ks =0
O—Fé;’-‘*\ b\\
7/ \
0
7

0 o /
0 O—Fe*
Fég-_ o ) ‘h ‘/3
o]
o |
o)

, oll
Fed*

Obr. 7. Schéma reakiho mechanismu katechol-1,2-dioxygenaggvPato a upraveno dle [55].

Dle dostupné literatury je trojmocny ion Zelez&®{[F v aktivnim centru enzymu
koordinovan 5 ligandy — 2 histidylovymi zbytky (rechématu neuvedeny), 2 zbytky
tyrosinu (na schématu neuvedeny) a OH- skupinotdusjici z rozpoudtla [56,57,58].
Spektroskopické studie prokazaly, Ze substratijagkoordinovan na B&[59]. Fi vazhs
substratu dochazi k vyvazani OH- skupiny a p¢pedobrg i k vyvazani jednoho
z tyrosylovych zbytlk. Fi této vazls je prenesen jeden elektron z Zeleznatého iontu na
substrat,cimZ substrat ziskavd semichinoidni charakter [@@.pak umozZni nésledny
elektrofilni atak molekuly @ Vazba molekuly @ zpisobi geskupeni dvojnych vazeb
v systému, zakafené otevenim kruhu za vznikicis,cismukonatu a uvokni enzymu
[56,57,58].
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2 Cil diplomove prace

Cilem pedkladané diplomové prace bylo ra#Sipoznatky o katechol-1,2-
dioxygenase kvasinkyCandida tropicalis enzymu dastniciho se druhého kroku

biodegradace fenolu a jeho derivéiimto mikroorganismem. Jednalo se o tyt@idille.

1) Isolovat enzym katechol-1,2-dioxygenasu z kvasi@kytropicalis v ¢isto a

mnozZstvi dostataych pro charakterizaci tohoto enzymu.

2) Charakterizovat purifikovanou katechol-1,2-dioxygsa
a) Urceni kinetiky katechol-1,2-dioxygenasy pro oxidaaidcholu za vzniku
cis,cismukonatu v prosedi o izném pH (5,5; 6,5; 7,6; 8,6)

b) Uréeni teplotniho optima katechol-1,2-dioxygenasy
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3 Material a metody

Lachema (Brno)

Blue Dextran
bromfenolova moti
dihydrogenfosforénan sodny
ethanol

glukosa

glycerol
hydrogenfosforénan sodny
hydroxid draselny

chlorid sodny
chymotrypsin

kyselina octova

methanol

ovalbumin

persiran amonny
ribonukleasa A

vinan sodnodraselny

Serva (NEmecko)

Comassie Briliant Blue

Fluka,Buchs (Svycarsko)

akrylamid

dodecylsiran sodny (SDS)
fenol

katechol

methanol

TEMED
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Linde (Némecko)

plynny a kapalny dusik

VEB Laborchemie (Némecko)

kyselina chlorista

Sigma (USA)

howzi sérovy albumin (BSA)

NADPH

»Wide Range” standardy proteirpro SDS-PAGE
FAD

Pharmacia Bitech. (Svédsko)

DEAE Sepharose CL6B
Sephadex G-100
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3.1 Pouzité p Fistroje

Centrifugy:

Spektrofotometry:

Vahy:

Sestava HPLC:

Janetzki K-24 (Mmecko), uhlovy rotor 6 x 35 ml

Sanyo MicroCentaur MSE (Schiller Instruments, U.&h)ovy rotor
12x 2 ml

Ultracentrifuga Optima" LE-80K (Beckman Coulter, USA)
Uhlovy rotor Ti 45, 6 x 70 ml

Diod—array Hewlett Packard E8453 (Hewlett-Packikianecko)
SPEKTROMOM 195 D (MOM Budapg&3Mad’arsko)

laboratorni vahy EW600-2M (KERN,élhecko)

analytické vahy PESA 40SM-200A (PESA, Svycarsko)

pumpa HPG (Dionex-Softron,dshecko)

autosampler ASI-100 (Dionex-Softron¢Necko)

UV-VIS detektor LCD 2563 (Laboratornfigtroje PrahaCR)
kolona Nucleosil 100-5 C18 4x250 mm (Merckniecko)

software: Chromeleon verze 6. 01

Sestava pro elektroforesu: zdroj nagti Elektrophoresis Power Suplly-EPS 301

(Amersham Biosciences, USA)

DalSi pouzity material: automatické mikropipety Nichipet EX (NICHIRY Ca@donsko)

homogenizator dle Pottera a Elvehjema
chromatografické kolony
C 2,6 x40
C2,6x22
C1,6x30
C 1 x 20 (Pharmacia Biotech. Svédsko)
mikrostikatka Hamilton (Hamilton Copany, USA)
peristalticka pumpa PPO5 (Laboratortispoje PrahaCR)
pH-metr model 370 (ATI Orion, USA)
skera¢ frakci BioLogic Biograf (BIO-RAD, USA)
sonikator (Ultrasonic Copact cleaner, Tesons|d€R)
vortex MS 1 Minishaker (Schiller Pharma PrafiR)
vortex MS 2 (IKA, USA)
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hlubokomrazici box -80°C (Sanyo Ultra Low, Jagiar)
mrazici box -20°C

3.2 Mikrobialni kmen

Pro experimenty byl pouzit kmen kvasineékndida tropicalisCt2, ktery byl ziskan

z pad zne&istenych fenolem. Bda pochazela z Mostecka.
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3.3 Kultivace kvasinek Candida tropicalis

Kmen C. tropicalis (kultura ziskana ztm zne&isténych fenolem viz. vyse) byl
kultivovan v YNB (yeast nitrogene base) médiu, &tg@ko jediny zdroj uhliku a energie
obsahovalo fenol (250 md). Prvotni kultivace, provedena Ing. Alenou Kéktvou,
(VSCHT, Praha), probihala v laboratornich fermesthr (LF2 a B.Braun Bitech)
0 objemu 2 I. Nasledovak@chod k tzv. ,scale-up” procesu, provedeného Ingosfavem
Sobotkou, CSc. (MBU A\CR), kdy byla kultivace provésha ve velkych fermentorech a
jako inokulum slouzila biomasa ziskana reqichozim kroku. V poslednim kroku byla
kultivace provadna v objemu 1000 litr Tento postup byl zvolen, aby bylo ziskano
dostaténé mnozZstvi biomasy pro purifikaci enz§gnPo promyti byly bisky usklad@ny
pii teplotach -20°C a -80°C.
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3.4 Isolace cytosolarni frakce C. tropicalis

(provadtna ve spolupraci s RNDr. Vilimkovou a Bc. Koubkoyou

3.4.1 Desintegrace bugk C. tropicalis

Kazda isolace byla provéda z 200-400 g zmrazenych ln Zprvu byly brany
buiky uchovavané ip-80°C, posledni isolace pak byly pro¢ag z burkk skladovanych
pii -20°C. Postup® byly buiky desintegrovany wéci misce za fidavku kapalného
dusiku postupem popsanychiiv@jSich pracich naSi labora[61].

3.4.2 Homogenisace buik C. tropicalis

Desintegrované lilky byly homogenizovany v chladové mistnosti (4-6f0Omoci
homogenisatoru dle Pottera a Elvahjema. Byly pgudia homogenisatory, nejprve néén
»LL€sny* homogenisator a taktaripraveny homogenat byl pak podroben dalSi profedu
pomoci ,esrgjSiho* homogenisatoru. V obouiipadech byl pro homogenisaci #4n

pouzit 50 mM Na-fosfatovy pufr (pH = 7,6, cca 150.m

3.4.3 Frakéni centrifugace homogenatu buik C. tropicalis

Pro ziskani cytosolarni frakce z kvasinRy tropicalis byl pripraveny homogenat
nejprve centrifugovan na centrifuze K-24 (ahlovyoro6 x 35 ml, 13 500 RPM,ip4°C)
po dobu 20 minut. Ziskany supernatant byl potétredisvan 65 min na ultracentrifuze
Optima™ LE-80K (Ghlovy rotor 6 x 70 ml, 35 000 RPMY)ipl05 000g. Takto ziskany
cytosol (150-200 ml) byl poté, co byly odebranywadity (po 1 ml) pro stanoveni aktivity
enzymi pired chromatografii, pdp pro elektroforesu v pragtdi dodecylsiranu sodného,
zmrazen pomoci kapalného dusiku a ulozen do mhazfxu (-80°C) nebo ihned pouzit

pro isolaci NADPH-dependentni fenolhydroxylasy n&batechol-1,2-dioxygenasy.
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3.5 Isolace katechol-1,2-dioxygenasy a NADPH-

dependentni fenolhydroxylasy z cytosolu C. tropical IS

(provadtna ve spolupraci s RNDr. Vilimkovou a Bc. Koubkoyou

Pro purifikaci enzym a sledovani tohoto procesu bylo pouzitkalik metod.
Jednalo se o kapalinovou chromatografii na ioratn, elektroforesu v prosedi
dodecylsiranu sodného (SDS-elektroforesu)¢iremi  absorbance a vysokotlakou

kapalinovou chromatografii (HPLC).

3.5.1 Chromatografie cytosolarnich proteini C. tropicalis na sloupci
DEAE Sepharosy

Princip metody:
DEAE Sepharosa je slaby anex. Na DEAE (diethylamiinyl) se vazi zapo&n

nabité ionty, po prchodu roztoku proteindochazi k vyrminé anioni a rekteré proteiny
jsou zachyceny na kolénSeparace proteinna iontongnici je tedyiizena elektrickymi
vlastnostmi latek. Uvokni ,zachycenych” latek j&izeno Guldberg-Waagovym z&konem:
dostaténou koncentraci ioatvytvarejici slabsi vazbu lze Wgnit ionty peviji vazane

(pouziti gradientu iontove sily) [62].

Piiprava nosike:

DEAE Sepharosa (cca 200 ml) byla uchovavana v a0ténolu. V 8m byla ged
pouzitim resuspendovana, naskegrelita do kadinky a 3 krat promyta 250 ml destilo&an
vody. Nasleda byla rozmichana v 1 M Na-fosfatovém pufru (pH 6,250 ml, cyklizani
pufr). V ném byla uchovavanaips noc fi teplo€ 5°C. Cykliza&ni pufr byl odsat a
Sepharosa déale promyvana. Nejprve 3 krat 250 nilloleané vody a poté 3 krat 250 ml
ekvilibraéniho pufru (50 mM Na-fosfatovy pufr (pH = 7,6) obhsfici 1 mM dvojsodnou
sul ethylendiamintetraoctové kyseliny (EDTANa[CHNaN(CH,COH).J2) a 1 uM
flavinadenindinukleotid (FAD)). Naésledn byla DEAE Sepharosa resuspendovana
v malém mnoZzstvi tohoto pufru a aplikovana na kold€ 2,6 x 22 cm Pharmacia
Biotech.) za nulového fitoku. Po ,usazeni® noge (cca 2 hodiny) byla kolona
ekvilibrovana 50 mM Na-fosfatovym pufrem (pH = 7,8pkud se nevyrovnalo pH pufru
nanaSeného na kolonu a pufru z kolony vytékajiciho.
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Postup isolace katechol-1,2-dioxygenasy a NADPH-depdentni fenolhydroxylasy:

Na gipravenou kolonu DEAE Sepharosy bylo pomoci pdtiske& pumpy (PP05
(Laboratorni pistroje PrahaCR)) naneseno 200 ml cytosolu (5 ml bylo odebrano na
meieni aktivity a elektroforesu). Zaravese skrem frakci byla prorrovana jejich
absorbance (na SPEKTROMOMu 195 D, MOM Bud@pédadarsko) @i 280 nm a
objem. Kolona byla promyvana 50 mM Na-fosfatovynfreon (pH = 7,6) tak dlouho, nez
meiena absorbance klesla na nulovou hodnotu Nasledy zachycené proteiny z kolony
uvolnény linearnim gradientem NaCl v 50 mM Na-fosfatovguiru (2 krat 500 ml, 0-0,3
M NaCl). NADPH-dependentni fenolhydroxylasa bylacsiana p dosazeni 0,12-0,18 M
NaCl a katechol-1,2-dioxygenast 0,16 — 0,22 M NaCl. U frakci obsahujicich isolnéa
enzymy bylo provedeno &teni aktivity pomoci vysokotlaké kapalinové chrongaitdie a
SDS-elektroforesa (pro potvrzenfitpmnosti enzymi). Na zaklad ziskanych vysledk
byly vybrany a spojeny frakce obsahujici katech@kdioxygenasu a frakce obsahuijici
NADPH-dependentni fenolhydroxylasu. Oba roztokyybglalysovany pes noc proti 8
litram dialys&niho pufru (50 mM Na-fosfatovy, pH = 7,6, ¥ifpmnosti EDTANa).

3.5.2 Rechromatografie katechol-1,2-dioxygenasy a NADPH-
dependentni fenolhydroxylasy na sloupci DEAE Sephasy

Princip metody i fiprava nosie odpovidaly skutsmostem uvedenym v kapitole
Chromatografie na sloupci DEAE Sepharosy. Rechrognafie probihala paraleinna
dvou kolonach. Na prvni byl pod atmosférickym tlakenanaSen roztok obsahujici
NADPH-dependentni fenolhydroxylasu a na druhou alozbbsahujici katechol-1,2-
dioxygenasu. Po poklesu absorbante280 nm byly ok kolony promyvany linearnim
gradientem soli NaCl (2 x 50 ml, 0-0,3 M NaCl) v-Msfatovém pufru (50 mM, pH =
7,6). Nasleda byla mefena aktivita katechol-1,2-dioxygenasy a NADPH-dejserini
fenolhydroxylasy pomoci HPLC a provedena SDS-etd@tesa frakci obsahujici tyto
enzymy. Po spojeni frakci obsahujicich uvedené rapzyyla provedena dialysa proti 8
litram destilované vodyips noc a nasledna lyofilisace.

-32-



Material a metody

3.6 Vysokotlaké kapalinova chromatografie (HPLC) ja ko

metoda pro m éreni aktivity katechol-1,2-dioxygenasy

Princip metody:

Vyhodou HPLC je rychlost a kvalita separace, nehdu stranu jsou vSak kladeny
vySSi naroky na instrumentalnitzzeni metody.

Separace latek pomoci této metody probiha dikgictozani snési latek mezi d¥
faze - mobilni (kapalnou) a pevnou (stacionarnglegejich vlastnosti, latky jsou nasledn
eluovany.

Pomoci této metody byla sledovana aktivita katedt@-dioxygenasy (a NADPH-
dependentni fenolhydroxylasy —¢fano RNDr. Vilimkovou a Bc. Koubkovou). Metoda
byla také vyuZzita $ urcovani kinetickych charakteristik enzymkap. 3.9.).V obou
piipadech byl sledovan ubytek substratu (katechodp.réenolu) a firastek produktu

(cis,cismukonétu resp. katecholu)xase.

M éieni_aktivity katechol-1,2-dioxygenasy:
Analysa byla provéatha na koloa Nucleosil 100-5 C18 4 x 250mm (Merck, SRN).
Detekce byla provedena za pouziti detektoru UV-WISD 2563, Laboratorni ifstroje,

Praha) pi 275 nm. OB kolony byly v pfibéhu megieni temperovany na 35°C. Jako mobilni
faze byl pouzivan roztok 40% methanolu v destilévanc. Pritok mobilni faze bykizen
pumpou P580 (dionex), prodeni byl nastaven ptok 0,5 ml.mif'. Vzorky byly na
kolonu aplikovany davkov@m v objemu 20 pl.

Priprava vzork se liSila podle toho, &mu n&ieni slouzilo. Reali snEs pro
katechol-1,2-dioxygenasu vzdy obsahovala: vzoraymo (cytosol, lyofilisat rozpudhy
v 50 mM Na-fosfatovém pufru (pH = 7,6)), Na-fosf@qoufr (pH a koncentrace se liSila
dle provadného experimentu) a 0 - 2 mM katechol. Reakce Bydatovana fidanim
katecholu a ukatena gidanim 20 pl 0,6 M HCIQ Inkubace (fi 30°C) vzorki byla
provadtna 0 - 20 minut dle provédého experimentu.

P¥i méteni aktivity katechol-1,2-dioxygenasy vipghu isolaceginil objem vzorku
80 ul. V celkovém objemu 100 ul byla koncentracte&aolu 1 mM. Inkubace probihala
v otewenych mikrozkumavkach naepakach i teplot 30°C. Ukoreni reakce bylo
provag¢no pridanim 20 pl 0,6 M HCIQv ¢casech 0, 10 a 20 minutfiAnéreni casove

zavislosti ubytku katecholu afipistku cis,cismukonatu, g raznych hodnotach pH
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(upraveno gidanim 1 M Na-fosfatového pufru d¢iplusném pH), byla reakce zastavovana
v ¢asech 0, 5, 10, 15 a 20 minut.

Vzorky pro ngteni kinetickych konstant,ipraizném pH, byly pipraveny tak, ze
k 80 ul vzorku byl pidan katechol o odpovidajici koncentraci (0 - 2 na\a-fosfatovy
pufr (1 M, pH =5,5; 6,5; 7,6; 8,6). Inkubace bykontena véasech 0, 5 a 7 minut.

Denaturované proteiny byly odstey centrifugaci (Sanyo MicroCentaur MSE,
Uhlovy rotor) @i 13 000 RPM po dobu 3 minut.

Pro ugeni aktivity kvantifikaci plochy piku bylo nejprveutno provést kalibraci
kolony. Ta byla provedena RNDr. Vilimkovou pomodciorki 0 zndmych koncentracich

fenolu, katecholu ais,cismukonatu [63].
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3.7 SDS-elektroforesa na polyakrylamidovém gelu (SD  S-
PAGE) vzork & ziskanych b éhem isolace katechol-1,2-

dioxygenasy

Princip metody:

Vyhodou nosie pro SDS-PAGE (polyakrylamid) je jeho inertnostmaznost
piipravit gel o gesném slozeni. Stgjrjako u jinych typ elektrofores dochazi kekbni
nabitych ¢astic podle tznych elektroforetickych pohyblivosti.fiEomnost dodecylsiranu
sodného (SDS), ktery se vaze na bilkoviny v granil,4 g SDS na 1g bilkoviny, udili
bilkovinam jednotny naboj a tvar (ipky o konstantnim gmeéru, rizné délce). Reakce
ovSem probih& udkterych bilkovin az po z&hti na 60°C. Elektroforetickéekbni pak
probih& pouze podle relativni molekulové hmotnb#kovin ve vzorku. Diky standaiich
a znameé molekulové hmotnosti Ize pong presré urcit relativni molekulové hmotnosti
testovanych bilkovin [64].

V diplomové préaci byla elektroforesa pouzivanaojikntrolni metodaiftomnosti

enzymi, které byly stanovovany.

Postup experimentu:

Ze vzorki ziskanych isolaci byl odebran 60 ul alikvot. &mu bylo pipetovano 30
ul vzorkového pufru (4 krat koncentrovany). Takttippavené vzorky byly kratce

povaeny, aby doSlo k denaturaci bilkovin a reakci s SDS

SlozZeni pufra a roztoki
Pufr A: 0,375 M TRIS/HCI, 0,1 % SDS (w/v), pH 8,8
Polymerani roztok A:30 % akrylamid (w/v), 0,8 % BIS v pufru A (w/v)
Pufr B: 0,125 M TRIS/HCI, 0,1 % SDS (w/v), 0,0006 % brondeva modr (w/v), pH 6,8
Polymerani roztok B:30 % akrylamid (w/v), 0,8 % BIS v pufru B (v/v)
Elektrodovy pufr25 mM TRIS, 0,25 M glycin, 0,1 % SDS (w/v), pH 8,3
Vzorkovy pufr0,063 M TRIS /HCI, 2 % SDS (w/v), 10 % glycerol|y
5 % 2-merkaptoethanol (v/v), 0,003 % bromfenélavodr (w/v), pH 6,8
Barvici lazeé: 0,25 % Coomassie Brilliant Blue R-250, 46 % etildi/v), 9,2 % kyselina
octova (v/v)

Odbarvovaci laze 25 % ethanol (v/v), 10 % kyselina octova (v/v)
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Priprava gel pro elektroforesu probihala podle nasledujici tlab(Tab. 2).

Tab. 2.: Slozeni gel G pro SDS elektroforesu

Dolni 10% separa ¢éni gel Horni 3% zaost fovaci gel

slozky gelu mnozstvi | slozky gelu mnoZzstvi
polymerac¢ni roztok A |4 ml polymerac¢ni roztok B | 0,75 ml
pufr A 8 ml pufr B 6,75 ml
TEMED 0,01 ml |TEMED 0,0075 ml
persiran amonny 1mg persiran amonny 1mg

Mezi skla byl nalit 10% sepafai gel, evrstven destilovanou vodou a ponechan
polymerovat po dobu 30 minut. Po této ddbyla voda slita a gel opatfnvysusen
filtracnim papirem. Nasledovalorgvrstveni 3% velkopdérovym ,zadevacim“ gelem.
Ihned po naliti gelu byl mezi skla do gelu vsazékehinek" pro vytvéeni jamek na
vzorky. Po 30 minutach bylteben opatré vyjmut, skla umisina do aparatury a byl
piidan elektrodovy pufr. #pravené, vychladlé vzorky, byly do jamek aplikoygsomoci
mikrostikacky Hamilton, objem vzorku byl 25 pl. Elektroforesgyla provadna i
konstantnim nafti 130 V po dobu cca 2 hodiny.

Po ukorteni elektroforesy byl gel opatroddilen od skel a vioZzen do barvici l&n
na cca 45 minut. Nasledyl prenesen do odbarvovaci l&a zde ponechan za mirného

michani pes noc. Druhy den byl vysuSen v celofanové folpipoaejprve ,naskenovan®.
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3.8 Gelova permea ¢éni chromatografie katechol-1,2-

dioxygenasy na kolon é Sephadexu G-100

Metoda slouZila jako finalni krok purifikace kabed-1,2-dioxygenasy.

Priprava nosike:

Sephadex G-100 byl resuspendovan v destilované& aqubnechan bobtnat 2 dny
pii laboratorni teplat, poté byl 2 - krat promyt 50 mM Na-fosfatovym parfr (pH = 7,6) a
cca 50 ml této suspenze bylo nalito na kolonu @Dem). Na kolo# byl Sephadex G-100
dale promyvan cca 100 ml pufru,apsk byl regulovan hydrostatickym tlakem vodniho

sloupce.

Postup chromatografie katechol-1,2-dioxygenasy naokoné Sephadexu G-100

Nosk byl nejprve ,kalibrovan“ proteiny a latkami o zna@molekulové hmotnosti:
Blue Dextran (Mw cca 2000 kDa), ktery byl pouzib pnceni ,mrtvého* objemu kolony
BSA (Mw = 66,4 kDa)
ovalbumin (Mw = 43 kDa)
chymotrypsin (Mw = 21,6 kDa)
ribonukleasa A (Mw = 13,7 kDa)

Na kolonu byl nanesen 1 mg lyofilisatu obsahugckatechol 1,2-dioxygenasu,
ktery byl resuspendovan ve 100 ul 50 mM Na-fosfébmv pufru (pH = 7,6). Po
.zasaknuti“ vzorku byla kolona promyvana 50 mM Nafatovym pufrem (pH = 7,6),
ktery slouzil jako eldni ¢inidlo. Byly jimany frakce o objemu 1 ml, v nichgmeéiena
absorbance ip 280 nm a ve vybranych frakcich stanovena enzymaktivita pomoci
HPLC.

Po pouziti byl gel promyt 1% NaOH a uchovan v 28#anolu.
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3.9 Uréeni kinetickych charakteristik katechol-1,2-

dioxygenasy p # rdznych hodnotach pH

Kinetické charakteristiky katechol-1,2-dioxygenagyly stanovovany pomoci
méfeni zavislosti oxidace katecholu ®ase a rieni zavislosti oxidace katecholu na
koncentraci substratu (katechold) piznych hodnotach pH. Tatodieni byla provaéha
pomoci vysokotlaké kapalinové chromatografie. Pmetodou bylo stanovovano v jakém
¢asovém useku probiha reakce lingarfiuto skuténost je nutno znat vzhledem k dalSi
casti experimentu sledujici kinetiku reakce katalmeé katechol-1,2-dioxygenasou
v zavislosti na koncentraci substratu.

M¢teni bylo provasno pomoci HPLC, redki snes obsahovala vzorek katechol-
1,2-dioxygenasy (isolovan v srpnu 2009, 20 mg vadykfilisatu bylo rozpu&no v 2 ml
50 mM Na-fosfatového pufru, pH = 7,6), katechol an&entraci 0 - 2 mM, aifslusné
mnozstvi 1 M Na-fosfatového pufru o pH = 5,5; 6/%%; 8,6. Katechol (10 mM) byl
piipraven ze zasobniho roztoku 100 mM katechetitnim 1 M Na-fosfatovym pufrem o
piislusném pH. Inkubace byla prow#e v otevenych zkumavkéach ip teplot 30°C.
Reakce byla ukafena gidanim 20 ul roztoku 0,6 M HCLOv ¢asech 0, 5, 10, 15 a 20
resp. 0, 5 a 7 minut. DalSi postup odpovidal pasfup neieni aktivity enzymu na HPLC
(kap. 3.6.).
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3.10 Urcéeni molarniho extink ¢niho koeficientu kyseliny

cis,cis-mukonové
Metoda byla pevzata z publikace [54]

M éreni extinkéniho koeficientu kyselinycis,cissmukonové:

Pro stanoveni enzymové aktivity byldigvavena readni snes obsahujici Na-fosfatovy
pufr (480 ul; 0,5 M; pH = 7,6), purifikovanou kaket-1,2-dioxygenasu a roztaks,cis
mukonatu o koncentraci 0,01; 0,02; 0,03; 0,04; (y@Bol/dnt. U tchto roztok byla
meéiena absorbancai®60 nm (Agg - absorpgni maximumcis,cismukonatu. Na zaklad
rovnice regrese, ziskané vynesenim ziskanych hodoaografu (Obr. 8), byla ziskana
hodnota molarniho extigkiho koeficientu procis,cis — mukonat a dané reak

podminky.
1
0,9 4
0,8
[)
0,7
y = 18,544x
0,6
3
& 0,54
<
04 |
0,3 4
0,2
0,14
0 ‘ ‘ ‘ | |
0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06
3
Ceis cis-mukonatu  (MmMol/dm ~)

Obr 8: Kalibracni kiivka pro cis,cismukonat slouzici pro @eni molarniho extinkniho
koeficientu. Byla sestavena na zakladéreni absorbancetip260 nm roztol o rizné koncentraci
cis,cismukonatu.
Na zaklad regresni rovnice y = 18,544x bylcen molarni extinéni koeficient
e260= 18544 mMcm* (zaokrouhleno na 18500 milm™)
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3.11 Stanoveni teplotniho optima katechol-1,2-

dioxygenasy

Metoda byla pevzata z publikace [54]
Princip metody:

Aktivita katechol 1,2-dioxygenasy byla sledovamaneci zn¢n absorbanceip260
nm, kde absorbuje kraiminych latek i kyselinacis,cis- mukonova (Obr. 8, str. 39), na
spektrofotometru Hewlett-Packard (diod array). gk méren girtstekcis,cismukonétu
(produkt oxidace katecholu). Pro reakci bylo nupmhizit purifikovany enzym, jelikoz

fada jinych latek vykazuje stejné absarpmaximum.

M éreni teplotniho optima katechol-1,2-dioxygenasy:

Reakni snes byla gipravena z 48Qul Na-fosfatového pufru (0,5 M, pH = 7,6);
10 ul katecholu (50 mM, vysledna koncentrace kateclhgla 1 mM) a takového mnoZzstvi
enzymového preparatu (v tomtoéieni 0,016 mg), aby absorbancg p60 nm rostla
linearre alespa po dobu 120 s. Jako ,blank® slouzil pufr s rozpgogm katecholem.
Reakce byla startovanaigavkem enzymového preparatdiréstek absorbance byldien
po dobu 240 s. Rfeni bylo provadno @i rtiznych teplotach (prostor pro kyvety byl
temperovan na 20; 30; 40; 50; 60° C). V§pbaktivity katechol-1,2-dioxygenasy byl
provadn ze zmn¢ny absorbanceAA,s0) za 60 s, se znalosti hodnoty molarniho extifio

koeficientu kyselinycis,cismukonovée,s = 18500 mMem™ (kap. 3.10.).
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4 Vysledky

4.1 Isolace katechol-1,2-dioxygenasy z cytosolu

C. tropicalis

Pro uteni charakteristik enzyirC. tropicalist¢astnicich se degradace fenolu, tedy
NADPH-dependentni fenolhydroxylasy a katechol-ligkggenasy, je nutné tyto enzymy
isolovat. Tato problematika je v labor&itdkde byla tato prace vypracovavatesena jiz
nekolik let.

Isolace enzyiin byla provadna ve spolupraci s RNDr. Vilimkovou a Bc.
Koubkovou, jejichz prace byly ro¢d zamgéreny na studium NADPH-dependentni
fenolhydroxylasy a katechol-1,2-dioxygenasy. Prvigolacnim krokem byla kapalinova
chromatografie na iontofni¢i — na sloupci DEAE Sepharosy (kap. 3.5.1). Enzymy
.zachycené“ na no&i byly uvoliovany pomoci gradientu NaCl, proto vzdy po
chromatografii ndsledovala dialysa frakci vykazgficenzymovou aktivitu. Pro ziskani
CistSiho preparatu a odléni (separaci) obou enzyimbyla chromatografie na sloupci
DEAE-Sepharosy je8tjednou opakovana, vzdy siglusSnymi frakcemi, vykazujicimi
nejvyssi aktivitu fenolhydroxylassi katechol-1,2-dioxygenasy.

Aktivita enzymi v jednotlivych frakcich byla sledovana pomoci HRLUGe byl
v ptipadc NADPH-dependentni fenolhydroxylasy sledovan ubysibstratu enzymu,
fenolu, a pirastek produktu reakce, katecholu. ¥gact katechol-1,2-dioxygenasy pak
byl méten Ubytek substratu, katecholu, &rjstek produktucis,cismukonatu. Zarove
byla pritomnost enzyri v jednotlivych frakci o¥tfovana pomoci SDS-elektroforesy.

Vysledky experimerit prokazaly, Zze se pomoci jedné chromatografie aapsi
DEAE Sepharosy netiacba enzymy zcela odlit. Proto byla pro ziskaniisté katechol-
1,2-dioxygenasy provedena dalSi chromatografiemdd nosti (DEAE Sepharose) a dale
téZ permeéni gelova chromatografie na Sephadexu G-100.
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4.1.1 Chromatografie cytosolarnich proteini C. tropicalis ha sloupci
DEAE Sepharosy

Na kolonu DEAE Sepharosy bylo pomoci peristaltighkgnpy naneseno 200 mi
cytosolu isolovaného €. tropicalis (viz. kap. 3.4.). Rychlost nanaseni byla 1,2 nimi
Béhem aplikace byly jimany eluované frakce, u kterghmeien objem a absorbancé p
280 nm (Asgog), pomoci které bylo sledovano mnozstvi eluovanychteini. Méieni
pokraiovalo po aplikaci veSkerého mnozstvi cytosolu, kalbyla dale promyvana 50 mM
Na-fosfatovym pufrem (pH = 7,6) az do okamziku ski absorbance na nulovou
hodnotu. To signalizovalo vymyti nezachycenych dbtilich) proteith. Nasledovalo
promyvani kolony pufrem s linearnim gradientem ®4, NaCl v 50 mM Na-fosfatovém
pufru o pH = 7,6 (2 x 500 ml). Tento gradient slibleluci proteini ,zachycenych”
(vdzanych) na kolan

Na zaklad zjiSttnych hodnot absorbancéi 280 nm byly vybrany frakce, u nichz
byla meétena aktivita katechol-1,2-dioxygenasy a fenolhygtasy a provedena SDS-
elektroforesa. Po vyhodnoceschto vysledk byly vybrany frakce, jez obsahuji katechol-
1,2-dioxygenasu a NADPH-dependentni fenolhydroxylaslity (zvla¥ pro jednotlivé
enzymy), dialysovany proti 8 lim 50 mM Na-fosfatového pufru (pH = 7,6) a naskedn
dale purifikovany.

Pribéh vySe popsané chromatografie proleirytosolu isolovaného z bék C.
tropicalis na sloupci DEAE Sepharosy a zi$¢ hodnoty aktivity pro oba enzymy
znazotiuje Obr. 9 (str. 43). K eluci katechol-1,2-dioxygsg ze sloupce DEAE Sepharosy
dochazi p dosazeni 0.16 - 0.22 M koncentrace NaCl (Obr. 9).
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Obr. 9: Chromatografie cytosolarnich prot&irC. tropicalis na kolod DEAE Sepharosy.

Experimentalni podminky jsou uvedeny v kapitole 8lpraveno dle [63].

Na zéklad uvedenych vysledk (Obr. 9) a pislusnych elektrofores byly spojeny
frakce obsahujicich NADPH-dependentni fenolhydragyl a frakce obsahuijici katechol-
1,2-dioxygenasu, a dialysovany pro dalSi purifikiakrok.

NADPH-dependentni fenolhydroxylasa byla dale pkomifana a charakterizovana

Bc. Koubkovou jako saiast jeji diplomové prace.

4.1.2 Rechromatografie katechol-1,2-dioxygenasy na sloupDEAE
Sepharosy

Rechromatografiecast&né purifikované katechol-1,2-dioxygenasy na sloupci
DEAE Sepharosy byla provedena za podminek odpdeidaj chromatografii protein
cytosolu (kap. 3.5.2.). Enzym byl z kolony épeluovan gradientem 0-0,3 M NaCl
v 50 mM Na- fosfatového pufru o pH = 7,6 (2 x 50).nMla zaklad ,elu¢niho profilu”
byly vybrany frakce, u nichz byla zj&ta aktivita katechol-1,2-dioxygenasy a provedena
kontrolni SDS-elektroforesa. Frakce obsahujicidaie 1,2-dioxygenasu byly dialysovany

pies noc proti 8 litkm destilované vody.
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Pribeh

rechromatografie ¢ast&né purifikované katechol-1,2-dioxygenasy je

znazorrn na Obr. 10. Ten je dopn o hodnoty aktivity katechol-1,2-dioxygenasy aéak

fenolhydroxylasy, ktera nebylaipodni chromatografii proteincytosolu zcela oddena.

Vysledky byly doplgny o analysu proteinpomoci SDS-elektroforesy.
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Obr 10: Rechromatografie katechol-1,2-dioxygenasy namoDEAE Sepharosy. Graf je dogim
0 vyneseni hodnot aktivity katechol-1,2-dioxygenasyNADPH-dependentni fenolhydroxylasy.
Reakni podminky jsou uvedeny v kap. 3.5. Upraveno 68.[

Frakce obsahujici katechol-1,2-dioxygenasu bylyjespo a dialysovany proti
destilované voéla lyofilisovany.

4.1.3 Gelova perme&ni chromatografie katechol-1,2-dioxygenasy na
koloné Sephadexu G-100

Pouzitim této metody byla RNDr. Vilimkovou ¢ena molekulovd hmotnost
katechol-1,2-dioxygenasy, ktera ma hodnotu 30 kReba [63]. V této diplomoveé praci

byla metoda pouzivana jako zéstny krok purifikace tohoto enzymu.
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Na Obr. 11 je uveden chromatogram ziskanffemim absorbanceiip280 nm
frakci eluovanych z kolony Sephadexu G-100. Vzhiederozdilné velikosti molekul
katechol-1,2-dioxygenasy a NADPH-dependentni feydibixylasy, doslo kjejich
odckleni.
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e fenolhydroxylasova aktivita i

0,34 === = katecholdioxygenasova aktivita

T 10

A280

0,2 4

0,1 4

specifickd enzymova aktivita
(nmol/min/mg)

0 5 10 15 20 25 30 35 40
objem (ml)

Obr. 11: Gelova permemi chromatografie katechol-1,2-dioxygenasy na stoephadexu G-
100. Experimentalni podminky jsou uvedeny v kapitB. Upraveno dle [63].

Prab¢h jednotlivych isolanich kroki katechol-1,2-dioxygenasy a Ur@gvdosazené
Cistoty isolovanych preparéat ilustruje SDS-elektroforesa (Obr. 12, str. 46). Po
chromatografiich provedenych na sloupci DEAE Semhaisou na elektroforese stale
dolie patrné oblasti typické pro NADP-dependentni feypdfoxylasu, coz ssdéi o
nedplnosti purifikace katechol-1,2-dioxygenasy. gaboveé permeami chromatografii na
Sephadexu G-100 fenolhydroxylasa ve vzorku punféa@ katechol-1,2-dioxygenasy jiz
nebyla pitomna. Shrnuti @ibéhu isolace katechol-1,2-dioxygenasy poskytuje Tab.
(str. 47).
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Mw

_, 116kDa

— 97.4kDa
— 84 kDa

66 kDa

55 kDa

45 kDa

36 kDa

,2-dioxygenasa

-

— 20 KkDa
—> 27 KkDa

2 3 4

Obr. 12: SDS elektroforesa ilustrujici sloZeni proteinovyfiakci ziskanych jednotlivymi
purifikaénimi kroky: 1 - cytosol isolovany €. tropicalis 2 - frakce obsahujici katechol-1,2-
dioxygenasu po chromatografi na DEAE Sepharose; &akce obsahujici katechol-1,2-
dioxygenasu po rechromatografii na DEAE Sepharésepurifikovana katechol-1,2-dioxygenasa
po chromatografii na Sephadexu G-100, 5 - markdekatovych hmotnosti (Wide Range, Sigma
Aldrich) (Upraveno dle [63])
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Tab. 3: Prib¢h isolace a purifikace katechol-1,2-dioxygenasy. zropicalis (upraveno dle

[63]).
Purifikacni Frakce Objem| Proteiny [ Aktivita Specifickd | VytéZzek
krok (ml) (mg/ml) (nmol aktivita (%)
katecholu (nmol
/min) katecholu
/min/mg)
1
cytosol 200 25 13250 2.65 100
eluat,
2 chromatografief 130 0.7 6288 69.10 47.45
na DEAE
Sepharose
eluat,
re-
3 chromatografie| 46 0.98 5175 114.8 39
na DEAE
eluét, gelova
4 chromatografie[ 10 0.7 840 120.0 6.34

na Sephadexu

G-100
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4.2 Kinetika oxidace katecholu za vzniku cis,cis-

mukonatu katalyzované katechol-1,2-dioxygenasou

Katechol-1,2-dioxygenasa isolovana z kvasirRy tropicalis katalyzuje oxidaci
katecholu za vznikwis,cismukonatu (kap. 1.5.2).tPinkubaci katecholu s enzymem
dochézi k ubytku katecholu a odpovidajicimuisurcis,cismukonatu.

Kinetické charakteristiky byly deny z ngteni zavislosti Ubytku katecholu a
prirastku cis,cismukonatu na dab inkubace a zavislosti enzymové aktivity (oxidace
katecholu Wase, ndist cis,cismukonatu Wase) na koncentraci substratu (katecholu).
Kinetické parametry byly g@ovany jak pro pH optimum reakce, pH 7,6¢@né RNDr.
Vilimkovou, [63]), tak i pro dalSi pH (pH 5,5; 6,8;6;).

4.2.1 Kinetika oxidace katecholu nacis, cissmukonat katalyzované
katechol-1,2-dioxygenasou$ pH 7,6
P¥i méreni zavislosti Ubytku katecholu a fétu cis,cismukonatu bylo zjigno, ze
katechol ubyva lineagndo 7 minuty reakce. Ve 20 mirkubyl zcela peménén nacis,cis
mukonat (Obr. 13).

12
le¢, e
& 081+--N--—"-"-—""""""""""-"g”~ ——————- . -
£ —8— prirdstek mukonatu
3z
53061 N R
S
£ —e— (Ibytek katecholu
o 04+ - AN~ e
2+---/-—-"-""""®L, -
0 : Cm
0 5 10 15 20 25
t (min)

Obr 13 : Zavislost oxidace katecholu, katalyzovana katedh®ldioxygenasou, na ddinkubace.
Reakni snes obsahovala lyofilisat katechol-1,2-dioxygenady ifiy rozpu&ino ve 2 ml Na-
fosfatového pufru (50 mM, pH = 7,6)), 1 mM katechoNa-fosfatovy pufr (50 mM, pH = 7,6).
Reakce byly uko¥eny v 0, 5, 10, 15 a 20 mirdut
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Spoteba katecholu katechol-1,2-dioxygenasou a tvoctsgcismukonatu byly
sledovany v zavislosti na koncentraci substratte(d#olu) v reaéni snesi (Obr. 14 a 15).

Doba inkubace byla 7 min.

enzymova aktivita

T T T T T
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6

¢ katecholu (mmol/dm 3)

Obr. 14: Aktivita katechol-1,2-dioxygenasy v zavislosti kancentraci substratu (katecholu).
Méten byl ubytek katecholuéhem reakce. Redki smés obsahovala katechol-1,2-dioxygenasu,
0-2 mM katechol, 50 mM Na-fosfatovy pufr (pH =),6

15 g

enzymova aktivita
(nmol cis,sis-mukonatu /min)

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6
¢ katecholu (mmol/dm 3)

Obr. 15: Aktivita katechol-1,2-dioxygenasy v zavislosti kancentraci substratu (katecholu).
Méirena byla tvorbacis,cismukonatu Bhem reakce. Redhki smés obsahovala katechol-1,2-
dioxygenasu, 0-2 mM katechol, 50 mM Na-fosfatovyrgpH = 7,6).

Z dvojnasobnych reciptoich vyneseni rychlostiipmeny katecholu katechol-1,2-
dioxygenasou nais,cismukonat byly u¥eny kinetické charakteristiky — Michaelisova
konstanta I a maximalni rychlost reakcen. Hodnoty pro vSechny kinetické parametry

jsou shrnuty v Tab. 4 (str. 55).
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4.2.2 Kinetika oxidace katecholu nacis, cissmukonat katalyzované

katechol-1,2-dioxygenasouf pH 5,5; 6,5 a 8,6

Pro zjiS€ni hodnot kinetickych charakteristikigpH odliSném od pH optimalniho
pro reakci (pH = 7,6; které zajiie pi praci s Emito enzymy 50 mM Na-fosfatovy pufr)
bylo nutné zajistit stalost zvoleného pH v inkéiasnesi. Vzhledem ke stabilitenzymu
byl lyofilisat, obsahujici katechol-1,2-dioxygenasozpou&n v 50 mM Na-fosfatovém
pufru pH 7,6 (opt 20 mg lyofilisatu ve 2 ml pufru). OvSem 10 mM é&ehol, jez slouzi
jako zasobni roztok proripravu 1 mM katecholu (koncentracé peakci), byl gipraven
ze 100 mM katecholu, tak, ze bhgdn 1 M Na-fosfatovym pufrem pH = 5,5 v pém
1:9 (u dalSich wteni pufrem o pH 6,5 nebo 8,6). Tato koncentracddstitu pak byla
vhodné pro zajighi pozadovaného pH. Pufr gigluSném pH byl takéfgan do rea&ni
smesi pro dosazeni pozadované koncentrace katechédjnySpostup byl pouZzit i i
piipraw reakéni smesi pro n€teni zavislosti aktivity katechol-1,2-dioxygenasy na
koncentraci jejiho substratu (katecholu), kdy byl§praveny tizné smisi o rozdilné
koncentraci katecholu (0 - 2 mM).

Obr. 16 (str. 51) znazitmje Ubytek katecholu v zavislosti ase v pitomnosti
katechol-1,2-dioxygenasy. Jak je z tohoto obrazkuung, v kyselém progdi (pH = 5,5)
reakce neprobihd; Kemené katecholu nedochazi (Obr. 16), a akitggmnost (produkce)
cis,cismukonatu nebyla detekovana (data nejsou uvedét@noty koncentraci latek

byly méteny véase 0, 5, 10, 15 a 20 minut.
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1,6
1.4
1,2 -

08+ i

& b -
o6 f -~ - - - e

¢ (mmol/dm 3)

0,4 - -
0,2 -

t (min)

Obr. 16: Zavislost oxidace katecholu (Ubytek katecholujakaované katechol-1,2-dioxygenasou,
na dok inkubace g pH = 5,5. Rea#ni snés obsahovala katechol-1,2-dioxygenasu , 1 mM

katechol a 1 M Na-fosfatovy pufr (pH = 5,5).

Obr. 17 ilustruje oxidaci katecholu katechol-1j@xygenasou za vznikais,cCis
mukonatu p pH = 6,5. Sledovan byl ubytek katecholu aisécis,cismukonatu. Katechol
béhem reakce ubyva linearmlo 10. minuty reakce. Reakce byla sledovana daonituty.

Béhem inkubace nedoslo k Uplngepené katecholu.

1,6
144 —— Ubytek katecholu -

—~ 1,2 1T """ "> ">">">">"”>">~"~>~"~>"”7/"”/””~ -
— pfirGstek mukonatu

0,8 1
0,6t
© 04 f-------mmm e L
0,2 -

(mmol/dm

Obr. 17: Z&vislost oxidace katecholu, katalyzovana katedhdldioxygenasou, na délinkubace
za vznikucis,cismukonétu. Realni snmeés obsahovala katechol-1,2-dioxygenasu, 1 mM katexho

1M Na-fosfatovy pufr (pH = 6,5).

-51-



Vysledky

Zavislost oxidace katecholu katechol-1,2-dioxygenana koncentraci katecholu

zobrazuje Obr. 18. Sledovan byl ubytek katechaleln reakce, koncentrace katecholu

pptomto

lost ¥

s

a zavis

byla métena w¢ase 0, 5 a 7 minut. Na Obr. 19 je znazomstejn

experimentu byl ovSem sledovana produkce metabkditecholugis,cismukonatu.
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1,
¢ katecholu (mmol/dm 3)

0,8

0,6

Obr. 18: Zavislost aktivity katechol-1,2-dioxygenasy na &entraci substratu (katecholu)hMna

byla spoteba katecholu, redhi sngs obsahovala katechol-1,2-dioxygenasu katecholrfd2 a 1

6,5). Inkubace probih@lainut.

M Na-fosfatovy pufru (pH

(Ul NreUOYNWI-SIO‘SIO jOWU)

eIAIDe eAoWAZWT

1.4

%)

¢ katecholu (mmol/dm

12-dioxygsypana koncentraci substratu

19: Zavislost enzymové aktivity katechol

Obr.

(katecholu). Miena byla tvorbacis,cismukonatu, realni snes obsahovala katechol-1,2-

dioxygenasu katechol (0-2 mM) a 1 M Na-fosfatov§rppH

6,5). Inkubace probihala 7 minut.
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Obr. 20 ilustruje oxidaci katecholu katechol-1j@xygenasou za vznikais,cis
mukonatu p pH = 8,6. Opt byl sledovan ubytek katecholu a asir produktu reakce
cis,cismukonatu. Katecholdnem reakce ubyva linearlo 7. minuty reakce. Reakce byla
sledovana do 20. minuty.¢Bem inkubace ip pH 8,6 ogt nedoSlo k UpIné fipmené

katecholu.

1,6

4+ —— Ubytek katecholu
2 :

—— pfirastek mukonatu
0,8 1
0,6
0,4
0,2

O T T T T

0 5 10 15 20 25
t (min)

¢ (mmol/dm 3)

Obr. 20: Casova zavislost Ubytku katecholu &rfistku cis,cismukonatu i reakci katalyzované
katechol-1,2-dioxygenasourippH =8,6. Reaéni snes obsahovala katechol-1,2-dioxygenasu, 1
mM katechol, 1 M Na-fosfatovy pufr o pH = 8,6. Realbyla zastavenadase 0, 5, 10, 15 a 20

minut.

Na zaklad ziskanych hodnot (Obr. 20) byldi plalSim experimentu redki snes
inkubovana 7 minut. Obr. 21 (str. 54) znarge zavislost oxidace katecholu katechol-1,2-
dioxygenasou na koncentraci katecholu v éeadkntsi. Sledovan byl ubytek katecholu do
7. minuty reakce. Reakce dosahuje své maximalhilagt i relativré nizké koncentraci
katecholu — cca 0,8 mM. Obr. 22 (str. 54) znéa@ stejnou zavislost, ¢éena vSak byla
tvorba cis,cismukonatu Bhem reakce. | v tomtoffpact dosahla reakce své maximalni

rychlosti @i koncentraci katecholu cca 0,8 mM.
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(63
1

enzymova aktivita
(nmol katecholu /min)

O T T T T T T T T T 1

0 02 04 06 08 1 12 14 16 18 2

¢ katecholu (mmol/dm °)

Obr. 21: ZAavislost enzymové aktivity katechol-1,2-dioxygeymana koncentraci substratu
(katecholu). Miena byla spdeba katecholu, reaki snés obsahovala katechol-1,2-dioxygenasu

katechol (0-2 mM) a 1 M Na-fosfatovy pufru (pH $68,Inkubace probihala 7 minut.

enzymova aktivita
(nmol cis,cis-mukonatu /min)

0 T T T T T T T T T T T

0 02 04 06 0,8 1 12 14 16 18 2 2,2

¢ katecholu (mmol/dm 2)

Obr. 22: Zavislost enzymové aktivity katechol-1,2-dioxygeypana koncentraci substratu
(katecholu). Miena byla tvorbacis,cismukonatu, reali snes obsahovala katechol-1,2-

dioxygenasu katechol (0-2 mM) a 1 M Na-fosfatovirppH = 8,6). Inkubace probihala 7 minut.
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Na zaklad dvojnasobného reciprokého vyneseni experimentalhiednot (dle
Lineweavera a Burka [§b byly ziskany hodnoty kinetickych charakteristik, B Viax
katechol-1,2-dioxygenasy. Tyto vysledky shrnuje.tdb Jsou v ni uvedeny hodnoty
kinetickych parametrK, a Vimax zjiSt€nych @i raiznych hodnotach pH (5,5; 6,5; 7,6; 8,6) —
vypocet na zaklagl ubytku katecholu a néstucis,cismukonétu.

Tab. 4: Kinetické parametry oxidace katecholu aiscismukonéat katalyzované katechol-1,2-
dioxygenasouif riznych hodnotach pH.

K (abytek katecholu) | Km (prirastek cis,cis -mukonatu) | Vmax (abytek katecholu) Vimax (pirastek cis,cis -mukonétu)
pH|  (mmol/dm ) (mmol/dm ) (nmol/min) (nmol/min)
5,5 N N N N
6,5 0,15+0,02 0,22+0,02 4,0+0,4 3,240,3
7,6 0,52+0,05 0,34+0,03 17,2+1,7 12,6+1,3
8,6 0,19+0,02 0,31+0,03 5,9+0,6 5,7+0,6

N- reakce neprobiha

Obr. 23 a 24 (str. 56) jsou vynesenim zavislosilnot kinetickych parameir
katechol-1,2-dioxygenasy, vypitanych na zaklagdprovedenych wieni, na hodnetpH.
V grafu jsou zaneseny hodnoty vyitané na zkladubytku katecholu #hem reakce i

naristucis,cismukonatu Bhem reakce katalyzované katechol-1,2-dioxygenasou.

0,6

—e— Zavislost vypo ¢itana na
zaklad é vysledk G
zjist énych pro Ubytek
katecholu

Km (mmol/dm %)
o
w
|

—e— Zavislost vypo éitana na
0,2 z&klad é vysledk G

zjiSt énych pro p Firastek
cis,cis-mukonatu

pH

Obr. 23: Zavislost hodnot K pro katechol-1,2dioxygenasu na pH.
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20
18
A16 1 | —e— Zavislost wpocitana
£14 na zakladé vysledkd
£.5 ] zjisténych pro ubytek
° katecholu
€10
c
~ 8 1 | —e—Zavislost wpogitana
g 6 | na zékladé wsledk
> 4 zjiSténych pro
prirastek cis,cis-
2 mukonatu
0 T T T T T T T T T
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
pH

Obr. 24: Zavislost maximalni rychlosti enzymové reakce,{y katalyzované katechol-1,2-

dioxygenasou na pH.
Dosazené vysledky potvrzuji, Zze pH optimum reakatalyzované katechol-1,2-

dioxygenasou je pH 7,6 [63].{fiPtomto pH reakce katalyzovana katechol-1,2-
dioxygenasou probiha nejvy3si maximalni rychloggiQ.
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4.3 Teplotni optimum katechol-1,2-dioxygenasy

z C. tropicalis

ZAavislost oxidace katecholu katalyzovana katedh®ldioxygenasou isolovanou
z kvasinkyC. tropicalis je znazortina na Obr. 25. Dle ziskanych vyslédje optimalni
teplota pro aktivitu tohoto enzymu 30°Cii Replot 60°C dochéazi ke snizeni rychlosti

reakce, pravébodobré degradaci enzymu.

aktivita katechol 1,2-dioxygenasy
I/
=

15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65
teplota ()

Obr. 25: Zavislost aktivity katechol-1,2-dioxygenasy na ltéf Reakni snmés obsahovala
purifikovanou katechol-1,2-dioxygenasu, 1 mM katdcha Na-fosfatovy pufr (0,5 M, pH = 7,6)
(Upraveno dle [63])
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5 Diskuse

Zivotni prostedi je dnes stdle vic zfig’ovano radou cizorodych latek. Ty
predstavuji vyraznou z&t i pro ¢lovéka. Podstatnou skupinu polutdnpredstavu;ji i
fenolické latky. Proto je nutné hledat nowé&Seni pro likvidaci environmentalnich
polutani. Bylo zjiS€no, Ze fada mikroorganisin je schopna tato xenobiotika
metabolisovat. Mnoho z nich cizorodou latku dokayezit jako zdroj uhliku a energie pro
svij rust, mezi nimi i kvasinkaC. tropicalis Tato kvasinka je schopna oxidovat fenol a
n¢které jeho derivaty [47]. Snaha o rdesii informaci o moznostech biodegradace fenolu
touto kvasinkou, se zaffenim na enzym dastnici se druhého kroku této degradace,
katechol-1,2-dioxygenasu, byla cilem této praceré&inavazuje naiedesly gkolikalety
vyzkum v laboratti na katedle biochemie HF UK. Zkoumany kmen Ct2 kvasink§.
tropicalis pochéazel z fady kontaminované fenolem v oblasti Mostecka. Kaiian byl ve
spolupréaci s laboratemi profesora Pacy (VSCHT) a Ing. Sobotky (MBU @R).
Vzhledem ktomu, Ze v labord&to studujeme funkce biotransfordrdch enzyni
participujicich na metabolismu fenolu, je nutnéotgnzymy purifikovat do vysokého
stupré cistoty. Pro takové purifikace je pochopitelmutné gipravit zn&né mnozstvi
biomasy studované kvasinky. Dostaté mnoZstvi biomasy studované kvasinky jsme
ziskali diky spolupraci s Ing. Sobotkou, na jehaacpvisti byla provedena kultivace
kvasinky ve velkych fermentorech.

Jednim z cil predkladané diplomové prace bylo isolovat a purifédokatechol-
1,2-dioxygenasu v dostdtee cisto® a mnozstvi pro provedeni experimentedoucich
k jeji charakterizaci. Optimalizaci isolace jak aoh enzymu, tak i enzymu katalyzujiciho
prvni krok biodegradace fenoluG: tropicalis NADPH-dependentni fenolhydroxylasy,
byla provedena v Uzké stionosti s RNDr. Vilimkovou [41, 66, 67]. Z&kladniknokem
purifikace katechol-1,2-dioxygenasy byla kapalinowhromatografie cytosolarnich
proteini na sloupci iontoknice DEAE Sepharosy, nasledovana rechromatografii obou
enzymi studovanych v naSi laboréitoNADPH-dependentni fenolhydroxylasy a katechol-
1,2-dioxygenasy, na témze ndisiTyto kroky usgsns odstranily veSkeré balastni proteiny
Z preparat enzymi, ale nevedou k totalni separa&chto dvou enzyrin Tato skuténost
byla potvrzena jak gfenim aktivity enzym v eluovanych frakcich, tak i pomoci SDS-

elektroforesy vybranych vzoik Jako dalSi krok purifikace katechol-1,2-dioxyganayla
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tedy z&azena gelova perm&d chromatografie preparatu katechol-1,2-dioxyggnaa

sloupci Sephadexu G-100. Jelikoz je tento krok zato na separaci protéindle

molekulovych hmotnosti, byly od sebe NADPH-depemaiefenolhydroxylasa (M=240

kDa [41]) a katechol-1,2-dioxygenasa {#60 kDa [63]) zcela oddeny. Tento vysledek
byl opst potvrzen pomoci SDS-elektroforesy aiamim aktivit v jednotlivych frakcich
ziskanych chromatografii.

Katechol-1,2-dioxygenasa byla charakterizovanaleditka kinetiky reakci
katalyzovanych timto enzymem. Byla provedgada experimeiit vedoucich k ufeni
kinetickych charakteristik, konkr&nK,, a Vimax pro oxidaci katecholu a tvorbcis,cis
mukonatu, p¢emz bylo mnéno pH, @i kterém byl experiment proveden. Reakce ve
vSech testovanych pH, kde reakce probihala, vykaydinmetiku Michaelise a Mentenové.
diskutabilni, zda je ip tomto pH ionizace aminokyselin v aktivhim centravhodna pro
reakci nebo zda dochazi k denaturaci enzymu. Ngj\giivitu vykazovala katechol-1,2-
dioxygenasaip pH 7,6, coZ je v souladu s vysledky zjisgmi RNDr. Vilimkovou, ktera
uréila pH optimum enzymu, které je 7,6 [63]. Hodnotgekickych charakteristik zji§hé
pro oxidaci katecholu (#teno spatebou katecholu) a pro tvorbeis,cismukonatu pi
jednotlivych experimentech (pro jedno pH) byly greky shodné. Dle zjighych vysledk
Ize soudit, Zze enzym je akti#Si a stabilgjSi v neutralnim (resp. bazickém) piesti (pH
7,6). Tento pedpoklad odpovidd i zjiému pH optimu wenému pro enzymy z jinych
organisnii, z nichz byl tento enzym isolovan [51,52,53,54pkTje tomu v pipac
katechol-1,2-dioxygenasy isolované z kvasirtkyalbicans[54] a bakteriiAcinetobacter
[68,69] aPseudomomondg0].

DalSim cilem pedkladané diplomové prace bylaiiteplotni optimum pro oxidaci
katecholu za vzniku cis,cismukonatu katalyzovanou katechol-1,2-dioxygenasou
isolovanou z kvasinkyC. tropicalis Zjistili jsme, Ze reakce nejlépe probih# feplog
30°C. Toto teplotni optimum je vysSi nez u kateeh@tdioxygenasy kvasinkg. albicans
TL3, u které byla jako optimalni teplota této realkaiS€na teplota 25°C [54]. Naopak u
ostatnich mikroorganisin jeZz byly popsany v Uvodriasti diplomové prace, je teplotni
optimum ¢asto i vyrazg vysSi [51,52,53]. P teplo€ 60°C dochéazi patnk denaturaci
katechol-1,2-dioxygenasy.
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Vysledky ziskané v diplomové praci razgi poznatky o metabolismu fenolu
v kvasince C. tropicalis Jmenovié o druhém kroku jeho oxidaiho metabolismu,
pieneny katecholu neacis,cismukonat. Enzym, ktery tuto reakci katalyzuje, byibec
poprvé isolovan v na3i laborsito[tato prace a 63].Cast vysledik ziskanych fi
vypracovavani diplomové prace je sasti publikace [63], ktera je uvedena jakdigha
(ptilohac. 1) této diplomové prace. V dal&isti vyzkumu tohoto enzymu se naSe labdrato
zan®ii na studium interakci vedoucich k tvéioinkéniho proteinu (tedy dimeru katechol-
1,2-dioxygenasy [63]) a na studium struktury isalo& katechol-1,2-dioxygenasy. Takova
studie niize g@inést nové poznatky o usfgmani aktivniho centra enzymu a o participaci
aminokyselin tohoto aktivniho centra na katalyze.

V piedkladané diplomove praci byl na zakladskanych vysledkproveden odhad
hodnot pk, aminokyselin pitomnych v aktivnim centru katechol-1,2-dioxygena¥i
uréovani tchto hodnot se vychazelo z gratavislosti log \hax (pouzivané pokud je
koncentrace substratu vyrazayssi neZz hodnota K resp. log k, na pH (Obr. 26 a 27,
str. 61). Ze ziskanych fikek pak byly ziskany hodnoty pH, jenz odpovidaiap

aminokyselin v aktivnim centru enzymu.

1,29 -
1,19 -
1,09

0,99 ~

10g V max

0,89 -
0,79 ~

0,69 -

0,59 \
55 6

Obr. 26: Ur¢eni hodnot pK aminokyselin v aktivnim centru pomoci logaritmickévislosti
V maxnNa pH.
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Obr. 27: Uréeni hodnot pKaminokyselin v aktivnim centru pomoci logaritmicd@vislosti K;.

Hodnoty pk, aminokyselin nejsou v zavislosti natugpbu uéeni @ilis odlisSné.
Hodnoty 7,4; 7,8 ani 7;85 saniepm¢ neodpovidaji pK Zzadné volné aminokyseliny,
neba jsou v proteinu tyto hodnoty posunuty. Nejvice zgitené hodnoty blizi pK
postrannihdetézce (-SH skupiny) cysteinu (RKC 8) pog. imidazolového kruhu histidinu
(pKa = 6,1). Ritomnost cysteinu v aktivnim centru katechol-1,8xggenasy (ztrznych
mikroorganisni) nebyla dosud ve studované litetgtupopsana, ovSemfifpmnost
histidinu byla zjiStna u katechol-1,2-dioxygenasy isolovan&.zadioresisteng71]. Dva
histidiny koordinuji nehemové Zelezo v aktivhim ttenenzymu spolu s dwmi zbytky

tyrosinu a OH skupinou pochazejici z rozpsdkt.
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6 Zavér
Cile pedkladané diplomové prace, jez zahrnovaly isolpaijfikaci a casténou

charakterizaci katechol-1,2-dioxygenasy z kvasiflgndida tropicalis Ize povazovat za
splrené. Byly zjiseny nésledujici poznatky:

1) Postupem sestavajicim z kapalinové chromatografieiomtongni¢ci DEAE
Sepharose, rechromatografie na stejném c¢hosi gelové permeai
chromatografie na Sephadexu G-100 byla purifikovéglaktroforeticky
homogenni katechol-1,2-dioxygenasa kvasi@kyropicalis

2) Purifikované katechol-1,2-dioxygenasa b§destené charakterizovana:
a) Kinetika enzymové oxidace katecholu za vzniksicismukonatu, ktera
je katalyzovana katechol-1,2-dioxygenasou, odpovédadcni kinetice

dle Michaelise a Mentenové pro vSechngena pH (pH 6,5; 7,6; 8,6).

b) Hodnota Michaelisovy konstanty (K enzymu pi pH optimu reakce
(pH 7,6) je 0,52 mM pro oxidaci katecholu a 0,34 nuvb tvorbu
cis,cismukonatu. Hodnota maximalni rychlosti (M) oxidace
katecholu (pH = 7,6) se rovna 17rnol/min a pro vznikcis,cis

mukonatu 12,6 nmol/min.

C) Pri pH 5,5 katechol-1,2-dioxygenasa katechol neoxddu;

d) Na zaklad hodnot Michaelisovych konstant a maximalnich rgstil
enzymové reakce katalyzované katechol-1,2-dioxysmmazjiSénych
pii pH 6,5; 7,6 a 8,6 bylo potvrzeno, ze pH optimumyenu je pH 7,6.

e) Teplotni optimum oxidace katecholu o#s,cismukonat katalyzované

katechol-1,2-dioxygenasou je 30°C.

Cast vysledk ziskanych i feSeni diplomové prace je s@sti publikace [63],

ktera je uvedena jakditohac. 1 diplomové prace.
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