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(57) Anotace:

Zpisob detoxikace sulfidického yperitu pisobenim
halogenalkandehalogenaz nebo jejich smési, zplisob piipravy
dehalogenujicich enzymi a dekontamina¢nich smési,
obsahujicich jako chemicky aktivni komponentu alespoii
jednu divokou a/nebo modifikovanou
halogenalkandehalogenazu (EC 3.8.1.5). Vhodnymi
dehalogenazami jsou DhaA z Rhodococcus rodochrous
NCIMB 13064, DmbA z Mycobacterium bovis 5033/66 nebo
LinB ze Sphingomonas paucimobilis UT26. Dekontaminace je
pouZitelnd k detoxikaci sulfidického yperitu na povrsich
techniky, stavebnich objekti, kiize osob &i zvifat a slozek
Zivotniho prostredi, kdy se na sulfidicky yperit ptisobi
dekontaminaéni smési s koncentraci enzymu v rozmezi 1x107
- 1x10° moL.I"" pfi teploté +10 °C az+70 °C, s vyhodou pi
+40°CapH=4az 12.



1. PV Wor- 32y
Zptsob detoxikace sulfidického yperitu pisobenim halogenalkandehalogenaz W

Oblast techniky

Vynalez se tyka zplsobu detoxikace sulfidického yperitu pisobenim halogenalkandehalogenaz
(kodové ¢&islo enzymu EC 3.8.1.5), jako z&kladni, chemicky aktivni komponenty
dekontaminaénich smési. Dekontamina&ni smési jsou uréeny k detoxikaci sulfidického yperitu
(2,2"-dichlordiethylsulfidu) na povrsich vojenské techniky, piepravni, pramyslové a zemédélskeé
techniky, technickych zafizeni a stavebnich objektd (dale jen techniky), kuze osob ¢i zvifat
a slozek Zivotniho prostiedi (voda, puda, sedimenty a vzduch), které jsou kontaminovany touto

vysoce toxickou zpuchyfujici latkou.

Stav techniky

V soucashé dobé se v jednotkach armad, civilni ochrany a hasi¢skych a zachrannych sboru
vyuzivaji dekontaminani smési, které se zpravidla vyznaluji nezadouci materialovou
agresivitou a vysokou jednotkovou spotfebou, nebot jejich chemicky aktivnimi komponentami
jsou stechiometricka ¢inidla, kterd se pii reakci se sulfidickym yperitem nostupné
spotfebovavaji. Jejich praktické vyuziti na technice zpUsobuje korozni znehodnoceni
detoxikovaného materidlu &i povrchil a pokud se smési dostanou do pud ¢&i vod, ohrozuji

i Zivotni prostredi.

V literatufe byly popsany enzymy, které vykazuji detoxikacni aktivitu vU¢i vysoce toxickym
fosfor organickym (nervovym) latkam, nazyvane jako organofosfatové hydrolazy, OPA
anhydrazy &i DFPazy. Jako jediny pfiklad biologické detoxikace zpuchyfujiciho sulfidickeho
yperitu, 2,2 -dichlordiethylsulfidu, bylo az dosud v literatufe uvadéno pouZiti bakterialniho kmenu
Rhodococcus rhodochrous |GTS8 (ATCC 53968), ktery je schopen vyuzivat chemicky analog
yperitu 2-chlorethyl-ethylsufid jako jediny zdroj uhliku pro svij rust [Kilbane, J. J., and Jackowski,
K. (1996) J. Chem. Tech. Biotechnol. 65, 370-374]. DetoxikaCni ucinek bakterialniho kmenu
Rhodococcus rhodochrous IGTS8 (ATCC 53968) je zalozen na $tépeni vazby C-S
v molekule 2-chlorethyl-ethylsufidu. Byly publikovany i aplikace enzymu $tépiciho vazbu C-S
v netoxickém hydrolytickém produktu, thiodiglykolu [Harvey, S., DeFrank, J. J., Valdes, J. J.,
Kamely, D, and Chakrabarty, A. M., (1990) Proceedings: Biotechnology-Biodegradation
Workshop Symposium by US Army Research Office, 47-58; Kilbane, J. J., (1990) Resources
Conserv. and Recycl. 3, 69-79].

Halogenalkandehalogenazy jsou enzymy schopné odstranit halogen z halogenované alifaticke

slougeniny hydrolytickou substituci a vytvoreni pfislusnych alkohold [Janssen, D. B. Pries, F.,




a Van der Ploeg, J. R. (1994) Annual Review of Microbiology 48, 163-191]. Hydrolyticka
dehalogenace pokraduje formalni nukleofilni substituci atomu halogenu za hydroxylovy iont.
Strukturné patii halogenalkandehalogenazy do rodiny a/B-hydrolaz [Ollis, D. L., Cheah, E.,
Cygler, M., Dijkstra, B., Frolow, F., Franken, S. M., Harel, M., Remington, S. J., Silman, .,
Schrag, J., Sussman, J. L., Verschueren, K. H. G, and Goldman, A. (1992) Protein
Engineering 5, 197-211]. Halogenalkandehalogenazy obsahuji ve své struktuie nukleofilni
rameno [Damborsky, J. (1998) Pure and Applied Chemistry 70, 1375-1383], které je jednim
z nejvice konzervovanych strukturnich prvkd a/B-hydroldz. Dalsi vysoce konzervovanou
strukturou je centralni p-skladany list, ktery je po obou stranach obklopen a-Sroubovicemi,
tvofici hydrofobni jadro hlavni domény. Hlavni doména nese katalytickou triadu: kyselinu
asparagovou — histidin — kyselinu asparagovou/glutamovou. Druha doména, ktera je tvofena
vyhradné o-$roubovicemi lezi na hlavni doméné. Rozhrani mezi hlavni a vi¢kovou doménou
tvofi aktivni centrum enzymu. Zatimco je mezi hlavnimi doménami vysoka podobnost,
sekvence a struktura vickové domény se mezi jednotlivymi halogenalkandehalogenazami
vyznamné li§i. Pfedpoklada se, Ze vlastnosti a struktura vickové domeény urcuje zasadné
substratovou specifitu [Pries, F., Van den Wijngaard, A. J., Bos, R., Pentenga, M., and
Janssen, D. B. (1994) Journal of Biological Chemistry 269, 17490-17494; Kmunicek, J.,
Luengo, S., Gago, F., Ortiz, A. R, Wade, R. C., and Damborsky, J. (2001) Biochemistry 40,
8905-8917].

Podstata vynalezu

Zplisobem podle vynalezu jsou uvedené nedostatky existujicich dekontaminaCnich smési
obsahujici stechiometricka Ginidla do znatné miry pfekonany pfipravky, které obsahuji
katalyzator hydrolytické detoxikace sulfidického yperitu, coz je enzym nebo smés enzymu
halogenalkandehalogenaz (EC 3.8.1.5). Zakladni a podstatnou komponentou téchto smési je
ptitomnost alespon jednoho z enzymU halogenalkandehalogenaz. Obecné tato metoda zahrnuje
hydrolytickou dehalogenaci sulfidického yperitu tak, Ze se na yperit pusobi dekontaminacni
smési obsahujici jeden nebo vice divokych nebo modifikovanych halogenalkandehalogenaz,

které sulfidicky yperit pfeméni na netoxicky produt thiodiglycol.

Halogenalkandehalogenaza je exprimovana v pfirozeném producentu nebo v heterolognim
hostitelském organismu napf. v bakteriich Escherichia coli nebo v kvasince Pichia pastoris.
Pouziva se enzym obsaZeny v Zivych nebo v mrtvych bufikach, ve formé hrubého bunééného
extraktu nebo ve formé purifikovaného proteinu. Jako enzym pro dehalogenaéni smés se pouzije
alespon jedna halogenalkandehalogendza vybrand ze skupiny enzymi s kdédovym Cislem



EC 3.8.1.5, napi. halogenalkandehalogenaza DhaA z Rhodococcus rodochrous NCIMB 13064,

DmbA z Mycobacterium bovis 5033/66 nebo LinB ze Sphingomonas paucimobilis UT26.

Halogenalkandehalogenazy tvofi dilezitou skupinu enzymu, které maji schopnost stépit vazbu
mezi halogenem a uhlikem alifatickych halogenovanych slougenin. Maji Sirokou substratovou
specifitu  zahrnujici  halogenované alkany, cykloalkany, alkeny, ethery a alkoholy.
Mechanismus dehalogenace spogiva v nukleofiinim napadeni uhliku, nesoucim halogenovy
substituent, za odstépeni halogenidového iontu a soucasné tvorbé alkylenzymového
intermediatu. Vznikly intermediat je nasledné hydrolyzovan za vzniku odpovidajiciho alkoholu,
halogenidového iontu a protonu. Enzymem halogenalkandehalogenazou je sulfidicky yperit
hydrolyticky dehalogenovan na netoxicky bis(2-hydroxyethyl)suffid.

V dekontaminagnich smésich se halogenalkandehalogenaza nachazi v surovém nebo
gisténém extraktu, imobilizovana na materialu nosi¢e, volnd ve vodném roztoku,
v jednofazovém organickém nebo vodném roztoku nebo v dvojfazovém systému tvofeném
organickou a vodnou fazi. Enzymy mohou byt imobilizovany adsorpci na anorganickém nebo
organickém materialu nosice (jako je Celite, aktivované uhli, oxidy hliniku, celuléza, syntetické
pryskyfice, sephadex) nebo kovalentnim pfipojenim na povrch organického materialu (jako je
celul6za, dextran, skrob, chitin, agaréza), anorganického materidlu (jako je porézni sklo), nebo

syntetického polymerniho materialu nosice (jako je VA-Epoxy Biosynth, Eupergit).

Enzym halogenalkandehalogenaza muze byt rozpustny, krystalicky, lyofilizovany nebo
vysrazeny. Enzym mize byt uzavfen do vymezené oblasti, kde zistava katalyticky aktivni —
uzavieny do pevné matrice nebo do membranou ohrani¢enych oblasti. Enzymy mohou byt
uzavfeny do biologické matrice, napf. agarového gelu, alginatového gelu a k-karagenanu.
Enzym muzZe byt uzavien také do anorganickych stabilnich matric, napf. silikagelu. Tésna sit,
ktera ma schopnost nést izolovany enzym, muze byt ziskadna polymeraci syntetickych
monomer(, napf. polyakrylamidu, v pfitomnosti enzymu. V zavislosti na zpusobu imobilizace
mohou byt vyznamné ovlivnény viastnosti enzymu, jako jsou katalyticka rychlost, vazebna
afinita a stabilita. Enzymaticky katalyzovana hydrolyticka detoxikace sulfidického yperitu se

mUze uskuteéfiovat v rozmezi teplot od +10 do +70 °C s reak&nim optimem pfi +40 °C.

Dopliikovymi komponentami jsou vodné roztoky pufri (napf., fosfatovy pufr, tris-siranovy pufr,
glycinovy pufr, acetatovy pufr nebo citratovy pufr), které stabilizuji neutraini hodnotu pH
prostfedi v optimalnim intervalu 7,0 az 8,5. Profil aktivity v zavislosti na hodnoté pH je Sirsi
a umozfiuje rozmezi pH od 4 do 12 pii udrzeni dostate¢né aktivity. Dal$imi dopliikovymi
komponentami jsou povrchové aktivni latky &i organicka rozpousteédla, které usnadiuji
rozpousténi sulfidického yperitu ve vodnych prostfedich. Pfidavky organickych rozpoustédel

misitelnych s vodou, jako jsou metanol, tercialni butanol, aceton, dioxan, acetonitril,




dimethylformamid, dimethylsulfoxid, tetrahydrofuran, 3-methyl-3-pentanol a pyridin, mohou

dosahovat az koncentrace 70 % celkového objemu v zavislosti na stabilité enzymu.

Dekontaminaéni smési na bazi halogenalkandehalogenaz mohou sestavat ze dvou
makroskopickych fazi, jmenovité z vodné faze obsahujici rozpustény enzym a z druhé faze,
kterou jsou ve vodé nerozpustna nebo Castecné rozpustna organicka rozpoustédia, jako jsou
ethylacetat, diethylether, methyl terc-butylether, cyklohexanol, n-propylacetat, ethylchloracetat,
bis(2-chlorethyl)ether, isopropylacetat, butylacetat, isobutylacetat, hexanol, isoamylacetat,
n-amylacetat, toluen, oktanol, isoheptan, n-butylether, cyklohexan, 2-methylpentan, n-hexan,
methylcyklohexan a n-oktan. Organickd faze zvyS$uje rozpustnost yperitu v dekontaminacni
smési, ktery pfechazi do vodné faze. Reakce probiha ve vodné fazi, kde je enzym
v pfirozeném prostfedi a neni v pfimém styku s organickym rozpoustédlem, ve kterém se
nachazi vétsina rozpusténého yperitu. Urychleni pfenosu reaktantu a produktu mezi obéma
fazemi, reaktantu k enzymu a produktu od enzymu, muze byt dosaZeno zvySenim
mezifazového povrchu (vytvofenim jemné disperze) nebo michanim. Velké mnozstvi vody
mulZe byt nahrazeno organickym rozpoustédlem nemisitelnym s vodou. Enzym je potom
suspendovan v jednofazovém organickém rozpoustédle. Optimalni katalyticka aktivita enzymu
v organickém rozpoustédle muze byt dosazena Upravou a udrzovanim obsahu vody. Toho Ize
bé&zné dosahnout pomoci paru sul/hydrat, napf. CaCl, « H,0/2 H,0O, Nal bezv./2 H,0, Na,HPO,
bezv./2 H,O, NaOAc bezv./3 H,0, NaBr bezv./2 H,0, Na,P,O; bezv./7 H,O, Na,HPO, * 2
H,0/7 H,0, Na,SO, bezv./10 H,O, Na,HPO, * 7 H,0/12 H,0, které se pfidaji k rozpoustédiu
afunguji jako stabilizator obsahu vody. Rozpustnost enzymu v lipofilnich organickych
rozpou$tédlech mulze byt modifikovana kovalentnim pfipojenim amfipatického polymeru
polyethylenglykolu k povrchu enzymu. Vazba polymerniho fetézce k povrchu enzymu je
dosaZena reakci e-amino skupin lysinovych zbytkd se ,spojovnikem®, napf. chloridem kyseliny
kyanurové. Stabilizatory protein(, jako jsou polyalkoholy, napf. cukerné alkoholy nebo glycerol,
inaktivni proteiny, jako je bovinni sérovy albumin, nebo polymery, které maji ur€itou strukturni
podobnost s vodou, napi. polyethylenglykol, polyvinylalkohol, mohou byt pfidany do reakéniho

média, aby zvysily stabilitu enzymu.

Halogenalkandehalogenazy pouzité podle tohoto vynalezu mohou byt dodatecné vyvijeny
pomoci racionalniho designu, ktery je zalozen na strukturni analyze, napf. proteinové
krystalografii, nuklearni magnetické rezonanci a spektroskopii cirkuldarniho dichroismu;
a biochemické charakterizaci, napf. kinetice rovnovazného stavu, kinetice pfechodného stavu,
rozborech stability a termostability, spektroskopickych rozborech a podobné&, pomoci
nasledného poditaového modelovani, napf. srovnavani sekvenci, fylogenetickych analyz,
homologniho modelovani, molekularniho dokovani, molekularni mechaniky, molekularni

dynamiky, kvantové mechaniky a statistiky s mnoha proménnymi, a mutageneze DNA, napf.



kazetové mutageneze, mistné cilené mutageneze, chemické mutageneze, chybujici PCR,

mistné saturaéni mutageneze, mutageneze souboru, opakovatelné mutageneze souboru,
skenovaci saturaéni mutageneze, pouziti mutatorovych kmen(, atd. Postup zahrnuje zménu
alespori jednoho aminokyselinového zbytku v halogenalkandehalogendze za jiny
aminokyselinovy zbytek nebo rekombinaci dvou nebo vice ¢lenu halogenalkandehalogenaz, aby
byla ziskdna modifikovana halogenalkandehalogenaza se zlep$enou Ucinnosti. Modifikované
nukleové kyseliny mohou byt vpraveny do buriky, v niz mohou byt exprimovany, aby poskytly

modifikovanou halogenalkandehalogenazu.

Vyhodou dekontaminaéni smési s obsahem halogenalkandehalogenaz je, ze:

a) s pozadovanou ucinnosti detoxikuje sulfidicky yperit, ktery je homogenné rozpustén ve
vodnych prostiedich s hodnotou pH v rozmezi od 4 do 12 (s optimem v neutralni oblasti pH
7,0 az 8,5) v rozmezi teplot od +0 do +70 °C s reakénim optimem pfi +40 °C,

b) k pouziti postaduje nizka po&ateéni koncentrace (fadové od 1x10° mol.I") pro dosaZeni
pozadované rychlosti reakce, tj. dostate¢ného stupné detoxikace v prubéhu cca 15 az 30
minut, pfiéemz horni mez koncentrace enzymu se nachazi priblizné pfi 1x10° mol.I-1,

c) vykazuje katalyticky ucinek, tj. pfi detoxikaéni reakci se nespotifebovava, coz pfinasi uspory
v oblasti logistiky,

d) nevykazuje chemickou agresivitu vaci béZznym konstrukénim materialim a komponentam
techniky, které odolavaji pusobeni neutrélnich vodnych, korozné neagresivnich,

dekontaminaénich smési (vodnych roztokl, pén, emulsi ¢i mikroemuisi),

e) nevykazuje Zadnou toxicitu a je volné rozlozitelny v Zivotnim prostredi.

Priklady provedeni

Enzym se pfipravuje homologni expresi v ptvodnim organismu nebo heterologni expresi
v hostitelském organismu, napf. v bakteriich Escherichia coli nebo v kvasince Pichia pastoris.
Podle vynalezu se pouziva enzym obsazeny v zivych nebo v mrtvych bunkach, ve formé

hrubého bunééného extraktu nebo ve formé purifikovaného proteinu.

Pfiklad 1

Pro nadprodukci enzymu halogenalkandehalogenazy LinB ze Sphingomonas paucimobilis

UT26 (Sekvence 1) se naklonuje odpovidajici gen v expresnim vektoru pPICZaA.



Naklonované plasmidy jsou transformovany do Pichia pastoris GS115. Pichia pastoris GS115

je kultivovana pfi teploté 28 °C v rustovém médium (1 % hmot. kvasni¢niho extraktu, 2 %
hmot. peptonu, 4x10° % hmot. Biotinu a 1 % hmot. kyseliny kasaminové ve 100 mM
draselnofosfatovém pufru, pH 6,5). Indukce enzymové syntézy je iniciovana pfidanim 0,7 %
obj. metanolu, kdy kultura dosahne optické hustoty 2 pfi 600 nm. Po indukci je kultura
inkubovana 10 h pfi teploté 28 °C a pak sklizena. Siran amonny je pfidan do supernatantu tak
aby koncentrace dosahla 75 % saturace. Roztok je michan 30 minut, aZ je vSechen pfidany
siran amonny rozpustén. Supernatant je centrifugovan pfi 11 000 g po dobu 15 minut. Pelet je
nasledné rozsuspendovan ve 20 mM draselnofosfatovém pufru, pH 7,5, s obsahem 0,5 M
chloridu sodného a 10 mM imidazolu. Halogenalkanehalogendza je nasledné Cisténa na
Ni-NTA Sefaré6zové koloné HR 16/10 (Qiagen, Némecko). Halogenalkandehalogenaza
s histidinovou kotvou se navaze na pryskyfici umisténou v pufru udrzujicim rovnovahu, ktery
obsahuje 20 mM draselnofosfatového pufru o pH 7,5; 0,5 M chloridu sodného a 10 mM
imidazolu. Nevazané a slabé navazané proteiny jsou vymyty pufrem obsahujicim 60 mM
imidazolu. Enzym LinB s histidinovou kotvou je potom vymyt pufrem obsahujicim 160 mM
imidazolu. Aktivni frakce jsou dialyzovany pies noc proti 50 mM draselnofosfatovému pufru,
pH = 7,5. Enzym je skladovan pfi teploté 4 °C v 50 mM draselnofosfatovém pufru, pH = 7,5

s obsahem 10 % glycerolu a 1mM 2-merkaptoetanolu zvysujici dlouhodobou stabilitu enzymu.

Enzymem halogenalkandehalogenazou (divokou nebo modifikovanou) je sulfidicky yperit
hydrolyticky dehalogenovan na netoxicky bis(2-hydroxyethyl)sulfid. Hydrolyticka dehalogenace
sulfidického yperitu je katalyzovana halogenalkandehalogenazou pfi 37°C v 50 mM
fosfatovém pufru (pH 7,5; upravené pridanim roztoku 1M NaOH). Sulfidicky yperit je pfidan do
reakéniho pufru do vysledné koncentrace 94.3 mg yperitu.I" pufru. Reakce je spusténa
pFidavkem roztoku enzymu LinB (50 mM draselnofosfatovy pufr pH = 7,5, 1x10°° a2 1x10** mol.I”
halogenalkandehalogenazy LinB, 10 % obj. glycerolu a 1 mmol.I" 2-merkaptoetanolu). U&inkem
halogenalkandehalogenazy dojde k rychlé a Uplné dekontaminaci sulfidického yperitu. Kinetika
reakce je graficky znazornéna na Obr. 1. Katalyticka ucinnost halogenalkandehalogenazy LinB

pii dekontaminaci sulfidického yperitu je keaf/Kn=6.9 s".mM™",
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Obr. 1 - Konverze sulfidického yperitu s pouzitim halogenalkandehalogenazy LinB. Spontanni
hydrolyza yperitu za nepfitomnosti enzymu k. = 0.0046 s” (prazdné krouzky) a odbouravani

yperitu v pfitomnosti halogenalkandehalogenazy LinB k../Kmn = 6.9 s'.mM™* (8erné krouzky).

Sekvence 1. Sekvence genu /inB a halogenalkandehalogenazy LinB izolované z bakterie

Sphingomonas paucimobilis UT26.

atg agc ctc ggc gca aag cca ttt ggc gag aag aaa ttc att gag atc aag ggc cgg cgc atg gcc tat atc
gat gaa ggg acc ggc gat ccg atc cte ttc cag cac ggc aat ccg acg tcg tec tat ctg tgg cgc aat atc
atg ccg cat tgc gcc ggg ctg gga cgg ctg atc gec tgt gac ctg atc gge atg gge gat tcg gac aag cte
gat ccg tcg ggg ccc gag cgt tat goe tat gcc gag cat cgt gac tat ctc gac geg ctg tgg gag geg cte
gat ctc ggg gac agg gtt gtt ctg gtc gtg cat gac tgg ggg tcc gee cte ggce ttc gac tgg gec cge cge
cac cgc gag cgt gta cag ggg att gcc tat atg gaa geg atc gec atg ccg atc gaa tgg geg gat ttt ccc
gaa cag gat cgc gat ctg ttt cag gcec ttt cge tcg cag geg gge gaa gaa ttg gtg ttg cag gac aat gtt tit
gtc gaa caa gtt ctc ccc gga ttg atc ctg cgc cce tta age gaa geg gag atg gec gec tat cge gag ccc
ttc ctc gcc gec gge gaa gece cgt cga ceg acc ctg tet tgg cct cge caa atc ccg atc geca ggc acc ccg
gcc gac gtg gtc geg atc gec cgg gac tat geec ggce tgg ctec age gaa age ccg att ccg aaa cte tte atc
aac gcc gag ccg gga gec ctg acc acg gge cga atg cge gac ttc tgc cgc aca tgg cca aac cag acc
gaa atc acg gtc gca ggc gcc cat ttc atc cag gag gac agt ccg gac gag att ggc geg geg att geg
gcg ttt gtc cgg cga ttg cgc cca gea taa

MSLGAKPFGEKKFIEIKGRRMAYIDEGTGDPILFQHGNPTSSYLWRNIMPHCAGLGRLIACDLI
GMGDSDKLDPSGPERYAYAEHRDYLDALWEALDLGDRVVLVVHDWGSALGFDWARRHRER



VQGIAYMEAIAMPIEWADFPEQDRDLFQAFRSQAGEELVLQDNVFVEQVLPGLILRPLSEAEM
AAYREPFLAAGEARRPTLSWPRQIPIAGTPADVVAIARDYAGWLSESPIPKLFINAEPGALTTG
RMRDFCRTWPNQTEITVAGAHFIQEDSPDEIGAAIAAFVRRLRPA

Priklad 2

Pro nadprodukci enzymu halogenalkandehalogenazy DhaA z Rhodococcus rodochrous
NCIMB 13064 (Sekvence 2), se naklonuje odpovidajici gen v pYBJA2 vektoru obsahujicim tac
promotor (Pw) za kontroly /ac. V250 ml Luria bujonu je pfi teploté 37 °C kultivovana
Escherichia coli BL21 obsahujici pAQN plasmid. Indukce enzymové syntézy je iniciovana
pfidanim isopropyl-B-D-thiogalaktopyranosidu az na koneénou koncentraci 0,5 mM, kdy kultura
dosahne optické hustoty 0,6 pfi 600 nm. Po indukci je kultura inkubovana 4 h pfi teploté 30°C
apak sklizena. Bunky jsou rozbity sonifikaci s pouzitim Soniprep 150 (Sanyo, UK).
Supernatant je pouzit po centrifugaci ktera probihd 1 hodinu pfi 100,000 x g.
Halogenalkanehalogenaza je nasledné cCisténa na Ni-NTA Sefar6zové koloné HR 16/10
(Qiagen, Némecko). Halogenalkandehalogenaza s histidinovou kotvou se navaze na pryskyfici
umisténou v roztoku udrzujicim rovnovahu, ktery obsahuje 20 mM draselnofosfatového pufru
opH 7,5; 0,5 M chloridu sodného a 10 mM imidazolu. Nevazané a slabé navazané proteiny
jsou vymyty pufrem obsahujicim 60 mM imidazolu. Halogenalkandehalogenaza s histidinovou
kotvou je potom vymyta pufrem obsahujicim 160 mM imidazolu. Aktivni frakce jsou
dialyzovany pres noc proti 50 mM draselnofosfatového pufru, pH = 7,5. Enzym je skladovan pfi
teploté¢ 4 °C v 50 mM draselnofosfatovem pufru, pH=7,5 s obsahem 10 % glycerolu

a 1mM 2-merkaptoetanolu zvysujicim diouhodobou stabilitu enzymu.

Enzym halogenalkandehalogendza DhaA, nebo jeho varianta, je soucasti dekontaminacni
smési, ktera obsahuje uvedeny enzym v koncentraci 1x10° az 1x10™ mol.I"", dale 1 az 5 obj.%
alifatického uhlovodiku obecného vzorce C,Hyn., Ci cykloalifatického uhlovodiku obecného
vzorce CpH,,, ve kterém n ma hodnotu 6 az 12, dale 5 az 20 obj.% alifatického alkoholu
obecného vzorce C,Hjn1OH, ve které n ma hodnotu 2 az 4, dale 3 az 15 hm.% anionaktivniho
tenzidu obecného vzorce C,H.+1OSOs:Me, ve kterém n ma hodnotu 10 az 16 a Me znadi
protiion (Na’, K" &i monoethanolamonium), 1 az 10 hm.% alkylbenzensulfonatu obecného
vzorce R®-(Ar)SO5 . Me", ve kterém R® znaéi alkyl o poétu uhlikovych atomu 11 az 13, a Me*
znaci sodny ion, dale slozky glycinového pufru k nastaveni hodnoty pH vodného roztoku
v rozmezi 7 az 9, a sice glycin o celkové koncentraci 0.1 mol.I"" atd. Zadana hodnota pH 8,2 je
dosazena pfidavkem 1M NaOH. Zbytek do 100% cini voda. Katalyticka uginnost
halogenalkandehalogenazy DhaA pfi dekontaminaci sulfidického yperitu je kea/Km= 5.7 s".mM™.



Sekvence 2. Sekvence genu dhaA a halogenalkandehalogenazy DhaA izolované z bakterie
Rhodococcus rodochrous NCIMB 13064.

atg tca gaa atc ggt aca ggc ttc ccc ttc gac ccc cat tat gtg gaa gtc ctg ggc gag cgt atg cac tac
gtc gat gtt gga ccg cgg gat gge acg cet gtg ctg ttc ctg cac ggt aac ccg acc teg tee tac ctg tgg
cgc aac atc atc ccg cat gta gca ccg agt cat cgg tgc att gct cca gac ctg atc ggg atg gga aaa teg
gac aaa cca gac ctc gat tat ttc ttc gac gac cac gtc cgc tac ctc gat gec ttc atc gaa gcece ttg ggt ttg
gaa gag gtc gtc ctg gtc atc cac gac tgg ggc tca gcet ctc gga ttc cac tgg gec aag cgce aat ccg gaa
cgg gtc aaa ggt att gca tgt atg gaa ttc atc cgg cct atc ccg acg tgg gac gaa tgg ccg gaa ttc gcc
cgt gag acc ttc cag gcc ttc cgg acc gee gac gtc ggc cga gag ttg atc atc gat cag aac gct ttc atc
gag ggt gcg cte ccg aaa tge gte gtc cgt ccg ctt acg gag gtc gag atg gac cac tat cgc gag ccc ttc
ctc aag cct gtt gac cga gag cca ctg tgg cga ttc ccc aac gag ctg ccc atc gec ggt gag ccc geg aac
atc gtc gcg cte gtc gag gca tac atg aac tgg ctg cac cag tca cct gtc ccg aag ttg ttg ttc tgg ggc
aca ccc ggc gta ctg atc ccc ccg gec gaa gec geg aga ctt gec gaa agc ctc ccc aac tge aag aca
gtg gac atc ggc ccg gga ttg cac tac ctc cag gaa gac aac ccg gac ctt atc ggc agt gag atc gcg

cgc tgg ctc cce gea cte tag

MSEIGTGFPFDPHYVEVLGERMHYVDVGPRDGTPVLFLHGNPTSSYLWRNIIPHVAPSHRCIA
PDLIGMGKSDKPDLDYFFDDHVRYLDAFIEALGLEEVVLVIHDWGSALGFHWAKRNPERVKGI
ACMEFIRPIPTWDEWPEFARETFQAFRTADVGRELIIDQNAFIEGALPKCVVRPLTEVEMDHYR
EPFLKPVDREPLWRFPNELPIAGEPANIVALVEAYMNWLHQSPVPKLLFWGTPGVLIPPAEAA
RLAESLPNCKTVDIGPGLHYLQEDNPDLIGSEIARWLPAL

Pfiklad 3

Pro nadprodukci enzymu halogenalkandehalogenazy DmbA z Mycobacterium bovis 5033/66
(Sekvence 3), se postupuje podle Prikladu 1. Enzym halogenalkandehalogeniaza DmbA, nebo
jeho varianta, je soucasti detoxikaéni smési, ktera obsahuje uvedeny enzym v koncentraci
1x10° az 1x10™ mol.I", dale 1 a2 20 obj.% alifatického alkoholu obecného vzorce CnHan.sOH,
ve kterém n ma hodnotu 2 az 4, dale 3 az 15 hm.% anionaktivniho tenzidu obecné formule
CnH20+1OSO3Me, ve které n ma hodnotu 10 az 16 a Me znali protion (Na', K &i
monoetanolamonium), dale 1 az 10 hm.% ethoxylovaného nonylfenolu obecného vzorce
CgH19-Ar-O-(C,H,0),H, kde index n je roven 9 az 10, dale slozky glycinového pufru
k nastaveni hodnoty pH vodného roztoku v rozmezi 7 az 9, a sice glycin o celkové koncentraci
0.1 mol.I" atd. Zadana hodnota pH je dosazena pfidavkem 1M NaOH. Zbytek do 100% &ini
voda. Katalyticka ucinnost halogenalkan-dehalogenazy DmbA pii dekontaminaci sulfidického

yperitu je Kea/Km=6.0s".mM"’



Sekvence 3. Sekvence genu dmbA a halogenalkandehalogenazy DmbA izolované z bakterie
Mycobacterium bovis 5033/66.

atg aca gca ttc ggc gtc gag ccc tac ggg cag ccg aag tac cta gaa atc gcc ggg aag cgc atg gcg
tat atc gac gaa ggc aag ggt gac gcc atc gtc ttt cag cac ggc aac ccc acg teg tct tac ttg tgg cge
aac atc atg ccg cac ttg gaa ggg ctg ggc cgg ctg gtg gcec tge gat ctg atc ggg atg gge geg teg gac
aag ctc agc cca tcg gga ccc gac cgc tat age tat ggc gag caa cga gac ttt ttg ttc gcg cic tgg gat
gcg ctc gac ctc ggc gac cac gtg gta ctg gtg ctg cac gac tgg ggc tcg geg cte ggce tte gac tgg get
aac cag cat cgc gac cga gtg cag ggg atc gcg ttc atg gaa geg atc gtc acc ccg atg acg tgg geg
gac tgg ccg ccg gec gtg cgg ggat gtg ttc cag gat ttc cga tcg cct caa gge gag cca atg geg ttg gag
cac aac atc ttt gtc gaa cgg gtg ctg ccc ggg geg atc ctg cga cag ctc age gac gag gaa atg aac
cac tat cgg cgg cca ttc gtg aac ggc gge gag gac cgt cge ccc acg ttg tcg tgg cca cga aac ctt cca
atc gac ggt gag ccc gec gag gte gtc geg ttg gtc aac gag tac cgg agc tgg ctc gag gaa acc gac
atg ccg aaa ctg ttc atc aac gce gag cce gge geg ate atc acc gge cge ate cgt gac tat gtc agg age
tgg ccc aac cag acc gaa atc aca gtg ccc ggc gtg cat ttc gtt cag gag gac agc cca gag gaa atc

ggt gcg gec ata gea cag tte gtc cgg cag cte cgg tcg geg gee gge gtc tga

MTAFGVEPYGQPKYLEIAGKRMAYIDEGKGDAIVFQHGNPTSSYLWRNIMPHLEGLGRLVAC
DLIGMGASDKLSPSGPDRYSYGEQRDFLFALWDALDLGDHVVLVLHDWGSALGFDWANQHR
DRVQGIAFMEAIVTPMTWADWPPAVRGVFQGFRSPQGEPMALEHNIFVERVLPGAILRQLSD
EEMNHYRRPFVNGGEDRRPTLSWPRNLPIDGEPAEVVALVNEYRSWLEETDMPKLFINAEPG
AlITGRIRDYVRSWPNQTEITVPGVHFVQEDSPEEIGAAIAQFVRQLRSAAGYV

Priklad 4

Enzym halogenalkandehalogenaza LinB nebo jeho varianta je souéasti detoxikaéni smési,
ktera obsahuje uvedeny enzym v koncentraci 1x10° az 1x10™“ mol.l", dale 1 az 15 hm.%
anionaktivnino tenzidu obecného vzorce C,H,n.1OSO;Me, ve které n ma hodnotu 10 az 16
a Me znaci protiion (Na*, K" ¢&i monoethanolamonium), dale 1 az 10 % hmot. ethoxylovaného
nonylfenolu obecného vzorce CgH1s-Ar-O-(C,H,0),H, kde index n je roven 9 az 10, dale slozky
fosfatového pufru k nastaveni hodnoty pH vodného roztoku v rozmezi 7,0 az 8,5, a sice
KH,PO, a K;HPO, v potfebném poméru a o celkové koncentraci 50 mmol.I" atd. Zbytek do
100 hmot. % hmot. ¢ini voda.



Pramyslova vyuzitelnost

Vynalez je pramyslové vyuzitelny k odstrafovani sulfidického yperitu z povrchi vojenské
techniky, pfepravni, primyslové a zemédélské techniky, technickych zafizeni a stavebnich
objektu, kiZze osob &i zvifat a sloZek Zivotniho prostfedi, které jsou kontaminovany touto
vysoce toxickou zpuchyiujici latkou. Technologie je vyuZitelna ve vojenstvi i civilni spravé,
obecné vSude tam, kde je nutno pouzivat detoxikaéni smési k dekontaminaci zpuchyfujicich

latek.



PATENTOVE NAROKY

. Zpusob  detoxikace sulfidického yperitu plusobenim  halogenalkandehalogenaz
vyznaéeny tim, Ze se na sulfidicky yperit plsobi alespori jednou
halogenalkandehalogenazou vybranou ze skupiny enzymi s kdédovym &islem EC
3.8.1.5 pii koncentraci enzymu v rozmezi 1x10° az 1x10° mol.I"", teploté +10 °C az

+70 °C a pH =4 az 12 v kapalném prostiedi.

Zpusob podle naroku 1, vyznaceny tim, Ze halogenalkandehalogenazou je enzym
vybrany ze skupiny zahrnujici dehalogenazu DhaA z Rhodococcus rodochrous NCIMB 13064,
DmbA z Mycobacterium bovis 5033/66, LinB ze Sphingomonas paucimobilis UT26.

. Zpusob podle naroku 1a2,vyznaéeny tim, Ze jako halogenalkandehalogenaza se

pouZije divoka nebo modifikovana halogenalkandehalogenaza nebo smés obou.

. Zpusob podle nadroku 1 aZz 3, vyznaéeny tim, ze se pfiprava
halogenalkandehalogenaz provadi v pfitomnosti nejméné jednoho stabilizatoru proteind,

vybraného ze skupiny zahrnujici polyalkoholy, inaktivni proteiny, nebo polymery.

ZpUsob podle naroku 1az4, vyznacéeny tim, ze kapalnym prostredim je organické
rozpoustédlo, jednofazovy vodny roztok organického rozpoustédia, dvojfazovy systém

tvofeny organickou a vodnou fazi.

. Zpusob podle naroku 1 az 5 vyznadeny tim, Ze se pouzije enzym
halogenalkandehalogenaza v rozpustné formé nebo ve formé krystalické nebo ve formé

lyofilizované nebo ve vysrazené formé.

. ZpUsob detoxikace sulfidického yperitu podle naroku 1 az 6, vyznaéeny tim, Ze enzym
halogenalkandehalogenaza je imobilizovan adsorbci nebo iontovou vazbou nebo

kovalentni vazbou na povrchu nosiée.

. Zpusob detoxikace sulfidického yperitu podle naroku 1 az 6, vyznaceny tim, Ze enzym
halogenalkandehalogenaza je imobilizovan vytvofenim vzajemnych pfiénych vazeb nebo
uzavrenim enzymu do pevné matrice nebo do prostoru oddéleného membranou.



9. Zpusob podle narok(i 1 az 8, vyznaceny tim, Ze se detoxikace provadi v
pritomnosti povrchové aktivnich latek.




	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS

