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ABSTRACT

Urease enzyme (EC 3.5.1.5) is wide-spread enzyme at plants, moreover, is also presented at
number of eukaryotic microorganisms and bacteria. In addition its presence at higher animals
has not proved. Urease plays a key role in catalysis of urea degradation with carbon dioxide
and ammonia production. It was ascertained that urease has absolute substrate specifity,
which means that it can hydrolyse urea only and does not react with any other compound. In
our work we primarily studied basic electrochemical behaviour of urease by different
electrochemical techniques on mercury but also on carbon electrode. Mostly we focused on
study of urease catalytic signals unexamined up to now, in the concrete on study of Brdicka
procedure and peak H. At Brdicka procedure, signals offered by cobalt salt (Co(NH3)sCl3),
which is component of basic electrolyte, change. Peak H is a signal that appeared during
hydrogen electrodeposition curve at very negative potentials (about —1.7 V). These catalytic
signals depend on quantity and also properties of the attendant protein. Furthermore we
studied the urease modified mercury electrode.
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ABSTRAKT

Enzym uredza (EC 3.5.1.5, mocovina amidohydroldza) je obecné rozsSifenym enzymem u
rostlin a je také pfitomna u fady eukaryotickych mikroorganismti a baktérii. U vysSich
zivocichll nebyla pfitomnost uredzy prokazana. Uredza hraje klicovou roli v katalyze rozkladu
mocoviny za vzniku oxidu uhli¢it¢ého a amoniaku. Bylo zji§téno, Ze vykazuje absolutni
substratovou specifitu, coz znamend, ze hydrolyzuje pouze mocovinu a nereaguje s zadnou
jinou slouceninou. V nasi praci jsme nejdiive studovali zékladni elektrochemické chovani

ure4dzy pomoci rozdilnych elektrochemickych technik na rtutové, ale také uhlikové elektrodé.



Nejvice jsme se zaméfili na studium dosud nezkoumanych katalytickych signald ureasy,
konkrétné na studium Brdickovy reakce a piku H. Pii Brdi¢kové reakci se v pfitomnosti
proteinu méni signaly poskytované kobaltnatou soli (Co(NH3)e¢Cls), ktera je soucasti
zakladniho elektrolytu. Pik H je signal, ktery se objevuje na kiivce vyluCovani vodiku pfi
velmi negativnich potencialech (okolo —1,7 V). Tyto katalytické signaly jsou zavislé jednak
na mnozstvi, ale 1 na vlastnostech pfitomného proteinu. Dale jsme studovali ureasou
modifikovanou rtutovou elektrodu.
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UVOD
V roce 1926 byl izolovan enzym z Cannavalia enzyformis (Fabacae) $tépici moCovinu
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na amoniak a oxid uhli¢ity a byl oznacen jako ureaza .
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Pozdé&ji se podaftilo prokazat, ze enzym uredza (EC 3.5.1.5, mocovina amidohydrolaza)
je obecné rozSifenym enzymem u rostlin a je také piitomna u fady eukaryotickych
mikroorganismil a baktérii®. U vyssich Zivo¢ichi nebyla dosud piitomnost ureazy prokazana.
Nejvyssi aktivita uredzy byla pozorovana v zarodecnych rostlinnych pletivech, a to
predev§im v semenech fady druht z rodu Fabaceae a Curcubitaceae >. U vyvijejicich embryi
byl popsén vysoce aktivni izoenzym ureazy. Bylo zjiSténo, ze enzym vykazuje absolutni
substratovou specifitu, coZ znamend, ze hydrolyzuje pouze mocovinu a nereaguje s zadnou
jinou strukturné podobnou slougeninou™’.

Je dobfe znamo, ze baktérie maji vyraznou ureazou aktivitu, coz se u fady z nich
vyuzivd pro jejich identifikaci. Nedavno se vSak podatilo prokédzat, ze baktérie rodu
Helicobacter pylori (zptisobuje zanéty zaludku a vyvolavé vznik zalude¢nich viedil) Ize velmi
dobte diagnostikovat podle mnozstvi aktivni ureazy®'".

Z tohoto divodu je potiebné hledat vhodné nastroje pro rychlou analyzu ureédzy.
Vétsina metod stanoveni pro stanoveni uredzy je zalozena na studiu jeji enzymové aktivity'*.
Pfimé stanoveni proteinu je vSak obtizné. V neddvné dobé byly uvetejnény prace, které
umoziuji vysoce senzitivni stanoveni proteint pomoci elektrochemickych technik'*2'.

Cilem této prace bylo analyzovat enzym ureazu pomoci elektroanalytickych technik a

studovat vliv niklu na zménu elektrochemické odpovédi enzymu.



MATERIAL A METODY

Chemikadlie

Ureaza EC 3.5.1.5 (Jack Beans, type III; 45 000 jednotek/g) byla zakoupena od Sigma
Aldrich (St. Louis, USA). Zasobni roztoky standardu uredzy v koncentraci 1 mg.ml™ byly
pripravovany pomoci ACS vody (Sigma-Aldrich, USA) a uchovavany ve tmé pii 4 °C.
Pracovni standardni roztoky byly pfipravovany denné fedénim roztokii zdsobnich. VSechny
dalsi pouzité slouceniny byly Cistoty ACS dodané firmou Sigma Aldrich Chemical Corp.
(USA). Roztoky byly ptipraveny v deionizované vodé stejného vyrobce a téze Cistoty.

Hodnoty pH byly méteny pomoci WTW inoLab Level 3 pH metrem (Weilheim,
Germany), ktery byl propojen s osobnim pocitaCem a fizen programem (MultiLab Pilot;
Weilheim, Germany). pH-elektroda (SenTix- H, pH 0-14/3M KCl) byla pravidelné
kalibrovana sadou WTW pufri (Weilheim, Germany).

Elektrochemicka analyza

Elektrochemické méteni bylo provadéno na AUTOLABu (EcoChemie, Holandsko) ve
spojeni s VA-Stand 663 (Metrohm, Svycarsko). Byl pouzit tiielektrodovy systém, ktery se
skladal z visici rtutové kapkové elektrody (HMDE) jako pracovni elektrody s plochou 0.4
mm®, Ag/AgCl/3 mol.I" KCI elektrody jako referenéni elektrody a platinového dratku jako
pomocné elektrody. GPES software (EcoChemie, Holandsko) byl aplikovan na zpracovani
hrubych dat za pouziti urovné 4 Savitzky and Golay filtru. Analyzované vzorky byly
deoxygenovany pro méteni pomoci probublavani argonem (99.999%) nasyceného vodou po
120 s. VSechny experimenty byly provadény pii pokojové teploté. DPV parametry pro
analyzu ureazy: pocatecni potencial —0,9 V, kone¢ny potencial —0,3 V, modula¢ni ¢as 0,057 s,

casovy interval 0,2 s, potencialovy krok 1,05 mV/s, modula¢ni amplituda 25 mV.

Adsorpcni prenosova rozpousteci (AdTS) diferencni pulzni voltametrie (DPV) uredzy

Ureaza byla detekovana pomoci AdTS DPV. Zikladnim elektrolytem byl 0,2 M
acetatovy pufr, pH 5,0. DPV parametry byly nasledujici: pocatecni potencial —0,9 V, konecny
potencial —0,3 V, modulacni ¢as 0,057 s, Casovy interval 0,2 s, potencidlovy krok 1,05 mV/s,

modulaéni amplituda 25 mV.



VYSLEDKY A DISKUSE
Enzym ureaza se sklada z 840 aminokyselinovych zbytki a molekulova hmotnost je
vétsi nez 90 kDa (oznafeni podle databaze expasy-P07374). Strukturni model uredzy je

ukazan na schématu 1.

’ ’ . . .22
Schéma 1: Strukturni model ureasy z Canavalia ensiformis™.

Studovali jsme enzym ureazu pomoci diferencni pulzni voltametrie na rtutové
kapkové visici elektrodé. Nejdiive bylo studovano zékladni elektrochemické chovani ureazy v
roztoku zakladniho elektrolytu (acetdtovy pufr). Na obrdzku je ukazan signal ureazy (500
pg/ml). Uredza poskytuje elektrochemicky signal pii potencidlu kolem —0.55 V. Pozorovany

signal pravdépodobné¢ odpovida slouceniné proteinu se rtuti (obrazek 1).
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Obr. 1: DPV voltamogram uredazy v 0.2 M acetatovém pufru (500 mg/ml)

Vliv pH na DPV signal uredzy

Z divodu ziskani co nejvétsi elektrochemické odpovédi, byla studovana zavislost
zmény vysky signalu uredzy na zméné pH acetatového pufru. Zjistili jsme, ze nejvyssi
pozorované DPV odezvy byly pozorovany v rozmezi pH 4,8 az 5,8. Poté studovany signal

ureazy dramaticky klesd a uredzovy pik se posouva do negativnéjSich potencidli kolem



potencidlu —0.6 V (Obrazek 2). Piedpokladame, Ze pozorované zmény mohou pravdépodobné

souviset se zmeénou struktury uredzy.
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Obr. 2: Vliv pH na vysku DPV signalu uredzy (500 ug/mli)

Vliv doby akumulace na DPV signal uredzy

Proteiny reaguji s povrchem pracovni elektrody. Cim je doba interakce proteinu
s povrchem pracovni elektrody delsi, tim narGstd pozorovany signal. Proto jsme studovali
signal uredzy v zavislosti na dobé akumulace. Ziskana Langmuierovska zavislost je ptiblizné
do Casu 60 s linearni a poté se méni jiz velmi pozvolné. Potencial piku ureazy se posouval
smérem k negativnéj$Sim potencidliim. Pozorovand zména v signalu uredzy je pravdépodobné

zpiisobena zaplnénim povrchu pracovni elektrody proteinem a tvorbou vice vrstev.
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Obr. 3: Zavislost doby akumulace na DPV signal uredzy (500 ug/ml)

Vliv koncentrace uredzy

Déle nas zajimalo jak budeme schopni studovat DPV signdly uredzy v zavislosti na
jeji koncentraci (obrazek 4). Koncentraéni zavislost nebyla v celém rozsahu linearni
(Langmuierovska izoterma). Pozorovany tvar kiivky souvisi s nasycenim povrchu pracovni

elektrody a tvorbou vice vrstev na povrchu elektrodového povrchu. Avsak v niz§im



koncentraénim rozsahu (100 — 1 pg/ml) je pozorovana zavislost linedrni (y = 16.79x +
0.0533; R* = 0.9994). Ze ziskanych experimentalnich dat byl uren limit detekce jako 3S/N
250 ng/ml.
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Obr. 4: Zavislost DPV signalu uredazy na koncentraci pri dobé akumulace 60 s

Adsorptivni prenosova technika pro analyzu uredzy

Adsorptivni  pfenosovd technika byla vyvinuta jako vhodny ndstroj pro
elektrochemickou analyzu biomolekul, jako jsou proteiny a DNA **'. Princip analyzy
spoc¢iva v adsorbovéani studovaného analytu na povrch pracovni elektrody (HMDE). Po
ukonceni expozice je piebytek analytu z povrchu pracovni elektrody omyt v pufru. Bylo
prokazano, ze na povrchu HMDE vzniké pouze film z latek vysokomolekuldrnich nebo silné
interagujicich s povrchem elektrody (za vzniku celé fady fyzikalné chemickych interakci). Pii
této technice je mozné nejen analyzovat malé mnozstvi vzorku 3 — 5 ul, ale také provést
jednoduchou separaci (odd¢lit latky nizkomolekuldrni od latek vysokomolekuldrnich). V
naSich experimentech jsme uvedené techniky pouzili pro analyzu uredzy v 5 ul kapce

(obrazek 5).
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Obr. 5: Schéma adsorptivni prenosové techniky (1) povrch pracovni elektrody (2) adsorpce
proteinu na povrch pracovni elektrody (3) omyti pracovni elektrody (4) elektrochemicka

detekce



Pro dobrou analyzu bylo znovu nezbytné zaznamenat chovani ureazy v zéavislosti na
dobé akumulace a koncentraci. Zavislost na dobé akumulace méla tvar Langmuierovské
izotermy a maximalni proudova odpovéd’ byla pozorovana pii dobé akumulace 30 s (obrazek
6). Potencial piku se posouval smérem k pozitivnéj§im potencidltim. Pti 30 s dobé akumulace
ureazy na povrch pracovni elektrody jsme studovali zmény signalu na koncentraci. Ziskana
zavislost byla také nelinedrni, ale v rozsahu (100 — 1 pg/ml) je pozorovana zéavislost linearni
se smérnici primky; y = 17.407x + 0.0452; R* = 0.9985. Limit detekce byl uréen jako 3S/N
200 ng/ml.
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Obr. 6: Zavislost AATS DPV signalu uredzy na dobé akumulace (500 ug/ml)

Vliv niklu na stanovent uredzy

Enzym ureédza je zavisly na pfitomnosti niklu. Do struktury ureazy jsou vzdy vazany
dva atomy niklu. Zajimalo nés jak bude pfitomnost niklu ovliviiovat stanoveni ureazy.
Nejdiive byla pfidéna konstantni koncentrace niklu (100 ng/ml). Sledovali jsme zmény
v DPV signélech uredzy v zavislosti na jeji koncentraci. Na voltamogramech je mozné
pozorovat dal$i signdly, které¢ pravdépodobné odpovidaji komplexiim uredzy s atomy niklu.
Z tohoto diivodu jsme dale studovali vliv ménici se koncentrace niklu na signal ureazy. Se
vzrastajici koncentraci niklu se objevuji dalsi dva signaly komplexu urazy s niklem.
Pozorovali jsme, Ze s narlstajici koncentraci niklu se DPV signdl ureazy posouva smérem

k negativnéjSim potencialiim o vice jako 50 mV (obrazek 7).
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Obr. 7: Zavislost pozice AdTS DPV signalu uredazy [V] na koncentraci pridaného niklu
[ng/ml].

ZAVER

Analyza proteint a peptidi piedstavuje v soucasné dob¢ velmi intenzivné a rychle se
rozvijejici obor analytické biochemie. Vyznamny ndstroj pro detekci proteinii a peptidd
predstavuji elektroanalytické techniky umoziujici vysoce senzitivni detekci. V nasi praci jsme
optimalizovali stanoveni enzymu uredzy, ktera se vyskytuje nejen u rostlin, ale je pfitomen i u

fady bakterii a zplisobuje zavazna onemocnéni.
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