6. Wykorzystanie tyrozynazy otrzymywanej z pieczarki dwuzarodnikowej (Agaricus

Bisporus) do produkcji L-DOPA

L-DOPA (L-3,4-dihydroksyfenyloalanina) jest naturalnym prekursorem dopaminy, jednego z
najwazniejszych neurotransmiter6w wykorzystywanych przez neurony ssakoéw, a takze adrenaliny i
noradrenaliny, syntetyzowanych zaréwno w osrodkowym uktadzie nerwowym jak i w tkankach
obwodowych. W wigkszosci komorek zdolnych do syntezy amin katecholowych, L-DOPA jest
wytwarzana z tyrozyny w reakcji katalizowanej przez hydroksylaze tyrozynowg (HT, rys. 1), a
nastepnie przeksztatcana w dopaming przez dekarboksylaze DOPA (AADC). Dopamina moze by¢
nastepnie wykorzystana do syntezy noradrenaliny i adrenaliny w reakcjach katalizowanych przez
hydroksylaze dopaminowa (DBH) oraz N-metylotransferazg fenyloetanoloaminowa (PNMT).
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Rys. 1. Schemat biosyntezy amin katecholowych w organizmie ludzkim.

L-DOPA jest podstawowym 1 najbardziej skutecznym S$rodkiem stosowanym w terapii choroby
Parkinsona — schorzenia zwyrodnieniowego uktadu nerwowego, na ktore cierpi okoto 1,5 % oséb w
wieku powyzej 65 lat. Przyczyny choroby Parkinsona nie zostaty dotychczas w petni wyjasnione,
aczkolwiek wiadomo, ze obserwowane objawy: drzenie rak, ramion, Zuchwy i twarzy, sztywnos¢
konczyn 1 tulowia, spowolnienie ruchéw, uposledzenie koordynacji ruchowej i réwnowagi sa
wynikiem obumierania neuronéw istoty czarnej mozgu (tzw. neuronéw dopaminergicznych)
odpowiedzialnych za produkcje dopaminy. Podstawowa metoda produkcji L-DOPA w przemysle
farmaceutycznym jest synteza chemiczna. W latach 90-tych minionego wieku zintensyfikowaty si¢
badania nad wykorzystaniem mikroorganizmow lub preparatdow enzymatycznych w produkcji tego
leku. Jednak biosynteza L-DOPA z uzyciem bakterii lub grzyboéw okazala sie¢ dos¢ kosztowna,
gléwnie ze wzgledu na konieczno$¢ usuwania duzych ilo$ci zanieczyszczen powstajacych w
procesie produkcyjnym, a przez to niekonkurencyjna w poréwnaniu z synteza chemiczng. Z drugiej



strony prace nad wykorzystaniem enzymu — tyrozynazy, jako biokatalizatora reakcji przeksztatcenia
aminokwasu tyrozyny w L-DOPA wskazaly na wyrazng optacalno$¢ eckonomiczng takiego
podejscia, szczegdlnie w §wietle duzej trwatosci enzymu i tatwosci jego oddzielenia od mieszaniny
reakcyjnej.

Tyrozynaza (EC 1.14.18.1) jest enzymem szeroko rozpowszechnionym w organizmach zywych.
Obecnos¢ tego enzymu stwierdza si¢ zarowno w mikroorganizmach, jak i komorkach roslinnych.
Natomiast w organizmach ssakoéw najwigkszg aktywnos¢ tyrozynazy wykrywa si¢ w melanocytach,
gdzie jest ona kluczowym enzymem szlaku syntezy melaniny, barwnika nadajgcego
charakterystyczne zabarwienie skory.

Tyrozynaza moze katalizowa¢ dwie rozne reakcje chemiczne:

a) hydroksylacja monofenoli do o-difenoli:
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b) utlenianie o-difenoli do o-chinondw:
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Sposrod roznorodnych zwigzkéw chemicznych o charakterze monofenoli, tyrozyna wydaje si¢ by¢
najwazniejszym substratem tyrozynazy. Enzym ten wydajnie hydroksyluje tyrozyne do L-DOPA (o-
difenol), a nastgpnie umozliwia przeksztalcenie czasteczek L-DOPA do dopachinonéw (0-chinon).
Proces powstawania dopachinonéw mozna zablokowa¢ przez dostarczenie do srodowiska reakeji
zwigzkow chemicznych o wlasciwosciach silnie redukujacych np. askorbinianu lub NADH, co
sprawia, ze jedynym produktem reakcji katalizowanej przez tyrozynazg jest L-DOPA. Mozliwo$é
te wykorzystuje si¢ w procesie enzymatycznej produkcji L-DOPA, a pomiar ilosci powstajacej L-
DOPA w czasie pozwala okresli¢ aktywno$¢ uzytej tyrozynazy.

Powszechnie stosowana, czulg i prosta metoda detekcji oraz ilo$ciowego oznaczania L-DOPA w
probach nie zawierajgcych innych o-difenoli (np. adrenaliny, 2,3-dihydroksybenzoesanu) jest
chemiczne przeksztatcenie tego aminokwasu do dinitrochinonu. Poniewaz powstaly zwigzek
charakteryzuje si¢ intensywnym, czerwono-pomaranczowym zabarwieniem mozliwe jest
oznaczenie jego zawartosci metodami spektrofotometrycznymi (A = 460 nm). Proces derywatyzacji
L-DOPA do dinitrochinonu przebiega w dwdch kolejnych reakcjach chemicznych:

a) nitrowania L-DOPA do nitropochodnej o charakterystycznym zottym zabarwieniu:
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b) utleniania dinitropochodnej L-DOPA do nitrochinonu w obecnosci jondw wodorotlenowych:
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Celem ¢wiczenia jest zapoznanie si¢ z enzymatyczng metoda produkcji L-DOPA z wykorzystaniem
tyrozynazy uzyskanej z pieczarki dwuzarodnikowej (Agaricus Bisporus).

Odczynniki i sprzet:

1. 200 g Swiezych pieczarek, mrozonych w temperaturze ok. -20°C przez 12 godzin

2. Lejek Biichnera o $rednicy okoto 20 cm oraz krazek bibuty filtracyjnej dopasowany rozmiarem

do lejka

. Homogenizator

. Wirowka

. Spektrofotometr UV-VIS

. Kuwety

. 1000 mL Acetonu schtodzonego do temperatury okoto -20 °C

. 1500 mL 0,1 M buforu sodowo fosforanowego o pH 7,0 schtodzonego do temperatury okoto +4

°C

9. 80 mL Mieszaniny reakcyjnej do oznaczania aktywnosci tyrozynazy zawierajacej: 0,1 M bufor
sodowo fosforanowy pH 7,0, 7,5 mM askorbinianu sodu, 2,5 mM L-tyrozyny

10. 35 mL 2 M NaOH

11.30 mL2 M HCI

12. 20 mc 15 % (w/v) Roztworu molibdenianu (I1) sodu zmieszanego z 20 mL 15 % (wi/v) roztworu

azotanu (111) sodu (NaNO,)

13. 10 mM Roztwor wzorcowy L-DOPA. Nawazke L-DOPA odwazy¢ bardzo doktadnie. Tuz przed
uzyciem, rozpusci¢ w 5 mL ogrzanej do temperatury okoto 60 °C mieszaninie reakcyjnej do
oznaczania aktywnosci tyrozynazy
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Wykonanie doswiadczenia:

A. Otrzymywanie enzymu z pieczarki dwuzarodnikowej

Pokroi¢ 250 g pieczarek na drobne kawatki 1 umiesci¢ w zamrazalniku lodowki na czas 12 godzin.
Ekstrakcja biatek acetonem

Wszystkie nastepne czynnosci wykonywa¢ w temperaturze 2-4°C (w tazni lodowej).
Pokrojone i mrozone pieczarki umie$ci¢ w homogenizatorze, a nast¢pnie doda¢ 300 mL acetonu
schlodzonego do temperatury okoto -20°C. Uzyskany homogenat przesaczy¢é przez bibule
filtracyjna umieszczong w lejku Biichnera. Osiadly na bibule osad zebra¢ i przenies¢ ponownie do
homogenizatora dodajac kolejng porcje 300 mL schlodzonego acetonu i homogenizowac, a
nastepnie powstalty homogenat przesaczy¢ na lejku Biichnera. Osad zebra¢ z bibuly i umiesci¢ w



homogenizatorze i doda¢ 220 mL 30% (v/v) roztworu acetonu w schtodzone;j, destylowanej wodzie.
Homogenizowa¢ 2 minuty.

Homogenat przenies¢ do probowek wirowkowych. Wszystkie probowki zrownowazy¢ i wirowaé
przez 25 minut przy 6000 RPM. Z probowek pobra¢ do cylindra miarowego otrzymany supernatant,
zanotowaé objetos¢ i przela¢ do zlewki o odpowiedniej objetosci. Nastepnie dodaé, ciagle
mieszajac, 1,5 objetosci acetonu schiodzonego do temperatury okoto -20 °C i umiesci¢ tak
sporzadzony roztwor w zamrazalce do czasu utworzenia si¢ wyraznego osadu (40 minut). Powstalg
zawiesing biatka odwirowa¢. Supernatant odrzuci¢, a osad rozpusci¢ w 18 mL 0,1 M buforu sodowo
fosforanowego (pH 7,0) schtodzonego do temperatury okoto +4 °C .

B. Oznaczanie aktywnosci tyrozynazy — poprzez pomiar syntezy L-DOPA
Wyznaczanie krzywej wzorcowej do oznaczen L-DOPA

Do 7 jednorazowych, plastikowych i ponumerowanych probowek odmierzy¢ nastgpujace
ilo$ci roztworéw (w pL):

Probowka
0 1 2 3 4 5 6
10mM L-DOPA [puL] 0 10 20 40 60 80 100
*mieszanina [uL] 1000 | 990 980 960 940 920 900

* mieszanina reakcyjna do oznaczania aktywnos$ci tyrozynazy

Przy uzyciu pipety automatycznej doda¢ do kazdej probowki po: 500 uL 2 M HCI oraz 1000 pL
mieszaniny 15% molibdenianu sodu z 15% azotanem (I11) sodu. Nastepnie zawarto$¢ probowek
zmiesza¢ uzywajac vortexu, doda¢ po 1000 pL 2 M NaOH i1 ponownie zamiesza¢. Po 5 minutach
zmierzy¢ warto$¢ absorbancji przy A = 460 nm wzgledem proby odniesienia (probowka ,,0”). Na
podstawie uzyskanych wynikow wykresli¢ krzywa wzorcowa, odktadajac na osi rzednych wartos¢
absorpcji (A), a na osi odcietych zawartos¢ L-DOPA w probie (w umol).

Oznaczanie aktywnosci tyrozynazy

Do zlewki 0 objetosci 100 mL doda¢ 15 mL mieszaniny reakcyjnej do oznaczania aktywnos$ci
tyrozynazy. W zlewce umiesci¢ mieszadetko magnetyczne, zapewni¢ regularne i jak najwolniejsze
jego obroty. Nastepnie doda¢ 10 mL ekstraktu z etapu A. Przygotowaé zestaw 6 probowek wg
ponizszego schematu 1 odpipetowa¢ do kazdej probowki po 500 uL 2 M HCI. Reakcje rozpoczyna
si¢ dodaniem preparatow enzymow:

Zestaw probowek dla prob pobieranych
ze zlewki
Xo | Xs | Xio | Xis | Xao | Xos

Xo... Xo5 czas pobrania probki

W celu oznaczenia syntezy L-DOPA pobiera¢ co 5 minut po 1000 pL proby ze zlewki i przenosic¢ do
uprzednio przygotowanych proboéwek zawierajagcych 2 M HCI. Po zakonczeniu reakcji doda¢ po
1000 pL mieszaniny 15% molibdenianu amonu z 15% azotanem (l11) sodu. Zawartos¢ probowek
doktadnie wymiesza¢ i do kazdej doda¢ po 1000 uL 2 M NaOH i ponownie zamiesza¢. Po 5
minutach zmierzy¢ warto$¢ absorbancji przy A = 460 nm wzgledem odpowiedniej proby pobranej w
czasie ,,0”.



Na podstawie uzyskanych wynikow narysowa¢ wykres zalezno$ci aktywno$ci enzymu w czasie.
Ponadto sprawozdanie powinno zawiera¢ opis funkcji i mechanizmu dziatania enzymow
oksydacyjnych (oksydaz) w organizmach zywych, ilustrowany odpowiednimi przyktadami reakcji.



