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1. Streszczenie

Przedmiotem badan bylo okreslenie przydatno$ci i charakterystyka niektorych enzymow z ekstermofilch bakterii typu Deinococcus-
Thermus. Obszar prowadzonych prac dotyczyt analizy o-D-glukozylotransferazy maltozy z Deinococcus radiodurans oraz proteaz
pochodzacych z Deinococcus geothermalis i Meiothermus ruber.

Preparat o-D-glukozylotransferazy maltozy otrzymano z wykorzystaniem rekombinantowego szczepu Escherichia coli (DE3) Rosetta pLysS
transformowanego plazmidem DraSTpET30His. Hodowlg rekombinantowego szczepu E. coli prowadzono w temperaturze 37°C na podiozu
ptynnym LB (pH 7,2), zawierajacym na litr: 10 g peptonu K, 5 g ekstraktu drozdzowego, 10 g NaCl, 20 mg kanamycyny oraz 34 mg
chloramfenikolu, az do uzyskania ODgy=0,5. Nastgpnie dodawano induktora o stezeniu koncowym 1mM IPTG w pozywce i hodowle
kontynuowano w 25°C przez 16 godzin. Uzyskang biomasg sonifikowano i uzyskany lizat komorkowy poddawano denaturacji termicznej
(56°C, 10 min). Nastepnie preparat dalej oczyszczano poprzez zastosowanie chromatografii metalopowinowactwa na ztozu IDA (Novagen)
z jonami Co?" wiazacymi biatka fuzyjne. Pozwolilo to na uzyskanie homogennego preparatu o czystosci elektroforetycznej 92% i aktywnosci
specyficznej 11,83 U/mg. Masa czasteczkowa a-D-glukozylotransferazy maltozy wyznaczona z zastosowaniem filtracji zelowej wynosi
126,9 kDa, natomiast masa ustalona za pomoca elektroforezy w warunach denaturujacych wynosi w przyblizeniu 64 kDa. Swiadczy to, Ze
dany enzym przyjmuje strukture dimeryczna. Najwigksza aktywno$¢ a-D-glukozylotransferazy maltozy przejawia w temperaturze 30°C przy
pH 7,6 i w 45°C prawie nie ulega inaktywacji w badanym okresie inkubacji wynoszacym 2 godziny. W zakresie pH od 5,5 do 9 enzym
zachowuje polowe aktywnos$ci maksymalnej. Warto$¢ statej Michaelisa (Ky,) reakcji konwersji maltozy do trehalozy wynosi 290,70 mM,
a Vmax reakcji wynosi 1,236 pmol/min. Maksymalny stopien konwersji maltozy osiagany jest po 24 godzinach i wynosi 58 %. Warto$¢ statej
Michaelisa (Kn) reakcji konwersji trehalozy do maltozy wynosi 486,14 mM, a Vma reakcji wynosi natomiast 0,917 pmol/min. Wydajno$é
katalityczna (K.a/Km) a-D-glukozylotransferazy maltozy z Deinococcus radiodurans jest ponad dwukrotnie wyzsza dla reakcji konwersji
maltozy niz konwersji trehalozy co wskazuje, ze jako substrat reakcji preferowana jest maltoza. Badanie oddziatywania ro6znych inhibitorow
wykazalo catkowity spadek aktywnosci enzymu pod wptywem pepstatyny, kwasu jodooctowego i fluorku fenylometylosulfonowego. Prawie
catkowita utrata aktywnosci DraSTHis byta odnotowana w przypadku jonow Cu®*, AI¥*, Zn**, Hg*" i Fe*" natomiast jony Ca?" iMg2" nie
wplywaja znaczaco na aktywnos$¢ katalityczng enzymu. Brak oddziatywania w stosunku do enzymu ze strony 2-merkaptoetanolu i dititreitolu
sugeruje, ze mostki disulfidowe wptywajace na IV rzedowa konformacjg biatka nie zmieniaja dziatania centrum aktywnego i ich redukcja nie
wplywa na aktywnos¢ katalityczna transferazy. Glukoza, bgdaca produktem ubocznym reakcji konwersji, jest produkowana w niewielkiej
ilo$ci i stanowi zaledwie 4 % mieszaniny poreakcyjnej.

Hodowlg Deinococcus geothermalis prowadzono w temperaturze 45°C na podtozu o sktadzie: 0,1% pepton K, 0,1% ckstrakt drozdzowy
i10,2% sol morska. Wykazano, ze D. geothermalis wytwarza zewnatrzkomorkowa proteaze, ktorej synteza jest skorelowana (r=0,981)
z przyrostem ilo§ci komorek. Najwigksza produkcja proteaz byla odnotowana podczas hodowli w temperaturze 45°C i pH 8 na podtozu
standardowym (5461,1 U/L) i ekstrakcie drozdzowym (4077,8 U/L). Najwigksza aktywno$¢ proteolityczna wykazata frakcja biatek
wysolona z cieczy pohodowlanej przy 90% nasyceniu siarczanu (VI) amonu (48,3 U/mg biatka). Oczyszczanie przy pomocy filtracji zelowej
na ztozu Sephadex G-100 umozliwito prawie 8-krotny wzrost aktywnos$ci specyficznej preparatu (301,1 U/mg biatka). Masa proteazy
okreslona przy pomocy SDS-PAGE i saczenia molekularnego wynosita 25 kDa i 23,9 kDa odpowiednio, co wskazuje, ze biatko jest
monomerem. Enzym z D. geothermalis wykazuje najwieksza aktywno$¢ w 60°C przy pH 9. Bialko cechuje si¢ tez duza termostabilno$cia
zachowujac w 60°C prawie nie zmieniona aktywno$¢ w badanym okresie inkubacji wynoszacym 1 godzing. Proteaza pozostaje stabilna
W szerokim zakresie pH od 5,5 do 10,5 zachowujac 80% aktywnosci poczatkowej. Badanie oddziatywania réznych inhibitorow sugeruje, ze
wytworzony przez Deinococcus geothermalis enzym jest proteaza serynowa. Swiadczy o tym znaczny spadek aktywnosci, do 28%
poczatkowej warto$ci, pod wptywem 1 mM fluorku fenylometylosulfonowego (PMSF) przy braku oddziatywania jodoacetamidu bgdacego
inhibitorem proteaz cysteinowych. Spadek aktywnos$ci byt odnotowany w przypadku dziatania na enzym jonami Cu®*, Zn?*, Hg*", Ni** i Co®*
natomiast jony Ca®*, Na' iMg?" nie wplywaja niekorzystnie na aktywno$¢ katalityczna enzymu. Oddzialywanie ze strony ditiotreitolu
sugeruje, ze mostki disulfidowe zmieniaja dziatanie centrum aktywnego i ich redukcja wplywa na aktywnos$¢ katalityczna proteazy. Wysoka
stabilno$¢ proteaz wzgledem zwiazkéw chemicznych takich jak Triton X-100 czy Tween 80 sugeruje, iz enzym produkowany przez
D. geothermalis moze by¢ uzywany przy produkcji detergentdw. Warto$¢ statej Michaelisa (Ky,) reakcji hydrolizy azokazeiny wynosi 1,64
mg/mL, a Vi reakcji 2,18 U/min. Enzym z Deinococcus geothermalis wykazuje szerokie i zréznicowane powinowactwo substratowe.
Najwyzsza aktywno$¢ hydrolityczna odnotowano w przypadku substratow takich jak hemoglobina, kazeina czy B-globulina wotowa.
Zmniejszong aktywno$¢ proteaza wykazuje natomiast wzgledem keratyny czy albuminy jaja kurzego. Zliofilizowany preparat
przechowywany w warunkach chtodniczych (+4°C) po uptywie 12 tygodni wykazywat 58,9% aktywnosci poczatkowe;.

Kultywacja Meiothermus ruber byta prowadzona w 55°C na podlozu zawierajacym 0,5% peptonu K, 0,1% ekstraktu drozdzowego i 0,1%
skrobi. Zewnatrzkomérkowa aktywno$¢ proteolityczna jest wysoce skorelowana (r=0,991) z gesto$cia optyczna zawiesiny komorek co
wskazuje, ze produkcja proteaz zalezy od przyrostu biomasy. Najwigksza produkcja enzymu byla odnotowana podczas hodowli
w temperaturze 55°C i pH 8 na ekstrakcie wotowym (10455,6 U/L), ekstrakcie drozdzowym (9011,1 U/L) i podtozu standardowym (8011,1
U/L). Uzyskanie homogennego preparatu enzymatycznego bylo mozliwe przy wykorzystaniu dwuetapowego systemu oczyszczania
zlozonego z wysalania bialek cieczy pohodowlanej (NH4),SO, przy 90% wysyceniu soli i saczeniu molekularnym na ztozu Sephadex G-100.
Przeprowadzone etapy pozwolily na prawie 13-krotne oczyszczenie preparatu i uzyskanie enzymu o aktywnos$ci specyficznej 351,2 U/mg.
Na podstawie filtracji zelowej ustalono, ze przyblizona wielko$¢ biatka wynosi 47,8 kDa natomiast szacunkowa masa okreslona na bazie
elektroforezy w warunkach denaturujacych wynosi 45 kDa, co sugeruje, ze proteaza zbudowana jest z jednej podjednostki. Optymalne
warunki dziatania enzymu z Meiothermus ruber to 80°C i pH 9. Godzinna inkubacja enzymu z M. ruber w 80°C w $rodowisku buforu
fosforanowo-cytrynianowego o pH 8,0 powoduje spadek aktywnosci enzymatycznej jedynie o 39%. Natomiast w zakresie temperatur od 40
do 75°C preparat nie traci swojej aktywnos$ci. Proteaza pozostaje stabilna w szerokim zakresie pH od 7 do 11,5 zachowujac 80% aktywnosci
poczatkowej. Zaobserwowano silne oddziatywanie inaktywujace ze strony 1 mM fluorku fenylometylosulfonowego (PMSF) co wskazuje na
przynalezno$¢ enzymu z M. ruber do grupy proteaz serynowych. Spadek aktywnos$ci byt odnotowany w przypadku dziatania na enzym
jonami Cu®, Zn®*, Hg®*, Ni*" iCo®, natomiast jony Ca* i Mn? powodowaly wzrost aktywnosci enzymu. W przypadku dziatania
detergentow (Triton X-100, Tween 80) czy tez 4M mocznika nie stwierdzono inaktywacji. Dodatkowo wykazano, ze enzym jest wysoce
stabilny w srodowisku rozpuszczalnikoéw organicznych. Nie odnotowano znaczacych spadkow aktywnosci w przypadku 25% roztworow
izopropanolu, etanolu, metanolu, dimetylosulfotlenku czy acetonu. Wartos¢ statej Michaelisa (Ky) wzgledem azokazeiny wynosi 4,76
mg/mL, a Vmax reakcji 36,6 U/min. Enzym z Meiothermus ruber jest proteaza o szerokim spektrum specyficznosci i wykazuje zréznicowane
powinowactwo substratowe. Najwyzsza aktywno$¢ hydrolityczna odnotowano wzgledem takich substratow jak hemoglobina, kazeina, BSA
czy keratyna. Obnizona aktywno$¢ enzym przejawial natomiast w przypadku zelatyny i lizozymu. Zliofilizowany preparat przechowywany
w warunkach chtodniczych (+4°C ) po uptywie 12 tygodni wykazywat 74,1 % aktywnoS$ci poczatkowe;.
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2.  Wprowadzenie

Enzymy dziatajace jako biokatalizatory sa wykorzystywane od wielu lat i reakcje
prowadzone z ich udzialem stanowia doskonaly, przyjazny dla srodowiska zamiennik dla
wielu obecnie stosowanych procesow przemystowych takich jak produkcja paliw
i chemikaliow czy zagospodarowanie uciazliwych dla $rodowiska odpaddéw. Wiasciwosci
uzywanego biokatalizatora musza pozostawa¢ kompatybilne z parametrami technologicznymi
procesu. Jednakze znaczna czg$¢ dostgpnych na rynku enzyméw pochodzi z organizmoéow
mezofilnych iich zastosowanie jest limitowane ograniczona stabilno$cia pod wptywem
niekorzystnych warunkow takich jak temperatura, pH czy sita jonowa (Gomes i in., 2004;
Hough i Danson, 1999). Praktyka wskazuje, ze wigkszo$¢ enzymow dziala najlepiej
w podobnych warunkach, w jakich zyje wytwarzajacy je organizm (Fikus, 1996). Zatem
ekstremofile zasiedlajace biotopy nickorzystne dla rozwoju innych organizméw oraz
stanowiace bogate zrodto ekstremozymow sa rozwiazaniem problemu. W konsekwencji coraz
wigce] uwagi poswigca si¢ tym mikroorganizmom, a biokataliza z ich uzyciem powoli
przeksztatca si¢ z dziatalnosci naukowej w optacalne technologie przemystowe (Gomes i in.,
2004; Vieille i Zeikus, 2001).

Wykorzystanie ekstremofili lub ich metabolitow w przemysle jest powszechne (Tabela
1). Sztandarowym przyktadem jest uzywana powszechnie w reakcji PCR termostabilna
polimeraza z Thermus aquaticus. Obecnie reakcja tancuchowa polimerazy jest podstawa
W badaniach kryminalistycznych, diagnostyce klinicznej czy w badaniach genomoéw
(Madigan i in., 1997). Z kolei kwasolubne bakterie Leptospirillum ferrooxidans i Thiobacillus
ferrooxidans wykorzystywane sa do odzyskiwania miedzi. Niskie pH reakcji jest konieczne,
gdyz zapobiega precypitacji Fe** podczas utlenienia chalkopirytu (CuFeS,). Szacuje sig, ze
roczne odzyskiwanie miedzi metodami mikrobiologicznymi przekracza milion ton.
W ostatnich latach zastosowano biolugowanie, migdzy innymi w Afryce Potudniowe;,
Brazylii i Australii, jako podstawowa metod¢ wydobywania zlota zubogich rud
arsenopirytowych (Singleton, 2000).

Poli-B-hydroksymaslan, stanowiacy material zapasowy bakterii jest wykorzystywany
do produkcji tworzyw termoplastycznych podlegajacych biodegradacji (,,Biopol”). Biopol jest
wytwarzany przez bakterie Alcaligenes eutrophus w procesie fermentacji glukozy
I gromadzony w ich komorkach. Wyodrebniony z bakterii i oczyszczony polimer poddawany
jest granulacji iw takiej formie moze by¢ stosowany w klasycznych technologiach

przetworstwa tworzyw sztucznych: wtrysk, wytlaczanie, wytlaczanie z rozdmuchem,
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powlekanie, termoformowanie itp. Charakteryzuje si¢ duza stabilno$cia i wytrzymatoscia,

a takze odpornoscia na duza wilgotno$¢ otoczenia w czasie uzytkowania i magazynowania.

Jest takze materiatem barierowym dla aromatow (Singleton, 2000).

Tabela 1. Przyktady zastosowania ekstremofili w biotechnologii.
Zrodlo Zastosowanie
Termofile
Polimeraza DNA Amplifikacja DNA
Ligaza DNA Lancuchowa reakcja ligazy
Diagnostyka

Fosfataza alkaliczna
Proteazy i lipazy
Lipazy,pullulanazy, amylopullulanazy i proteazy
a-amylazy, glukoamylazy, a-glukozydazy, pullulanazy,
amylopullulanazy, ksylozowa/glukozowa izomeraza
Dehydrogenaza alkoholowa
Ksylanazy
Antybiotyki
Biatka warstwy S i lipidy
Mikroorganizmy degradujace olej
Mikroorganizmy utleniajace siarke
Konsorcja termofili

Produkty mleczne
Browarnictwo, piekarnictwo, produkcja aminokwasow
Przetworstwo skrobi, produkcja glukozy i fruktozy

Synteza chemiczna
Przemyst papierniczy
Farmaceutyki
Sita molekularne
Surfaktanty
Biolugowanie, odsiarczanie wegla i gazow
Przer6b odpadow i produkcja odpadow

Psychrofile
Fosfataza alkaliczna
Proteazy, lipazy, celulazy i amylazy
Lipazy i proteazy
Proteazy
Wielonienasycone kwasy tluszczowe
Roéznorodne enzymy
B-galaktozydaza
Biatka lodotworcze
Bakterie ,,nielodotworcze”
Réznorodne enzymy (np.dehydrogenazy)
Roéznorodne enzymy (np. oksydazy)
Bakterie metanowe

Biologia molekularna
Detergenty
Przemyst mleczarski
Tenderyzacja migsa, detergenty
Dodatki do zywnosci, suplementy diety
Modyfikatory smaku
Bezlaktozowe produkty mleczne
Sztuczny $nieg, lody
Preparaty krioprotekcyjne do roslin
Biotransformacja
Bioremediacja, biosensory $rodowiskowe
Produkcja biogazu

Halofile
Bakteriorodopsyna
Polihydroksyalkaniany
Eukariotyczne homologi (produkty onkogenow)
Lipidy

Kwas y-linolenowy, B-karoten i ekstrakty komorkowe (np.
Spirulina i Dunaliella)
Mikroorganizmy

Przetaczniki optyczne i generatory pradu w bioelektronice
Produkcja plastycznych materialow medycznych
Diagnostyka, badanie lekow przeciwnowotworowych
Liposomy stosowane w przemysle kosmetycznym
i farmaceutycznym
Zdrowa zywno$¢, suplementy diety, barwniki zywnosci,
surowiec
Zagospodarowanie odpadow

Alkalofile
Proteazy, celulazy, ksylanazy, lipazy i pullulanazy
Elastazy, keratynazy
Cyklodekstryny

Ksylanazy i proteazy
Pektynazy

Alkalofilne halofile

Réznorodne mikroorganizmy

Detergenty
Przemyst garbarski
Srodki spozywecze, chemiczne, farmaceutyki
Przemyst papierniczy
Zagospodarowanie odpadow, oczyszczanie SUrowcow
Odzyskiwanie oleju
Antybiotyki

Acidofile
Mikroorganizmy utleniajace siarke
Mikroorganizmy

Odzysk metali i odsiarczanie wegla
Produkcja kwasow i rozpuszczalnikdw organicznych

Mikroorganizmy tolerujace rozpuszczalniki organiczne

Bioremediacja, biokonwersja zwiazkow nierozpuszczalnych
w wodzie (np. steroli), biosurfaktanty

Mikroorganizmy odporne na promieniowanie

Biodegradacja radioaktywnych odpadow

Barofile

Ulepszenie procesu odzyskiwania olejow.

wg Satyanarayana i in., 2005
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Stosunkowo niewielka liczba gatunkow ekstremofili zostala wyizolowana i szczegdélowo
scharakteryzowana. Tak wigc jasne jest, ze duza liczba potencjalnie przydatnych
ekstremozymow jest nadal nieodkryta (Baross i Holden, 1996; Adams i Kelly, 1994). Podczas
gdy wigkszos¢ ekstremofili to archeony, niektore z nich naleza do bakterii, posrod ktorych typ
Deinococcus-Thermus stanowi duza grupg zréznicowanych mikroorganizmow zasiedlajacych
ekstremalne srodowiska. Z tej przyczyny bakterie te stanowia niezwykle ciekawy, wyjsciowy

materiat badawczy nie tylko w dziedzinie enzymologii.

3. Charakterystyka bakterii stosowanych do badan

Typ Deinococcus-Thermus stanowi grupe niepatogennych bakterii zréznicowana pod
wzgledem  biochemicznym, fizjologicznym oraz  fenotypowym. W jego sklad
wchodza ziarniaki i pateczki, ktore charakteryzuja si¢ wysoka odpornoscia na niekorzystne
warunki srodowiska i sa zaliczane do ekstremofili. Typ Deinococcus-Thermus obejmuje dwie
duze grupy bakterii (Rys. 1):

Deinococcales znane ze swojej wysokiej odporno$ci na promieniowanie jonizujace sa
w stanie wytrzyma¢ 100—krotnie wigksze dawki promieniowania (150 kGy) niz E. coli.
Dodatkowo organizmy te sa odporne na promieniowanie UV, czynniki utleniajace i stany
calkowitego odwodnienia.

Thermales obejmuje kilka rodzajéow (Meiothermus, Oceanithermus, Thermus,
Vulcanithermus, Marinithermus) termofilnych bakterii odpornych na wysokie temperatury.
Podczas gdy bakterie posiadajace btong zewngtrzna, charakterystyczna dla bakterii Gram-
ujemnych, i barwia si¢ na czerwono, te ktore naleza do rodzaju Deinococcus posiadaja gruba
warstwe peptydoglikanu, co powoduje, ze w barwieniu metoda Grama daja wynik dodatni
(Giffiths i in., 2004).

Analiza podjednostki 16S rRNA wskazuje, ze bakterie nalezace do typu Deinococcus-
Thermus maja wspdlnego przodka (Weisburg i in., 1989; Rainey i in., 1997; Omelchenko
iin., 2005). Potwierdzeniem tego przypuszczenia jest duza liczba sekwencji
konserwatywnych wystepujacych w materiale genetycznym, charakterystycznych wylacznie
dla tych bakterii. Badania poréwnawcze genomow pozwolily zidentyfikowaé 65 bialek,
unikatowych i wystgpujacych jedynie w bakteriach typu Deinococcus-Thermus. Oprocz
czterech protein, funkcja pozostatych nie jest jeszcze doktadnie poznana. Charakterystyczne
dla grupy Deinococcus-Thermus jest biatko warstwy S (DR102). Zaréwno Deinococcales, jak

i Thermales otoczone sa biatkowa warstwa S o heksagonalnej geometrii, ktora petni rolg
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ochronnego ptaszcza jak réwniez sita molekularnego czy miejsca wiazania enzymow
zewnatrzkomoérkowych. Biatko DRI102 najprawdopodobniej pelni znaczaca role
w funkcjonowaniu tej warstwy. Kolejnym specyficznym biatkiem (DR1194) jest reduktaza
wigzaca si¢ z centrami Fe-S. Dwa pozostale bialka to syntaza ATP typ V (DR0697) oraz
kinaza diacyloglicerolu (DR2093) (Griffiths i in., 2007).

Bakterie typu Deinococcus-Thermus stanowia jedyna grupe mikroorganizmow
niefototroficznych wykazujacych zdolno$¢ syntezy karotenoidoéw. Zazwyczaj rosna w postaci
czerwonych, pomaranczowych lub roézowych kolonii. Izolacja i zdefiniowanie struktury
chemicznej karotenoidéw z Deinococcus-Thermus pokazato, ze ich czasteczki r6znia si¢ od
karotenoidow innych organizméw. Deinoksantyna [(2R)-2,1’-Dihydroksy-3’,4’-didehydro-
1’,2’-dihydro-B,¥-karoteno-4-on] czyli gtowny karotenoid Deinococcus radiodurans rézni
si¢ od flexiksantyny wyizolowanej z Flexibacter sp. tym, ze posiada dodatkowa grupe
hydroksylowa przy weglu C2 (Saito i in. 1998). Stwierdzono, ze posrdéd karotenoidow
scharakteryzowanych do tej pory, ten monocykliczny, hydroksylowany przy weglu C2
karotenoid jest specyficzny dla rodzaju Deinococcus. Z kolei termozeaksantyna, wystepujaca
jedynie u Thermus spp., stanowi rzadki przyktad karotenowego estru glukozy (estrowa

pochodna zeaksantyny).

DOMENA Bak‘terie
TYP Deinococcus-Thermus
|
GROMADA Deinococci
|
RZAD Deinqcoccales Thermales
M ] [
RODZINA Deinococcaceae Trueperaceae Therr}laceae
A | { T w T |
RODZA] Deinococcus  Deinobacterium  Truepera  Meiothermus Thermus Oceanithermus Marinithermus Vulcanithermus

I I I I I I I
GATUNEK D.radiodurans  D.chartae T radiovictrix M. ruber T thermophilus 0. profundus M. hydrothermalis V. mediatlanticus
D. geothermalis M.silvanus T aquaticus 0. desulfurans
D. proteoliticus M. rufus T scotoductus

Rys.1. Klasyfikacja bakterii typu Deinococcus-Thermus. Na podstawie http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy

Karotenoidy dzialajace jak antyoksydanty sa elementem komodrkowego mechanizmu
obronnego bakterii powodujac jej zwigkszona odpornos¢ na stres srodowiskowy. Przyktadem
moze by¢ pozbawiony karotenoidu mutant wyizolowany z hodowli D. radiodurans, ktory byt
okoto 100-krotnie bardziej wrazliwy na dziatanie 50 mM H;O; niz szczep dziki (Bing i in.,
2010). Ponadto stwierdzono, ze karotenoidy specyficzne dla typu Deinococcus-Thermus

wykazuja wigksza zdolno$¢ wygaszania reaktywnych form tlenu (ROS) w porownaniu do
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klasycznych karotenoidow (Ji, 2010). Zdolnos¢ wygaszania ROS przez deinoksantyng jest
wyzsza 0 20% niz p-karotenu, likopenu, luteiny czy zeaksantyny (Tian i in., 2007). Badania
in vitro pokazaly, ze deinoksantyna czterokrotnie lepiej chroni DNA przed dziataniem
wolnych rodnikéw niz -karoten. Karotenoidy z D. radiodurans chronia przed uszkodzeniami
oksydacyjnymi réwniez bialka. Poziom utlenionych biatek komoérkowych pod wpltywem
dziatania H,O; byt wyzszy 0 25% w przypadku mutanta nie wytwarzajacego karotenoidow.
Karotenoidy syntezowane przez bakterie Deinococcus-Thermus stanowig jeden z czynnikéw

ochronnych, ktoéry wptywa na niebywata wytrzymatos¢ tych bakterii (Bing i in., 2010).

3.1 Meiothermus ruber

Bakterie Meiothermus ruber o optymalnej temperaturze wzrostu 60°C przy pH okoto
8,0 po raz pierwszy wyizolowano z goracych zrédet Kamczatki (Loginova i in., 1975).
Drobnoustroje te czesto tworza biofilmy powodujace plamy na papierze podczas jego
produkcji. Bakteria Meiothermus ruber jest Gram-ujemna, nieruchliwa pateczka
0 zaokraglonych koncach. Poszczegdlne komorki moga taczy¢ si¢ w krotkie filamenty (Rys
2). Dhugos¢ tej bakterii waha si¢ od 3 do 6 um, a $rednica wynosi od 0,5 do 0,8 pum. Jest
bakteria nie wytwarzajaca spor. Meiothermus ruber jest umiarkowanym termofilem, ktérego
minimalna temperatura wzrostu waha si¢ w granicach 35-40°C, a maksymalna wynosi
natomiast 70°C (Sharp i in., 1988). Thermus ruber byt poczatkowo wilaczany do rodzaju
Thermus. Na podstawie analizy podobienstw sekwencji 16S rRNA doprowadzono do
podziatlu gatunkow zaliczanych do rodzaju Thermus na dwie grupy. Do jednej z nich
zachowujacej nazwe¢ Thermus zaliczono drobnoustroje o optymalnych temperaturach wzrostu
wynoszacych 65-80°C, a do drugiej zabarwione na czerwono i rozwijajace si¢ najlepiej
w temperaturze 50-65°C bakterie Thermus ruber, Thermus silvanus i Thermus chliarophilus,
ktore zaklasyfikowano do nowo utworzonego rodzaju Meiothermus (Nobre i in., 1996).
Zakres podobienstwa jednostki 16S rRNA pomig¢dzy Thermus i Meiothermus jest mniejszy
niz 88%.

Mikroorganizm ten wytwarza jasnoczerwony pigment, ktorym jest karotenoid
przypominajacy spektralnymi wlasciwosciami retro-dehydro-y-karoten. Pelni on funkcjg
fotoprotektora oraz stabilizuje struktury btony komorkowej wskutek spinania dwuwarstwy

lipidowej przez estry glikozydowe karotenoidow oraz tworzenie oddzialywan van der Waalsa

(Burgess i in., 1999).
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Rys. 2. Obraz filamentéw Meiothermus ruber ze skaningowego
mikroskopu elektronowego (Tindall i in., 2010).

Meiothermus ruber jest obligatoryjnym tlenowcem. Do jego hodowli mozna stosowaé
podtoza minimalne zawierajace 0,15% (w/v) peptonu jako zrédta azotu, 0,05% (W/v)
ekstraktu drozdzowego i jako zrodlo wegla 0,25% (w/v): roztwory D-glukozy, sacharozy,
maltozy, D -galaktozy, b -mannozy, ramnozy, D -celobiozy, glicerolu, b -mannitolu, octanu,
pirogronianu, bursztynianu, fumaranu czy DL-jabtczanu.

Glowne kwasy tluszczowe wystepujace w lipidach tej bakterii to: kwas izo-pentadekanowy,
30,6%; kwas izo-heptadekanowy, 15,8%; kwas antyizo-pentadekanowy, 8,3% i kwas antyizo-
heptadekanowy 7,3% (wyrazone jako procent wszystkich kwasow thuszczowych) (Loginova
iin., 1984; Donato i in., 1991). Meiothermus ruber posiada zdolnos¢ hydrolizy kazeiny,
fibryny i zelatyny (Sharp i in.1988). Genom Meiothermus ruber sktada si¢ z kolistego
chromosomu dtugosci 3097457 pz, ktory zawiera 63,4% guaniny oraz cytozyny (Tindall i in.,
2010).

Meiothermus ruber jest dobrym Zrodlem termostabilnych enzyméw ze wzgledu na
satysfakcjonujaca wydajno$¢ biomasy i mozliwos¢ hodowli w warunkach tlenowych na
nieskomplikowanych 1 tanich podiozach. Wykazano, Ze mikroorganizm mozna
Z powodzeniem wykorzysta¢ do otrzymywania takich biokatalizatorow jak a-glukozydaza, -
galaktozydaza czy syntaza trehalozy (Synowiecki i in., 2009; Zhu i in., 2010). Syntaza
trehalozy umozliwi wytwarzanie trehalozy ze skrobi lub maltozy. Obnizy to znacznie koszty
produkcji tego cukru ipozwoli na poszerzenie zakresu jego zastosowan. Wyjatkowe
wlasciwosci  tego disacharydu mozna wykorzysta¢ w przemysle spozywczym oraz
w medycynie, biologii oraz farmacji gdzie postuzy do stabilizacji i konserwacji niektorych
preparatow stosowanych w leczeniu i diagnostyce medycznej.

Zastosowanie [B-galaktozydazy w przemysle spozywczym jest bardzo szerokie. Jest ona
gtownie wykorzystywana do produkcji bezlaktozowego mleka, przeznaczonego dla ludzi

cierpiacych z powodu nietolerancji laktozy. Powodem dla ktorego stosuje si¢ B-galaktozydazeg
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stanowi réwniez fakt, ze znajdujaca si¢ w mleku i serwatce laktoza utrudnia wiele procesow
technologicznych (Synowiecki i in., 2000).

Z kolei termostabilna o-glukozydaza z Meiothermus ruber pozwoli na skrdcenie czasu
trwania procesu i obnizenie kosztow jednoetapowej hydrolizy skrobi katalizowanej uktadem
multienzymatycznym.  Enzymatyczna hydroliz¢ skrobi stosuje si¢ powszechnie

W browarnictwie, gorzelnictwie oraz w produkcji syropow skrobiowych (Sinkiewicz, 2008).

3.2 Deionococcus radiodurans

Bakterie Deinococcus radiodurans po raz pierwszy wyizolowano z konserw migsnych
utrwalonych uprzednio dzialaniem promieniowania X (Andersor i in., 1956). Deinococcus
radiodurans jest Gram-dodatnim, nieprzetrwalnikujacym ziarniakiem, ktérego komorki
osiagaja wielko$¢ 1-2 um i formuja tetrady (Rys.3).

Odznacza si¢ tlenowym typem oddychania i zaliczany jest do grupy bakterii

mezofilnych ze wzgledu na optymalna temperaturg wzrostu, ktora wynosi 30°C.

b, V.l - i & :..:::;f‘_&uj ;
Rys. 3. Obraz  mikroskopowy  Deinococcus  radiodurans
(www.garciajeanlouis9051.perso.neuf.fr, www.djibnet.com).

Deinococcus radiodurans jest bakteria proteolityczna wykorzystujaca jako zrddto
energii gtldwnie aminokwasy i peptydy wytworzone przez hydrolize biatek znajdujacych si¢
w srodowisku wzrostu. Aminokwasy sa tez zrodtem azotu dla tej bakterii, ktora nie jest
w stanie korzysta¢ z jego nieorganicznych zrodet (Makarova i in., 2001; Slade i in., 2009).
Mikroorganizm ten wytwarza charakterystyczny dla bakterii typu Deinococcus-Thermus
czerwony pigment (Makarova i in., 2001). Deinococcus radiodurans posiada genom
0 wielkos¢ 3,28 Mpz, ktory sktada si¢ z dwoch chromosomoéw (o wielkosci odpowiednio 2,64
Mpz i 0,41 Mpz), megaplazmidu (0,18 Mpz) oraz plazmidu (0,045 Mpz). Zawarto$¢ guaniny
oraz cytozyny w kwasie deoksyrybonukleinowym wynosi 66,6%. W zaleznosci od fazy
wzrostu komorka Deinococcus radiodurans zawiera od 4 do 10 kopii genomu (Cox

i Batitista, 2005). Deinococcus radiodurans jest niezwykle odporny na dzialanie
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promieniowania jonizujacego, promieniowania UV, nadtlenku wodoru oraz innych
czynnikow dziatajacych mutagennie, jak rowniez na wysuszenie (Makarova i in., 2001).
Moze przetrwa¢ dawkeg promieniowania y rzedu 15 kGy bez wpltywu na przezywalnos¢
populacji czy wywotywanie mutacji. Ponadto odnotowuje si¢ dobry wzrost mikroorganizmu
podczas ciagtego napromieniowywania (60 Gy/h) bez widocznego zmniejszenia szybkosci
wzrostu (Brim 1 in., 2000). Niezwykta odporno$¢ tych drobnoustrojow jest spowodowana
wystgpowaniem w ich komorkach rozmaitych, wydajnych mechanizméw naprawczych,
likwidujacych zmiany materialu genetycznego polegajace migdzy innymi na jedno lub
dwuniciowych uszkodzeniach DNA, tworzeniu dimeréw pirymidynowych i deaminacji zasad
lub ich alkilowaniu z utworzeniem 7-metyloguanidyny (Sghaier i in., 2008; Omelchenko i in.,
2005). Skuteczne sa tez sposoby zapobiegania zmianom waznych fizjologicznie bialek,
inicjowanych powstaniem wolnych rodnikéw 1 wywotanego promieniowaniem rozszczepienia
mostkéw dwusiarczkowych. Dziatanie mechanizméw naprawczych wymaga jednak dosc
duzego zuzycia energii, kosztem ograniczenia wzrostu tych bakterii. Odpornos¢ D.
radiodurans na promieniowanie wynika migdzy innymi ze zdolnosci komoérek do szybkiej
naprawy zniszczonych w wyniku radiacji czasteczek DNA. Odbudowa czasteczek materiatu
genetycznego zalezy od budowy fizjologicznej komorki jak i solidnego enzymatycznego
systemu naprawczego (Rajpurohit i in., 2008). Istnieje kilka mechanizméw ochronnych, ktore
potencjalnie wptywaja na wzrost odpornosci na promieniowanie jonizujace. Znaczacym
wydaje si¢ by¢ fakt posiadania przez Deinococcus radiodurans zwigkszonej liczby kopii
genomu. W komorkach posiadajacych zapasowe kopie materialu genetycznego istnieje
mniejsze prawdopodobienstwo catkowitego wyeliminowania specyficznego genu. Ponadto
rezerwowa wersja matrycy moze by¢ uzyta do odtworzenia dluzszych segmentoéw DNA (Cox
i Batitista, 2005). Duze znaczenie ma rowniez struktura ciasno upakowanego, kolistego
nukleoidu, ktéra umozliwia utrzymanie w genomie oddysocjowanego fragmentu DNA, ktory
moze by¢ ponownie wbudowany w czasteczke (Makarova i in., 2001; Slade i Radman, 2011).

Daly i wspotpracownicy (2004) wykazali, ze szkody wywotane ekspozycja na duze
dawki promieniowania sa lepiej tolerowane w komorkach zawierajacych wyzsze stezenie
manganu (I1), tak jak ma to miejsce u D. radiodurans. Wigkszo$¢ uszkodzen wynikajaca
Z dziatania promieniowania jonizujacego jest wynikiem generowania reaktywnych form tlenu
(ROS). Wewnatrzkomérkowy Mn (II) dziala ochronnie na biatka i DNA pelniac role
wymiatacza ROS (Cox i Batitista, 2005). Jako kofaktor niezbedny jest tez do dziatania
manganozaleznej endonukleazy-beta, ktora specyficznie rozpoznaje indukowane promieniami

UV dimery cyklobutanu pirymidyny (Makarova i in., 2001). Z drugiej strony, wysokie
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stezenie jonow Mn”>* w komorce zwicksza upakowanie genomu Deinococcus radiodurans.
Kation ten powoduje neutralizacj¢ sity odpychania grup fosforanowych w szkielecie DNA
(Cox i Batitista, 2005). System naprawczy Deinococcus radiodurans obejmuje naprawe
poprzez wycinanie zasad (BER — base-excision repair), naprawg niesparowanych zasad
(MMR — mismatch repair) oraz naprawg rekombinacyjna (zar6wno RecA-zalezna jak i RecA-
niezalezng). Przy uszkodzeniu DNA w komorce zwigksza si¢ synteza biatek takich jak: RecA,
czynnik elongacyjny Tu, katalaza czy tez dysmutaza nadtlenkowa. Ponadto obserwuje si¢
wzmozong aktywnos¢ glikozylazy uracylowej, glikozylazy tyminowej czy polimerazy DNA |
(Makarova iin., 2001). Zhang i wspotpracownicy (2005) wykazali, ze w wyniku
napromieniowania komorek Deinococcus radiodurans indukowana jest synteza 26 biatek,
ktore pelnia role w takich procesach komoérkowych jak: translacja, transkrypcja, przekaz
sygnatow, modyfikacja posttranslacyjna, metabolizm, transport czy konwersja (Zhang i in.,
2005). Bialka uczestniczace w naprawie DNA 1 procesach metabolicznych moga by¢
uszkodzone przez powstajace pod wptywem promieniowania wolne rodniki, tlen singletowy
oraz nadtlenki (Blasius i in., 2008). Niekorzystnym przemianom spowodowanym stresem
oksydacyjnym zapobiegaja rozmaite czynniki do ktérych naleza migdzy innymi chaperony
oraz katalaza i dysmutaza nadtlenkowa syntetyzowana w ilosci 50-krotnie wigkszej niz
u Escherichia coli. Duze znaczenie ma tez wytwarzanie substancji ochronnych m.in.
karotenoidow, przechwytujacych wolne rodniki, oraz trehalozy (Ji, 2010; Yin i in., 2010).
Genomy bakterii Deinococcus zawieraja geny kodujace dwa szlaki biosyntezy trehalozy.
Jeden z nich wykorzystuje dwa enzymy: syntaz¢ maltooligotrehalozy, ktéra izomeryzuje
wigzania a-1,4-glikozydowe w koncowej czesci czasteczki oligosacharydu oraz trehalozydazg
hydrolizujaca wytworzony produkt posredni uwalniajac trehalozg i czasteczke oligosacharydu
pomniejszona o dwie reszty glikozydowe. Drugi szlak biosyntezy polega na izomeryzacji
maltozy przez a-D-glukozylotransferazg¢ maltozy. Niezwykle wydolny system naprawczy oraz
czynniki wynikajace z budowy komorki stanowia gtéwna przyczyng, dla ktorej bakteria jest
tak wyjatkowo odporna na promieniowanie.

Budowa zewngtrznych struktur powierzchniowych Deinococcus radiodurans jest
niezwykta pod wzgledem konstytucji i kompozycji. Pomimo, iz swoim charakterem
przypomina $ciang komorkowa bakterii Gram-ujemnych, podczas barwienia Metoda Grama
przyjmuje zabarwienie fioletowe, co jest spowodowane wystgpowaniem grubej warstwy
peptydoglikanu (14-20 nm). Budowa $ciany komoérkowej jest wielowarstwowa (Thornley
iin., 1965). Najglebiej usytuowana jest blona cytoplazmatyczna, nad ktora znajduje sig

peptydoglikan. Kolejna warstwe stanowi blona zewnetrzna, ktora otacza warstwa regularnie
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upakowanych heksagonalnych podjednostek biatkowych tzw. warstwa S (Faraldo i in., 1992).
Tworzace ta strukture biatka sa potaczone wiazaniami niekowalencyjnymi i moga by¢
rozpuszczone pod wptywem substancji rozszczepiajacych wigzania wodorowe. Po usunigciu
tych substancji wykazuja sklonno$¢ do tworzenia, monomolekularnej warstwy
0 uporzadkowanej strukturze na statych nosnikach (np. ptytki silikonowe, polimery) oraz na
powierzchni cieczy (Pum i Sleytr, 1999). Taka warstwa charakteryzue si¢ zalezng od gatunku
drobnoustrojéw wielkoscia porow (2-6 nm) pomigdzy regularnie utozonymi czasteczkami
biatek. Wiasciwosci 1 uporzadkowana budowa bton utworzonych przez biatka warstwy S sa
przyczyna ich duzej przydatnosci np. w bionice oraz do formowania monomolekularnej
powtoki enzymdw, przeciwciat i antygenow, wykorzystywanej miedzy innymi do produkcji
biosensorow. Charakteryzujace si¢ jednakowymi rozmiarami poréw btony z biatek warstwy S
nadaja si¢ do formowania membran ultrafiltracyjnych oraz do selektywnego pulapkowania
czasteczek we wnetrzu heksagonalnych lub czworobocznych agregatow tych biatek. Powtoki
z biatek warstwy S wytworzone na ptytkach kwarcowych sa wykorzystywane
w mikrolitografii. Naniesione czasteczki biatek sa degradowane promieniowaniem lasera
W miejscach nie ostonigtych metalowa maska. Pory regularnie rozmieszczone w powloce
biatek warstwy S sa tez stosowane jako matryca do formowania nanoczastek metali
0 rownobocznym lub heksagonalnym przekroju.

Struktura chemiczna warstwy peptydoglikanu Deinococcus radiodurans zostata
sklasyfikowana podobnie jak w przypadku Thermus thermophilus HBS jako typ A3, co
potwierdza pokrewienstwo filogenetyczne obu bakterii. Wystgpujaca w  $cianie
D. radiodurans mureina sktada si¢ z powtarzajacych sig reszt N-acetyloglukozamina-kwas N-
acetylomuraminowy-L-Ala-D-Glu-(y)-L-Orn-[(8)Gly-Gly]-D-Ala-D-Ala. Mureina
stabilizowana jest dodatkowo mostkami utworzonymi pomig¢dzy resztami glicyny (Quintela

i in., 1999).

3.3  Deionococcus geothermalis

Bakterie Deinococcus geothermalis po raz pierwszy wyizolowali z goracych zrodet
w Agnano (Neapol, Wilochy) Ferreira i wsp. (1997). Deinococcus geothermalis jest Gram-
dodatnim, nieprzetrwalnikujacym, ziarniakiem, ktérego komorki osiagaja wielko$¢ od 1,2 do
2 pwm irosna w postaci tetrad. Odznacza si¢ tlenowym typem oddychania i zaliczany jest do
grupy umiarkowanych termofili ze wzgledu na optymalna temperaturg wzrostu, ktéra wynosi
45°C-50°C. Mikroorganizm ten wytwarza charakterystyczny dla bakterii typu Deinococcus-

Thermus pomaranczowy pigment (Wanarska i in., 2011). Deinococcus geothermalis posiada
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genom o wielkosci 3,247 Mpz, ktory sktada sie¢ z jednego chromosomu (2,467 Mpz), oraz
dwoch megaplazmidéw (o wielkosci odpowiednio 0,574 Mpz oraz 0,205 Mpz) (Makarova
iin., 2007). Zawarto$¢ guaniny oraz cytozyny w kwasie deoksyrybonukleinowym wynosi
65,9%. Deinococcus geothermalis jest niezwykle odporny na dzialanie promieniowania
jonizujacego, promieniowania UV, jak rowniez na wysuszenie. Ponadto odnotowuje si¢ jego
dobry wzrost podczas ciagtego napromieniowywania (50 Gy/h) bez widocznego zmniejszenia
szybko$ci wzrostu. Deinococcus geothermalis jest w stanie rosna¢ na powierzchniach
metalowych oraz wykazuje zdolno$¢ tworzenia biofilmu. Podobnie jak blisko spokrewniony
D. radiodurans wykazuje zdolno$¢ do redukcji jonéw metali wliczajac U(VI), Cr(VI), Hg(Il),
Tc(VII), Fe(ll) i Mn(l11,1V), w zwiazku z czym moze by¢ wykorzystywany w bioremediacji
odpadoéw radioaktywnych (Liedert i in., 2012). Posiada zdolno$¢ utylizacji: D-celobiozy, D-
trehalozy, laktozy, maltozy, D-fruktozy, D-galaktozy, D-glukozy, D-mannozy, L-ramnozy,
sacharozy, D-ksylozy, D-mannitolu, D-sorbitolu, glicerolu, L-asparaginy, L-glutaminy, L-
proliny, L-seryny, jabtczanu, pirogronianu i bursztynianu. Hydrolizuje kazeing, zelatyng, kwas
hipurowy, arbutyng i skrobig. Jest oksydazo i katalazo dodatni.

Budowa zewngtrznych struktur powierzchniowych wykazala, Ze komorka
Deinococcus geothermalis sktada si¢ 2z trzywarstwowej asymetrycznej blony
cytoplazmatycznej otoczonej S$ciana komoérkowa typu Gramm-,+”, ktéra pokrywa btona
zewnetrzna. W sktad chemiczny peptydoglikanu wchodza: ornityna, kwas glutaminowy,
alanina i glicyna w stosunku molowym 1:1:2:2. W odroznieniu od pozostatych
przedstawicieli rodzaju Deinococcus jego btona komoérkowa nie zawiera duzej ilosci
nienasyconych kwasow tluszczowych (Ferreira i in., 1997).

Pomimo spokrewnienia bakterii Deinococcus geothermalis i Deinococcus radiodurans
roéznig si¢ one szlakami matabolicznymi. Deinococcus geothermalis zawiera wydajne szlaki
metabolizmu cukréw, a szczegélnie przyswajania ksylozy. Podobnie jak wiele innych
drobnoustrojow opisane bakterie charakteryzuja si¢ zdolnoScia syntezy trehalozy

ograniczajacej wptyw stresu srodowiskowego.

4. Wlasciwosci, zrodla i zastosowanie trehalozy

4.1  Ogoélna charakterystyka trehalozy
Trehaloza, czyli «o-D-glukopiranozylo-1-1-a-D-glukopiranozyd, jest dwucukrem
nieredukujacym zbudowanym z dwoch czasteczek glukozy potaczonych wigzaniem o-

glikozydowym za posrednictwem atoméw wegla C1 (Rys. 4). Lokalizacja i energia tego
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wiazania zapewnia trehalozie duza stabilnos¢ termiczna i odporno$¢ na hydrolize w kwasnym
srodowisku. W  przyrodzie wystepuje W postaci trzech izomerow: najbardziej
rozpowszechnionego o,a- oraz o,p- i B,B-trehalozy (Singer i Lindquist, 1998; Pan i in.,
2004).

CH,0H HO

HO CHOH
OH

OH

Rys.4. Wzér strukturalny trehalozy.

Masa molowa bezwodnej trehalozy wynosi 342,31 g/mol, ale wystgpuje ona najczesciej
w postaci dwuwodnej. Trehaloza wykazuje 40-45% stodyczy sacharozy i ma zdolno$¢
tworzenia niehigroskopijnego ,,szkliwa”. Cukier ten ma wysoka skrecalno$¢ optyczna, ktora
wynosi: [a]p +178°. Dwuwodna trehaloza topnieje w 97°C. Dostarczane ciepto powoduje
odparowanie wody z czasteczki, ktora ponownie ulega krystalizacji w 130°C. Nastepnie
bezwodna trehaloza po raz kolejny topnieje w 203°C (Richards i in., 2002; Naozumi i in.,
2008). Trehaloza jest najbardziej stabilnym nieredukujacym naturalnym dwucukrem.
Trehaloza odporna jest na degradacje w granicach pH 3,5-10, w temperaturze 100°C przez 24
h. Jako cukier nieredukujacy nie bierze udzialu w reakcji Maillarda i nie tworzy adduktow z
aminami, aminokwasami i biatkami oraz w przeciwienstwie do sacharozy nie ulega
karmelizacji w przetworach spozywczych. W zwiazku z tym moze by¢é uzywana jako
doskonaty dodatek do zywnosci (Teramoto i in., 2008).

Trehaloza jest szeroko rozpowszechniona w przyrodzie. Wystgpuje u wigkszosci zywych
organizmoéw, takich jak bakterie, grzyby, owady czy bezkregowce (Higashiyama T., 2002).
Jej obecno$¢ u ssakow nie zostata stwierdzona (Elbein i in., 2003). W duzej ilosci trehaloza
wystepuje u anhydrobiontdw, zwanych roslinami wskrzeszonymi (Richards i in., 2002).
U innych roslin wyzszych cukier ten wystepuje powszechnie cho¢ zawsze w §ladowych
ilosciach (Schluepmann i in., 2004; Wingler, 2002). Jest on niezbedny jako regulator
metabolizmu weglowodanow, a posrednio wzrostu. Owady wykorzystuja trehaloze jako
zrodto energii w hemolimfie, z ktorej generuja glukoze niezbedna do lotu (Wyatt i in., 1957).

Stezenie trehalozy w hemolimfie owadow wynosi zwykle od 1% do 2%, podczas gdy stezenie
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glukozy u ludzi wynosi okoto 0,1% (Howden i in., 1956). Trehaloza w wielu organizmach
pehni rolg stabilizatora i chroni komorki przed stresem $rodowiskowym. Jednym z najbardziej
fascynujacych aspektow obecnosci trehalozy uréznych organizmow jest jej udziat
w stabilizacji proceséw zyciowych gatunkow, ktore moga przetrwa¢ zamrozenie lub
odwodnienie (Paiva i in., 1996). Zdolno$¢ wielu organizmow do przetrwania niskich
temperatur otoczenia opiera si¢ na obecno$ci glicerolu lub innych czasteczek, ktore dziataja
jak naturalne "antyzamrazacze" (Crowe i in., 1990). Wykazano, ze tego typu zwiazkiem jest
trehaloza. Asahina i Tanno (1964) odkryli, ze larwy rosliniarki moga przetrwaé temperatury
—40°C ze wzgledu na wysoka zawartos¢ trehalozy w komorkach przy jednoczesnym braku
glicerolu. Trehaloza ma duze znaczenie fizjologiczne jako substancja syntetyzowana
w przypadku niekorzystnych warunkow $rodowiska, takich jak wzrost lub obnizenie
temperatury, stres oksydatywny lub wysuszenie. Jedna z przyczyn takiego oddzialywania
trehalozy jest struktura jej czasteczek, ktora tatwo dopasowuje si¢ do ksztattu biomolekut
zktorymi tworzy kompleksy. Wynika to zbraku wewnatrzczasteczkowych wiazan
wodorowych, ktore w innych cukrach stabilizuja wzajemne usytuowanie reszt glukozy.
Dziatanie trehalozy opiera si¢ na kilku mechanizmach. Jednym z nich jest zabezpieczenie
integralnosci bton biologicznych oraz biatek przed denaturacja iagregacja (Tabela 2).
Zabezpieczenie struktury biatek polega migdzy innymi na tworzeniu wigzan wodorowych
pomigdzy grupami hydroksylowymi cukru a polarnymi grupami biatek. Ponadto trehaloza
jako cukier nieredukujacy nie uczestniczy w reakcjach Maillarda przebiegajacych z udziatem
grup aminowych biatek podczas ich odwodnienia. Zwiazane z trehaloza czasteczki biatek nie
traca natywnej struktury i nie tworza agregatow (Xie i Timasheff, 1997). W przypadku
deficytu wody trehaloza tworzy tez wiazania wodorowe z fosfolipidami blonowymi.
Zapobiega to utracie szczelnosci bton 1 chroni przed wyciekiem elektrolitow
i rozpuszczalnych sktadnikoéw komodrkowych (Grajek i Szymanowska, 2008). Trehaloza
chroni takze lipidy przed utlenieniem dzialajac przypuszczalnie jako zmiatacz wolnych
rodnikow (Jain i Roy, 2009). Obecnos$¢ trehalozy w btonach komodrkowych obniza
temperature przejs¢ fazowych w lipidach (Ty). Spowodowane jest to ostabieniem
oddziatywan van der Waalsa pomigdzy arylowymi resztami fosfolipidow. Obnizenie T,
pozwala na zachowanie ciektokrystalicznej struktury btony pomimo braku wody lub
obnizenia temperatury (Crowe i in., 1992). Cukier ten bierze tez udziat w witryfikacji, czyli
tworzenia stanu zeszklenia cytoplazmy, ktory w tym stanie ma duza lepko$¢, co hamuje
powstawanie centrow krystalizacji lodu (Augustynowicz i in., 2004). Wzrost krysztatéw lodu

prowadzi do uszkodzenia komorek. Inna przyczyna oddziatywania stabilizujacego jest
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unikatowa  zdolno$¢  trehalozy do tworzenia po odwodnieniu  amorficznego,
niehigroskopijnego szkliwa putapkujacego makroczasteczki bez zmian ich natywnej
struktury, niszczonej w przypadku stosowania innych cukrow wskutek krystalizacji (Lins i
in., 2004). Szybka synteza trehalozy jest pierwsza reakcja komorek na stres i jej dzialanie jest
w dalszej kolejno$ci uzupelniane synteza chaperonéw. Nalezaca do tzw. roslin
wskrzeszonych Selaginella lepidophylla zawiera okoto 12,5% trehalozy w suchej masie i jest
zdolna przetrwa¢ diugotrwaty stan odwodnienia, po czym po rehydratacji wraca do pelnej
aktywnosci zyciowej (Adams i in., 1990). Embriony Solowcoéw wchodzac w stan spoczynku
gromadza trehaloz¢ do okoto 15% ich suchej masy.

Trehaloza dziata jako stabilizator podczas spoczynku i zrodto energii dla zarodkéw podczas
wybudzania si¢ z letargu (Clegg, 1965). Potwierdzeniem faktu, iz trehaloza dziata jako
czynnik protekcyjny, jest jej wysokie stgzenie u nicieni, zdolnych dlatego przezyé zarowno
szok cieplny, jak i stres osmotyczny (Womersley i in., 1981). W r6znych gatunkach drozdzy,
duze stezenie trehalozy jest warunkiem przetrwania szoku termicznego i stanu odwodnienia
(van Dijck i in., 1995). W tych warunkach zawarto$¢ trehalozy w komorkach
Saccharomyces cerevisiae moze stanowi¢ az 23% suchej masy (Hottiger i in., 1987).
Trehaloza znajduje si¢ w komorkach wegetatywnych drozdzy poddanych dziataniu
toksycznych substancji, ci$nieniu hydrostatycznemu czy stresu tlenowego (Kane i in., 1974).
Pewne ilosci trehalozy pochodzacej z drozdzy mozna znalez¢ w produktach spozywczych —
chlebie (1,2-1,8 g/kg s.m.), piwie (45-200 mg/l), winie (44-129 mg/l) i miodzie (0,1-2,3
g/100g). Grzyby jadalne zawieraja 2-12 g trehalozy/100 g s.m (Bar, 2000).

Tabela 2. Fizjologiczne znaczenie trehalozy.

Oddziatywanie Literatura
Zrodto wegla i energii Whatmore i Reed, 1990
Regulacja cisnienia osmotycznego Kempf i Bremer, 1998
Stabilizacja powtok komorkowych Murphy i in., 2005
Zabezpieczanie przed wysuszeniem Crowe, 2002
Przeciwdzialanie oziebianiu Duong i in., 2006

Regulacja wzrostu roslin Eastmol i Graham, 2003
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4.2 Produkcja trehalozy

Trehaloza byta poczatkowo produkowana w malej skali z zastosowaniem syntezy
chemicznej lub metodami fermentacyjnymi z cieczy pohodowlanej Arthrobacter paraffineus
i kilku innych drobnoustrojow (Suzuki i in., 1969). Tradycyjna metoda otrzymywania
trehalozy polega na ekstrakcji cukru z komorek drozdzy lub innych mikroorganizméw
etanolem lub kwasem trichlorooctowym (TCA). Metoda ta jednak wymaga skomplikowanej
procedury deproteinizacji i zaggszczania ekstraktu. Dodatkowo konieczny jest etap
dezaktywacji endogennej trehalazy, powodujacej hydrolize disacharydu, poprzez kontrole
wartosci pH, stezenia ekstrahentu czy temperatury procesu. Do odbialczenia stosowane sa
siarczan rtgci, siarczan cynku lub TCA (Yoshikawa i in., 1994). Poniewaz koszty produkcji
cukru ta metoda byly wygoérowane, uzycie trehalozy byto znacznie ograniczone.

Aktualnie trehaloze otrzymuje si¢ ze skrobi z uzyciem technologii enzymatycznej.
Jako przyktad moze postuzy¢ koncern Hayashibara Co., Okayama w Japonii produkujacy
disacharyd metodami biotechnologicznymi. W pierwszym etapie procesu scukrzana jest
skrobia z wykorzystaniem termostabilnej a-amylazy z Bacillus licheniformis. Nastgpnie
otrzymane maltooligosacharydy poddawane sa jednoczesnemu dziatlaniu syntazy
maltooligozylotrehalozy (MTS) 1 trehalohydrolazy maltooligozylotrehalozy (MTH)
z Anhrobacter ramosus, izoamylazy z Pseudomonas amyloderamosa oraz glukotransferazy
cyklomaltodekstryn (CGT) =z Bacillus stearothermophilus. W koncowym etapie
wykorzystywana jest glukoamylaza z Aspergillus niger i a-amylaza z Bacillus subtilis
zapewniajace roztozenie pozostatosci oligosacharydow i maltozy do glukozy. W dalszej
kolejnosci nastepuje odbarwianie z wykorzystaniem wegla aktywnego, saczenie przez ziemig
okrzemkowa i perlity, dejonizowanie na zywicach jonowymiennych oraz zaggszczanie
roztworu produktu przed krystalizacja trehalozy. Koncowy produkt zawiera 99,1% trehalozy,
0,5% glukozy, 0,3% glukozylorehalozy i 0,1% a- D-izomaltozylo-a- D-glukopiranozydu (Bir,
2000).

4.3 Biosynteza trehalozy

Biotechnologiczne metody otrzymywania trehalozy wiaza si¢ z wykorzystaniem w procesie
technologicznym mikroorganizméw lub ich metabolitow. W zwiazku z czym przy
poszukiwaniu nowych rozwiazan warto zwr6ci¢ uwage na sposoby naturalnej biosyntezy tego
cukru. Obecnie znanych jest kilka szlakow biosyntezy trehalozy (Avonce i in., 2006).

Pierwszy z nich stanowi przedmiot badan opisywanych w niniejszej pracy

i polega na izomeryzacji wigzania o-(1,4) w maltozie do wiazania o-(1,1), w wyniku czego
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powstaje trehaloza (Rys. 5A). Enzymem odpowiedzialnym za przebieg tej reakcji jest a-D-
glukozylotransferaza maltozy (ST). Jej obecnos¢ stwierdzono poczatkowo u Pimelobacter sp.,
dzi$ wiadomo, ze wystepuje rowniez u innych mikroorganizmow (Nishimoto i in., 1996; Ma
iin., 2006; Tae-Kyun i in., 2010; Xiuli i in., 2009; Yue i in., 2009; Pan i in., 2004).

Kolejny szlak biosyntezy trehalozy odnotowano u archeonéw Thermococcus litoralis oraz
Pyrococcuc horikoshi (Rys. 5B). Enzymem odpowiedzialnym za jego przebieg jest
glikozylotransferaza trehalozy (TreT). Przenosi ona reszt¢ glukozy z ADP-glukozy
i przylacza ja w pozycj¢ numer jeden drugiej czasteczki glukozy (Qu i in., 2004; Ryu i in.,
2005). Inny szlak biosyntezy trehalozy odkryto u Thermoproteus tenar (Rys. 5C). Jest on
analogiczny do szlaku typowego dla Thermococcus litoralis, jednakze preferowanym
substratem dla enzymu jest UDP-glukoza (a nie ADP-glukoza) oraz reakcja katalizowana jest
wylacznie jednokierunkowo (Kouril 1 in., 2008).

Dwustopniowa kataliz¢ enzymatyczna przy udziale syntazy trehalozo-6-fosforanu (TPS)
i fosfatazy trehalozo-6-fosforanu (TPP), zaobserwowano u archea, bakterii, grzybow, owadow
i niektorych roslin (Rys. 5D). TPS stanowi transferaze, katalizujaca przeniesienie czasteczki
glukozy z UDP-glukozy na glukozo-6-fosforan, w wyniku czego powstaje trehalozo-6-
fosforan i UDP. Drugi stopien reakcji obejmuje odczepienie grupy fosforanowej przez TPP
z uwolnieniem trehalozy (Elbein i in., 2003; De Smet i in., 2000; Cabib i Lenoir, 1958).
Kolejny szlak biosyntezy trehalozy jest bardziej skomplikowany i opiera si¢ na konwersji
maltodekstryn (Rys. 5E). Proces ten polega na dwuetapowej enzymatycznej reakcji
katalizowanej przez syntazg¢ maltooligotrehalozy i trehalozydazg maltooligotrehalozy.
Syntaza malooligotrehalozy przeksztatca wiazanie a-(1,4) do a-(1,1), dzigki czemu powstaje
maltooligotrehaloza. W nastgpnym etapie trehalozydaza maltooligotrehalozy Katalizuje
hydrolityczny rozpad czasteczki z uwolnieniem trehalozy oraz czasteczki oligosacharydu
pomniejszonego o dwie reszty glukozylowe. Czasteczka ta w nastgpnym cyklu ulega
ponownie dziataniu syntazy maltooligotrehalozy. Reakcje konwersji maltodekstryn
zaobserwowano m.in. u termofilnych archea z rodzaju Sulfolobus (Elbein i in., 2003; Streeter
i Bhagwat, 1999; Nakada i in., 1996).

Ostatnia droga biosyntezy polega na cyklu reakcji przedstawionych na rysunku 5F. Tego typu

biosynteza trehalozy dotyczy gtownie grzybow (Avonce i in., 2006).
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Rys 5. Szlaki biosyntezy trehalozy, opracowanie wiasne na podstawie Enzyme Database ,,BRENDA”.
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4.4  Zastosowanie trehalozy

Unikatowe  wlasciwosci  trehalozy  spowodowaly  wzrost  zainteresowania
przemystowym wykorzystaniem tego dwucukru. Naturalne funkcje, mechanizm dziatania
i cechy trehalozy pozwalaja na zastosowanie jej w przemys$le spozywczym, kosmetycznym
czy medycynie. Do niedawna trehaloza byla gléwnie uzywana w nauce, medycynie
i produkcji kosmetykow jako produkt luksusowy. Czynnikiem ograniczajacym powszechne
uzycie trehalozy w przemysle spozywczym byt wysoki koszt produkcji. Wraz z pojawieniem
si¢ nowych sposobOw jej otrzymywania, znacznie obnizona zostata cena, co pozwolito na
szersze wykorzystanie trehalozy.

Trehaloza zostata oficjalnie dopuszczona do stosowania w przemysle jako dodatek do
zywnosci w 2000 roku w Stanach Zjednoczonych, natomiast rok pozniej takze w krajach Unii
Europejskiej. Obecnie wykorzystywana jest jako zamiennik sacharozy przy produkcji
wyrobow cukierniczych, napojow, mrozonek, przetworow owocowo-warzywnych czy
konserw (Richards i in., 2002). Dotychczasowe badania nie wykazaly zadnych zagrozen
zwiazanych ze zwigkszonym spozyciem trehalozy (Richards i in., 2002). Cukier ten podobnie
jak maltoza, sacharoza lub laktoza nie przedostaje si¢ do krwi w zmienionej formie lecz jest
hydrolizowany wydzielana w jelicie cienkim trehalaza. Bardzo rzadko wystepujacy zupelny
zanik lub zmniejszenie sekrecji tego enzymu moze jednak powodowaé zaburzenia
pokarmowe o symptomach podobnych do nietolerancji laktozy. Trehaloza w produktach
spozywczych uzywana jest jako konserwant czy regulator (Korzeniowska-Ginter, 2009).
Dziata ochronnie na sktadniki Zzywnosci takie jak skrobia, thuszcze czy biatka i zapobiega ich
degradacji pod wplywem czynnikow utleniajacych, niskiej lub wysokiej temperatury
(Teramoto i in., 2008). Poniewaz trehaloza jest cukrem nieredukujacym, odpornym na
dziatanie wysokich temperatur i nie uczestniczy w reakcji Maillarda, moze by¢ stosowana
jako dodatek do suszonego rozpylowo mleka 1 serwatki oraz wyrobow mogacych ulegac
karmelizacji czy brunatnieniu podczas obrobki cieplnej. Stabilnosé trehalozy w szerokim
zakresie pH ogranicza zmiany lepkosci przetwordw owocowo-warzywnych podczas ich
przechowywania (Higashiyama, 2002; Zdziebto i Synowiecki, 2005; Schiraldi i in., 2002).
Zdolno$¢ trehalozy do stabilizacji biatek moze by¢ wykorzystana w leczeniu chordb
I zaburzen wynikajacych z niestabilnosci biatek lub ich agregacji. Jedna z takich dolegliwosci
jest neurodegeneracyjna choroba Creutzfelda-Jakoba (CJD) oraz jej bardziej znany
odpowiednik u bydla, gabczasta encefalopatia bydla (BSE). Innym przykladem jest

mukowiscydoza, powstajaca wskutek destabilizujacej mutacji kanatow chlorkowych
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powodujaca utrat¢ funkcji biatka. W obu przypadkach, podawanie roztworow matych
czasteczek np. trehalozy, zapobiega przyjmowaniu przez biatka konformacji patogennych
(Singer i Lindquist, 1998). Udokumentowane dziatanie trehalozy jako czynnika
krioprotekcyjnego jest wykorzystywane w medycynie i weterynarii (Crowe i Crowe, 2000).
Dodatek cukru podczas przechowywania w niskich temperaturach zwigksza przezywalnos¢
embrionow ssaczych ikultur tkankowych chronigc je tym samym przed skutkami
zamarazania i rozmrazania (Fleming i Hubel, 2007). Analogicznie jest w przypadku organow
przechowywanych chtodniczo do przeszczepu czy tkanek do transplantacji. (Synowiecki
I Zdziebto, 2005; Wolska-Mitaszko, 2001).

Trehaloza jest stosowana w przemys$le kosmetycznym jak i farmaceutycznym jako
czynnik ochronny substancji aktywnych lekarstw czy kosmetykow (Matsuo, 2004). Stanowi
np. dodatek do kremow ze wzgledu na stabilizacjg liposomow zawartych w kosmetykach oraz
lipidéw i biatek w skoérze (Teramoto i in., 2008).

Przeprowadzono tez proby wprowadzenia gendw kodujacych syntaze trehalozy do
komorek roslinnych. Przyktadem takiej modyfikacji jest ryz transgeniczny, ktory moze by¢

uprawiany w warunkach niedoboru wody (Rys. 6).

Rys. 6. Fotografia transgenicznego ryzu. (A) - Hodowla ro$linna
prowadzona w warunkach dobrego nawodnienia, (B) - hodowla
roslinna prowadzona w warunkach niedoboru wody. NTC, NTS -
ro$lina nietransgeniczna; R80 — odmiana ro$liny transgenicznej
zawierajacej gen kodujacyc synteze trehalozy (Garg i in., 2002).

4.5 Charakterystyka a-p-glukozylotransferazy maltozy

a-D-glukozylotransferaza maltozy [EC 5.4.99.16] (synonimy: syntaza trehalozy, a-D-
glukozylomutaza maltozy) jest enzymem katalizujacym konwersje wiazania o-1-4

glikozydowego, wystepujacego w maltozie, do wiazania o-1-1-glikozydowego,
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charakterystycznego dla trehalozy, w wyniku wewnatrzczasteczkowej transglikozylacji (Rys.
7).

OH
5 a-D-glukozylotransferaza OH HO_ ' oH
H O
o ~ OH maltozy . Ho”
Olm, . N
HO OH o]
HO
HO
Maltoza Trehaloza

Rys. 7. Schemat reakcji katalizowanej przez a-D-glukozylotransferazg maltozy.

Reakcja katalizowana przez a-D-glukozylotransferazge maltozy jest jednoetapowa,
i prosta. Charakteryzuje si¢ wysoka specyficznoscia oraz wydajnoscia uzyskanego produktu,
atakze niskim kosztem. Stanowi wigc atrakcyjng alternatywe¢ dla obecnych sposobow
przemystowego pozyskiwania trehalozy (Cheniin., 2006).

Zdolno$¢ do produkcji trehalozy z wykorzystaniem o-D-glukozylotransferazy maltozy
zidentyfikowano u mezofilnych szczepow Pimelobacter sp. R48, Pseudomonas sp. F1 oraz
D. radiodurans (Schiraldi i in., 2002; Koh i in., 1998; Wang i in., 2007). Wsrod termofili
syntaze trehalozy uzyskano z roznych szczepéw Thermus: T. aquaticus, T. thermophilus, T.
caldophilus oraz M. ruber (Koh i in., 1998; Nishimoto i in., 1997; Wang i in., 2007; Zhu i in.,
2008). W zaleznosci od pochodzenia, wlasciwosci a-D-glukozylotransferaz maltozy roznia
si¢. Gtoéwnym przedstawicielem mezofili produkujacych syntaze trehalozy jest Pseudomonas
sp. F1. Biatko to jest tetramerem o masie czasteczkowej 250 kDa i pl=5,8. Maksymalna
aktywnos$¢ enzymatyczna wykazuje w temperaturze 45°C, przy pH wynoszacym 7,0
(Ohguchi i in., 1997).

Enzym pochodzacy z T. aquaticus ATCC 339223 cechuje si¢ wysoka aktywnos$cia
I termostabilno$cia W porownaniu z enzymami mikroorganizméw mezofilnych. Masa
czasteczkowa syntazy trehalozy wynosi 105 kDa, pl rowne jest 4,3. Optymalna temperatura
konwersji wynosi 65 C przy pH 6,5, przy czym syntaza zachowuje aktywno$¢ przy
temperaturach dochodzacych do 80°C. Enzym pozostaje stabilny w zakresie pH 5,5 do 9,5.
(Nishimoto i in., 1996).
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5. Roéznorodnosc¢ i wystepowanie enzymow proteolitycznych

5.1 Klasyfikacja enzymow proteolitycznych

Proteazy stanowia duza grupe enzymow stosowna do szeregu funkcji, ktore petnia
zarOwno w organizmach zywych jak 1 w sektorze przemystowym. Uwazane za najwazniejsze
sposrod enzymow hydrolitycznych sa czgstym przedmiotem badan enzymologéw. Proteazy
katalizuja reakcj¢ rozszczepienia wigzania peptydowego w biatkach, poli- i oligopeptydach.
Klasyfikacja proteaz zalezy od Zzrdédla pochodzenia, mechanizmu katalizy, specyficznosci
dziatania lub chemicznej natury reszt aminokwasowych lub grup prostetycznych zwiazanych
Z budowa centrum aktywnego enzymu. W praktyce wigkszo$¢ proteaz okresla si¢ poprzez
uzywanie nazw zwyczajowych lub handlowych np. papaina, katepsyna, alkalaza itp. (Garcia-
Carrefio, 1991; Kalisz, 1988).

Zrédha, z ktérych pozyskuje si¢ proteazy sa rézne i w zalezno$ci od tego mozna
wyrozni¢ enzymy proteolityczne pochodzenia roslinnego, zwierzgcego oraz pochodzace
Z drobnoustrojow. Przyktadem zwierzgcych proteaz jest pepsyna oraz trypsyna. Do roslinnych
naleza z kolei papaina, bromelaina czy ficyna. Sposréd enzyméw produkowanych przez
drobnoustroje najliczniejsza grupg stanowia proteazy produkowane przez bakterie np.
subtylizyna czy termolizyna (Kotakowski, 2005; Kumar i Talagi, 1999). Pomimo duzej
roznorodnosci proteaz iich rozprzestrzenienia w przyrodzie, jako najlepsze zrédto ich
pozyskiwana uwaza si¢ mikroorganizmy. Wpltyw na to maja takie cechy jak krotki czas
wzrostu, niewielka powierzchnia potrzebna do kultywacji, a takze tatwa mozliwosc¢
modyfikacji genetycznych, ktore pozwalaja na polepszanie wlasciwosci katalizatora.

Organizmy zywe wytwarzaja szereg proteaz, roznorodnie zlokalizowanych
wkomorce. W tej grupie mozna wyr6zni¢ zarOwno wewnatrzkomorkowe jak
i zewnatrzkomorkowe — proteazy. Wewnatrzkomoérkowe proteazy sa niezbgdne do
réznorodnych procesow komoérkowych 1 metabolicznych m.in. sporulacji, dojrzewania
enzymoOw 1hormondéw oraz zachowania rownowagi w puli biatek komorkowych.
Zewnatrzkomorkowe proteazy sa potrzebne do hydrolizy bialek znajdujacych sig
w §rodowisku tak, aby ich przyswajanie byto mozliwe (Gupta i1 in., 2002). Jako przyktad
proteaz wewnatrzkomorkowych mozna podac¢ wystepujace w lizosomach katepsyny. Enzymy
obecne w soku zoladkowym (pepsyna, podpuszczka) oraz enzymy soku trzustkowego
(trypsyna, chymotrypsyna, karboksypeptydaza), jako enzymy trawienne wydzielane do
przewodu pokarmowego sa typowym przykladem zewnatrzkomorkowych enzymow

(Kotakowski, 2005).



Przydatnos$¢ enzymow z niektorych ekstremofilnych bakterii typu Deinococcus-Thermus | 27

W zaleznosci od miejsca ataku enzymu na tancuch peptydowy wyrdznia sig:
egzopeptydazy i1 endopeptydazy. Egzopeptydazy powoduja hydroliz¢ wiazania peptydowego
proksymalnego do C- lub N-konca substartu. Wiele egzopeptydaz dziata przede wszystkim na
mniejsze fragmenty, jak oligo- i polipeptydy, w zwiazku z czym nazywa si¢ je peptydazami.
W obrebie tej grupy wyrdznia sig: aminopeotydazy i karbosypeptydazy (Rao i in., 1998).
Endopeptydazy rozszczepiaja wiazania peptydowe w obrgbie glownej struktury
polipeptydowej, w okreslonym miejscu, z dala od terminalnych koncow substratu. Gléwnie
dziataja na biatka i wyzsze polipeptydy i dlatego tez nazywa si¢ je proteinazami lub
proteazami (Kotakowski, 2005).

Pod wzgledem budowy centrum aktywnego enzymy proteolityczne mozna podzieli¢
na 4 grupy: proteazy serynowe, proteazy cysteinowe (tiolowe), proteazy aspartylowe

I metaloproteazy. Krotka charakterystyka ich wtasciwosci zostata przedstawiona w Tabeli 3.

Tabela 3. Cechy charakterystyczne podstawowych czterech typow proteaz.
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wg Sumantha i in., 2006
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5.2 Zastosowanie enzymoéw proteolitycznych

Proteazy jako jedne z wazniejszych enzymow hydrolitycznych znajduja zastosowanie

W przemysle, gtownie produkcji detergentow i przetworstwie zywnosci. Sa wykorzystywane

rowniez w przemysle garbarskim, procesach bioremediacji czy farmacji. Przyktad dostgpnych

komercyjnie preparatdéw enzymatycznych oraz mozliwosci ich wykorzystania przedstawiono

w Tabeli 4.

Tabela 4. Przyktad dostepnych na rynku handlowych preparatdw proteaz.

Dostawca Nazwa handlowa Zro6dto pochodzenia Zastosowanie
Alcalase Bacillus licheniformis Detergenty
Savinase Bacillus sp. Detergenty, tekstylia
Esperase B.lentus Detergenty, zywno$¢é
Novo Nordisk, Dania Biofeed pro B.licheniformis Przemyst paszowy
Durazym Bacillus sp. Detergenty
Novozyme 243 Bacillus licheniformis Srodki czyszczace
Nue Bacillus sp. Przemyst garbarski
. Purakact B.lentus Detergen
Genencor International, USA Primatan Bakterie Przemyst ggartt)};rski
Subtylizyna B.alcalophilus Detergenty
Gist-Brocades, Holandia Maxacal Bacillus sp. Detergenty
Maxataza Bacillus sp. Detergenty
Opticlean B.alcalophilus Detergenty
Optimase B.licheniformis Detergenty
. Maxapem Bacillus sp. Detergen
Solvay Enzymes, Niemcy HT-protzolytic B.subtilif Przemyst spirytusgow;%, piekarniczy,

zywno$ciowy, paszowy, garbarski

Protease B.licheniformis Zagospodarowanie odpadéw
Proleather Bacillus sp. Zywnos¢
Amano Pharmaceuticals, Japonia Collagenase Clostridium sp. Techniczne
Amano Prostease S Bacillus sp. Zywno$¢é
Enzeco B.licheniformis Przemystowy
Enzyme Development, USA Enzeco L FG B.licheniformis Zywno$é
Bioprase B.subtilis Kosmetyki, farmaceutyki

Ps. Protease Pseudomonas aeruginosa Badania
Nagase Biochemicals, Japonia Ps. Elastase Pseudomonas aeruginosa Badania
Bioprase B.subtilis Detergenty, Srodki czysto$ci
Bioprase SP-10 B.subtilis Zywno$¢
Godo Shusei, Japonia Godo-Bap B.licheniformis Zywno$é¢, detergenty
Rohm, Niemcy Corolase 7089 B.subtilis Zywnos¢é
Wuxi Synder Bioproducts, China Wuxi Bacillus sp. Detergenty
Advance Biochemicals, Indie Protosol Bacillus sp. Detergenty

wg Gupta i in., 2002

Wykorzystanie proteaz w produkcji detergentow stanowi w przyblizeniu 25%

Swiatowe] sprzedazy enzymoOw. Pierwszy detergent zawierajacy w swoim sktadzie enzymy

znany pod nazwa ,,Burnus” byl produkowany juz w 1913 roku i oprocz weglanu wapnia

zawieral surowy ekstrakt trzustkowy. Natomiast pierwszym detergentem zawierajacym

enzymy bakteryjne byl BIO-40 wprowadzony na rynek w 1956. Kolejnymi przelomowymi
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produktami byl BIOTEX produkowany przez Novo Industry A/S oraz Maxatase
produkowany przez Gist-Brocades. Proteazy wykorzystywane do produkcji detergentow
powinny posiada¢ szeroka specyficzno$¢ substratowa tak aby byly w stanie usuwaé
réznorodne plamy biatkowe np. jedzenie czy krew. Poza tym powinny pozostawa¢ aktywne
W podwyzszonych temperaturach i alkalicznym $rodowisku, a ponadto by¢ odporne na
dziatanie czynnikow chelatujacych i utleniajacych, ktére stanowia komponenty detergentow.
Aktualnie wszystkie proteazy wykorzystywane w przemysle srodkow czyszczacych stanowia
proteazy serynowe i sa pozyskiwane z bakterii z rodzaju Bacillus (Rao i in., 1998; Sumantha
i in., 2006).

Wykorzystanie enzymdéw proteolitycznych w przemysle zywnosciowym sigga juz
czasow antycznych. Obecnie w przemysle spozywczym proteazy sa wykorzystywane migdzy
innymi do produkcji seroéw. Do stracania biatek mleka uzywana jest podpuszczka (Synonim:
chymozyna, rennina), ktoéra tradycyjnie pozyskuje si¢ z trawiencéw miodych cielat. Znacznie
czesciej wykorzystywany jest enzym produkowany na drodze biosyntezy mikrobiologicznej
z grzybow Mucor miehei i Aspergillus niger czy drozdzy Kluyveromyces marxiantus
(Sumantha 1 in., 2006). Przy wyrobie seréw oprocz chymozyny wykorzystuje si¢ tez pepsyng
wolowa lub wieprzowa oraz proteinazy aspartylowe z Rhizomucor pusillus, R. miehei
i Cryphonectria parastitica. Koagulacja przy ich uzyciu daje jednak mniej zadowalajace
efekty ze wzgledu na hydrolize niespecyficzng biatek mleka, co w dtugim czasie prowadzi do
rozluznienia skrzepu, oraz strat thuszczu i niskoczasteczkowych zwiazkéw cennych dla
finalnego produktu. (Kosseva i Irwin, 2010). W przemys$le mleczarskim preparaty enzymow
proteolitycznych wykorzystuje si¢ ponadto do wytwarzania hydrolizatow kazeiny, ,,mleka
sojowego” oraz stabilizacji i poprawy zwilzalnos$ci mleka w proszku (Reps, 2001).

Proteazy wykorzystuje si¢ do poprawy wilasciwosci funkcjonalnych, odzywczych
i smakowych biatek. W piekarnictwie na przyktad, tagodna hydroliza ciasta skraca czas jego
przygotowania, zwigksza jego sprezysto$¢ 1 elastycznos$¢, poprawia strukture i objgtos¢
pieczywa. Produkty enzymatycznej hydrolizy biatka uczestnicza takze w ksztalttowaniu
smaku, zapachu, a nawet barwy pieczywa (Kotakowski, 2005). W browarnictwie z kolei,
proteoliza stodu jest niezbedna do zapewnienia wymaganej pienistosci, klarownos$ci i sSmaku
piwa. Zdolnoéci hydrolityczne proteaz znajduja zastosowanie ponadto przy produkcji
hydrolizatow 1 izolatow biatkowych oraz enzymatycznym odzyskiwaniu hydrolizatow
biatkowych z odpadéw przemystowych. Enzymatyczna hydroliza jest jedna z metod
odzyskiwania wartosciowych komponentéw z odpadéw przemystu rybnego czy migsnego.

(Slizyte i in., 2009). Jako przyktad postuzyé¢ moga hydrolizaty biatek ryb, ktére stanowiac
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dodatek do zywnosci wplywaja na podniesienie jej walorow zywieniowych, sensorycznych,
a takze funkcjonalnych. Z najwazniejszych wiasciwosci funkcjonalnych nalezy wymienié:
rozpuszczalno$¢, zdolno$¢ do tworzenia emulsji 1 piany, zaggszczanie 1 zelowanie
(Kristinsson, 2007). Dodatkowo na uwagg zastuguje fakt, iz oprocz uzytecznych wiasciwosci
funkcjonalnych hydrolizaty biatek ryb wykazuja wlasnosci zwiazkow bioaktywnych. Peptydy
izolowane z hydrolizatéw biatek ryb wykazuja dzialanie przeciwzakrzepowe,
immunomodulujace, przeciwutleniajace czy obnizaja cisnienie t¢tnicze krwi (Kim i Mendys,
2006). Kim i wspotpracownicy (2000) odnotowali, ze niektore peptydy pozyskiwane z ryb
wykazuja wlasciwosci hipotensyjne, hamujac aktywno$¢ konewrtazy angiotensyny (ACE
zang. Angiotensin-Converting Enzyme) i jednoczes$nie dzialaja silniej niz inne naturalne
peptydy. Dziatanie tych peptydow zostalo potwierdzone in vivo na szczurach, u ktorych
powodowaly obnizenie cisnienia tetniczego (Je i in., 2005; Fujita i Yoshikawa, 1999).
Przeprowadzone badania wykazaty, ze peptydy pozyskiwane z hydrolizatow migséni ryb
wykazuja ponadto aktywno$¢ przeciwzakrzepowa, Co spowodowane jest najprawdopodobniej
ich inhibujacym dziataniem wzglegdem czynnikow krzepnigcia. Przeciwutleniajace
wlasciwosci hydrolizatéw biatek ryb wynikaja natomiast z ich zdolnosci do specyficznego
wygaszania powstajacych podczas utleniania aktywnych form tlenu oraz zdolno$ci
chelatujacych.

Gotowe preparaty enzymoOw proteolitycznych stosowane sa do przyspieszania
dojrzewania ryb solonych. W ostatnich latach coraz czgsciej do solenia wykorzystuje sig¢ ryby
pozbawione wngtrznosci, co wynika ze wzgledow higienicznych i zwigksza trwato$¢
surowca. Zatem naturalne dojrzewanie ryb ogranicza si¢ jedynie do wykorzystania
endogennych enzymow miegsniowych tj. katepsyn i kalpain, co jest niewystarczajace
w przypadku solenia surowcow mrozonych o dhlugim okresie sktadowania (Kotakowski,
2005). Dodatek enzymow proteolitycznych przyspiesza dojrzewanie i umozliwia dojrzewanie
w solance ryb gatunkéw niedojrzewajacych, nie majacych wlasnego aparatu enzymatycznego.
Podobnie stymulowany jest proces kruszenia migsa zwierzat ladowych, gléwnie migsa
wotowego. Tenderyzacja pozwala na poprawe¢ konsystencji migsa (delikatnos$¢, kruchosc),
warto$ci biologicznej oraz cech organoleptycznych przy 1,5-3-krotnym skroceniu czasu
dojrzewania (Reps, 2001).

Chociaz proteazy naleza do enzymow hydrolitycznych, w okreslonych warunkach
reakcji moga przeprowadza¢ reakcj¢ syntezy wiazania peptydowego. Wiasciwos¢ ta
wykorzystywana jest m.in. w reakcji plasteinowania oraz syntezie aspartamu. Reakcja

transpeptydacji pozwala na wbudowywanie egzogennych aminokwasow w strukture biatka.
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Przyktadem moze by¢ wzbogacanie glutenu w lizyng czy teiny w lizyng, tryptofan lub
treoning. Zastosowanie reakcji plasteinowania pozwala usuna¢ gorzki smak niektorych
hydrolizatow bialkowych. Za nieprzyjemny smak odpowiedzialne sa aminokwasy
hydrofobowe (walina, leucyna, izoleucyna, fenyloalanina, tryptofan) znajdujace si¢ na koncu
tancucha peptydowego (Synowiecki i in., 1996, Synowiecki, 2010). Oczekiwany efekt
uzyskuje si¢ poprzez wyeliminowanie aminokwaséw hydrofobowych lub ich ukrycie
wewnatrz dlugich fancuchéw plastelin (Kotakowski, 2005).

Bezpieczna i skuteczna metoda usuwania alergii pokarmowych jest enzymatyczna
modyfikacja bialek alergennych. Wsrod alergendw pokarmowych mozna wymieni¢ np. biatka
mleka krowiego, jaja kurzego, soi i innych roslin straczkowych, orzeszkow czy skorupiakow.
Metoda usuwania alergii biatek opiera si¢ na wykorzystaniu proteolizy i reakcji plastelinowe;,
lub rzadziej na reakcji sieciowania transglutaminaza (Brzozowski i in., 2005; Kotakowski,
2005).

Zastosowanie proteaz w przemysle medyczno-farmaceutycznym nie ogranicza si¢
jedynie do produkcji preparatow dla pacjentow z zaburzeniami zotadkowo-jelitowymi,
podawanych w celu poprawienia zdolnosci trawiennych. Urokinaza jest wykorzystywana do
leczenia zaburzen krzepnigcia krwi, natomiast kolagenaza w kombinacji z antybiotykami
stuzy do leczenia poparzen i ran (Sumantha i in., 2006).

Oprocz przemystowych 1 medycznych aplikacji, proteazy odgrywaja wazna rolg
w badaniach podstawowych. Wysoka selektywno$¢ hydrolizy wiazania peptydowego jest
wykorzystywana przy wyjasnianiu zaleznosci strukturalno-funkcjonalnych w czasteczkach,

a takze przy sekwencjonowaniu biatek (Rao i in., 1988).

5.3 Mechanizm dzialania

Budowa centrum aktywnego proteaz wplywa na specyficzny mechanizm reakcji
proteolizy. W zaleznos$ci od aminokwasow bioracych udziat w reakcji hydrolizy mechanizm
zachodzacego procesu jest inny. Proteazy serynowe oraz cysteinowe dziataja jak nukleofil
I podczas ataku na czasteczke substratu tworza kowalencyjny produkt posredni — acyloenzym.
Z kolei proteazy aspartylowe oraz metaloproteazy powoduja aktywacje czasteczki wody,
ktoéra bezposrednio atakuje wiazanie peptydowe (Rys. 8).

Reakcja katalizowana przez proteazy serynowe sktada si¢ z dwoch etapow (Rys. 8A).
Pierwszy etap reakcji stanowi atak reszty hydroksylowej seryny na karbonylowy atom wegla

wigzania peptydowego w substracie. W wyniku tego powstaje tetraedryczny addukt, ktorego
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rozpad powoduje uwolnienie acyloenzymu i N-koncowego fragmentu peptydu. Drugi etap

stanowi hydroliza acyloenzymu woda (Kafarski i Lejczak, 1994).
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Rys. 8. Schemat reakcji katalizowanej przez proteazy: serynowe (A), cysteinowe (B), aspartylowe (C)
i metaloproteazy (D).

Proteazy serynowe stanowia grup¢ enzymow, ktore cechuje taki sam mechanizm
dziatania 1niemal identyczna budowa miejsca katalitycznego, zawierajacego seryng,
histydyne 1kwas asparaginowy. Jednak poszczegodlne enzymy nalezace do tej grupy
charakteryzuja si¢ odmienng specyficznoscia substratowa, ktora zalezy od budowy i ksztattu
kieszeni substratowej (kieszeni S). Jest to dobrze widoczne w przypadku proteaz z rodziny

chymotrypsyn, do ktorych zaliczane sa chymotrypsyna, trypsyna i elastaza. Pomimo
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wysokiego stopnia podobienstwa i1 prawie takiej samej struktury przestrzennej, réznia si¢ one
specyficznoscia. Chymotrypsyna wybiorczo hydrolizuje wiazania utworzone przez grupy
karboksylowe aminokwaséw aromatycznych, podczas gdy trypsyna preferuje wiazania
utworzone przez aminokwasy zasadowe. Elastaza z kolei tnie wiazania utworzone przez
grupy karboksylowe reszt glicyny i alaniny. Porownanie budowy kieszeni S tych enzymow
pozwolito zrozumie¢ podstawy obserwowanych réznic w specyficznosci (Rys. 9). Kluczowa
role¢ odgrywaja tu trzy reszty aminokwasowe, numer 189, 216 1 226. W trypsynie
I chymotrypsynie, u wejécia do kieszeni S znajduja si¢ reszty glicyny (Gly 216 i Gly 226) co
ulatwia penetracj¢ substratu do wnetrza kieszeni. W elastazie w tym samym miejscu znajduja
si¢ z kolei walina itreonina (Val 216 i Thr 226), co powoduje, ze tylko male reszty
aminokwasowe moga wejs¢ do wnetrza kieszeni substratowej (Kotakowski, 2005). Wplyw na
specyficznos¢ substratowa ma ponadto znajdujaca si¢ na dnie kieszeni reszta aminokwasowa
w pozycji 189. W przypadku trypsyny reszte stanowi kwas asparaginowy (Asp 189), ktory
oddziatywuje z dodatnio natadowanymi resztami lizyny lub argininy w substracie. Natomiast
w chymotrypsynie i elastazie miejsce to zajmuje seryna (Ser 189), ktora nie wplywa na

wiazanie substratu (Branden i Tooze, 1999).

Chymotrypsyna Trypsyna Elastaza

Val 216
Thr 226 L{

Gly 216
PEES Gly 216

Gly 226

(rly 226 L )

)

Ser 189 Asp 189 Ser 189

Rys. 9. Budowa kieszeni substratowej w chymotrypsynie, trypsynie i elastazie (Kotakowski, 2005).

Mechanizm dzialania proteaz cysteinowych jest bardzo zblizony do mechanizmu
dziatania cztonkow rodziny chymotrypsyny, przy czym acyloenzym tworzy si¢ z udzialem
cysteiny (Rys. 8B). Grupa tiolowa cysteiny jest znacznie lepszym nukleofilem i lepsza grupa

odchodzaca w poréwnaniu do reszty hydroksylowej seryny.
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Trzecia klasa enzymow obejmuje proteazy aspartylowe. Podstawowa cecha miejsc
aktywnych tych enzyméw jest wystgpowanie pary reszt kwasu asparaginowego, z ktérych
jedna (pozbawiona protonu) aktywuje atakujaca czasteczk¢ wody, podczas gdy druga
polaryzuje grupg karbonylowa wiazania peptydowego, zwigkszajac jego podatno$¢ na atak
(Rys. 8C).

Metaloproteazy jako ostatnia klasa enzymow proteolitycznych w swoim centrum
aktywnym zawieraja jony metalu, najczesciej cynk. Jon metalu powoduje aktywacje
czasteczki wody, co umozliwia jej dziatanie jako nukleofil atakujacy grupg karbonylowa
wigzania peptydowego (Rys. 8D).

W przypadku kazdej z wymienionych wyzej klas enzymow miejsce aktywne jest tak
zbudowane, ze umozliwia aktywacj¢ czasteczki wody lub innego nukleofila oraz polaryzacje
grupy karbonylowej wiazania peptydowego 1, bedaca jej nastgpstwem, stabilizacje
tetraedrycznego produkty posredniego (Berg i in., 2005).
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6. Cel pracy

Celem pracy bylo zbadanie przydatnosci niektorych gatunkéw ekstremofilnych
bakterii typu Deinococcus-Thermus jako zrodla enzymow uzytecznych do usprawnienia
istniejacych lub opracowania nowych procesow przemystowych. Uzasadnieniem wyboru
wymienionych drobnoustrojow jest brak ich szczegdtowej charakterystyki oraz okreslenia
przydatnosci wytwarzanych enzymow. Jednym 2z elementow nowosci naukowe]
wykonywanych eksperymentow jest wigc poszerzenie wiedzy o enzymach pochodzacych
z ekstremofilnych drobnoustrojow, ktore sa obecnie badane w wielu osrodkach naukowych na
swiecie. Jednakze pomimo duzych naktadéw pracy enzymy z ekstremofili znalazty do tej
pory niewiele praktycznych zastosowan, mi¢dzy innymi ze wzgledu na niewystarczajacy
niekiedy postgp badan w tym zakresie.

Duze znaczenie w przemysle spozywczym i $rodkéw pioracych maja proteazy,
ktérych zuzycie wynosi okoto 60% ogolnej produkcji enzymoéw. Mozliwo$¢ ich stosowania
i przydatnos¢ w poszczegélnych procesach przemystowych zalezy w duzym stopniu od
aktywno$ci preparatow, stabilnosci w warunkach i srodowisku katalizowanej reakcji oraz od
specyficznosci substratowej. Istotne praktyczne znaczenie ma wigc znalezienie nowych
enzymow proteolitycznych o wlasciwosciach dostosowanych do warunkoéw katalizowanego
procesu. Badania profilu enzymatycznego bakterii Meiothermus ruber i Deinococcus
geothermalis wykazaly, ze wymienione drobnoustroje wytwarzaja pozakomorkowe proteazy
aktywne w alkalicznym $rodowisku i dzigki temu przydatne migdzy innymi jako komponent
srodkow pioracych.

Innym aspektem badan bylo sprawdzenie przydatnosci o-D-glukozylotransferazy maltozy
z Deinococcus radiodurans do wytwarzania trehalozy, cukru o szerokim spektrum
zastosowan. Jako zrodto enzymu wykorzystano niepatogenny szczep Escherichia coli
transformowany genem a-D-glukozylotransferazy maltozy z Deinococcus radiodurans.
Realizacja badan w tym zakresie ma duze znaczenie aplikacyjne i zawiera elementy nowosci
naukowej, poniewaz do tej pory opublikowano niewiele informacji dotyczacych
drobnoustrojéw wytwarzajacych syntaze trehalozy i wlasciwo$ciach otrzymywanych z nich

enzymow.
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7. Materiaty

7.1  Szczepy mikroorganizmow

=  Zmodyfikowane genetycznie komorki Escherichia coli (DE3) Rosetta pLysS
zawierajace plazmid z genem kodujacym wytwarzanie o-D-glukozylotransferazy
maltozy z Deinococcus radiodurans.

= Szczep Meiothermus ruber (DSM 1279) pochodzacy z Niemieckiej Kolekcji
Mikroorganizmoéw i Kultur Tkankowych.

= Szczep Deinococcus geothermalis (DSM 11300) pochodzacy z Niemieckiej Kolekcji
Mikroorganizmow i Kultur Tkankowych.

7.2 Skiladniki podlozy mikrobiologicznych

= (NH,4)2SO4 (POCH, Polska)

= Chloramfenikol (A&A Biotechnology, Polska)

= Ekstrakt drozdzowy (BTL, Polska)

= Ekstrakt wotowy (Becton, Dickinson Company, USA)
= Glukoza (Fluka, Niemcy)

= |zopropylo-B-D-tiogalaktozyd (IPTG) (Fermentas, Litwa)
= Kanamycyna (A&A Biotechnology, Polska)

= Maltoza (Fluka, Niemcy)

= Mocznik (POCH, Polska)

= NaCl (POCH, Polska)

= NH4NO; (POCH, Polska)

=  Pepton K (BTL, Polska)

= Sacharoza (POCH, Polska)

= Skrobia (POCH, Polska)

= S6l morska (Daco-Art , Polska)

= Trehaloza (Hayashibara, Japonia)

7.3  Odczynniki chemiczne

Odczynniki stosowane do badania wlasciwo$ci enzymu

= 2-merkaptoetanol (POCH, Polska )
= Aceton (POCH, Polska)
= Acetonitryl (Merck, Niemcy)
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Albumina osocza krwi wotowej (Serva, Niemcy)

Alumina A-5 (Sigma-Aldrich, Niemcy)

Azokazeina (Serva, Niemcy)

Blue Dextran (Serva, Niemcy)

Chlorki metali wymienione w tabelach nr 8, 23,24 (POCH, Polska)
Dimetylosulfotlenek (DMSO) (Reachim, Rosja)

Ditiotreitol (DTT) (Serva, Niemcy)

Dodecylosiarczan (VI) sodu (SDS) (Sigma-Aldrich, Niemcy)
Dwunastowodny wodorofosforan sodu (Na;HPO,4-12H,0) (POCH, Polska)
Etanol (POCH, Polska)

Fluorek fenylometylosulfonowy (PMSF) (Sigma-Aldrich, Niemcy)
Hemoglobina (ICN Biomedicals Inc., USA)

Izopropanol (POCH, Polska)

Kazeina (Serva, Niemcy)

Kwas borowy (H3BO,) (POCH, Polska)

Kwas cytrynowy (POCH, Polska)

Kwas etylenodiaminotetraoctowy (EDTA) (Sigma-Aldrich, Niemcy)
Kwas jodooctowy (Sigma-Aldrich, Niemcy)

Kwas octowy (CH3COOH) (POCH, Polska)

Kwas ortofosforowy (H3sPO,) (POCH, Polska)

Kwas p-chlorortgciowobenzoesowy (pCMB) (Sigma-Aldrich, Niemcy)
Lizozym (Fluka, Niemcy)

Metanol (POCH, Polska)

Mocznik (POCH, Polska)

NaOH (POCH, Polska)

Ovalbumina (Sigma-Aldrich, Niemcy)

Pepstatyna (Sigma-Aldrich, Niemcy)

Sephadex G-100 (Pharmacia Fine Chemicals, Szwecja)

Tris (Merck,Niemcy)

Triton X-100 (Fluka, Niemcy)

Tween 80 (BTL, Polska)

Zelatyna (FoodCare Group, Polska)

a-amylaza (Fluka, Polska)

B-globulina wotowa (Fluka AG, Buchs SG, Szwajcaria)
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Odczynniki stosowane w preparatyce bialek:

= Akrylamid (Sigma-Aldrich, Niemcy)

=  Aldehyd mrowkowy (POCH, Polska)

= Azotan srebra (POCH, Polska)

= Barwnik Coomassie Brilant Blue R-250 (Fluka, Niemcy)

= Biekit bromofenolowy (POCH, Polska)

= Glicerol (Chempur, Polska)

= Glicyna (POCH, Polska)

= Marker wielkos$ci biatek SM0431, SM1811 (Fermentas, Litwa)
=  N,N,N’,N’-tetrametyloetylenodiamina (TEMED) (Sigma-Aldrich, Niemcy)
= Nadsiarczan amonu (Sigma-Aldrich, Niemcy)

= Odczynnik Folina Ciocalteu’a (POCH, Polska)

= Siarczan miedzi pigciowodny (CuSOg4- 5 H,0) (POCH, Polska)
= Tiosiarczan sodu (POCH, Polska)

=  Weglan Sodu (Na,CO3)(POCH, Polska)

=  Winian sodowo-potasowy (POCH, Polska)

7.4 Aparatura

= Aparat do elektroforezy biatkowe;j ,,Bluestart” (DNA Gdansk 1)

= Aparat do elektrotransferu (Fermentas, Litwa)

= Aparat fotograficzny; obiektyw statoogniskowy 60 mm, filtr UV 390 HTMC (Canon
Eos 1000 D)

= Autoklaw pionowy (Systec VX-75, Niemcy)

= Filtry strzykawkowe o wielkosci porow 0,45 um (Merck, Niemcy).

=  Filtry zageszczajace Amicon® Ultra-15-10,000 MWCO i Amicon® Ultra-15-30,000
MWCO (Millipore, Irlandia)

= Inkubator z chtodzeniem (KB 53, Binder, Niemcy)

= Liofilizator (Martin Christ GmbH, Germany)

= Mieszadlo magnetyczne BMM21 (SRSE, Polska)

= pH-metr CP-551 (Elmetron, Polska)

= pompa perystaltyczna (ZALIMP typ PP1B-05, Polska)

= Spektrofotometr HeAios a (Thermo Spectronic, Wielka Brytania)

=  Termoblok Red Hot 35 Digital oraz Hot Shot 18 (DNA II Gdansk, Polska)
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=  Vortex WL-1 (Bio-mix, Polska)

= Waga laboratoryjna WPS 72 (Radwag, Polska)
=  Wirowka 5415R oraz 5415D (Eppendorf)

= Wiroéwka MPW-350R (MPW, Polska)

=  Wstrzasarka powietrzna (Ecotron, Szwajcaria)

= Wysokosprawny chromatograf cieczowy (LaChrom, L-7490, Hitachi Merck, Niemcy).

8. Metody badan

8.1 Badanie a-D-glukozylotransferazy maltozy
8.1.1 Szczep i warunki hodowli

Uzyty w eksperymencie preparat a-D-glukozylotransferazy maltozy otrzymano
z wykorzystaniem rekombinantowego szczepu Escherichia coli (DE3) Rosetta pLysS
transformowanego plazmidem pET-30Ek/LICDraST skonstruowanego w Katedrze Chemii,
Technologii i Biotechnologii Zywnosci przez dr inz. Pawita Filipkowskiego. Sposob
konstrukcji rekombinantowego szczepu oraz wytwarzania biatka rekombinantowego z metka
oligohistydynowa jest przedmiotem zgloszenia patentowego numer P.392388 z dnia
14.09.2010. Schemat otrzymywania rekombinantowego szczepu Escherichia coli
przedstawiono na rysunku nr 10.

Hodowlg rekombinantowego szczepu E. coli prowadzono na podtozu ptynnym LB (pH
7,2) zawierajacym na litr: 10 g peptonu K, 5 g ekstraktu drozdzowego, 10 g NaCl, 20 mg
kanamycyny oraz 34 mg chloramfenikolu. Pozywke¢ LB o objgtosci 3 mL z dodatkiem
antybiotyku zaszczepiono transformowanymi komorkami E. coli Rosetta (DE3) pLysS.
Hodowle prowadzono w wytrzasarce powietrznej przez noc w temperaturze 37°C przy
160 rpm. Nastepnie z hodowli pobierano 1 mL inokulum, ktérym zaszczepiono 50 mL
pozywki LB z dodatkiem kanamycyny i chloramfenikolu. Hodowlg¢ prowadzono, stosujac
okreslone warunki, do uzyskania ODgoo nm=0,5. Nastgpnie dodawano induktora o st¢zeniu
koncowym 1mM IPTG w pozywce | hodowle kontynuowano w 25°C przez 16 godzin. Po
zakonczeniu kultywacji hodowle wirowano przez 10 minut przy 5000 rpm, auzyskana

biomasg bakterii poddawano dezintegracji.
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Rys. 10. Schemat otrzymywania rekombinantowego szczepu Escherichia coli transformowanego plazmidem
PET-30 EK/LICDraST (Zgloszenie patentowe nr P.392388 z dn. 14.09.2010).
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8.1.2 Biosyntaza i oczyszczanie biatka

Osad bakteryjny uzyskany z 500 mL hodowli zawieszano w 25 mL buforu lizujacego
zawierajacego: 10 mM Tris-HCI o pH 8,8, 10 mM EDTA, 10 mM CaCl, i 1 mM PMSF.
Zawiesing poddawano dziataniu ultradzwigkow o amplitudzie A=30% przez 10 sekund,
powtarzajaCc procedurg¢ czterokrotnie w 30 sekundowych odstgpach czasowych. Lizat
wirowano przez 40 minut przy 9000 rpm. Nastepnie supernatant inkubowano przez 10 minut
w56°C w celu denaturacji i czgsciowego usunigcia balastowych bialek gospodarza. Lizat
ponownie wirowano przez 40 minut przy 9000 rpm. W kolejnym etapie preparat poddawano
dalszemu oczyszczaniu poprzez zastosowanie chromatografii metalopowinowactwa na ztozu
IDA (Novagen) z jonami Co®* wiazacymi bialka fuzyjne. Na przygotowana zgodnie
Z zaleceniami producenta kolumn¢ nanoszono ekstrakt bezkomorkowy. Bialka wymywano
buforami 0 wzrastajacym stezeniu imidazolu i Objgtosci rownej 2 objetosciom ztoza. Skiad
uzywanych buforéw przedstawiono w tabeli nr 5. Elucja a-D-glukozylotransferazy maltozy
nastgpowata przy 500 mM imidazolu. Frakcje zawierajace biatko taczono 1 zaggszczono
poprzez wirowanie na filtrach wirowkowych (Amicon MWCO=30,000 Da, Milipore) przy
5000 rpm przez 15 minut. Przed oznaczaniem aktywnos$ci, probki dializowano w celu

usuniecia sktadnikéw buforu.

Tabela 5. Sktad buforéw elucyjnych stosowanych w chromatografii metalopowinowactwa.

Bufor
Skiad A ] A | B | C | D | E
NaCl 05M
Bufor fosforanowy, pH 7,6 50 mM
Imidazol 5mM | 25mM | 50mM | 80mM | 100mM | 500 mM

8.1.3 Oznaczanie aktywnosci a-D-glukozylotransferazy maltozy

W proboéwkach Eppendorfa umieszczano 1 mL 10% roztworu maltozy w 0,1 M buforze
fosforanowo-cytrynianowym o pH 7,6 i ogrzewano przez 2 minuty w 30°C. Nastgpnie do
probéwek dodawano 0,1 mL preparatu enzymu i prowadzono reakcj¢ przez 120 minut. Po
zatrzymaniu reakcji poprzez ogrzewanie przez 10 minut w 95°C probki wirowano (10 minut,
12000 rpm) i saczono z uzyciem filtrow strzykawkowych o wielkosci porow 0,45 um (Merck,
Niemcy). Oczyszczone probki dozowano do kolumny APS-2 Hypersil (Thermo Electron
Corporation, Dreieh, Niemcy) o wymiarach 250 x 4,6 mm i ziarnie 5 pm i eluowano w 30°C

faza ruchoma acetonitryl/metanol/woda (78:11:11 v/v/v) przy natgzeniu przeptywu 1,6
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mL/min stosujac wysokosprawny chromatograf cieczowy z autosamplerem i detektorem
refraktometrycznym (LaChrom, L-7490, Hitachi Merck), i oprogramowaniem HSMD7000
ver.4.1. Znajdujace si¢ w mieszaninie reakcyjnej cukry identyfikowano przez poréwnanie
czasOw retencji badanych probek i roztworow wzorcowych o st¢zeniach 10 mg/mL. Jako
jednostke aktywnosci (U) przyjeto ilos¢ enzymu katalizujaca w ciagu 1 minuty wytwarzanie 1

umola trehalozy w przyjetych warunkach reakcji.

8.1.4 Wyznaczanie optymalnej temperatury i pH

Okreslenie optymalnej temperatury dziatania enzymu wyznaczono wedtug punktu 8.1.3,
prowadzac reakcj¢ konwersji w zakresie temperatur 0-55°C w 0,1 M buforze fosforanowo-
cytrynianowym o pH 7,6. Zalezno$¢ aktywnosci a-D-glukozylotransferazy maltozy od pH
reakcji okreslano wedlug punktu 8.1.3 stosujac 10% roztwor maltozy w 0,05 M buforach
Brittona-Robinsona o pH od 4,0 do 11.

8.1.5 Okreslenie wplywu temperatury i pH na stabilno$¢ enzymu

Oznaczenie zmian aktywno$ci preparatu wywotanych 2-godzinna inkubacja
w temperaturach zmienianych w zakresie 10-60°C prowadzono zgodnie z punktem 8.1.3.
W przypadku okreslenia wptywu pH na stabilno$¢ enzymu preparat inkubowano w 0,05 M
buforach Brittona-Robinsona o pH w zakresie od 4 do 11 w temperaturze 30°C przez 2
godziny. Po inkubacji probki dializowano w celu wymiany buforu na wodeg, a nastgpnie

mierzono aktywnos¢ zgodnie z punktem 8.1.3.

8.1.6 Wyznaczanie stalych kinetycznych

Stata Michaelisa (Ky) oraz Vmax reakcji izomeryzacji wyznaczano poprzez oznaczenie
aktywnoS$ci enzymu zgodnie z punktem 8.1.3, w zmiennym zakresie st¢zen substratu od 146
mM do 877 mM maltozy. Wartosci Km I Vmax zostaly wyliczone metoda Lineweavera-Burka
(1934). Zbadano rowniez kinetyke reakcji odwrotnej izomeryzacji, zgodnie z punktem 8.1.3

w zakresie stezen od 146 mM do 877 mM trehalozy.

8.1.7 Oddzialywanie kationow

Wplyw jonow na aktywno$¢ katalityczna oznaczano poprzez dodatek do substratu reakcji
roztwordéw soli chlorkowych poszczegolnych kationow do uzyskania koncowego stgzenia 1, 5
i 10 mM. Aktywno$¢ badanych preparatow oznaczano zgodnie z punktem 8.1.3. Do
oznaczenia uzyto AlCl;, BaCl,, CoCl,, CuCl,, FeCls, HgCl,, MgCl,, MnCl,, ZnCl,, NiCl,
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i CaCl,. Zmiany aktywno$ci okreslono jako procent aktywno$ci proby kontrolnej nie

zawierajacej jonow.

8.1.8 Wplyw zwigzkéw chemicznych na aktywacje lub inhibicje

Zmiany aktywno$ci a-D-glukozylotransferazy maltozy pod wptywem substancji
chelatujacych jony metali lub powodujacych zmiany czwartorzgdowej struktury enzymu
i struktury jego podjednostek, oznaczono wedlug punktu 8.1.3 stosujac jako substrat roztwor
maltozy, do ktorego wprowadzano substancje wymienione w tabeli 9 i 10, w ilo$ci niezbgdnej
do uzyskania w srodowisku reakcji zaplanowanych stezen. Zmiany aktywno$ci okreslono
jako procent aktywnosci prob kontrolnych, do ktoérych nie wprowadzano dodatkowych

substancji chemicznych.

8.1.9 Wplyw czasu konwersji maltozy

Wplyw czasu reakcji na sktad produktow konwersji 10% maltozy prowadzono zgodnie

z punktem 8.1.3, w zmiennych czasach reakcji przez 2, 4, 6, 8,14, 16, 24, 26, 32 godziny.

8.1.10 Oznaczanie zawartos$ci bialek

Zawarto$¢ bialek oznaczano metoda Lowry’ego (1951) i obliczano z réwnania regresji
krzywej wzorcowej sporzadzonej dla albuminy osocza krwi wolowej (Serva, Niemcy).
Krzywa wzorcowa okreslono w zakresie stezen 0-100 pg/mL. Absorbancje mierzono przy

dhugosci fali 750 nm.

8.1.11 Wyznaczanie masy czasteczkowej metoda filtracji zelowej

Saczenie molekularne przeprowadzono na kolumnie Superdex 200 HR 10/30 (Amersham
Biosciences). Biatka eluowano przy uzyciu 20 mM buforu Tris-HCI o pH 8,4 zawierajacego
300 mM NaCl przy natezeniu przetywu 0,5 mL/min. Do wyznaczenia masy czasteczkowej
sporzadzono krzywa wzorcowa w postaci funkcji:

log MW = f(V/Vy),

gdzie: MW —masa czasteczkowa biatek wzorcowych (Da),

V — objetos¢ elucji biatek wzorcowych (mL),

Vo — objetos¢ martwa kolumny (mL),
dla biatek o znanej masie czasteczkowej. Biatka stosowane do przygotowania krzywej
kalibracyjnej: anhydraza weglanowa (29 kDa), owoalbumina (43 kDa), BSA (66 kDa),
dehydrogenaza alkoholowa (150 kDa), B-amylaza (200 kDa), appoferrytyna (443 kDa),
tyreoglobulina (669 kDa).
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8.1.12Elektroforeza bialek w zZelu poliakrylamidowym w warunkach
denaturujacych (SDS-PAGE)

Do rozdziatlu elektroforetycznego biatek w warunkach denaturujacych przygotowano zele
sktadajace si¢ z dwoch warstw: 6% zaggszczajacy zel gorny i 12 % rozdzielajacy zel dolny.
Zele przygotowano zgodnie z tabela nr 6.

W celu przygotowania zelu odtluszczone szybki ztozono, uszczelniono gumka, spigto

klipsami 1 wlozono pomigdzy nie grzebien. Do przestrzeni wprowadzono mieszaning zelu
rozdzielajacego, zalano woda i1 pozostawiono do spolimeryzowania. Nastgpnie usuni¢to znad
zelu wodg 1 wprowadzono mieszaning zelu zaggszczajacego. Po spolimeryzowaniu usunigto
grzebien i gumke uszczelniajaca, a zel umieszczono w aparacie do elektroforezy i wypetniono
buforem 1xTris — glicyna o pH 8,3 (25 mM Tris, 250 mM glicyna, 0,1% SDS).
Marker oraz probki nanoszone na zel zostaty uprzednio przygotowane. 5 ul roztworu buforu
obciazajacego (0,06 M Tris-HClI o pH 6,8, 2% SDS, 25% glicerol, 144 mM 2-
merkaptoetanol, 0,1% bigkit bromofenolowy) mieszano z markerem oraz pozostalymi
probkami odpowiednio w stosunku 1:1 oraz 1:4. Nastgpnie inkubowano je przez 10 minut
w 100°C 1 po ochtodzeniu nanoszono na studzienki w zelu. Elektroforezg¢ prowadzono przy
napigciu 6-15 V/em dlugosci zelu. Po zakonczeniu rozdzialu elektroforetycznego zel
poliakrylamidowy umieszczano w roztworze barwiacym (0,5 g barwnika Coomassie Brilant
Blue R-250, 50 mL metanolu, 10 mL lodowatego kwasu octowego, 40 mL wody)
i inkubowano, lekko mieszajac w temperaturze pokojowej przez 30 minut. Nast¢pnie zel
przenoszono do roztworu odbarwiajacego (20 mL metanolu, 10 mL kwasu octowego, 60 mL
wody). Czysto$¢ elektroforetyczna uzyskanego preparatu wyznaczono przy uzyciu
oprogramowania Quantity One (Bio-Rad, Kalifornia, USA).

Tabela 6. Sktad roztworow do przygotowania zelu rozdzielajacego i zaggszczajacego.

Objetos¢ sktadnikdéw (mL)

Sktadniki Zel zageszczajacy Zel rozdzielajacy
6% 12%
Woda 2,7 49
30% roztwor akrylamidow 0,67 6,0

1 M Tris-HCI, pH=6,8 0,5 -

1,5 M Tris-HCI, pH=8,8 - 3,8
10 % SDS 0,04 0,15
10 % nadsiarczan amonu 0,04 0,15

TEMED 0,004 0,006
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8.2 Badanie proteaz
8.2.1 Przygotowanie inokulum Deinococcus geothermalis i Meiothermus ruber

Kulture ze zliofilizowanego szczepu Deionococcus geothermalis (DSM 11300) oraz
Meiothermus ruber (DSM 1279) zakupionych z Niemieckiej Kolekcji Mikroorganizmow
i Kultur Komoérkowych przygotowano zgodnie z procedura zalecana przez producenta.
Liofilizowane komorki drobnoustroju zawieszano w 1 mL jatlowego podtoza standardowego
(wg punktu 8.2.2), a nastgpnie przenoszono do 5 mL tego samego podtoza umieszczonego
W szczelnie zamykanej, jatowej probowce. Probowke inkubowano w cieplarce bez
wstrzasania w skosniej pozycji przez okres 3-5 dni w temperaturze 45°C w przypadku
Deinococcus geothermalis i w temperaturze 55°C w przypadku Meiothermus ruber. Uzyskane
tym sposobem inokulum wykorzystywano do zaszczepienia pozywki hodowlanej,
przygotowanej wedlug punktu 8.2.2 w okresie nie przekraczajacym 1 tygodnia

przechowywania chtodniczego (4°C).

8.2.2 Warunki hodowli Deinococcus geothermalis i Meiothermus ruber

Hodowle Deinococcus geothermalis prowadzono na ptynnym podtozu standardowym,
zawierajacym 0,1% peptonu K, 0,1% ekstraktu drozdzowego i 0,2% soli morskiej. Po
doprowadzeniu pH do wartosci 7,2, porcje podtoza o objgtosci 1000 mL umieszczano
w kolbach Erlenmayera o pojemnosci 2000 mL i sterylizowano w temperaturze 121°C przez
30 min., anastgpnie zaszczepiano 10 mL zawiesiny bakterii (ODgoo>1,2). Hodowle
Meiothermus ruber prowadzono na ptynnym podtozu standardowym o pH 8, zawierajacym
0,5% peptonu K, 0,1% ekstraktu drozdzowego i 0,1% skrobi. Hodowle¢ drobnoustrojow
prowadzono przez okreslony czas w warunkach tlenowych bez dodatkowego napowietrzania
w termostatowanej wstrzasarce z szybkos$cia wstrzasania 160 cykli/min w temperaturze 45°C
(D. geothermalis) i 55°C (M. ruber). Po zakonczeniu hodowli biomas¢ bakterii odwirowano
przez 15 min (7000xg) w temp. 15°C. Ciecz pozostata po hodowli i odwirowaniu komorek
zaggszezano poprzez liofilizacje. Znang objgto$¢ roztworu zamrazano, a nast¢pnie suszono
sublimacyjnie w temperaturze -83°C i przy cisnieniu 0,370 mbar przez 96 godzin. Otrzymany

liofilizat przechowywano w warunkach chtodniczych (+ 4°C).

8.2.3 Wyznaczenie krzywej wzrostu

W celu okreslenia szybko$ci przyrostu biomasy hodowle Deinococcus geothermalis

prowadzono przez 30 godzin na podtozu standardowym wedlug punktu 8.2.2. Po 2 godzinach
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od zaszczepienia hodowli rozpoczgto przeprowadzane w odstgpach dwugodzinnych pomiary
gestosci optycznej (ODggo) zawiesiny komorek oraz dla materiatu uzyskanego po 6, 8, 12, 18,
24 godzinach zmierzono aktywnos$¢ proteolityczna (wg punktu 8.2.10). Mierzac gesto$é
optyczna stosowano jako probe odniesienia nie zaszczepione komoérkami drobnoustroju
wysterylizowane podtoze. Przyrost biomay hodowli Meiothermus ruber badano
W analogiczny sposob przez okres 50 godzin. Aktywnos$¢ proteolityczng zmierzono (wg

punktu 8.2.10) w przypadku probek uzyskanych po 8, 10, 14, 24, 32 godzinach.

8.2.4 Okreslenie wplywu warunkow hodowli na produkcje enzymow
proteolitycznych

Hodowle Deinococcus geothermalis prowadzono wedlug punktu 8.2.2 w temperaturze
30, 35, 40, 45, 50, 55 1 60°C oraz zmiennym pH hodowli w zakresie 4-11. Po zakonczeniu
hodowli biomasg bakterii odwirowano przez 15 min (7000xg) w temp. 15°C. Ciecz pozostata
po hodowli i odwirowaniu komorek zageszczano poprzez liofilizacje. Znana objgtos¢
roztworu zamrazano, a nast¢pnie suszono sublimacyjniec w temperaturze -83°C i przy
ci$nieniu 0,370 mbar przez 96 godzin. W otrzymanym liofilizacie oznaczano aktywnos$¢
proteolityczna. Analogicznie postgpowano w przypadku Meiotherus ruber, gdzie hodowlg
prowadzono zgodnie z punktem 8.2.2 w temperaturze 40, 45, 50, 55, 60 i 65°C oraz

zmiennym pH hodowli w zakresie 4-11.

8.2.5 Badanie wplywu skladu podloza na wydajnos¢ wytwarzania proteaz

W celu okreslenia wptywu réznego rodzaju zrodet wegla 1 azotu na wydajnosé
hodowli i produkcji enzymoéw proteolitycznych prowadzono hodowlg Deinococcus
geothermalis i Meiothermus ruber wedlug punktu 8.2.2 na podtzach, ktére zostaly podane
w tabeli nr 18. Jako zrodlo azotu organicznego zastosowano: ekstrakt wolowy, pepton K
i ekstrakt drozdzowy. Zrédlem azotu nieorganicznego byl mocznik, azotan amonu oraz
siarczan amonu. Glukoza, maltoza, trehaloza, sacharoza, skrobia postuzyty jako zrodto wegla.

Komponenty podloza byly podawane w stgzeniu kohcowym wynoszacym 0,2%.

8.2.6 Przygotowanie ekstraktu bialek komérkowych Deinococcus geothermalis
i Meiothermus ruber

Ekstrakt biatek komoérkowych otrzymywano poprzez dezintegracje¢ komorek
Deinococcus geothermalis lub Meiothermus ruber z aluming (Al;03). Okoto 5 g zamrozonej
biomasy ucierano w mozdzierzu (15 min, 4°C) z 10 g aluminy i 25 mL dodawanego

stopniowo 0,1 M buforu fosforanowo-cytrynianowego (pH 7,2 lub pH 8,0) zawierajacego w 1
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litrze 1 mmol DTT. Zawiesing komoérek odwirowywano przez 15 min przy 9000xg (4°C)
I Wuzyskanym supernatancie oznaczano zawarto$¢ biatek i aktywnos¢ proteolityczna (wg

punktu 8.2.10).
8.2.7 Wpysalanie bialek cieczy pohodowlanej siarczanem (VI) amonu

W celu wyodrgbnienia frakcji bialek rézniacych si¢ aktywno$cia enzymatyczna
zageszezong poprzez liofilizacje ciecz pohodowlana rozpuszczano w znanej objetosci wody
i poddawano frakcjonowaniu (NH4)2SO4. Do wodnego roztworu biatek stopniowo dodawano
krystaliczny (NH4);SO4, az do uzyskania nasycenia 30% (w/v). Po 6 godz. inkubacji
w temperaturze 4°C precypitat odwirowywano (15 min, 9000xg) i rozpuszczano
w niewielkiej, znanej objegtosci 50 mM buforu fosforanowo — cytrynianowego o pH 7,2.
W podobny sposob oddzielano z supernatantu kolejne frakcje stracane przy nasyceniu
siarczanem (VI) amonu wynoszacym 45% 1 90% (w/v). Otrzymane roztwory biatek
dializowano poprzez ultrafiltracje przy uzyciu Centrifugal Filter Units (Amicon® Ultra-15-
10,000 MWCO) o zdolnosci rozdzielczej 10 kDa i1 oznaczano w nich aktywnosc

enzymatyczng oraz st¢zenie biatek.
8.2.8 Stracanie bialek cieczy pohodowlanej rozpuszczalnikami organicznymi

Do stracania biatek uzywano okreslona ilo$¢ cieczy pohodowlanej i dodawano co
najmniej 3-krotna objetos¢ lodowo-zimnego acetonu lub metanolu. Probki inkubowano przez
30 minut w temperaturze -20°C co 5 minut mieszajac je. Nast¢pnie uzyskany precypitat
odwirowywano (15 min, 9000xg) i suszono sublimacyjnie w temperaturze -83°C i przy
cis$nieniu 0,370 mbar przez godzing. W uzyskanych preparatach oznaczano aktywnos¢

enzymatyczng oraz st¢zenie biatek.

8.2.9 Oczyszczanie enzymu o aktywnosci proteolitycznej

Oczyszczanie enzymu prowadzono stosujac filtracj¢ zelowa na kolumnie (2,3x45 cm)
ze zlozem Sephadex G-100. Wszystkie operacje zwiazane z przygotowaniem zloza
chromatograficznego 1 jego rownowazeniem prowadzono zgodnie z zaleceniami producenta.

Zageszczona i odsolona frakcje biatek uzyskanych poprzez stracenie przy wysyceniu
90% (NH4)2SO4 nanoszono na kolumng zrownowazona 50 mM buforem fosforanowo-

cytrynianowym o pH 7,0. Biatka eluowano przy uzyciu tego samego buforu przy natezeniu
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przeptywu 1 mL/min, zbierajac frakcje o objgtosci 4 mL, w ktorych oznaczono zawartosé¢

biatek przez pomiar absorpcji przy 280 nm oraz aktywnos$¢ proteolityczna (wg punktu 8.2.10).

8.2.10 Oznaczanie aktywnosci proteolitycznej

Aktywno$¢ proteolityczna oznaczano przy uzyciu azokazeiny jako substratu zgodnie ze
zmodyfikowana procedura Sarah i wspolpracownicy (2001). W przypadku preparatu
pozyskanego z D. geothermalis w proboéwkach Eppendorfa umieszczano 0,250 mL 0,2%
roztworu azokazeiny w 0,1 M buforze fosforanowo-cytrynianowym o pH 7,2 i ogrzewano
przez 2 minuty w 60°C. Nast¢pnie do probowek dodawano 0,150 mL preparatu enzymu
I prowadzono reakcjg przez 15 minut. Po zatrzymaniu reakcji poprzez dodanie 1,2 mL kwasu
trichlorooctowego (TCA) probki inkubowano przez 15 min w 4°C i wirowano (10 minut,
12000 rpm). Nastgpnie 1 mL supernatantu dodawano do 2 mL 1 M NaOH i mierzono
absorpcje probki przy ditugosci fali A=440 nm. W przypadku probki kontrolnej zamiast
enzymu dodawano odpowiednig i1lo§¢ buforu. Proba §lepa dla enzymu byla przygotowana
poprzez zmieszanie enzymu, TCA oraz azokazeiny w tej kolejnosci. Jako jednostke
aktywnos$ci (U) przyjeto taka ilo$¢ enzymu, ktéra powoduje zmiang absorbancji o 0,01
w danych warunkach reakcji. Analogicznie postgpowano badajac preparat z M. ruber, jednak
w tym przypadku do reakcji uzywano 0,2% roztworu azokazeiny w 0,1 M buforze

fosforanowo-cytrynianowym o pH 8,0 a reakcj¢ prowadzono w 80°C.

8.2.11 Wyznaczanie optymalnej temperatury i pH

Okreslenie optymalnej temperatury dziatania enzymu z Deinococcus geothermalis
wykonano wedtug punktu 8.2.10, prowadzac reakcje hydrolizy w zakresie temperatur 30-
80°C w 0,1M buforze fosforanowo-cytrynianowym o pH 7,2. Aktywno$¢ preparatu
z Meiothermus ruber badano w zakresie temperatur 40-80°C w 0,1M buforze fosforanowo-
cytrynianowym o pH 8,0. Zalezno$¢ aktywnosci proteaz od pH reakcji okreslano wedtug
punktu 8.2.10, stosujac 0,2% roztwor azokazeiny w 0,05 M buforach Brittona-Robinsona
opHod4,0do125.

8.2.12 OKkreslenie wptywu temperatury i pH na stabilno$¢ enzymu

Oznaczenie zmian aktywno$ci preparatu wywotanych 1-godzinna inkubacja
w temperaturach zmienianych w zakresie 30-100°C prowadzono zgodnie z punktem 8.2.10.
W przypadku okreslenia wptywu pH na stabilno$¢ enzymu, preparat inkubowano w 0,05 M

buforach Brittona-Robinsona o pH w zakresie od 4-12,5, w temperaturze 15°C przez 1
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godzing. Po inkubacji probki dializowano w celu wymiany buforu na wodg, a nastgpnie

mierzono aktywno$¢ zgodnie z punktem 8.2.10.

8.2.13 Wyznaczanie statych kinetycznych

Stata Michaelisa (Km) oraz Vmax reakcji hydrolizy wyznaczano poprzez oznaczenie
aktywnosci enzymu zgodnie z punktem 8.2.10 w zmiennym zakresie stgzen substratu od
0,625 mg/mL do 40 mg/mL azokazeiny. Warto$ci Km I Vmax zostaly wyliczone metoda
Lineweavera-Burka (1934).

8.2.14 Oddzialywanie kation6w

Wpltyw jondéw na aktywnos$¢ katalityczna oznaczano poprzez dodatek do preparatu
enzymu roztworow soli chlorkowych poszczegdlnych kationow do uzyskania koncowego
stezenia 1, 5 lub 10 mM. Probki inkubowano przez godzing w 4°C, a nastgpnie badano
aktywno$¢ preparatow zgodnie z punktem 8.2.10. Do oznaczenia uzyto AlCls, BaCl,, CoCly,
CuCl,, FeCl;, HgCl,, MgCl;, MnCl,, NaCl, ZnCl,, NiCl, iCaCl,. Zmiany aktywnosci

okreslono jako procent aktywnos$ci proby kontrolnej nie zawierajacej jonow.

8.2.15 Wplyw zwigzkéw chemicznych na aktywacje lub inhibicje

Zmiany aktywnosci proteaz pod wplywem substancji chelatujacych jony metali lub
powodujacych zmiany czwartorzegdowej struktury enzymu i struktury jego podjednostek
oznaczono wedlug punktu 8.2.10. Do badania uzyto probki, do ktérych uprzednio
wprowadzono substancje wymienione w tabelach 25-27, w ilosci niezbgdnej do uzyskania
w srodowisku reakcji zaplanowanych stgzen iinkubowano w 4°C. Zmiany aktywnosci
okreslono jako procent aktywnosci prob kontrolnych, do ktorych nie wprowadzano

dodatkowych substancji chemicznych.

8.2.16 Specyficznos$¢ substratowa

Okreslenie specyficznosci dziatania polegalo na okresleniu zdolnosci proteaz do hydrolizy
réznego rodzaju substratow biatkowych. Do oznaczenia uzyto 2% roztworow: kazeiny,
hemoglobiny, lizozymu, owoalbuminy, surowiczej albuminy wotowej (BSA), B-globuliny
wotowej, zelatyny oraz hydrolizatu keratyny. W zakrgcanych proboéwkach szklanych
umieszczano 2,5 mL wodnego roztworu danego biatka i ogrzewano przez 2 minuty w 60°C.
Nastepnie do probowek dodawano 0,5 mL preparatu enzymu i prowadzono reakcje przez 15

minut. Po zatrzymaniu reakcji poprzez dodanie 2,5 mL kwasu trichlorooctowego (TCA)
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probki inkubowano przez 15 min w 4°C i wirowano (10 minut, 12000 rpm). Nastgpnie 2 mL
supernatantu przenoszono do 5 mL 0,5 M Na;COs;, dodawano 1mL odczynnika Folina,
worteksowano i mierzono absorpcj¢ probki przy dtugosci fali A=660 nm. W przypadku probki
kontrolnej zamiast enzymu dodawano odpowiednia ilo$¢ buforu. Proba $lepa dla enzymu byta
przygotowana poprzez zmieszanie enzymu, TCA oraz substartu w tej kolejnosci. Miara
aktywnosci enzymu jest ilos¢ pmoli tyrozyny (odczytana zrdéwnania regresji:
c[umol]=0,2817-4A-0,0006 krzywej wzorcowej sporzadzonej w zakresie stezen 0,025-0,25

pumoli tyrozyny) uwolniona w danych warunkach reakcji.

8.2.17 Oznaczanie zawartosci biatek

Zawartos¢ biatek oznaczano metoda Lowry’ego (1951) 1 obliczano z rOwnania regresji
krzywej wzorcowej sporzadzonej dla albuminy osocza krwi wotowej (Serva, Niemcy).

Krzywa wzorcowa okreslono w zakresie stezen 0-100 pg/mL. Absorbancje mierzono przy

dhugosci fali 750 nm.

8.2.18 Wyznaczanie masy czasteczkowej metodaq filtracji zelowej

Saczenie molekularne przeprowadzono na kolumnie (2,3x45 cm) ze ztozem Sephadex G-
100, na ktora naniesiono kolejno po 1 mL bialek wzorcowych i1 roztworu Blue Dextran.
Biatka eluowano przy uzyciu 50 mM buforu fosforanowo-cytrynianowego o pH 7,0, przy
nat¢zeniu przeplywu 1 mL/min, zbierajac frakcje o objgtosci 4 mL, w ktorych oznaczano
zawarto$¢ biatek przez pomiar absorpcji przy 280 nm, a absorpcj¢ Blue Dextranu mierzono
przy 500 nm. Do wyznaczenia masy czasteczkowej sporzadzono krzywa wzorcowa w postaci
funkcji:

log MW = f(V/V,),
gdzie: MW —masa czasteczkowa biatek wzorcowych (Da),
V — objetos¢ elucji biatek wzorcowych (mL),
Vo — obj¢tos¢ martwa kolumny (mL),
dla biatlek o znanej masie czasteczkowej. Bialka stosowane do przygotowania krzywej
kalibracyjnej: lizozym jaja kurzego (14,6 kDa), owoalbumina (43 kDa), a-amylaza
z A .oryzae (51 kDa), BSA (66 kDa) oraz Blue Dextran (2000 kDa) uzyty w celu wyznaczenia

objetosci martwej kolumny.
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8.2.19Elektroforeza bialek w zZelu poliakrylamidowym w warunkach
denaturujacych (SDS-PAGE)

Przygotowanie zeli oraz probek do elektroforezy przeprowadzono zgodnie z punktem
8.1.12. Elektroforez¢ wykonywano przy napigciu 6-15 V/em dlugosci zelu. Po zakonczeniu
rozdzialu elektroforetycznego zel poliakrylamidowy wybarwiano metoda srebrowa wg
Shevchenko i wspolpracownicy (1996). Zel inkubowano przez 45 minut w $wiezo
sporzadzonym roztworze zawierajacym 5% kwas octowy 1 50% metanol, a nastgpnie przez 15
minut w 50% metanolu. Przemyty dejonizowana woda zel inkubowano w kolejnym etapie
w 0,02% tiosiarczanie sodu. Zel ponownie ptukano w wodzie, a nastepnie barwiono przez 40
minut w0,15% roztworze azotanu srebra. Po przemyciu woda zel wywolywano az do
pojawienia si¢ pozadanego zabarwienia w roztworze zawierajacym 2% weglan sodu oraz
0,04% formaldehyd. Barwienie przerywano poprzez przeniesienie zelu do 5% roztworu

kwasu octowego. Tak przygotowany zel odpowiednio dokumentowano.

8.2.20 Oznaczanie aktywnosci metoda zymografii zelowej

W celu zidentyfikowania frakcji bialek o aktywnos$ci proteolitycznej wykorzystano
metode zymografii zelowej (Pan i in., 2011; Iwai i in., 2010). Do prébek dodawano 2x
stezony bufor obciazajacy, nie zawierajacy czynnika redukujacego (0,5 M Tris-HCI (pH=6,8);
10% SDS; glicerol; 0,05% btekit bromofenolowy), a nastgpnie rozdzielano elektroforetycznie
analogicznie z punktem (8.2.19). Nastgpnie rozdzielone biatka byly transferowane
elektroforetycznie na zel poliakrylamidowy zawierajacy 0,1% zelatyny. Transfer
elektroforetyczny prowadzono przez 60 min przy napigciu 120 V. Po zakonczonym transferze
zel ptukano w 2,5% roztworze Triton X-100 przez 20 minut, aby usuna¢ SDS i zrenaturowac
bialka, po czym zele inkubowano w buforze rozwijajacym (50 mM Tris—HCI (pH=7,5); 5
mM CaCly) przez 12 h w temperaturze 45°C. Wizualizacje powstalych prazkow
przeprowadzano barwiac zele Coomassie Blue R250, rozcienczonym w roztworze
zawierajacym 50% metanolu i 10% kwasu octowego. Enzymy rozkladajac zelatyng
znajdujaca si¢ w zelu poliakrylamidowym, pozostawiaja odbarwiony prazek na tle granatowo

wybarwionego zelu.

8.2.21Zmiany aktywnos$ci enzymu podczas przechowywania
Zliofilizowane preparaty proteaz z D. geothermalis i M. ruber przechowywano
w temperaturze 4°C przez okres 12 tygodni. Zmiany aktywnosci, wedlug procedury

przedstawionej w punkcie 8.2.10., byly mierzone w odstgpach 2-tygodniowych.
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8.3 Anazliza statystyczna wynikow

Wszystkie zamieszczone w tabelach oraz na wykresach wyniki sa $rednia z co
najmniej trzech niezaleznych oznaczen + odchylenie standardowe. W wybranych wariantach
wyniki poddano analizie statystycznej z uzyciem programu STATGRAPHICS version 2.1
(Statistical Graphics Corporation, USA). Zastosowano analiz¢ wariancji z klasyfikacja

pojedyncza.
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9. Omowienie wynikow

9.1 Charakterystyka o-D-glukozylotransferazy maltozy z Deinococcus
radiodurans

9.1.1 Oczyszczanie a-D-glukozylotransferazy maltozy z Deinococcus radiodurans
Dzigki inzynierii genetycznej stala si¢ mozliwa poprawa wlasciwosci funkcjonalnych

enzymow, jak rowniez znaczne obnizyt si¢ koszt ich produkcji i oczyszczania. (Rastall

i Maitin, 2002). Wysoka czysto$¢ preparatu pozwala na uzycie go w mniejszych ilosciach

podczas procesu technologicznego.

Tabela 7. Oczyszczanie a-D-glukozylolotransferazy maltozy z Deinococcus radiodurans.

Aktywnosé

Preparat Catkowite Aktywnos¢ specyficzna Odzysk Stopien
biatko [m catkowita [U % oczyszczenia
Ekstrakt komérkowy? 1416,7 167 0,118 100 1
Ekstrakt komérkowy po denaturacji 10387 159 0,153 95,2 1,30

cieplnej (56°C, 10min)
Ekstrakt komérkowy po denaturacji
cieplnej i chromatografii 2,4 28,4 11,83 17 100,3
metalopowinowactwa

8 Preparat poddany oczyszczaniu pochodzit z 1litra hodowli.

Oczyszczanie preparatu a-D-glukozylotransferazy maltozy obejmowato denaturacj¢ cieplna
biatek gospodarza oraz oczyszczanie metoda chromatografii metalopowinowactwa.
Zastosowanie tych dwoch etapéw pozwolito na uzyskanie prawie homogennego preparatu
(Tabela 7). Efektem wstgpnej inkubacji przez 10 minut w 56°C bylo stracenie okoto 27%
balastowych biatek bez spadku aktywnosci preparatu. Wykorzystanie wysoce selektywnej
metody IMAC (Immobilized Metal Affinity Chromatography) pozwolito na stukrotne
oczyszczenie i uzyskanie homogennego preparatu a-D-glukozylotransferazy maltozy (Rys.11)
0 aktywnos$ci  wynoszacej] 11,83 U/mg. Koncowy preparat wykazuje czystosé
elektroforetyczna wynoszaca okoto 92 %.

Czysty preparat syntazy trehalozy zostal uzyskany rowniez w przypadku
rekombinantowego biatka z Arthrobacter aurescens, potwierdzajac tym samym skutecznos¢
oczyszczania enzymu z wykorzystaniem chromatografii metalopowinowactwa (Xiuli i in.,
2009). W przypadku a-D-glukozylotranferazy maltozy z Deinococcus radiodurans uzyta
zostata kolumna kobaltowa ze wzglegdu na nizszy stopien inhibicji enzymu tym
dwuwartosciowym jonem w poréwnaniu do niklu, ktory czegsto wykorzystuje si¢ w metodzie
IMAC (rozdziat 8.3). Aktywno$¢ a-D-glukozylotransferazy maltozy byta oznaczana poprzez
identyfikacje¢ produktow konwersji metoda HPLC. Przyktad sktadu mieszaniny poreakcyjnej

przedstawiono na rysunku 12.
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<— 45kDa
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Rys. 11. Rozdziat elektroforetyczny w zelu poliakrylamidowym przedstawiajacy
wyniki oczyszczania ekstraktu bezkomoérkowego z E. coli Rosetta (DE3) pLysS
+ DraSTpET30His. M-marker, 1-ekstrakt bezkomorkowy, 2-ekstrakt
komérkowy po denaturacji cieplnej, 3—ekstrakt komérkowy po denaturacji
cieplnej i IMAC.
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Rys. 12. Zidentyfikowane metoda HPLC produkty konwersji 10% roztworu
maltozy (2h, 30°C, pH 7,6) katalizowanej o-D-glukozylotransferaza maltozy
z D. radiodurans. Na rysunku zaznaczono cukry: glukoze (G), maltozg (M)
i trehaloze (T).
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9.1.2 Wiasciwosci a-p-glukozylotransferazy maltozy z Deinococcus radiodurans

Badany enzym osigga maksymalna aktywno$¢ w temperaturze 30°C (Rys.13) Jest to
temperatura odpowiadajaca optymalnym warunkom wzrostu mikroorganizmu, z ktorego
pochodzi. W zakresie 25-35°C aktywno$¢ enzymu prawie si¢ nie zmienia, jednak dalsze
podwyzszanie temperatury powoduje szybka inaktywacj¢ preparatu. Podobna optymalna
temperatur¢ dziatania maja syntazy trehalozy pochodzace z mezofili Pseudomonas putida
(35°C), Corynebacterium glutamicum (35°C) oraz Enterobacter hormaechei (37°C) (Ma i in.,
2006; Tae-Kyun i in., 2010; Yue i in., 2009).

Badany preparat wykazuje do$¢ duza podwyzszona cieptooporno$é. Dwugodzinna
inkubacja w 45°C w buforze fosforanowo-cytrynianowym o pH 7,6 nie powoduje znaczacego
spadku aktywno$ci enzymu (Rys. 13). Utrata zdolno$ci katalitycznej nastgpowala dopiero
w temperaturze 50°C 1 wynosita 30 %. Inkubacja w 60°C powodowata catkowita inaktywacj¢
preparatu. Czas potowicznej inaktywacji cieplnej w 55°C, 50°C i 40°C wynosit odpowiednio

22 minuty, 613 minut oraz 28,5 godziny (wyniki nie umieszczone w pracy).

80

Aktywno$¢ wzgledna [%]
B [e2]
o o

20

O O T T T T T
0 10 20 30 40 50 60
Temperatura [°C]

Rys. 13. Wplyw temperatury reakcji na aktywnos¢ (o) i stabilno$¢ (e) a-D-
glukozylotranferazy maltozy z Deinococcus radiodurans mierzony w 0,1 M
buforze fosforanowo-cytrynianowym o pH 7,6. Wyniki sa $rednia z 3 oznaczen +
odchylenia standardowe.

Optymalne pH konwersji maltozy, katalizowanej przez o-D-glukozylotransferaze
maltozy z Deinococcus radiodurans wynosi 7,6 i w zakresie pH od 5,0 do 9,5 enzym
zachowuje potoweg aktywnosci maksymalnej (Rys. 14). Pod wzglegdem optymalnych

parametrow reakcji podobne wiasciwosci wykazuja wymienione wczesniej syntazy trehalozy
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pochodzace z Pseudomonas putida oraz Corynebacterium glutamicum, ktorych
najaktywniejsze dziatanie odnotowane jest odpowiednio w pH 7,4 1 7 (Ma i in., 2006; Tae-
Kyun i in., 2010). Badana a-D-glukozylotransferaza maltozy pomimo godzinnej inkubacji
w buforach o zmiennym pH w zakresie pH od 5,5 do 9 zachowuje aktywnos$c katalityczna
powyzej 60% (Rys. 14).
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Rys. 14. Wplyw pH reakcji na aktywno$¢ (o) i stabilnos¢ (e) a-D-
glukozylotranferazy maltozy z Deinococcus radiodurans. Wyniki sa $rednia z 3
oznaczen + odchylenia standardowe.

9.1.3 Wplyw kationow

W przypadku enzyméw przeznaczonych do przetwarzania zywnos$ci duze znaczenie
ma okreslenie wplywu substancji mineralnych, ktorych zrodlem moze by¢ wyjsciowy
surowiec. Wplyw jondw na stabilizacj¢ bialek moze by¢ wynikiem interakcji chemicznej
pomigdzy biatkami oraz jonami pelniacymi rol¢ kofaktora lub inhibitora enzymu. Jednakze
swoisto$¢ dziatania jonow jest gléwnie przypisywana ich zdolnosci do modyfikowania
struktury wody (Zhao, 2005). Jony soli oddziatuja specyficznie z czasteczkami wody,
powodujac zmiang jej stanu fizycznego, co prowadzi do zmiany jej oddzialywan z biatkami.
Moga by¢ to oddziatywania kosmotropowe — stabilizujace quasi-krystaliczna struktur¢ wody,
badz dezorganizujace t¢ struktur¢ — oddziatywania chaotropowe. Bezposrednia reakcja jonu
z biatkiem moze z kolei powodowaé¢ zmiang tadunku wypadkowego czasteczki lub wplywac
na jonizacj¢ reszt aminokwasowych w centrum aktywnym enzymu. Oddzialtywanie

z istotnymi grupami funkcyjnymi biokatalizatora prowadzi do zmian whasciwosci fizycznych



Przydatnos$¢ enzymow z niektorych ekstremofilnych bakterii typu Deinococcus-Thermus | 57

i chemicznych, czego rezultatem moze by¢ zmiana aktywnosci katalitycznej enzymu lub
nawet mechanizmu reakcji (Yang, 2009).

Wprowadzone do $rodowiska reakcji jony wywieraja réznorodny wplyw na
aktywnos$¢ preparatu badanej a-D-glukozylotransferazy maltozy (Tabela 8). Silne
oddziatywanie inaktywujace na enzym wywieraja jony Cu?*, AP**, Zn?*, Hg?* i Fe**. W ich
przypadku odnotowano prawie catkowity spadek aktywnosci. Natomiast jony Ca®" i Mg®* nie
wptywaja znaczaco na aktywno$¢ katalityczna biokatalizatora. Podobny wplyw jonow
zaobserwowano w przypadku a-D-glukozylotransferazy maltozy z Enterobacter hormaechei.
Jest ona silnie inhibowana pod wptywem dziatania Hg?*, Zn**, Cu?* natomiast jony Ca®'
i Mg®* nie powoduja zmian aktywnosci enzymu (Yue i in., 2009).

Jony metali zwigzane zazwyczaj koordynacyjnie sa w przypadku niektorych enzymow
niezbedne do przebiegu katalizowanej reakcji 1 ich usunigcie wywotuje inaktywacjg
biokatalizatora. Wprowadzenie do Srodowiska reakcji kwasu etylenodiaminotetraoctowego
(EDTA), posiadajacego zdolno$¢ chelatowania jonéw metali, wskazuje Zze moga one
odgrywa¢ pewna rol¢ w stabilizowaniu struktury badanego enzymu (Tabela 9). Syntazy
trehalozy z Thermus aqugticus i Corynebacterium glutamicum pod wptywem dziatania EDT A
wykazuja zmniejszona aktywno$¢ odpowiednio o 12% i 31,5% (Nishimoto i in., 1996; Tae-
Kyuniin., 2010).

Tabela 8. Wptyw niektorych kationow na aktywno$¢ a-D-glukozylotranferazy
maltozy z Deinococcus radiodurans.

Aktywno$¢ wzgledna [%] przy steZeniu jonow

Kation 1 mM 5 mM 10 mM

Kontrola 100 % 0,1¢ 100 £0,1 100+0,1
Cuz+ 1,5 +1,2A 1,5 + 0,42 02
Al3+ 1,5+0,34a 1,5 + 0,22 1,4 + 0,42
Niz2+ 71,5+ 0,98 ¢c 64,8 + 0,6 55,3 £ 0,22
Caz+ 90,5 + 0,6Fb 88,8 £ 0,1ap 86,6 £ 0,62
Coz+ 82,8 £ 0,4Ec 79,5 £ 0,40 74,3 £ 0,12
Znz+ 1,1 +£0,15a 0a 0a
Mgz+ 91,4 £ 0,2F 91,9 £ 0,42 91,5 + 0,32
Baz+ 78,7 £ 1,0¢b 75,1 £0,1ab 73,0 £ 0,42
Hgz+ 0Aa 0a 0a
Mn2+ 80,7 + 0,7D.c 75,7 +0,1b 70,7 £ 0,12
Fe3+ 0A a 0a 0a

Rozne indeksy w kolumnie (A-G) i wierszach (a-c) oznaczaja rdznice istotne
statystycznie (p<0,05). Przedstawione wyniki sg $rednia z 3 oznaczen + odchylenia
standardowe.

9.1.4 Oddzialywanie niektorych substancji

Inhibitorami reakcji enzymatycznej, ktore poprzez oddziatywanie z enzymem moga

powodowac spowolnienie lub catkowite zatrzymanie katalizy, moga by¢ male czasteczki lub



Przydatnos$¢ enzymow z niektorych ekstremofilnych bakterii typu Deinococcus-Thermus | 58

jony. Istnieje wiele rodzajow inhibitoréw, w tym niespecyficzne, nieodwracalne oraz
odwracalne, a wsréd nich kompetycyjne lub niekompetycyjne. Zdefiniowanie profilu
dziatania specyficznych inhibitorow na enzym jest pomocne przy okreslaniu budowy
czasteczki m.in. do wyznaczenia reszt aminokwasowych uczestniczacych w katalizowaniu
reakcji. Dotychczasowe badania wykazaty, ze aktywnos¢ a-D-glukozylotransferazy maltozy
zupelnie zanika juz przy 1 mM stezeniu Hg?" w $rodowisku reakcji. Sugeruje to, ze przyczyna
inaktywacji preparatu moze by¢ katalizowana przez ten jon oksydacja grup tiolowych
istotnych dla aktywnosci enzymu. Potwierdzeniem tego wniosku jest silne oddzialywanie

inhibujace, wynoszace 98,1%, wywierane przez kwas 4-chlorortgciowobenzoesowy (PCMB)
(Tabela 9).

Tabela 9. Wptyw niektorych zwiazkéw na aktywno$¢ a-D-
glukozylotranferazy maltozy z Deinococcus radiodurans.

Aktywnos¢
Zwigzek Stezenie wzgledna [%]
Kontrola - 100+ 0,3
1 mM 85,1+0,2
EDTA 5 mM 76,1+0,1
10 mM 64,5 +0,7
Triton X-100 5 mM 92,5+0,3
10 mM 92,2+0,4
Tween 80 5 mM 99,5+0,1
10 mM 934+0,1
DTT 5 mM 91,1+0,6
10 mM 88,3+0,2
2-merkaptoetanol 5 mM 92,3+0,3
10 mM 92,0+0,1
SDS 5 mM 49+0,6
10 mM 32+0,7
50 mM 97,1+0,1
Mocznik 1M 89,7+0,1
4M 68,21 + 0,4
Tris 5 mM 42,2 +0,7
10 mM 21,7+0,9
Pepstatyna 5 mM 0
Kwas jodooctowy 5 mM 0
pCMB 5 mM 1,9+1,1
PMSF 5 mM 02+09

Przedstawione wyniki sa $rednia z 3 oznaczen + odchylenia standardowe.

Zaobserwowano takze catkowita dezaktywacj¢ pod wptywem inhibitora tiolowego,
jakim jest kwas jodooctowy, co $wiadczy¢ moze o udziale reszt cysteinowych w utrzymaniu

struktury centrum katalitycznego enzymu.
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Zanik aktywnos$ci spowodowany pepstatyna, ktora jest specyficznym inhibitorem grup
aspartylowych, wskazywaé¢ moze na ich istotna role w budowie enzymu. Mozna to thumaczy¢
np. uczestnictwem reszt aminokwasowych w miejscu wiazacym substrat.

Minimalne oddziatywanie ditiotreitolu (DTT) oraz 2-merkaptoetanolu sugeruje, ze
mostki disulfidowe wptywajace na IV rzedowa konformacje¢ biatka nie zmieniaja dziatania
centrum aktywnego i ich redukcja nie wptywa na aktywnos¢ katalityczng transferazy (Tabela
9). Brak oddziatywania ze strony DTT zaobserwowano w przypadku syntazy trehalozy
z Thermus aquaticus oraz Thermus thermophilus (Nishimoto i in., 1996, Wang i in., 2007).

a-D-glukozylotransferaza maltozy wykazuje zroznicowana odpornos$¢ na zwigkszajace
si¢ stezenie substancji denaturujacych bialka, takich jak mocznik i SDS. W niskich zakresach
stezen mocznika (50 mM — 1M) odnotowano niewielkie zmiany aktywnosci enzymu. Dopiero
zwigkszenie stezenia do 4M powodowalo znaczacy spadek zdolnosci katalitycznych,
wynoszacy 32%. W przypadku SDS zaobserwowano catkowity zanik aktywnosci. Niejonowe
detergenty Triton X-100 oraz Tween 80 nie wplywaja istotnie na dziatanie transferazy
i powoduja niewielkie, wynoszace kilka procent obnizenie aktywnosci.

Tabela 10. Wptyw niektorych rozpuszczalnikoéw na aktywno$¢ a-
D-glukozylotranferazy maltozy z Deinococcus radiodurans.

Rozpuszczalnik Aktywnos$é
organiczny Stezenie [%] wzgledna [%]
Kontrola - 100 £0,3
Etanol 25 80,2+0,9
Metanol 25 80,0 £ 0,6
[zopropanol 25 91,4+ 0,1
Aceton 25 97,87 +1,0
DMSO 25 87,3+0,8

Przedstawione wyniki sa $rednig z 3 oznaczen + odchylenia standardowe.

Odnotowano, ze Tris, stanowiacy sktadnik buforéw szeroko stosowanych w biochemii
i biologii molekularnej, hamuje dziatanie niektérych enzyméw w tym syntazy trehalozy
z Thermus aquaticus i Thermus thermophilus (Nishimoto i in., 1996, Wang i in., 2007).
Podobnie jest w przypadku o-D-glukozylotransferazy maltozy z Deinococcus radiodurans.
W przypadku 10 mM stezenia Trisu w $rodowisku reakcji spadek aktywnos$ci wynosit prawie
80%, dlatego podczas oczyszczania bialka za pomoca IMAC zrezygnowano z buforu
zawierajacego Tris.

Zarowno syntaza trehalozy pochodzaca z T.caldophilus, jak i transferaza
z Deinococcus radiodurans katalizuje odwracalng reakcj¢ konwersji maltozy do trehalozy

uwalniajac z obydwu substratow niewielka ilo$¢ glukozy. Zwiazane jest to ze stosunkowo
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niska aktywnoscia hydrolityczna, ktora towarzyszy aktywnosci transglikozylacyjnej enzymu
(Koh 1 in., 1998). Zastosowanie rozpuszczalnikow organicznych jako $rodowiska reakcji
powinno zatem zniwelowacé powstawanie produktu ubocznego. Niestety odnotowuje sig lekki
spadek calkowitej aktywnos$ci enzymu, ktory w przypadku etanolu i metanolu wynosi 20%
(Tabela 10). Dimetylosulfotlenek i izopropanol obnizaja aktywnos¢ odpowiednio 0 12,7%
i 8,6%.

9.1.5 Specyficznos¢ dziatania

Wyznaczenie warto$ci parametrow kinetycznych, charakteryzujacych reakcje
enzymatyczng, ma duze znaczenie w badaniach wlasnoSci biokatalizatorow. Stopien
wysycenia enzymu substratem wplywa na wydajno$¢ reakcji. Przy matych stgzeniach
substratu niektore czasteczki enzymu nie tworza kompleksu z substratem, co powoduje, ze
enzym nie wykazuje swojej maksymalnej aktywnos$ci katalitycznej. Maksymalna szybkos¢
reakcji osiaga dopiero przy wyzszym stgzeniu substratu, kiedy wszystkie czasteczki enzymu
beda tworzy¢ kompleks enzym—substrat. Catkowite wysycenie enzymu substratem powoduje,
ze dalsze zwigkszanie st¢zenia substratu nie moze juz wptyna¢ na zwigkszenie szybkosci
biokatalizy.

Wyznaczenie zaleznosci szybkosci konwersji substratu od st¢zenia maltozy i trehalozy
pozwolito na obliczenie statej Michaelisa (Km) oraz szybkosci maksymalnej (Vmax). Oba
parametry wyznaczono graficznie na podstawie wykresu Lineweavera-Burka, okreslajacego
zaleznos¢ odwrotnosci szybkosci reakcji od odwrotnosci st¢zenia substratu (Rys. 15). Stata
Michaelisa okresla powinowactwo enzymu do substratu i jest rOwna stg¢zeniu substratu, przy
ktorym szybko$¢ katalizowanej reakcji odpowiada potowie szybkosci maksymalnej.
Niewicelka stata Michaelisa, ktora dla wigkszosci enzymow miesci sie w zakresie od 10™ do
10" M $wiadczy o dobrym powinowactwie badanego enzymu wzgledem danego substratu.

W przypadku reakcji konwersji maltozy Kkatalizowanej o-D-glukozylotransferaza
maltozy z Deinococcus radiodurans warto$¢ Vmax Wynosi 1,236 pmol/min, a stalej
Michaelisa Ky 290,70 mM. State kinetyczne wyznaczone dla reakcji konwersji trehalozy
wynosza odpowiednio Vyax=0,917 pmol/min oraz K,~=486,14 mM. Pozostale parametry

kinetyczne reakcji przedstawiono w tabeli 11.
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Rys. 15. Wyznaczenie wartosci Ky (MM) oraz Vmax (umol/min) dla reakcji

konwersji maltozy (o) oraz trehalozy () katalizowanej a-D-glukozylotranferaza
maltozy z Deinococcus radiodurans. Wynik jest $rednia z 3 oznaczen +
odchylenie standardowe.

Warto$ci statych Michaelisa dla konwersji maltozy, jak i reakcji odwrotnej sa dos¢
wysokie w poréwnaniu do syntaz trehalozy z innych zrédet. W przypadku natywnego enzymu
z Thermus aquaticus warto$¢ statej szybkos$ci reakcji wynosi odpowiednio dla konwers;ji
maltozy K,=34,5 mM, a dla konwersji trehalozy Kn=158 mM (Nishimoto i in., 1997). Tak
znaczna rdéznica w powinowactwie enzymu do substratu moze wynika¢ z faktu, iz
charakteryzowana rekombinantowa transferaza posiada domeng polihistydynowa, ktéra moze
wplywac¢ na wlasciwosci bialka.

Tabela 11. State kinetyczne reakcji konwersji katalizowanej przez a-D-glukozylotransferazg maltozy z
Deinococcus radiodurans.

Reakcja Kn=290,70 Vimax=1,236 Keat/Kn=0,08118 | Uspec=11,348
konwers;ji . keat=23,6 1/s .

maltozy mM pmol/min 1/s-mM pmol/min-mg

Reakcja K,,.=486,14 Vinax=0,917 Keat/Km=0,036 Uspec=8,42
konwersji mM mol/min kea=17,51/5 1/s-mM mol/min-m
trehalozy H 2 5

Wydajnos¢ katalityczna (kea/Km) a-D-glukozylotransferazy maltozy z Deinococcus
radiodurans jest ponad dwukrotnie wyzsza dla reakcji konwersji maltozy niz konwersji
trehalozy. Wskazuje to, ze jako substrat reakcji preferowana jest maltoza.

Podczas oczyszczania enzymu jeden z etapéw stanowita inkubacja cieplna, majaca na
celu czgsciowe usunigcie biatek balastowych gospodarza. Pomiaru statych katalitycznych
reakcji dokonano rowniez dla preparatu oczyszczonego metoda chromatografii

metalopowinowactwa nie poddawanego uprzednio denaturacji termicznej. W tym przypadku




Przydatnos$¢ enzymow z niektorych ekstremofilnych bakterii typu Deinococcus-Thermus | 62

dla reakcji konwersji maltozy stata Michaelisa wynosita 452,69 mM, natomiast dla konwersji
trehalozy 84854 mM, przy czym  stosunek  wydajnosci  katalitycznej
[(Keat! Kin) mattoza/ (Kcat/ Km) rehaloza]  pozostat ten sam. Inkubacja przez 10 minut w 56°C
spowodowala korzystne zmiany strukturalne enzymu, ktoére poprawily jego wydajnosé
katalityczna. Delikatna denaturacja spowodowata najprawdopodobniej prawidlowe zwinigcie
si¢ biatka 1 przyjecie konstytucji przypominajacej natywna. Zwigkszenie aktywnosci
enzymatycznej o 40% w wyniku denaturacji cieplnej (30 min., 80°C) odnotowano réwniez
w przypadku rekombinantowej islandisyny (termostabilna subtylizyna z Fervidobacterium

islandicum). Klonowanie i ekspresje¢ genu islandisyny prowadzono w komoérkach Escherichia
coli BL21 (DE3) pLysS (Godde i in., 2005).

9.1.6 Stopien konwersji w czasie

Z przemystowego punktu widzenia, proces technologiczny musi by¢ ekonomiczny
i wydajny. Sprowadza si¢ to w przypadku konwersji maltozy z uzyciem o-D-
glukozylotransferazy maltozy do okreslenia optymalnych parametrow i czasu reakcji
konwersji. Prowadzone badania pozwolity ustali¢, Ze stopien konwersji maltozy rosnie
W czasie i osiaga po 24 godzinach maksymalna warto$¢ rowna 58% (Rys.16). Dalsze
prowadzenie reakcji nie wpltywa na zwigkszenie iloSci powstatego produktu, ze wzgledu na
ustalenie si¢ stanu rownowagi. Zapewne ciagle odbieranie produktu reakcji zwigkszyloby
wydajno$¢ konwersji maltozy.
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Rys. 16. Wplyw czasu reakcji konwersji maltozy (e) katalizowanej a-D-
glukozylotranferaza maltozy z Deinococcus radiodurans na ilo$¢ powstajacej
trehalozy (o) i glukozy (m). Wynik jest $rednia z 3 oznaczen + odchylenie
standardowe.
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a-D-glukozylotransferaza maltozy katalizuje odwracalna reakcj¢ konwersji maltozy do
trehalozy uwalniajac z obydwu substratow niewielka ilo$¢ glukozy. Przyczyna tego jest
nieznaczna aktywno$c hydrolityczna, ktéra zaobserwowano u prawie wszystkich zbadanych
dotychczas syntaz trehalozy 1 zalezy ona migdzy innymi od pochodzenia enzymu
oraz temperatury reakcji (Koh i in., 1998).

Wraz ze wzrostem temperatury reakcji ilo$¢ glukozy wzrasta (Tabela 12), a ilos¢
otrzymywanej trehalozy maleje. Przyktadowo, dla syntazy trehalozy z T. aquaticus
w temperaturze 60°C wydajno$¢ konwersji wynosi 81%, za§ w temperaturze 80°C — 71%.
Zwiazane jest to z tym, ze aktywno$¢ hydrolityczna syntaz trehalozy wzrasta wraz
z temperaturag (Koh 1 in., 1998; Nishimoto iin., 1996). Zaleta o-D-glukozylotransferazy
maltozy z Deinococcus radiodurans jest jej niska temperatura dziatania, ktéra nie powoduje

powstawania zwigkszonej ilosci glukozy jako produktu ubocznego.

Tabela 12 Wpltyw temperatury konwersji
katalizowanej przez oa-D-glukozylotransferazeg
maltozy z Deinococcus radiodurans na ilo$é¢
wytwarzanej glukozy.

Temperatura  Stezenie glukozy

[°C] [mM]

0 0

5 19+01
10 2,2+0,03
15 2,6 +0,04
20 4,2+0,1
25 6,2+0,2
30 6,902
35 9,0£0,2
40 13,0£0,2
45 158+ 0,9
50 84+0,3
55 0

Przedstawione wyniki sg $rednia z 3 oznaczen +
odchylenia standardowe.

9.1.7 Masa czasteczkowa

Stosujac technik¢ saczenia molekularnego wyznaczono mas¢ czasteczkowa a-D-
glukozylotranferazy maltozy (126,9 kDa), na podstawie krzywej wzglednej objetosci retencji
biatek (Rys.17). Natomiast wyznaczona metoda SDS-PAGE masa czasteczkowa biatka
wynosi W przyblizeniu 64 kDa, co wskazuje, ze enzym ma budow¢ homodimeru (Rys. 18).
Jedyne doniesienia na temat tworzenia przez syntazy trehalozy struktur merycznych, jest

informacja, ze enzym pochodzacy z Pimelobacter sp. R48 zlozony jest z czterech
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identycznych podjednostek (Oghuchi i in., 1997), natomiast enzym pochodzacy

z Mycobacterium smegmatis przyjmuje strukturg heksameru (Pan i in., 2004)

58
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5
48
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42

log MW

Tyroglobulina 669 kDa

¢ Appoferrytyna 443 kDa

B - amylaza 200 kDa

¢ Dehydrogenaza alkoholowa 150 kDa
o-D-glukozylotransferaza

maltozy 126,9 kDa
BSA 66 kDa

Owalbumina 43 kDa

’Anhydraza
weglanowa29 kDa
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Rys. 17. Wyznaczenie masy czasteczkowej a-D-glukozylotranferazy maltozy technika
saczenia molekularnego.
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Rys. 18. Rozdziat elektroforetyczny ~ w zelu
poliakrylamidowym przedstawiajacy wyniki oczyszczania
ekstraktu bezkomorkowego z E. coli Rosetta (DE3) pLysS +
DraSTpET30His.
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9.2 Charakterystyka proteaz z Meiothermus ruber i Deinococcus
geothermalis

9.2.1 Hodowla bakterii Deinococcus geothermalis i Meiothermus ruber

Deinococcus geothermalis nalezy do umiarkowanych termofili i rozwija si¢ w zakresie
temperatur 40-55°C, przy czym najlepszy wzrost nastepuje w 45°C. Z kolei Meiothermus
ruber najlepiej ro$nie w przedziale 50-65°C osiagajac optimum wzrostu w 55°C. W obu
przypadkach jest to stosunkowo niewysoka temperatura w porownaniu z bakteriami z rodzaju
Sulfolobus iinnymi mikroorganizmami rozwijajacymi si¢ w 80-100°C, a nawet wyzszych
(Horneck i Baumstark-Khan, 2001). W konsekwencji obniza to znacznie naklady
inwestycyjne, ktore nalezy ponie$¢ podczas namnazania biomasy. Dodatkowa zaleta
wymienionych drobnoustrojow sa niezbyt duze wymagania pokarmowe. Podloza zawierajace
ekstrakt drozdzowy, pepton K i/lub s6l morska czy skrobig, sa nieskomplikowane i tanie.
Rowniez pH pozywek dla wyzej wymienionych mikroorganizméw wynoszace odpowiednio
7,2 18 nie utrudnia prowadzenia hodowli tych mikroorganizmow, w przeciwienstwie do
niektorych ekstremofili, takich jak Natranaerobius thermophilus, ktory rozwija si¢ najlepiej
w 53°C, przy pH 9,5 i wysokim stezeniu soli mieszczacym si¢ w zakresie 3,3-3,9 M Na*
(Mesbah i in., 2007) lub Thermoplasma acidophilus bytujacy w $rodowisku o pH 1-2
(Schlegel, 2000). Deinococcus geothermalis i Meiothermus ruber podczas wzrostu nie
produkuja szkodliwych metabolitow, ktére moglyby utrudniaé¢ proces hodowli w skali
przemystowej. Przyktadem drobnoustrojéow produkujacych tego typu metabolity sa bakterie
zrodzaju Acidithiobacillus produkujace kwas siarkowy lub Desulfomonas wytwarzajace
siarkowodor (Satek A., 2009).

W optymalnym czasie hodowli osiagana jest zadowalajaca wydajnos¢ mokrej biomasy
zardbwno w przypadku Deinococcus geothermalis, jak i Meiothermus ruber (Tabela 13).
Przeprowadzone badania wykazaly zwigkszona aktywnos$¢ zewnatrzkomoérkowych enzymow
proteolitycznych obu bakterii, w poréwnaniu zich ekstraktami bezkomorkowymi.
Podwyzszona aktywnos$¢ cieczy pohodowlanej wskazuje na do$¢ duze stgzenie enzymow
proteolitycznych, co z perspektywy pozyskiwania nowych zrodet biokatalizatorow jest bardzo
korzystne. Gtowna zaleta jest wyeliminowanie konieczno$ci oddzielenia enzymow od wielu
innych biatek pozostajacych w strukturach komorki. Tym samym procedura oczyszczania jest
uproszczona 1 sprowadza si¢ do wusunigcia niewykorzystanych skladnikow podtoza
i ewentualnie innych enzymow pozakomorkowych. Biokatalizatory pozakomorkowe sa

zazwyczaj bardziej stabilne od tych zatrzymywanych we wngtrzu komorki (Synowiecki i in.,
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2007). Stosunkowo mato poznane bakterie Deinocccus geothermalis oraz Meiothermus ruber

moga stanowi¢ alternatywe dla pozyskiwanych juz przemystowo enzymow proteolitycznych.

Tabela 13. Wydajno$¢ mokrej biomasy Deinococcus geothermalis i Meiothermus ruber.

Wydajno$¢ mokrej Wydajno$¢ mokrej
Nr serii biomasy (g/L podioza Warto$¢ srednia biomasy (g/L podtoza  Warto$¢ $rednia
hodowli D. geothermalis) hodowli M. ruber)
3,389 3,160
2,951 3,470 3,381+0,15
1 3,249 +£0,22
3,215 3,495
3,44 3,400
2,865 3,530
3,26 3,360
2 3,078 +0,29 3,449 + 0,07
3,34 3,3485
2,845 3,420
3,409 3,480
3,501 3,230
3 3,366 +0,16 3,250+0,36
3,415 2,750
3,14 3,540

Wyniki sa $rednia 4 oznaczen + odchylenie standardowe.

W celu intensyfikacji pozyskiwania enzymu nalezy okresli¢, w ktorej fazie wzrostu
bakterii wydzielane sa pozadane przez nas biokatalizatory. [lo$¢ wytwarzanego enzymu jest
czgsto skorelowana z przyrostem biomasy komorek i pozostaje niezmieniona lub maleje po

zakonczeniu fazy wyktadniczego wzrostu.
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Rys. 19. Zalezno$¢ zmgtnienia podtoza (ODgy) (©) i zmian aktywnoSci
zewnatrzkomorkowych proteaz od czasu hodowli Deinococcus geothermalis.
Wyniki sa $rednia 3 oznaczen + odchylenie standardowe.
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Deinococcus geothermalis charakteryzuje si¢ dobra szybkoscia rozwoju, a czas trwania fazy
jego logarytmicznego wzrostu wynosi 14-16 godzin, podczas ktorej ODgoo Wzrasta do
wartosci 1,2 (Rys.19). Aktywno$¢ proteolityczna jest wysoce skorelowana (r=0,981)
Z gestoscia optyczna zawiesiny komodrek co wskazuje, ze produkcja proteaz zalezy od
przyrostu biomasy. Catkowita aktywnos$¢ proteolityczna hodowli prowadzonej na podiozu
standardowym osiagneta wartos¢ 4305,5 U/L po 18 godzinach, utrzymujac si¢ na podobnym
poziomie, nieznacznie zmalata i wynosita 4183,3 U/L po 24 godzinach.

Czas trwania fazy logarytmicznego wzrostu Meiothermus ruber jest dtuzszy i wynosi 18-24
godziny. W tym okresic gesto$¢ optyczna hodowli wzrasta do wartosci ODgyo=1,35.
Calkowita aktywno$¢ proteolityczna hodowli M. ruber prowadzona na podlozu
standardowym osiagneta warto$¢ maksymalna (8166,5 U/L) w czasie 32 godzin i podobnie
jak w przypadku D. geothermalis jest wysoce skorelowana (r=0,991) z gestoscia optyczna
komorek (Rys. 20).
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Rys. 20. Zalezno$¢ zmgtnienia poditoza (ODgpy) (©) 1 zmian aktywnosci
zewnatrzkomorkowych proteaz od czasu hodowli Meiothermus ruber. Wyniki sa
srednia 3 oznaczen = odchylenie standardowe.

9.2.2 Wplyw warunkéw hodowli na wydajnos¢ protez
Podczas kultywacji Deinococcus geothermalis na podtozu standardowym najwigksza
wydajnos¢ biomasy uzyskuje si¢ hodujac mikroorganizm w 45°C i w tych warunkach

odnotowuje si¢ takze najwyzsza aktywno$¢ proteolityczna wynoszaca 5461,1 U/L podtoza
(Tabela 14).
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W temperaturach 35°C i 40°C aktywno$¢ enzymatyczna cieczy pohodowlanej nie
spada ponizej 75% aktywnosci maksymalnej co wskazuje na mozliwo$¢ hodowli

drobnoustroju w nizszych temperaturach bez wigkszych strat wydajnosci enzymu.

Tabela 14. Wplyw temperatury podloza na wydajnos¢ hodowli
i aktywnos¢ zewnatrzkomorkowych proteaz z Deinococcus geothermalis.

Temperatura llo$¢ biomasy z 1L Aktywnos¢ ogolna

podtoza [°C] hodowli [g] [U/L]
30 1,05+0,13 1656,2 + 41,2
35 2,65+0,25 4144,0 + 66,7
40 3,20+£0,19 5158,4+120,3
45 3,45+ 0,09 5461,1+ 55,1
50 2,74+0,23 4219,3+39,6
55 0,49 +0,11 9159 +15,4
60 0 0

Przedstawione wyniki sa $rednia z 3 oznaczen + odchylenia standardowe.

Najwigksza wydajnos¢ biomasy Deinococcus geothermalis uzyskuje si¢ na podtozu
standardowym w zakresiec pH od 6 do 8 przy czym maksymalna wydajnos¢ produkcji
zewnatrzkomorkowych proteaz odnotowuje si¢ przy pH 8 (Tabela 15). Zwigkszenie pH

medium do okoto 9 powoduje gwattowne zahamowanie wzrostu komorek.

Tabela 15. Wptyw pH podloza na wydajno$¢ hodowli i aktywno$é
zewnatrzkomérkowych proteaz z Deinococcus geothermalis.

llo$¢ biomasy z 1L

pH podtoza hodowli [g] Aktywnos¢ ogélna [U/L]

4 0,44 +0,10 607,5+11,5

5 2,39+0,20 3196,1 + 24,2

6 3,54+0,08 4877,8+ 34,7

7 3,83+0,7 5084 + 22,3

8 3,95+0,13 5284,8 + 102

9 0,35+ 0,09 453,2+9,8

10 0,21+0,10 267,1+4,1

11 0 0

Przedstawione wyniki sg §rednia z 3 oznaczen + odchylenia standardowe.

W temperaturze optymalnego wzrostu (55°C) odnotowano najwigkszy przyrost
komoérek  Meiothermus ruber, a co za tym idzie najwyzsza aktywno$¢ proteolityczna
wynoszaca 8813,6 U/L podtoza (Tabela 16). Zadowalajaca aktywnos$¢ enzymatyczna
wykazuja tez preparaty cieczy pohodowlanej uzyskane z hodowli w temperaturze 45 i 50°C,

co jest wazne z energetycznego punktu widzenia.
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Tabela 16. Wplyw temperatury podloza na wydajnos¢ hodowli
i aktywnos$¢ zewnatrzkomorkowych proteaz z Meiothermus ruber.

Temperatura llo$¢ biomasy z 1L Aktywnos¢ ogolna

podtoza [°C] hodowli [g] [U/L]
40 1,72+0,10 4238,2 + 23,9
45 2,94+ 0,07 6944,4 + 66,3
50 3,43+0,19 8423,7+ 52,1
55 3,69+0,11 8813,6 + 35,8
60 2,48+ 0,06 5867,3 + 11,2
65 0,85+0,28 1984,5+ 7,2

Przedstawione wyniki sa $rednia z 3 oznaczen + odchylenia standardowe.

Satysfakcjonujaca wydajno$¢ biomasy M. ruber uzyskuje si¢ na podtozu standardowym
w szerokim zakresie pH od 6 do 9, przy czym maksymalna wydajnos¢ produkcji
zewnatrzkomorkowych proteaz odnotowuje si¢ przy pH 8, podobnie jak w hodowli D.
geothermalis (Tabela 17). Obnizenie lub zwiekszenie pH medium poza zakres 6-9 powoduje

gwaltowne zahamowanie wzrostu komorek.

Tabela 17. Wptyw pH podloza na wydajno$¢ hodowli i aktywno$é
zewnatrzkomoérkowych proteaz z Meiothermus ruber.

llo$¢ biomasy z 1L

pH podtoza hodowli [g] Aktywno$¢ ogélna [U/L]

4 0 0

5 0,25+ 0,07 700,8 +4,5

6 2,89+0,18 6885,2 + 19,4

7 3,27+ 0,08 8115,9 + 56,3

8 3,52+0,12 8721,2+47,2

9 3,19+ 0,02 7418,6 + 33,8

10 0,56 + 0,06 1557,4 + 10,7

11 0 0

Przedstawione wyniki sa $rednia z 3 oznaczen + odchylenia standardowe

Podczas prowadzonych prac zbadano wpltyw zrodta wegla 1 azotu na produktywnos¢ enzymu
uzyskiwana z jednego litra hodowli (Tabela 18). Maksymalna wydajnos$¢ produkcji proteaz
z D. geothermalis zaobserwowano prowadzac hodowlg na podlozach zawierajacych kolejno
ekstrakt drozdzowy (4077,8 U/L), ekstrakt wolowy (2800 U/L) oraz pepton K (2355,6 U/L).
Analogiczna sytuacj¢ zauwazono przy hodowli M. ruber gdzie odnotowane aktywnosci
wynosity odpowiednio 10455,6 U/L (ekstrakt wolowy), 9011,1 U/L (ekstrakt drozdzowy)
oraz 3166,6 U/L (pepton K). Zwiazki te stanowia zbilansowane zrodto wegla, azotu oraz
substancji mineralnych i moga stanowi¢ jedyny sktadnik podtoza zdatnego do namnazania

biomasy i produkcji biokatalizatora.
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Tabela 18. Wptyw podloza na produkcje zewnatrzkomoérkowych proteaz z Deinococcus
geothermalis i Meiothermus ruber.

llo$¢ biomasy z 1L

Aktywno$¢ ogélna
cieczy pohodowlanej

llo$¢ biomasy z 1L

Aktywnos¢ ogblna

Podtoze hodowli D.' 2 D. geothermalis hodowli M.ruber cieczy pohodowlanej
geothermalis [U/L] z M. ruber[U/L]
Standardowe 3,50 £0,10f 3661,1 £ 38,5h 3,34 £ 0,40f 8011,1 +£200,9¢
Ekstrakt wotowy 3,51 +0,20f 2800,0 + 76,48 4,85 +0,03¢ 10455,6 + 38,5f
Pepton K 2,74 £ 0,094 2355,6 £ 50,9f 1,64 +0,01e 3166,6 £ 57,74
Ekstrakt drozdzowy 3,12 £0,04¢ 4077,8 113,41 4,70 + 0,808 9011,1 +50,9¢
Mocznik 0,10 + 0,012 55,6 £9,62 0,11 £0,022 177,8 £19,22
NH4NOs3 0,18 £ 0,012 88,9 + 9,6 0,13 +0,012 188,9 + 50,92
(NH4)2S04 0,26 +0,112 50,0 £ 0,02 0,14 +0,132 233,3+33,3
Glukoza 0,48 £0,03b 438,9 +25,5b 0,24 £ 0,04 255,6 +19,2b
Maltoza 0,56 +0,04b 550,0 +16,7¢ 0,61 +0,08¢ 2311,1 £19,5¢
Trehaloza 0,60 +0,06P 527,8 + 25,5bc 0,67 £0,12¢ 2288,9 +£50,92¢
Sacharoza 0,43 +0,37b 905,6 + 9,64 0,35+0,07b 433,4 £33,3b
Skrobia 0,88 £0,11¢ 1138,9 £9,6¢ 0,83 £ 0,264 3277,8 + 69,44

Roézne indeksy w kolumnach oznaczaja roznice istotne statystycznie (p<0,05). Przedstawione wyniki sa
srednia z 3 oznaczen + odchylenia standardowe.

W  przypadku obu mikroorganizméw duzo nizsza aktywnos$¢ cieczy pohodowlanej
zaobserwowano stosujac cukry jako gtowne zrodto wegla. Prawie catkowite zahamowanie
wzrostu, a tym samym zanik aktywnosci, odnotowano wykorzystujac nieorganiczne zwiazki
azotowe jako sktadniki podtoza hodowlanego. Podobne preferencje pokarmowe prezentuje
Pseudomonas aeruginosa MCM B-327, u ktorego produkcja zewnatrzkomorkowych proteaz
jest najwyzsza na ekstrakcie wotowym, peptonie oraz hydrolizacie sojowym (Zambare i in.,
2011).

9.2.3 Otrzymywanie oczyszczonego preparatu

Enzymy proteolityczne sa dostgpne w handlu najczesciej w postaci surowych,
podczyszczonych preparatow. Niemniej jednak oczyszczanie enzymow jest wazne
z perspektywy zrozumienia ich funkcjonowania oraz poznania ich wlasciwosci.

Stracanie jest najczgsciej uzywana metoda wyodrebniania biatek z roztworow
biologicznych i stanowi jednoczesnie etap oczyszczania oraz zat¢zania probki. Precypitacje
przeprowadza si¢ przez obnizenie rozpuszczalno$ci biatek w roztworach, zwykle stosujac
dodatek soli np. (NH4).SO4 lub rozpuszczalnikOw organicznych, takich jak aceton lub

metanol (Kumar i in., 1999).
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W przypadku proteaz z Deinococcus geothermalis stracanie rozpuszczalnikami
organicznymi stanowi prosty sposob otrzymywania surowych, sproszkowanych preparatow
0 stosunkowo niewielkiej czysto$ci. Metanol jako czynnik stracajacy jest lepszy i nie
powoduje glebokiej denaturacji bialek co przektada si¢ na wyzsza aktywnos$¢ enzymatyczna
uzyskanego precypitatu. Aktywno$¢ specyficzna preparatow uzyskanych poprzez stracenie

metanolem i acetonem wynosi odpowiednio 229,7 U/mg i 64 U/mg.

Tabela 19. Stracenie proteaz z Deinococcus geothermalis.

Aktywnos¢

Preparat Catkowite Aktywnos¢ specyficzna 0dzysk
biatko [m catkowita [U %

[mg] (U] [U/mg] (%]

Ciecz pohodowlana2 98,1 42684 43,5 100

Aceton 22,4 1433,2 64,0 33,6

Metanol 12,1 2780 229,7 65,1
(NH4)2S04

30 % 30,4 488,8 16,1 11,4

45 % 233 1164,4 50,0 27,3

90 % 42,5 2128,8 50,1 49,9

8 Preparat poddany oczyszczaniu pochodzit z 1litra hodowli.

Frakcjonowanie siarczanem amonu pozwolito na wyodrgbnienie, przy 90% nasyceniu
(NH4)2SQq, frakcji bialek o najwigkszej aktywnosci proteolitycznej (Tabela 19). Aktywnosé
specyficzna roztworu danego precypitatu wynosi 50,1 U/mg. Znaczny stopien oczyszczenia
preparatu enzymatycznego zostal potwierdzony przy pomocy elektroforezy (SDS-PAGE), co
wplyneto na decyzje o wykorzystaniu precypitatu w kolejnym etapie oczyszczania (Rys. 21).

M 1 2 3 M M 4 5 6
116 kDa —> — 250kDa —>
' 130kDa — =

66,2kDa —> o 100kDa —> |
45,0kDa —> - 70kDa —>

55kDa —>
35,0kDa —> -« —

* 35kDa —>

25,0kDa —> > 2l . — a

25kDa —>
18,4kDa —> 4N -
14,4kDa —> -

15kDa — =
10kDa —> |~

i oczyszczania biatek cieczy pohodowlanej z Deinococcus gethermalis. Probki: M- marker, 1- frakcja stracona
30% (NH,;),SOy, 2- frakcja stracona 45% (NH,),SO,, 3- frakcja stracona 90% (NH,4),SOy, 4- ciecz pohodowlana,
5- frakcja stracona 90% (NH,),SQ,, 6- frakcja stracona 90% (NH4),SO, i poddana filtracji zelowej na ztozu
Sephadex G-100.
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Roztwor precypitatu straconego uprzednio przy 90% nasyceniu siarczanu (V1) amonu
nanoszono na kolumng o wymiarach 2,3 x 45 cm ze ztozem Sephadex G-100, zrbwnowazona
50 mM buforu fosforanowo-cytrynianowego o pH 7,0 i zbierano frakcje o objetosci 4 mL.
Przeprowadzona filtracja zelowa umozliwita prawie 8—krotne oczyszczenie enzymu (Tabela
20) i uzyskanie homogennego preparatu o aktywnosci 301 U/mg. Skuteczno$¢ oczyszczania

badanych preparatéw potwierdzono elektroforetycznie (Rys. 21).

Tabela 20.Bilans oczyszczania proteaz z Deinococcus geothermalis.

Preparat Catkowite Aktywnos¢ ;qlztg‘/\f?;(z)z: 0Odzysk Stopien
p biatko [mg] catkowita [U] p[U;'mg] [%] oczyszczenia
Ciecz pohodowlanar 1154 45138 39,11 100 1
Frakcja wytracona przy
90% nasyceniu
(NH4)2504 (w/v) 40,89 1975,0 48,3 43,75 1,23
Filtracja zelowa 0,96 289 301,1 6,40 7,7

Sephadex G-100

é Preparat poddany oczyszczaniu pochodzit z 1litra hodowli.

Proteazy z Meiotermus ruber podobnie do tych pozyskiwanych z D. geothermalis tatwo
mozna wyodrebni¢ z cieczy pohodowlaniej poprzez stracanie rozpuszczalnikami
organicznymi. Metanol rowniez w tej sytuacji okazuje si¢ duzo lepszym czynnikiem
stracajacym niz aceton. Preparaty uzyskane przez stracenie metanolem i acetonem wykazuja

aktywnos$¢ specyficzna rowna odpowiednio 67,5 U/mg i 39,1 U/mg.

Tabela 21. Stracenie proteaz z Meiothermus ruber.

Aktywnos¢

Preparat C.a%kowite Aktyw.noéc' specyficzna 0dzysk

biatko [mg] catkowita [U] [U/mg] [%]

Ciecz pohodowlana2 297,2 8536,8 28,72 100

Aceton 114,8 4492,2 39,1 52,6

Metanol 62,4 4213,7 67,5 49,4
(NH4)2S04

30 % 122,8 776,2 6,3 9,1

45 % 85,6 1064,4 12,4 12,5

90 % 32,7 1848,8 56,5 21,7

a Preparat poddany oczyszczaniu pochodzit z 1litra hodowli.

Frakcjonowanie siarczanem amonu pozwolito na wydzielenie, przy 90% nasyceniu
(NH4)2SOq4, frakcji biatek o najwyzszej aktywnosSci proteolitycznej (Tabela 21). Niestety
frakcja ta pomimo wysokiej aktywnosci (50,6 U/mg) nie jest preparatem o wysokiej czystosci
i stanowi najprawdopodobniej preparat kilku biatek (Rys. 22). Zastosowanie techniki
zymograficznej,  polegajacej na  rozdziale elektroforetycznym — w  warunkach

niedenaturujacych, a nastgpnie transferze elektroforetycznym na zel akrylamidowy
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zawierajacy 0,1% zelatyny, pozwolitlo na wykazanie, ze w danej frakcji biatek tylko biatko

0 wielkosci ~ 45 kDa wykazuje aktywno$¢ proteolityczna (Rys. 22).

250kDa —
130kDa — ’

’ 4
100 kKDa—> -

70kDa —> -, i 1

’
55kDa —> -
. J‘ i

35kDa —> - -~
25100 s i ——
15 kDa

10kDa —>

Rys. 22. Rozdziat elektroforetyczny w zelu poliakrylamidowym przedstawiajacy wyniki frakcjonowania biatek
cieczy pohodowlanej z Meiothermus rubers (zdjecie po lewej) oraz zelatynowy zymogram dla frakcji biatek
wysolonych przy 90 % (NH,),SO, (zdjecie po prawej). Probki: M- marker, 1- frakcja stracona 30% (NH,),SOy,
2- frakcja stracona 45% (NH,);SO,, 3- frakcja stracona 90% (NH,),SO,, 4-8 frakcja biatek straconych przy 90%
(NH,),SO,4 nanoszone na zel we wzrastajacym stezeniu (5-20pL).

Frakcjg¢ biatek wysolona przy 90% nasyceniu siarczanu (VI) amonu poddano dalszemu
oczyszczaniu poprzez filtracj¢ zelowa na ztozu Sephadex G-100. Zastosowanie saczenia
molekularnego pozwolito na ponad 12—krotne oczyszczenie enzymu (Tabela 22) i uzyskanie
homogennego preparatu o aktywnosci 351,2 U/mg. Skuteczno$¢ oczyszczania badanych

preparatéw potwierdzono elektroforetycznie (Rys. 23).

Tabela 22. Bilans oczyszczania proteaz z Meiothermus ruber.

Aktywnosé

Preparat Catkowite Aktywnos¢ specvficzna 0dzysk Stopien
p biatko [mg] catkowita [U] p[U?mg] [%] oczyszczenia
Ciecz pohodowlana 3287 9111,1 27,71 100 1
Frakcja wytracona przy
90% nasyceniu
(NH4)2504 (w/v) 35,2 1783,3 50,6 19,57 1,83
Filtracja zelowa
1,2 435,5 351,2 4,78 12,67

Sephadex G-100

8 Preparat poddany oczyszczaniu pochodzit z 1litra hodowli.
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Analogicznie w przypadku proteaz z Bacillus circulans do uzyskania homogennego preparatu
enzymatycznego wystarczyl dwustopniowy etap oczyszczania zlozony z wysolenia biatek
cieczy pohodowlanej (NH4)2SO4 przy 60% wysyceniu soli i saczenie molekularne na ztozu
Sephadex G-100. Wedlug Subba Rao i wspolpracownikow (2009) przeprowadzone etapy
pozwolily na 12-krotne oczyszczenie preparatu iuzyskanie enzymu o aktywnosci
specyficznej 9000U/mg.

Zaleta preparatow uzyskanych z D.geothermalis i M. ruber jest prostota ich
pozyskiwania i oczyszczania. Na szczeg6lna uwegge zasluguje preparat enzymatyczny
otrzymany z pierwszego mikroorganizmu. W tym przypadku do uzyskania katalizatora
0 wysokiej czystosci niezbedny jest jedynie etap wysolenia siarczanem amonu, ktéry stanowi

prosta, tania i skuteczna metode.

250kDa —>
130 kDa —>

100 kDa —>
70kDa ——> o -
55kDa —>

35kDa —>

15kDa —>

10kDa %-.‘ a d

Rys. 23. Rozdziat elektroforetyczny w zelu poliakrylamidowym
przedstawiajacy wyniki frakcjonowania i oczyszczania biatek cieczy
pohodowlanej z Meiothermus ruberis. Probki: M- marker, 1-ciecz
pohodowlana, 2-frakcja stracona 90% (NH,4),SO,, 3-frakcja stracona
90% (NH,4),SO,, i poddana filtracji zelowej na ztozu Sephadex G-
100.

9.2.4 Wilasciwosci i warunki dzialania proteaz z Deinococcus geothermalis
i Meiothermus ruber

Niektore mikroorganizmy charakteryzuja si¢ do$¢ znacznym zrdznicowaniem
optymalnych warunkéw dziatania enzymow i1 wzrostu komorek. W tej grupie znajduja sig

m. in. Deinococcus geothermalis i Meiothermus ruber. Enzym produkowany przez ziarniaka
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wykazuje najwigksza aktywnos¢ w 60°C (Rys. 24), a wigc w temperaturze o 15°C wigkszej od
optymalnych warunkow wzrostu macierzystego mikroorganizmu. Z kolei biokatalizator
wytwarzany przez pateczke wykazuje optimum swojego dzialana w temperaturze 80°C, czyli
0 25°C wyzszej niz temperatura propagacji mikroorganizmu, z ktérego pochodzi (Rys. 25).
Przekroczenie optymalnej temperatury dziatania w obu przypadkach powoduje dos$¢ szybki
spadek aktywnosci enzymatycznej. Podobne zjawisko zostalo potwierdzone i jako przyktad
moga postuzy¢ enzymy proteolityczne, syntezowane m.in. przez Geobacillus sp. YMTC 1049
(Zhu i in., 2007) oraz Bacillus sp. JB-99 (Johnvesly i in., 2001). W obu sytuacjach
odnotowano przesunigcie optymalnej temperatury dziatania proteaz (o 15°C) w kierunku
temperatur  wyzszych ~ w porOwnaniu  Z temperatura  propagacji  mikroorganizmu
produkujacego enzym. Optymalne temperatury dziatania proteaz pochodzacych z Geobacillus
sp. YMTC 1049 i Bacillus sp. JB-99 wynosza odpowiednio 85°C oraz 70°C.
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Rys. 24. Wplyw temperatury reakcji na aktywno$¢ (o) i stabilno$¢ (e) proteaz
z Deinococcus geothermalis mierzony w 0,1 M buforze fosforanowo-
cytrynianowym o pH 7,2. Wyniki sa $rednia z 3 oznaczen =+ odchylenia
standardowe.

Badania termostabilnosci proteazy z Deinococcus geothermalis wykazaty, ze po 1
godzinie inkubacji w 80°C w srodowisku buforu fosforanowo-cytrynianowego o pH 7,2
nastgpowata prawie catkowita inaktywacja enzymu. Natomiast w zakresie temparatur od 30
do 65°C badany enzym zachowywal ponad 80% aktywnosci poczatkowej (Rys. 24).
Godzinna inkubacja proteazy z M. ruber w 80°C, w $rodowisku buforu fosforanowo-
cytrynianowego o pH 8,0 powoduje spadek aktywnos$ci enzymatycznej jedynie o 39%.

W zakresie temperatur od 40 do 75°C preparat nie traci swojej aktywnosci (Rys. 25).
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Rys. 25. Wplyw temperatury reakcji na aktywno$¢ (o) i stabilno$¢ (e) proteaz
Z Meiothermus rubers mierzony w 0,1 M buforze fosforanowo-cytrynianowym
0 pH 8. Wyniki sa $rednig z 3 oznaczen + odchylenia standardowe.

Enzymy, ktore sa przedmiotem badan przynaleza do grupy proteaz alkalicznych,
0 czym $wiadczy maksymalna aktywnos$¢ hydrolizy azokazeiny przy pH 9 (Rys. 26, Rys. 27).
Proteazy sa stabilne w szerokim zakresie pH. Pomimo godzinnej inkubacji w $srodowisku
0 pH w zakresie od 6 do 10,5 (D. geothermalis) czy w zakresie od 7 do 11,5 (M. ruber)
zdolno$¢ katalityczna utrzymuje si¢ na wysokim poziomie ponad 80%. W stosunku do
proteaz z Deinococcus geothermalis i Meiothermus ruber duza analogi¢ wykazuja
subtilizyny, nalezace do zewnatrzkomoérkowych proteaz serynowych i1 osiagajace najwyzsza

aktywno$¢ przy pH okoto 10,0 (Rawlings i Salvesen, 2013).
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Rys. 26. Wplyw pH reakcji na aktywno$¢ (o) i stabilnos¢ (e) proteaz
z Deinococcus geothermalis. Wyniki sa $rednia z 3 oznaczen + odchylenia
standardowe.
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Rys. 27. Wplyw pH reakcji na aktywno$¢ (©) 1 stabilno$¢ (e) proteaz
z Meiothermus ruber. Wyniki sa $rednia z 3 oznaczen + odchylenia standardowe.

9.2.5 Wplyw kationéw

Uczestniczace w tworzeniu mostkow solnych dwuwartoSciowe kationy 1 zwigzane
koordynacyjnie jony metali moga stabilizowa¢ lub destabilizowac strukture czasteczek biatka,

wiaza¢ podjednostki enzymu oraz zmienia¢ ich konformacje.

Tabela 23. Wptyw niektorych kationéw na aktywnos¢ proteaz z Deinococcus
geothermalis.

Aktywnos$¢ wzgledna [%] przy stezeniu

Kation 1 mM 5 mM 10 mM
Kontrola 100 % 0,9 100+ 0,9 100+0,9

Cuz+ 75,4 + 2,78.¢ 59,1 £1,9b 45,4 + 1,22
Al3+ 94,9 + 2,4CDE ¢ 88,9 + 3,0b 69,0 + 1,32
Ni2+ 92,3 * 2,2CD,c 84,1 +£0,4b 71,5 £ 1,62
Caz+ 101,1 £ 2,7F.a 100,1 £ 1,7 97,5+ 1,62
Co2+ 92,9 +1,7¢b.c 63,1 +1,2b 51,6 + 1,02
Zn2+ 91,4 + 2,1C¢ 72,1 +£2,1b 61,8 + 0,62
Mg2+ 101,4 £ 1,7Fa 102 £ 2,02 107,2 £ 3,1b
Baz+ 100 £ 1,6EF.c 81,1+1,2b 70,9 + 1,52
Hg2+ 69,3 + 2,04¢ 42,5 +£0,9° 29,3 + 3,02
Mn2+ 99,2 + 2,0EFb 79,0 £ 1,42 76,7 £ 1,62
Fe3+ 97,8 + 4,4DEF.c 84,1 +2,1b 62,2 + 2,02
Na+ 101,9 £ 1,3Fa 101,9 £ 0,82 101,7 £ 1,92

Rozne indeksy w kolumnie (A-F) i wierszach (a-c) oznaczaja rdznice istotne
statystycznie (p<0,05). Przedstawione wyniki sg $rednia z 3 oznaczen + odchylenia
standardowe.

Jest to jedna z przyczyn wptywu kationdw na aktywnos¢ i termostabilno$¢ enzymow.

Znajdujace si¢ w Srodowisku reakcji kationy moga takze blokowa¢ miejsca wiazace substrat
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lub reszty aminokwasowe w centrum katalitycznym. Jony metali znajdujace si¢ w centrum
katalitycznym niektorych enzymow sa jednak niekiedy niezbgdne do przebiegu katalizowanej
reakcji 1 ich usunigcie, np. wskutek dziatania substancji chelatujacych, wywotuje inaktywacj¢
biokatalizatora.

Wprowadzone do srodowiska reakcji kationy wywieraja réznorodny wplyw na aktywnos¢
proteaz z Deinococcus geothermalis i Meiothermus ruber inkubowanych przez okres 1
godziny w $rodowisku zawierajacym chlorki metali (Tabela 23, Tabela 24). W obu
przypadkach silne oddziatywanie inaktywujace wywieraja jony metali przejsciowych Hg?',
Cu?, zn?*, Co*, Ni** i Fe*", natomiast Na* nie wplywa na ich aktywnos¢. Dzialanie
aktywujace wykazuja jony Mg?* oraz jony Ca®" i Mn?* odpowiednio w przypadku proteaz
zD. geothermalis i M. ruber. Pozostale jony dziataly niekorzystnie na aktywno$¢
enzymatyczna w stopniu zaleznym od stgzenia kationu w Srodowisku, co byto
przypuszczalnie konsekwencja wzrastajacej sity jonowej cieczy reakcyjnej. Podobny wptyw
jonow metali zaobserwowano w przypadku serynowych proteaz z Bacillus circulans
i Bacillus sp. JB-99 (Subba Rao i in., 2009, Johnvesly i in., 2001). W obu przyktadach
obecno$¢ jondOw wapnia, sodu 1 magnezu korzystnie wplywala na dziatanie enzymow,
podczas gdy jony cynku i rteci powodowaly dezaktywacje biokatalizatora. W przypadku
jonéw miedzi powodowaty one spadek aktywnos$ci proteaz z Bacillus circulans, natomiast

wzrost zdolnosci katalitycznych enzymow pochodzacych z Bacillus sp. JB-99.

Tabela 24. Wptyw niektérych kationow na aktywno$¢ proteaz z Meiothermus

ruber.
Aktywno$¢ wzgledna [%] przy steZeniu

Kation 1 mM 5 mM 10 mM

Kontrola 100 £ 2,5F 100+ 2,5 100+ 2,5
Cuz+ 80,9 + 2,148,b 74,2 +1,8a 72,1+29a
Al3+ 91,8 £ 1,6E¢ 78,2 £ 0,5b 70,4 £ 1,92
Ni2+ 89,3 + 0,6DE Db 95,9 + 3,62 93,3+1,1a
Caz+ 105,2 + 3,6G.a 112,9 £1,8b 124,9 £ 2,2¢
Co2+ 82,9 £ 1,68Cc 72,1+1,3a 75,7 £0,5b
Zn2+ 91,2  2,6E¢ 68,9 £ 2,5b 55,3 +1,8a
Mg2+ 100,5 £ 2,4F.c 94,3 + 3,0b 88,8+ 1,32
Baz+ 81,6 + 2,848,b 61,5+1,52 58,0 £ 2,92
Hg2+ 78,1+ 0,67¢ 43,6 £ 2,2b 25,2+ 1,72
Mnz2+ 96,5 + 0,6Fa 118,9 £ 2,2b 120,0 £ 6,5b
Fe3+ 87,1 + 2,6¢D.b 65,7 £ 0,52 65,2 + 2,82
Na+ 99,2 +1,8Fa 98,8+ 1,22 101,4 £ 2,4

Rozne indeksy w kolumnie (A-G) i wierszach (a-c) oznaczaja rdznice istotne
statystycznie (p<0,05). Przedstawione wyniki sg $rednia z 3 oznaczen + odchylenia
standardowe.
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9.2.6 Oddzialywanie niektoérych zwiazkéw chemicznych

Wiele substancji wprowadzonych do srodowiska reakcji dziata jako kompetytywne
lub niekompetytywne inhibitory enzymow. Inhibitory kompetytywne sa podobne
strukturalnie do czasteczek substratu 1 wiaza si¢ odwracalnie z centrum katalitycznym nie
powodujac trwalej inaktywacji enzymu. Natomiast inhibitory niekompetytywne nie sa
podobne do czasteczek substratu i tacza si¢ z innymi obszarami czasteczek enzymu

zmieniajac ich konformacjg.

Tabela 25. Wptyw niektorych zwiazkow na aktywnos$¢ proteaz z Deinococcus
geothermalis.

Zwiagzek chemiczny  Stezenie Aktywno$¢ wzgledna [%]

Kontrola - 100 +1,3

5 mM 66,6 £ 2,4

SDS 10 mM 60,2 +4,3
2-merkaptoetanol 5> mM 96,6 +0,9
p 10 mM 91,2+ 1,4

5 mM 784 +1,6

DTT 10 mM 64,7+ 0,8

5 mM 96,8 +0,7

Tween 80 10 mM 94,3 + 1,2

. 5 mM 90,3+1,7
Triton X-100 10 mM 87.8+ 0,9
Tri 5 mM 99,8+ 0,7

s 10 mM 101,1+ 1,1

20 mM 100,8+1,3

Mocznik 1M 989 +1,5
4M 93,3+0,6

Pepstatyna 1 mM 95,6 +1,8
pCMB 1 mM 96,5+1,4
Jodoacetamid 1 mM 100,3+2,4
PMSF 1 mM 28,5+0,5

1 mM 99,7 +1,3

EDTA 10 mM 65,6 +0,9

Przedstawione wyniki sg §rednig z 3 oznaczen + odchylenia standardowe.

Badania wplywu wymienionych w tabeli 25 i 26 substancji na aktywno$¢ proteaz
z Deinococcus geothermalis i Meiothermus ruber wykazaly, Zze najwigksza inaktywacje
wymienionych enzyméw spowodowatl inhibitor blokujacy grupy —OH, tj. fluorek
fenylometylosulfonowy (PMSF) przy jednoczesnym braku oddzialywania ze strony
jodoacetamidu i kwasu p-chlorortgciowobenzoesowego (PCMB) bedacych inhibitorami

proteaz cysteinowych. Spadek aktywnosci o 71% 1 72% wywotany przez PMSF $§wiadczy
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0tym, ze charakteryzowane enzymy naleza do rodziny proteaz serynowych. Aktywnos$¢
preparatow nie ulegala zmianie pod wplywem pepstatyny i ImM kwasu
etylenodiaminotetraoctowego (EDTA), bedacych inhibitorami proteaz aspartylowych
I metaloproteaz. Zwigkszenie stezenia EDTA do 10 mM w $rodowisku reakcji spowodowato
znaczny spadek aktywnosci katalitycznej enzymow. Dla proteazy z D. geothermalis spadek
ten wynosit okoto 35%, natomiast aktywnos¢ proteazy z M. ruber spadta o prawie 70%.
Wedlug danych literaturowych enzymy nalezace do rodziny proteaz serynowych do
prawidlowego funkcjonowania potrzebuja jonéw wapnia (Sumantha i in., 2006). Wykazano
réwniez, ze mostki solne tworzone z udziatem dwuwarto$ciowych kationow sa jednym
z czynnikow zabezpieczajacych czasteczki termostabilnych biatek przed rozfaldowaniem
W podwyzszonej temperaturze (Vieille i in.,, 2001). Znaczenie tych oddziatywan
w stabilizowaniu struktur omawianych proteaz zostato najprawdopodobniej zaktocone przez

kwas diaminotetraoctowy (EDTA), ktory jest chelatorem jonow metali.

Tabela 26. Wptyw niektorych zwiazkow na aktywnos¢ proteaz z Meiothermus

ruber.
Zwiagzek chemiczny  Stezenie Aktywno$¢ wzgledna [%]

Kontrola - 100+ 0,4

5 mM 80,5+ 3,0

SDS 10 mM 76,3+2,8
2-merkaptoetanol > mM 78309
p 10 mM 78,3 + 0,9

5 mM 58,2 +0,3

DTT 10 mM 48,5+ 0,4
5 mM 108,1+1,6
Tween 80 10 mM 108,9 + 1,8
. 5 mM 100,4 + 2,6
Triton X-100 10 mM 100,2 0,3
Tris 5 mM 99,7 + 2,8

10 mM 98,2 + 3,2

20 mM 100 £+ 2,2

Mocznik 1M 996 +1,5

1M 100,1 +1,3

Pepstatyna 1 mM 97,3+1,3
pCMB 1mM 951+ 1,2
Jodoacetamid 1 mM 94,3+29
PMSF 1 mM 274+1,5

1 mM 90,1 +0,9

EDTA 10 mM 309+1,4

Przedstawione wyniki sa $rednia z 3 oznaczen + odchylenia standardowe

Aktualnie na rynku dostgpnych jest wiele proszkow do prania, srodkow myjacych

I detergentow zawierajacych w swoim skladzie dodatek enzymow, migdzy innymi proteaz.
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Wazne jest, aby takie enzymy byly stabilne i nie ulegaty denaturacji w obecno$ci innych
sktadnikow detergentow, dlatego dazy si¢ do pozyskiwania bioczasteczek o takich
whasciwosciach. Proteazy z D. geothermalis i M. ruber wykazuje zr6znicowana odporno$¢ na
dziatanie detergentow 1 substancji denaturujacych. Niejonowe detergenty Triton X-100
i Tween 80 nie wplywaja istotnie na dzialanie enzymu produkowanego przez ziarniaka
i powoduja niewielkie wynoszace kilka procent obnizenie aktywnos$ci, podczas gdy na drugi
enzym dziataja stymulujaco. W przypadku proteaz z B. circulans i B. aquimaris VITP4 wyzej
wymienione detergenty nie wplywaly na aktywno$¢ enzymatyczng lub powodowaly
minimalny spadek zdolnosci katalitycznych (Subba Rao i in., 2009, Shivanand i in., 2009).
Z Kkolei s6l sodowa siarczanu dodecylu (SDS), ktéra wiaze si¢ z bialkami i nadaje im silnie
anionowy charakter, powoduje znaczne ostabienie zdolnosci proteolitycznych pozyskanych
preparatow. Spadek aktywnosci wywotany SDS wynosi 40% i 24% odpowiednio dla
D. geothermalis i M. ruber. Spowodowane jest to zmiang pierwotnego tadunku wypadkowego
czasteczki biatka. Dziatanie SDS na proteazy z B. circulans i B. aquimaris VITP4 réwniez
powodowato spadek aktywnosci odpowiednio 025 i 10%, a w przypadku protaz
z Pseudomonas aeruginosa MCM B-327 az o 43% (Zambare i in., 2011).

Wykorzystanie w badaniach ditiotreitolu (DTT) czy 2-merkaptoetanolu umozliwia
stwierdzenie, czy mostki dwusiarczkowe biora udziat w stabilizacji  struktury
czwartorzedowej biatka. Merkaptoetanol posiada wzglednie wysoka toksyczno$¢ oraz moze
reagowa¢ z wolnymi resztami cysteinowymi, dlatego tez w analizie czg$ciej stosowany jest
ditiotreitol (DTT), ktéry posiada rowniez wyzszy potencjal redukcyjny. W zwiazku z tym
mozna tlumaczy¢ znaczna roznicg w dziataniu obu tych reduktorow (Tabela 25, Tabela 26).
Stosunkowo mate oddziatywanie ze strony 2-merkaptoetanolu jest nieadekwatne do dziatania
DTT, ktory powoduje do$¢ duza inaktywacje preparatow wynoszaca 35% i 50%. Nasuwa to
sugesti¢, ze mostki disulfidowe, determinujace 1V-rzgdowa konformacj¢ biatka, maja wplyw
na dzialanie jego centrum aktywnego i ich redukcja powoduje zmiang aktywnosci
katalitycznej. Literaturowym potwierdzeniem takiego przypadku sa protazy z Pseudomonas
aeruginosa MCM B-327, ktore pod wptywem 5 mM DTT sa catkowicie dezaktywowane
(Zambare 1 in., 2011). Dziatanie 4 M mocznikiem powoduje jedynie okoto 7% spadek
aktywnos$ci enzymu z D. geothermalis, natomiast na biokatalizator pochodzacy z M. ruber nie
dziata w ogole. Wysoka odpornos$¢ na dziatanie tego czynnika denaturujacego sugeruje, ze
struktura obu biatek jest dobrze upakowana i bardzo sztywna. Ponadto odnotowano, ze Tris,
stanowiacy sktadnik buforow szeroko stosowanych w biochemii i biologii molekularnej, nie

wplywa na dziatanie omawianych enzymow.
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Tabela 27. Wptyw niektorych rozpuszczalnikow na aktywnos¢ proteaz z Deinococcus geothermalis
i Meiothermus ruber.

Zwazek

Aktywno$¢ wzgledna proteazy Aktywnos$¢ wzgledna proteazy

chemiczny Stezenie z D. geothermalis [%] z M. ruber [%]
Kontrola - 100+ 0,6 100+ 0,9
[zopropanol 25% 62,9 + 3,0 86,9 +1,8
Etanol 25% 66,80 £ 0,7 96,9 +£2,5
Metanol 25% 86,9 +£3,9 101,8+0,2
DMSO 25% 96,8 + 4,6 1145+ 2,4
Aceton 25% 70,8 +2,3 106 +1,8

Przedstawione wyniki sa $rednia z 3 oznaczen + odchylenia standardowe.

Stabilno$¢ enzymoéw proteolitycznych w $srodowisku rozpuszczalnikéw organicznych jest
waznym atrybutem w przypadku ich wykorzystania do syntezy peptydow i estrow, ktore
nalezy prowadzi¢ w warunkach bezwodnych. Proteaza z D. geothermalis wykazuje
zroznicowana odporno$¢ na wykorzystywane w syntezie chemicznej rozpuszczalniki
organiczne (Tabela 27). Dimetylosulfotlenek (DMSO) nie wplywa znaczaco na aktywno$¢
proteolityczna preparatu, podczas gdy metanol powoduje widoczny, ale niewielki spadek
aktywnos$ci o ok. 13%. Pozostale zwiazki organiczne wplywaja znaczaco na zdolnos¢
katalityczna ~ enzymu  powodujac  dezaktywacje rzedu  30-40%.  Zastosowanie
rozpuszczalnikow organicznych jako srodowiska reakcji, majace na celu przeprowadzenie
reakcji transpeptydacji, zamiast oczekiwanych efektow powoduje denaturacj¢ biokatalizatora.
Sugeruje to, iz proteazy z D. geothermalis nie nadaja si¢ do wykorzystania w syntezie
chemicznej. Przeciwnie enzym syntezowany przez M. ruber. Odznacza si¢ on wysoka
odporno$cia na dziatanie odczynnikow chemicznych przedstawionych w tabeli 27.
Nieznaczny spadek aktywnosci jest widoczny jedynie w przypadku izopropanolu, natomiast
pozostate rozpuszczalniki nie wptywaja lub nieznacznie stymuluja dziatanie proteazy.

Jako przyktad enzymu niewrazliwego na dzialanie rozpuszczalnikéw organicznych moze
postuzy¢ proteaza ze Streptomyces clavuligerus, u ktorej 25% roztwory acetonu, etanolu,
ksylenu, benzenu, jak i butanolu nie powodowaty zmian aktywnosci enzymatycznej (Thumar
i in., 2009).

9.2.7 Specyficznos¢ substratowa

Zewnatrzkomorkowa aktywnos$¢ proteolityczna odnotowano u wielu przedstawicieli
organizmoéw prokariotycznych, eukariotycznych czy archeondéw. Zewnatrzkomorkowe
proteazy sa potrzebne do hydrolizy biatek znajdujacych si¢ w $rodowisku tak, aby ich

przyswajanie bylo dla organizmu mozliwe. Zazwyczaj charakteryzuja si¢ one szeroka
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specyficznoscia substratowa i powoduja degradacje niestrukturalnych bialek takich jak
albumina, kazeina, insulina czy hemoglobina (Kalisz, 1988). Wysoka aktywnos¢
proteolityczna niektérych mikroorganizméw czgsto wiaze sig z ich patogennoscia w stosunku
do czlowieka lub zwierzat. Jednakze do tej pory nie odnotowano przypadku wystgpowania
patogenow wérod termofili, co sugeruje, ze Deinococcus geothermalis i Meiothermus ruber
moga by¢ bez obaw wykorzystywane do pozyskiwania enzymow proteolitycznych (Suzuki
i in., 2006).

Tabela 28. Specyficzno$¢ substratowa proteaz z Deinococcus geothermalis i Meiothermus ruber.
Aktywnos¢ preparatu Aktywnos¢ preparatu
—70,
Substraty [C=2%] z D. geothermalis [10-3 U] z M. ruber [10-3 U]

Kazeina 944,7 + 34,1 407,9+£9,6
Hemoglobina 1050,1 + 29,9 565,9 + 44,2
Lizozym 103,910 105,8 +19,7
Albumina jaja kurzego 63,6 4,7 1128+ 7,5
Surowicza albumina wolowa 155,6 + 11,7 543,5+ 20,3
[-globulina wotowa 1238 + 31,8 213,5 + 25,8
Zelatyna 585,3 + 14,2 60,9 + 7,1
Hydrolizat keratyny 170 + 8,2 332,8+11,9

Przedstawione wyniki sa $rednia z 3 oznaczen + odchylenia standardowe.

W przypadku proteaz, ktore byly przedmiotem badan wykazuja one szerokie
i zr6znicowane  powinowactwo  substratowe (Tabela 28). Preparat pozyskany
z D. geothermalis wykazywatl najwyzsza aktywnos$¢ hydrolityczna w przypadku substratow
takich jak hemoglobina, kazeina czy B-globulina wotowa. Zmniejszona aktywno$¢ proteaza
wykazywala natomiast wzgledem keratyny czy albuminy jaja kurzego. W przypadku M.ruber
najwigksza aktywno$¢ enzymatyczna zaobserwowano w stosunku do kazeiny, hemoglobiny,
BSA czy keratyny. Stabo hydrolizowana byta zelatyna i lizozym. Zblizone preferencje
substratowe wykazuja zewnatrzkomorkowe proteazy z Pseudomonas aeruginosa MCM B-
327 (Zambare i in., 2011).

Szerokie spektrum dzialania oraz przynalezno$¢ do rodziny proteaz serynowych
sugeruje, iz enzymy produkowane przez D.geothermalis i M.ruber maja aktywnosc¢

endopeptydazowa (Kotakowski, 2005).
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Rys. 28. Zalezno$¢ szybkosci hydrolizy katalizowanej proteza z Deinococcus
geothermalis (60°C, pH 7,2) od stezenia azokazeiny. Wyniki sa $rednig z 3 oznaczen
+ odchylenia standardowe.

Z wykresu przedstawiajacego zalezno$¢ szybkosci reakcji hydrolizy katalizowanej
proteza z Deinococcus geothermalis od st¢zenia azokazeiny wynika, ze najwigksza aktywnos$¢
enzymu uzyskuje si¢ przy okoto 20 mg/mL stezenia substratu (Rys. 28). W analogicznym
przypadku enzym z Meiothermus ruber osiaga najwigksza aktywnos$¢ przy okoto 10 mg/mL

azokazeiny (Rys. 29).
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Rys. 29. Zalezno$¢ szybkosci hydrolizy katalizowanej proteza z Meiothermus ruber

(80°C, pH 8,0) od stezenia azokazeiny. Wyniki sa $rednia z 3 oznaczen + odchylenia
standardowe.

Maksymalna szybkos$¢ reakcji Vimax oraz stala Michaelisa K obliczono na podstawie wykresu

Lineweavera-Burka (Rys. 30). Wyznaczona w ten sposob stale kinetyczne wynosza
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Vmax=2,18 U/min i Kp=1,64 mg/mL dla preparatu z D. geothermalis oraz Vmax=36,6 U/min
i K 4,76 mg/mL odpowiednio dla preparatu z M. ruber. Niska wartos¢ statej K, $wiadczy
o0 dobrym powinowactwie enzymu do substratu. Bardzo podobne wartosci Kp
zaobserwowano podczas hydrolizy azokazeiny przez proteazy z Streptomyces sp. XZNUM
00004 (Kn=0,96 mg/mL), Streptomyces sp.CS684 (Kn=4,2 mg/mL) czy Enterococcus
faecalis TN-9 (K»=0,98 mg/mL) (Ju X i in., 2012, Simkhada i in., 2010, Yuan i in., 2009).

18 1
IV 16 ]

1/s

Rys. 30. Wyznaczenie wartosci Ky, (mg/mL) oraz Vpax (U/min) dla reakcji hydrolizy
azokazeiny katalizowanej przez proteazy z Deinococcus geothermalis (o)
i Meiothermus ruber (e). Wyniki sa $rednia z 3 oznaczen + odchylenia standardowe.

9.2.8 Masa czasteczkowa

Stosujac technikg saczenia molekularnego, na podstawie krzywej wzglednej objgtosci
retencji biatek, wyznaczono mase czasteczkowa proteazy z D. geothermalis na 23,9 kDa
(Rys. 31). Natomiast masa czasteczkowa biatka wyznaczona metoda SDS-PAGE wynosi
w przyblizeniu 25 kDa, co wskazuje, ze enzym ma budowg monomeru (Rys. 20).
Analogicznie okreslono wielko$¢ enzymu z M. ruber. Na podstawie filtracji zelowej
ustalono, ze przyblizona wielko$¢ biatka wynosi 47,8 kDa (Rys. 31). Szacunkowa masa
okreslona na bazie elektroforezy w warunkach denaturujacych wynosi 45 kDa (Rys. 22), co
sugeruje, ze rowniez ta proteaza zbudowana jest z jednej podjednostki.

Doniesienia literaturowe na temat zewnatrzkomérkowych proteaz potwierdzaja tendencj¢ do
wystgpowania struktur monomerycznych w obregbie danej grupy badawczej. Jako przyktad

moga postuzy¢ zewnatrzkomorkowe alkaliczne proteazy serynowe pozyskane z Bacillus

pumilus Al (34 kDa), Geobacillus sp. YMTC 1049 (59,2 kDa), Bacillus circulans (39,5 kDa),
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Bacillus pumilus MS-1 (33 kDa) (Fakhafakh-Zouari i in., 2010; Zhu i in., 2007; Subba Rao
iin., 2009; Miyaji i in., 2006). We wszystkich przypadkach masa byla wyznaczana dwoma

metodami: filtracji zelowej oraz elektroforetycznie w $rodowisku denaturujacym (SDS-

PAGE).
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Rys. 31. Wyznaczenie masy czasteczkowej proteaz z D. geothermalis i M.ruber
technika saczenia molekularnego.

Lizozym 14,6 kDa®

9.2.9 Wplyw czasu na aktywnos$¢ enzymatyczng

Stabilno$¢ enzymoéw z technologicznego punktu widzenia jest niesamowicie wazna.
Pod pojeciem stabilnosci rozumie si¢ zardwno stabilnos¢ operacyjna, jak i stabilno$¢ podczas
przechowywania biokatalizatora. Podczas gdy pierwsza dotyczy zachowania aktywnosci
w trudnych warunkach reakcji, druga obejmuje wptyw czasu i warunkoéw przechowywania na
aktywnos$¢ katalizatora. Enzym moze by¢ przechowywany w postaci roztworu, wysuszonego
proszku czy tez immobilizowanego preparatu (Drago i Gibson, 2001). Okres przechowywania
I trwatosci enzymoéw moze wynosi¢ od kilku dni do Kilku lat i zalezy od charakteru biatka
I zastosowanych warunkow przechowywania. Optymalne warunki przechowywania sa
speczyficzne dla kazdego biatka. Niemniej jednak istnieja podstawowe sposoby, ktore
pozwalaja na zachowanie zywotnosci biatka. NajczgSciej jezeli preparat jest ptynny
przechowuje si¢ go w warunkach chlodniczych (+4°C) lub mrozi W obecnosci
krioprotektantow (glicerol, glikol etylenowy) w -20°C Iub cieklym azocie. Natomiast gdy
istnieje taka mozliwo$¢ preparat enzymatyczny mozna zliofilizowaé i przechowywaé

W chtodnym, suchym miejscu.
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Tabela 29. Wptyw czasu przechowywania w warunkach chtodniczych (4°C) na
aktywno$¢ ogolna proteaz z Deinococcus geothermalis i Meiothermus ruber.

Czas Aktywno$¢ wzgledna preparatu Aktywno$¢ wzgledna
[tydzien] z D. geothermalis [%] preparatu z M. ruber [%]
0 100+1,1 100+ 0,4
2 859+0,6 81,2+1,3
4 832+24 84,3+1,3
6 74,5+ 0,9 77,7 £2,1
8 759+0,8 76,3+ 0,6
10 61,3+0,5 74,2 +0,8
12 58,9 + 3,6 74,1 +£1,2

Przedstawione wyniki sg $rednig z 3 oznaczen + odchylenia standardowe.

Preparaty enzymatyczne pozyskane z D. geothermalis i M. ruber przechowywane w postaci
zliofilizowanego suszu w warunkach chtodniczych (+4°C) sa stabilne. Po okresie 12 tygodni
oba preparaty zachowywaly zadowalajaca aktywno$¢ katalityczna, ktéra wynosita
odpowiednio 58,9% oraz 74,1% aktywnosci poczatkowej (Tabela 29). W przypadku
preparatow proteaz dostgpnych handlowo jedynie Alcalase® 2.4 L FG (ptynny preparat
subtylizyny pochodzacy z Bacillus licheniformis stabilizowanym glicerolem) ma okreslona
datg przydatno$¢ do uzycia. Producent sugeruje, aby produkt przechowywany w zakresie
temperatur od 0-10°C byt wykorzystany w przeciagu 6 miesigcy. Inne dostepne komercyjnie

enzymy, ktore stanowia preparaty suche nie posiadaja okreslonego terminu przydatnosci.
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Whnioski

Bakterie typu Deinococcus-Thermus stanowia doskonate zrodio enzymow
przydatnych w przemys$le spozywczym. Enzymy, ktore byly przedmiotem badan,
wykazuja ciekawe wilasciwosci 1 moga stanowi¢ alternatywe dla dostgpnych obecnie

na rynku preparatow enzymatycznych.

Oczyszczanie a-D-glukozylotransferazy maltozy z zastosowaniem denaturacji cieplnej
(10 minut, 56°C) oraz chromatografii metalopowinowactwa pozwolito uzyskac
homogenny preparat o aktywnosci specyficznej 11,83 U/mg. Badany enzym jest
homodimerem o masie czasteczkowej wynoszacej 126,9 kDa i wykazuje najwigksza
aktywnos¢ w 30°C w pH 7,6. Bialko nie ulega inaktywacji w 45°C w badanym
okresie inkubacji wynoszacym 2 godziny i pozostaje stabilne w zakresie pH od 5,5 do

9.

a-D-glukozylotransferazy maltozy inhibowana jest przez Cu®*, AI**, Zn®*, Hg*" i Fe®*
natomiast jony Ca®* iMg®" nie wplywaja na jej dzialanie. Calkowity spadek
aktywnosci odnotowano pod wpltywem dziatania pepstatyny, kwasu jodooctowego
i fluorku fenylometylosulfonowego. Biokatalizator nie jest wrazliwy na niejonowe
detergenty takie jak Triton X-100 oraz Tween 80 natomiast rozpuszczalniki

organiczne nieznacznie hamuja jego dziatanie.

a-D-glukozylotransferazy maltozy z Deinococcus radiodurans moze by¢
wykorzystywany przemystowo do produkcji trehalozy. W przypadku 10% substratu
maltozy racjonalne jest prowadzi¢ reakcj¢ konwersji przez 24 godziny. Glukoza, ktora
jest produktem ubocznym reakcji konwersji jest produkowana w niewielkiej iloSci

I stanowi zaledwie 4 % mieszaniny poreakcyjnej.

Deinococcus geothermalis moze by¢ wykorzystywany jako zrodto alkalicznej
proteazy serynowej, ktoéra wykazuje najwieksza aktywnos¢ w 60°C przy pH 9,0.
Badania stabilnosci enzymu wykazaly, Zze po godzinnej inkubacji w zakresie
temperatur 30-60°C w $rodowisku buforu fosforanowo-cytrynianowego o pH 7,2 nie
nastgpowato istotne zmniejszenie aktywnos$ci preparatu. Proteaza pozostaje stabilna

w szerokim zakresie pH od 5,5 do 10,5 zachowujac 80% aktywnosci maksymalnej.
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Uzyskanie znacznie podczyszczonego preparatu enzymatycznego z Deinococcus
geothermalis jest fatwe i mozliwe przy wykorzystaniu dwuetapowego systemu
oczyszczania ztozonego z wysalania biatek cieczy pohodowlanej (NH4)2SO4 przy 90%
wysyceniu soli i saczeniu molekularnym na ztozu Sephadex G-100. Dwuetapowa
procedura oczyszczania powoduje 8-krotny wzrost aktywnosci specyficzne;.
Zastosowanie tylko etapu wysolenia pozwala na otrzymanie preparatu o czystosci

technicznej.

Proteaza z Deinococcus geothermalis jest monomerem o masie czasteczkowej
wynoszace] w przyblizeniu 24 kDa. Wiazania disulfidowe stabilizujace budowg
czasteczki znajduja si¢ w poblizu centrum katalitycznego 1 ich redukcja wptywa na
aktywno$¢ katalityczna. Struktura biatka jest zwarta i sztywna. Enzym inhibowany
jest przez Cu?®*, Zn**, Hg®" i Fe** natomiast jony Mg** korzystnie wplywaja na jego
dziatanie. Biokatalizator nie jest wrazliwy na niejonowe detergenty takie jak Triton X-
100 oraz Tween 80. Rozpuszczalniki organiczne hamuja w znacznym stopniu jego

dziatanie.

Proteaza z Deinococcus geothermalis charakteryzuje si¢ szeroka specyficzno$cia
substratowa. Zwigkszona aktywno$¢ hydrolityczna odnotowano w przypadku
substratow takich jak hemoglobina, kazeina czy P-globulina wotowa, zmniejszona
natomiast wzgledem keratyny czy albuminy jaja kurzego. Wartos$¢ stalej Michaelisa
(Km) reakcji hydrolizy azokazeiny wynosi 1,64 mg/mL, a Vmax reakcji 2,18 U/min.

Badana proteaza z Meiothermus ruber osiaga maksymalng aktywno$¢ w temp. 80°C
przy pH 9,0. Wymieniony enzym zachowuje okoto 80% najwigkszej aktywnosci
w zakresie pH 7-11,5 1 podczas godzinnej inkubacji w temp. 75°C nie traci aktywnosci

enzymatycznej.

Oczyszczanie enzymu z Meiothermus ruber poprzez wysolenie biatek cieczy
pohodowlanej (NH4)2SO4 przy 90% wysyceniu soli i saczeniu molekularnym na ztozu
Sephadex G-100 pozwolita na 13-krotny wzrost aktywnosci specyficznej preparatu.
Masa czasteczkowa proteazy Wyznaczona z zastosowaniem chromatografii zelowej
wynosi 47,8 kDa natomiast szacunkowa masa okreslona na podstawie SDS-PAGE

wynosi 45 kDa, co sugeruje, ze proteaza zbudowana jest z jednej podjednostki.

Bialtko pozyskane z Meiothermus ruber nalezy do grupy proteaz serynowych o czym

$wiadczy zmniejszenie aktywnosci pod wplywem PMSF. Spadek aktywnosci byt
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odnotowany w przypadku dzialania na enzym jonami Cu®*, Zn®*, Hg*", Ni*" i Co?*
natomiast jony Ca®* i Mn?* powodowaly wzrost aktywno$ci enzymu. Proteaza
wykazuje wysoka stabilno$¢ wzgledem niejonowych detergentéw takich jak Tween 80
czy Triton X-100 jak rowniez wzgledem 4 M mocznika. Ponadto odznacza si¢ wysoka

odpornoscia na dziatanie rozpuszczalnikow organicznych.

Proteaza z M. ruber wykazuje dobre powinowactwo wzgledem azokazeiny o czym
Swiadczy wartos¢ statej Michaelisa Kn=4,76 mg/mL. Bialko charakteryzuje sig
szeroka specyficznoscia substratowa. Zwigkszong aktywno$¢ hydrolityczna
odnotowano w przypadku substratow takich jak hemoglobina, kazeina, BSA czy

keratyna, obnizona natomiast wzgledem zelatyny i lizozymu.
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13. SKroty i oznaczenia stosowane w pracy

(v/v) - stosunek objgtosciowy

(W/v) - stosunek wagowo/objetosciowy

ADP - adenozyno-5'-difosforan

ang. - z angielskiego

BSA - (bovine serum albumin) albumina surowicy bydlgcej

Da - daltony

DMSO - dimetylosulfotlenek

DNA - kwas deoksyrybonukleinowy

DTT - ditiotreitol

EDTA - kwas etylenodiaminotetraoctowy

HPLC - (high performance liquid chromatography) wysokosprawna chromatografia cieczowa

Keat - stata katalityczna

kDa - kilodaltony

kGy - kilogrej

K - Stata Michaelisa

M - stezenie molowe (mol/dm?)

Mpz - mega par zasad

OD - ang. Optical Density — gesto$¢ optyczna

PCMB - p-chlorortgciobenzoesan sodu

PCR - ang. Polymerase Chain Reaction — Lancuchowa Reakcja Polimerazy

PMSF - fluorek fenylometylosulfonowy

ROS - (ang. reactive oxygen species) — reaktywne formy tlenu

rRNA - rybosomalny kwas rybonukleinowy

SDS - s6l sodowa siarczanu (VI) dodecylu

SDS-PAGE - (sodium dodecyl sulfate — polyacrylamide gel electrophoresis) elektroforeza w zelu
poliakrylamidowym w obecnos$ci SDS

ST - a-D-glukozylotransferaza maltozy (synonim: syntaza trehalozy)

TCA - kwas trichlorooctowy

TEMED - N,N,N",N"-tetrametyloetylenodiamina

TPP - fosfataza trehalozo-6-fosforanu

TPS - synteza trehalozo-6-fosforanu

TreT - glikozylotransferaza trehalozy

Tris - tris(hydroksymetylo)aminometan

Triton X-100 - eter glikolu polietylenowego i p-t-oktylofenolu o wzorze C14H,,0(C,H,0),, gdzie n=9-10

Tween 80 - nazwa handlowa monooleinianu polioksyetylenosorbitolu

U - ang. Units - jednostka aktywnosci

UDP - urydyno-5'-difosforan
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