Adres do korespondencji

Piotr Zabielski,
Instytut Biologii,
Uniwersytet

w Biatymstoku,

ul. Swierkowa 208,
15-950 Biatystok.

biotechnologia
3 (54) 219-230 2001

PRACE EKSPERYMENTALNE

Warunki termostabilnosci

I charakterystyka katalityczna
dehydrogenazy izocytrynianowej
z Bacillus licheniformis

Piotr Zabielski, Stawomir Strumito, lzabela Swi(-;cicka
Instytut Biologii, Uniwersytet w Biatymstoku, Biatystok

Thermostability conditions and catalytic characterization of isocitrate
dehydrogenase from Bacillus licheniformis

Summary

The NADP+ - dependent isocitrate dehydrogenase (IDH) from Bacillus
licheniformis was partially purified using ammonium sulphate fractionation and
gel filtration on Sephadex G-200 column. The enzyme preparation had specific
activity of 1.52 U mg ’. The temperature optimum for the IDH activity was about
59°C. The Arrthenius activation energy was determined to be 65.3 kj/mol below
47°C, and 18.3 kJ/mol above this temperature. The IDH activity at 65°C was
much protected by isocitrate and magnesium, but no NADP+. Manganese ions
were more efficient activators of the enzyme than Mg”~+. Calcium ions rather in-
hibited the IDH. The Km values for DL-isocitrate and NADP+ in phosphate buffer
(pH 7.4) at 20°C were 85.5 and 4.9 pM, respectively: at 58°C the corresponding
values were 181.5 and 69.3 pM.
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1. Wstep

Enzymy sg szeroko stosowane w réznych procesach biotech-
nologicznych oraz bioanalityce, zatem wazng kwestig jest dobor
optymalnych zrédet, zapewniajacych pozadane wihasciwosci wy-
odrebnionych z nich biokatalizatoréw (1). Dehydrogenaza izocy-
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trynianowa (EC 1.1.1.42) jako jeden z licznych enzymoéw nalezacych do klas/ oksy-
doreduktaz znajduje zastosowanie w bioanalityce powigzanej z niektérymi hotech-
nologiami (2), oraz diagnostyce laboratoryjno-medycznej (3,4), Enzym ten ka alizuje
reakcje:

D-izocytrynian + NADP+  2-oksoglutaran + CO2 + NADPH +

jest on wykorzystywany mianowicie do oznaczania stezenia D-izocytrynianuw roz-
nych ptynach (4,5) oraz moze by¢ przydatny do analizy zawartosci bardzo rozpo-
wszechnionego koenzymu NADP+. Metodyka pomiar6w wymienionej substancji w mie-
szaninach niektdrych bioreaktoréw oraz ptynach ustrojowych polega na stosowaniu
zar6éwno rozpuszczalnej dehydrogenazy izocytrynianowej (DHI) (2), jak i imnobili-
zowanej w skladzie elektrody enzymatycznej (6,7). Obie wersje wymagajg jednak
wystarczajaco stabilnych preparatow enzymu.

Celem pracy bylo zbadanie termostabilnosci i wiasciwosci funkcjonalno-kine-
tycznych DHI z Bacillus licheniformis, tj. drobnoustroju, z ktérego jak dotad enzym
ten nie byt izolowany i charakteryzowany. Dodatkowg przestanka wskazugcg na
ewentualng perspektywiczno$é tego zrodta byly dane o bardzo wysokiej teimosta-
bilnosci innego enzymu (a-amylazy) wyodrebnionego z B. licheniformis (8), diociaz
bakteria ta nie nalezy do typowych termofili, a jest jedynie termotolerancyna (9).
W ramach tych badain wyjasniano ponadto kwestie, czy zachodzg znaczne imiany
wiasciwosci kinetycznych enzymu podczas katalizy w réznej temperaturze. Uzyska-
nie takiej informacji moze by¢ wazne w aspekcie bioanalitycznego zastos)wania
DHI.

2. Materia! i metody

2.1. Drobnoustrdj i jego hodowla

Szczep bakterii Bacillus licheniformis pochodzit z kolekcji Zaktadu Mikrotiologii
Instytutu Biologii Uniwersytetu w Biatymstoku. Hodowle prowadzono 24 godziny
w temperaturze 60°C na szalkach z agarem odzywczym (10). Optymalne warniki ho-
dowli ustalono na podstawie uprzednio przeprowadzonych eksperymentov. Wy-
roste kolonie zawieszone w roztworze fizjologicznym NaCl wirowano przy 1000 g
w ciggu 40 minut. Osad zostat rozpuszczony w ptynie fizjologicznym, po cz/m za-
wiesing ponownie wirowano przy 6000 g. Uzyskany osad komorkowy zamiozono
i przechowywano w temperaturze -20°C.
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2.2. Oznaczanie aktywnosci DHI

Aktywnos$¢ DHI mierzono rejestrujac na spektrofotometrze Beckman DU-640
wzrost absorbancji przy 340 nm wskutek redukcji NADP+. Podstawowa mieszanina
reakcyjna (1 ml) zawierata: 50 mM bufor Na-fosforanowy (pH 7,4), | mM MgClz,
0,5 mM NADP+, | mM DL-izocytrynian. Reakcje inicjowano poprzez dodanie do
mieszaniny 0,01-0,02 mg biatka preparatu DHI.

2.3. Etapy czesciowego oczyszczania DHI

W celu rozbicia $ciany komorkowej, do stezonej zawiesiny bakterii w 20 mM bu-
forze fosforanowym zawierajgcym 5 mM EDTA oraz ImM fluorek fenylometylosulfo-
nowy (jako inhibitor proteaz), dodano lizozym (Sigma) w proporcji 10 mg/ml. Inku-
bacja trwata | godzine. Nastepnie zawiesing dodatkowo poddano przez | minute
dziataniu ultradzwiekdw w dezintegratorze DU-1!1 (Elpan). Po wirowaniu przy 15 000 g
w ciggu 90 min zostat uzyskany klarowny ekstrakt komérkowy wykazujacy aktyw-
no$¢ DHI. Biatko enzymatyczne wytracano siarczanem amonowym w zakresie 0,5-0,9
stopnia nasycenia roztworu solg. Uzyskany osad rozpuszczono w 50 mM buforze
fosforanowym (pH 7,4) i roztwor poddano filtracji zelowej w kolumnie wypetnionej
Sephadexem G-200 (11). Zebrane frakcje o najwiekszej aktywnosci DHI zostaty po-
faczone. Aktywnosé wiasciwa enzymu w uzyskanym preparacie wyniosta 1,52 U/mg.

2.4. Badanie wplywu réznych czynnikéw na aktywno$¢ DHI

Whptyw temperatury na aktywno$¢ DHI badano za pomocg termostatu Haake
C-10. Temperature mieszaniny reakcyjnej w kuwecie podigczonej do termostatu
kontrolowano doktadnym minitermometrem. Optimum pH ustalano przy zastoso-
waniu 50 mM buforu Na-fosforanowego z wartosciami pH r6znigcymi sie 0 0,2 w za-
kresie 5,6-8,0. W przypadku badania wptywu jonow réznych metali dwuwartoscio-
wych do mieszaniny reakcyjnej nie dodawano buforu fosforanowego, poniewaz jony
fosforanu sg sktonne do wigzania sie z kationami, lecz 50 mM bufor HEPES-NaOH
(pH 7,6). Warunki badan zawarte sg w opisach pod rysunkami.

2.5. Kinetyczne badania DHI

Zaleznos$¢ poczatkowej szybkosci reakcji katalizowanej przez DHI od stezenia
SLibstratu oraz koenzymu badano w temperaturze 20 i 58°C, ktéra stanowita opti-
mum. Stosowane byly szerokie zakresy stezen ligandéw: 10-700 pM w przypadku
DL-izocytrynianu i 2-500 pM w przypadku NADP+. Przetwarzania danych Kinetycz-
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nych dokonywat ,,Beckman Enzyme Mechanism Program” zainstalowany w spektro-
metrze Beckman DU-640. Wyniki byly przedstawiane w postaci wykreséw Michaeli-
sa-Menten, Lineweaver-Burke’'a, Hanes-Woolfa oraz Hilla.

3. Wyniki i ich omdéwienie

Czesciowo oczyszczony preparat DHI z B. licheniformis nie wykazywat zadnej ak-
tywnosci redukujacej NADP przy braku izocytrynianu w mieszaninie reakcyjnej, na-
dawat sie on zatem do badan wiasciwosci katalityczno-kinetycznych tego enzymu.
Stwierdzono ponadto, ze w obecnosci izocytrynianu zachodzi redukcja wytgcznie
NADP™", natomiast NAD™ nie petni roli koenzymu DHI z B. licheniformis. Bardzo wy-
soka swoistos¢ wzgledem koenzymu jest zresztg charakterystyczna réwniez dla DHI
z innych Zrédet (12-14).

Najpierw ustalono optimum pH aktywnosci enzymu w najbardziej fizjologicz-
nym dla zywych komoérek buforze, tj. fosforanowym. Wskaznik ten obejmowat za-
kres pH 7,4-7,6. Badanie zaleznosci aktywnosci DHI z B. licheniformis od temperatury
(rys. 1) wykazato, ze enzym ten charakteryzuje sie ponadprzecietng termostabilno-
$cig, bowiem optimum temperaturowe wynosi az 59°C. Jest to warto$¢ tylko o 7°C
mniejsza od optimum temperaturowego DHI z termofilnych bakterii Bacillus ste-
arothermophilus (15), lecz generalnie wyzsza w poréwnaniu z takim samym wskazni-
kiem DHI i innych enzymdw z mezofili (16) oraz zrodet zwierzecych (14).

Temperatura reakeji, °C

Rys. 1. Aktywno$¢ DHI w réznej temperaturze. Reakcja w buforze Na-fosforanowym pH = 7,4, w o-
becnosci 0,5 mM NADP+, | mM izocytrynianu i | mM MgCA.

222 PRACE EKSPERYMENTALNE



Warunki termostabilnosci i charakterystyka katalityczna dehydrogenazy izocytrynianowej

UT X 107

Rys. 2. Zalezno$¢ wzrostu aktywnosci DHI od temperatury w postaci wykresu Arrheniusa. Reakcja
. w buforze Na-fosforanowym pH = 7,4, w obecnosci 0,5 mM NADP+, | mM izocytrynianu i 1 niM MgCl-.

Z wykresu Arrheniusa (rys. 2) wynika, ze DHI z B. licheniformis wykazuje dwie
wartosci energii aktywacji: 65,3 kj/mol w zakresie 17-47°C oraz 18,3 kj/mol w tem-
peraturze ponad 47°C. Oczywiste jest, ze wspdtczynnik temperaturowy Q]q takze
znacznie rozni sie w tych zakresach, zmniejszajac sie po przekroczeniu 47°C z war-
tosci 2,07 do 1,26. Dwuodcinkowy charakter wykresu Arrheniusa przetamujgcego
sie w 47°C daje podstawy do wnioskowania, ze w tej krytycznej temperaturze przej-
$cia zachodza prawdopodobnie znaczne zmiany konformacyjne enzymu wplywajace
na jego potencjat katalityczny. Warto doda¢, ze w pracy poswieconej badaniu DHI
z B. stearothermophilus nie zostato stwierdzone podobne zjawisko termodynamicz-
nej natury, by¢ moze, dlatego ze badacze stosowali mniejszy zakres temperaturowy
oraz mniej punktéw pomiarowych (15). Jednak moze rzeczywiscie jest to osobli-
wos¢ konformacyjno-katalityczna DHI z B. licheniformis.

W aspekcie poréwnania termostabilnosci badanego przez nas enzymu oraz DHI
z bakterii cieptoodpornej B. stearothermophilus przeprowadzono doswiadczenie
z termoinaktywacjg w warunkach doktadnie takich, jakie podano w pracy poswieco-
nej DHI z tego mikroorganizmu (17). Mianowicie przetrzymywano enzym w ciggu
8 min w roznych temperaturach, po czym sprawdzano jego aktywnos¢. Okazato sie,
ze taka inkubacja nawet w temperaturze 55°C nie wywotuje dostrzegalnych zmian
aktywnosci DHI z B. licheniformis. Natomiast po przekroczeniu tej temperatury na-
stepowata szybka i gteboka termoinaktywacja (rys. 3). W przypadku enzymu z B. ste-
orothermophilus taka krytyczng temperaturg byto nie 55, a 60°C. Stad wniosek, ze ba-
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Temperatura inkubacji, °C

Rys. 3. Zmiany aktywnosci DHI po 8-miiuitowej inkubacji w réznej temperaturze. Enzym inkubowa-
no bez ligandéw w 0,05 M buforze Na-fosforanowym pH  7,4.

Rys. 4. Zmainy aktywnosci DHI Jako funkcji czasu podczas inkubacji enzymu w temperaturze 65°C.
Mieszanina inkubacyjna zawierata: (O) sam enzym, (O) enzym oraz 3,3 mM izocytrynian, (+) enzym
oraz 2,5 mM NADP+, (A) enzym oraz 2,5 mM MgCl: i 2,5 mM izocytrynian.
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Rys. 5. Ochronny wplyw izocytrynianu z Mg2+ na aktywno$¢ DHI w temperaturze 70°C. Mieszanina
inkubacyjna zawierata: (O) sam enzym, (A) enzym oraz 2,5 mM MgClz i 2,5 mM izocytrynian.

dana przez nas DHI jednak ustepuje nieco pod wzgledem termostabilnosci enzymo-
wi z termofilnego zrodta.

Na rysunku 4 przedstawiono zmiany aktywnosci DHI podczas inkubacji enzymu
w temperaturze 65°C bez oraz w obecnosci specyficznych ligandéw. Czas potowicz-
nej inaktywacji samej DHI byt bardzo krotki, wynosit on okoto | min. Prawie nie
wydtuzato tego czasu dodanie do mieszaniny inkubacyjnej jondw magnezu oraz ko-
enzymu NADP+. Natomiast obecnos$¢ izocytrynianu kilkakrotnie zwiekszyta termo-
stabilno$¢ DHI.

Najbardziej ochronne dziatanie wykazat izocytrynian w kompleksie z jonami ma-
gnezu. W tym przypadku czas potowicznej inaktywacji enzymu w temperaturze
65°C wzrést okoto 45-krotnie. jest to logiczne, poniewaz izocytrynian wiasnie
w kompleksie z jonami metali dwuwarto$ciowych (IVIg2+, Mn”+j petni role wiasci-
wego SLibstratu (12,18), ktory wiazac sie w centrach aktywnych DHI znacznie stabili-
zuje jej strukture. Nawet w temperaturze 70°C, ktéra natychmiast inaktywuje sam
enzym, daje sie dostrzec ochronne dziatanie izocytrynianu w kompleksie z jonami
magnezu (rys. 5).

Jony metali dwuwarto$ciowych odgrywajg wazng role w wigzaniu przez DHI sub-
stratLi i nastepujacej po tym jego oksydacyjnej dekarboksylacji (13,15). Enzym ten,
zaleznie od Zroda, wykazuje nieco odmienng wrazliwos¢ wobec jondw niektérych
metali dwuwarto$ciowych (18,19). Badanie pod tym katem DHI z B. licheniformis po-
twierdzito, ze dla przeprowadzenia katalizy przez enzym absolutnie niezbedne s3
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Rys. 6. Zaleznos$¢ aktywnosci DHI od obecnosci jonéw Mg2+, Mn™+ oraz Ca™+ w rdznych stezeniach.
Reakcja w 50 mM buforze HEPES-NaOH przy pH = 7,6. (A) jony Mn2+, (O) jony Mg2+, (O) jony Ca’+.
Punkty kontrolne (¢) - aktywno$¢ bez jonow.

jony dwuwartosciowe, poniewaz zwigzanie ich $ladowych ilosci w mieszaninie reak-
cyjnej przez EDTA prowadzi do catkowitej utraty aktywnosci DHI (rys. 6). jednoczes-
nie dodanie do mieszaniny jonéw Mg2+ lub Mn”+ wywotuje silng aktywacje enzy-
mu. Bardziej efektywne sg jony manganu, ktdrych optymalne stezenia mieszczg sie
w zakresie 0,2-2,5 mM. Natomiast zakres efektywnych stezeh Mg+ jest przesuniety
0 okoto jeden rzad wielkosci, z optimum siegajagcym az 25,0 mM (rys. 6). Warto za-
znaczy¢, ze w pewnych do$é szerokich zakresach stezeniowych ma miejsce wystar-
czajaco proporcjonalna zalezno$¢ aktywnosci DHI od stezenn Mg™+ i Mn™** przedsta-
wianych w skali logarytmicznej. Daje to pewne podstawy do ewentualnego wyko-
rzystywania tego enzymu w celach bioanalitycznych wobec wymienionych jonéw
(3). Co sie tyczy Ca’+, to jony te w bardzo niskich stezeniach wywotywaly nieznacz-
ny efekt aktywacyjny, ktéry po przekroczeniu wartosci 0,02 mM zmieniat sie na po-
stepujaca wraz ze wzrostem stezenia inhibicje DHI (rys. 6). Uzyskane dane o najwie-
kszej efektywnosci jondw Mn*+ jako aktywatoréw tego enzymu generalnie zga-
dzaja sie z wynikami badann DHI z szeregu innych zrodet (14,15,19).

Logicznym ttumaczeniem jest to, ze atom manganu majacy najmniejszy promien
van der Waalsa, w postaci jonu potrafi znalez¢ sie najblizej czynnych grup izocytry-
nianu, stabilizujgc ich tadunek ujemny, ktéry ma duze znaczenie dla wigzania przez
enzym substratu i sprawnej katalizy (20). Inng sprawa jest to, ze w zywych ko-
morkach in situ stezenia Mn”+ sg wielokrotnie mniejsze niz Mg™+ (21), zatem nawet
przy generalnie nizszej efektywnos$ci jony magnezu na pewno odgrywajq pierwszopla-
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[S], tiM

Rys. 7. Zalezno$¢ poczatkowej szybkosci reakcji katalizowanej przez DHI w temperaturze 20°C od
stezenia izocytrynianu przedstawiona w postaci wykresu Michaelisa-Menten.

[S], pM

Rys. 8. Zalezno$¢ poczatkowej szybkosci reakcji katalizowanej przez DHI w temperaturze 58°C od
stezenia izocytrynianu przedstawiona w postaci wykresu Michaelisa-Menten.
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Rys. 9. Zalezno$¢ poczatkowej szybkosci reakcji katalizowanej przez DH! w temperaturze 20 i 58°C
od stezenia NADP2+, w postaci wykresu Lineweavera-Burke’a. Punkty oznaczajg (0) reakcja w temperatu-
rze 20°C, (A) reakcja w temperaturze 58°C.

nowa role jako aktywatory DHI. Z tego wzgledu w dalszych badaniach kinetycznych
enzymu dodawano do mieszaniny reakcyjnej wiasnie MgCl. w stezeniach fizjolo-
gicznych.

Zalezno$¢ poczatkowej szybkosci reakcji, katalizowanej przez DHI, od stezenia
substratu oraz koenzymu badano w dwdch temperaturach: relatywnie niskiej, fizjo-
logicznej (20°C) oraz tej ustalonej doswiadczalnie, optymalnej (58°C), zapewniajacej
maksymalng aktywnos$¢ enzymu. Zresztg optymalna temperatura reakcji katalizowa-
nej przez DHI z B. licheniformis byta zblizona do temperatury hodowli tego mikroor-
ganizmu, ktora wynosita 60°C. Uzyskane dane $wiadcza, ze we wszystkich przypad-
kach ma miejsce raczej hiperboliczny charakter kinetyki wysycenia DHI zar6éwno
przez izocytrynian (rys. 7,8), jak i NADP M+ (rys. 9).

Nieduzy wzrost wartosci wspotczynnika Hilla od ponad | do 1,23 w przypadku
zaleznosci od stezenia izocytrynianu w temperaturze 20°C mozna interpretowac
najwyzej jako pewng tendencje, a nie wyraziste odchylenie od kinetyki michaeli-
sowskiej. Z przedstawionych w tabeli | wartosci statych Michaelisa (Km) mozna wy-
whnioskowaé, ze w temperaturze 20°C DHI wykazuje znacznie wieksze powinowac-
two do koenzymu, niz do substratu. Natomiast w temperaturze 58°C wartosci
wspdtczynnikéw tych stajg sie bardziej zblizone do siebie, gtéwnie za sprawa okoto
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14-krotnego wzrostu Km dla NADP+ na tle jedynie nieco ponad 2-krotnego zwiek-
szenia Km dla izocytrynianu.

Tabela 1
Wskazniki kinetyczne DHI w réznej temperaturze
Temperatura 20°C Temperatura 58°C
Ligand
Km (jaM) Wspétczynnik Hilla Km (piM) Wsp6étczynnik Hilla
izocytrynian 85,5 1,23 181,5 1.02
NADP+ 4,9 1,10 69,3 1,09

Ponadto nalezy mie¢ na uwadze, ze sg to wartosci Km w odniesieniu do stosowa-
nego DL-izocytrynianu, tj. produkowanej przez firme Fluka mieszaniny dwoch ste-
reocizomerow, z ktorych tylko D-izocytrynian jest wiasciwym substratem DHI. Poda-
ne w tabeli 1 wartosSci Km dla substratu sg zatem z tego powodu okoto 2-krotnie za-
wyzone. Jednak nawet przy uzasadnionym zredukowaniu wartosci Km DHI z B. liche-
nifonnis dla izocytrynianu do okoto 43 pM (20°C) i 92 pM (58°C) pozostajg one kilka-
krotnie wieksze w poréwnaniu z tym samym wskaZnikiem kinetycznym enzymu
z B. stearoherniophilus (15) i innych mikroorganizmow: T. aguaticus, B. subtilis, C. rein-
hardti (22). Najbardziej interesujgce jest zjawisko duzego zwigkszenia Km, szczegol-
nie dla NADP+, wraz ze wzrostem temperatury. Inni autorzy (23) takze stwierdzali
podobny efekt i mieli pewne problemy z jego interpretacja. Poniewaz wspotczynnik
Km jest pochodng szybkosci powstawania kompleksu ES i jego dysocjacji nie tylko
na wolny enzym i substrat (reakcja wsteczna), ale takze na enzym plus produkt (24),
nie ma podstaw traktowa¢ wzrostu wartosci Km w wyzszej temperaturze wytgcznie
jako obnizenie powinowactwa enzymu do substratu. Na pewno jest to zwigzane
z okoto 10-krotnym wzrostem aktywnos$ci enzymu po przejsciu z temperatury od
20 do 58°C (rys. 1) spowodowanym przede wszystkim duzym zwiekszeniem wiasnie
szybkosci dysocjacji ES na enzym i produkt. W przypadku izocytrynianu wbrew ob-
serwowanemu jedynie 2-krotnemu zwigkszeniu Km nie mozemy wcale méwic o ob-
nizeniu powinowactwa DHI do substratu, natomiast w przypadku 14-krotnego
wzrostu Km dla NADP+ moze to by¢ skutkiem zaréwno duzego przyspieszenia reak-
cji w kierunku produktu, jak tez wstecznej dysocjacji na wolny enzym i koenzym.
Wozrost temperatury obniza zatem nieco powinowactwo DHI jedynie do koenzymu.
Wszystko to nalezy uwzgledniaé przy zastosowaniu DHI z B. licheniformis do celéw
bioanalitycznych, na przyklad oznaczania w ptynach stezenia izocytrynianu lub
NADP+. W przypadku tego drugiego, jak sie wydaje, bardziej uzasadnione jest prze-
prowadzanie reakcji katalizowanej przez DHI w nizszej temperaturze.
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4, Podsumowanie

Dehydrogenaza izocytrynianowa z nowego zrodta, termotolerancyjnej bakterii
Bacillus licheniformis, w postaci czesciowo oczyszczonego preparatu wykazuje umiar-
kowang termostabilnos$¢, ktéra znacznie wzrasta w obecnosci izocytrynianu w kom-
pleksie z Jonami magnezu. W temperaturze 47°C zachodzg prawdopodobnie zmiany
konformacyjne enzymu, ktérym towarzyszy ponad 3-krotne obnizenie energii jego
aktywacji. DHI z B. licheniformis wykazuje szereg podobienstw w odniesieniu do
wiasciwosci tego samego enzymu z innych mikroorganizméw, rézni sie natomiast
nieco mniejszym powinowactwem do substratu. Druga istotna osobliwos¢, to 14-krot-
nie wieksza wartos¢ Km dla NADP+ w temperaturze 58°C w poréwnaniu z tempera-
turg 20°C. DHI z tego Zrddta generalnie moze by¢ przydatna do zastosowan bioana-
lityczno-biotechnologicznych z uwzglednieniem stwierdzonych jej osobliwosci ki-
netycznych.
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