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Diky genetickému a proteinovému inZenyrstvi, které
vyuzivaji rekombinantni technologie je dnes mozné
produkovat komeréné vyznamné proteiny. Tyto proteiny
jsou poté vyuzivany vrlznych oblastech pramysilu,
mediciny a zemédélstvi.

AMP-deaminasa je enzym s homotetramerni strukturou,
katalyzujici hydrolyzu adenosinmonofosfatu na
inosinmonofosfat a amoniak. Je jednim z kliCovych
enzymd regulace hladin  purinovych  nukleotidu.
V souCastnosti je spousta nové vyvijenych |éCiv
syntetizovana na bazi purini. Nékteré syntetické derivaty
cytokinind  (N°-substituované derivaty adeninu) jsou
specifickymi inhibitory regulaénich proteind bunééného
cyklu. Pfikladem je olomoucin, roskovitin nebo bohemin,
které maji protinadorové Uc€inky a jsou vyuzZivany jako
IéCiva proti rakoviné. Vzhledem k podobnosti kvasinkové
a savéi AMP-deaminasy by bylo moZné ziskat zakladni
data o tom, zda tento enzym ma schopnost tato léCiva
odbouravat ¢i ne. Bylo prokazano, Ze lidska
adenosindeaminasa néktera tato léCiva odbourava. Tyto
znalosti by mohly slouzit k pfipravé derivata léCiv, které by
touto skupinou enzymU( degradovany nebyly.

Tato diplomova prace navazuje na bakalafskou praci
.PFiprava plazmidovych konstruktd pro integraci AMP-
deaminasy do kvasinek®, kde byly pfipraveny tfi
plazmidové konstrukty s geny AMP-deaminas pro vneseni
do kvasinek Saccharomyces cerevisiae nebo Pichia
pastoris. Jedna se o konstrukty pDR197 s genem AMD1
pro kultivaci a expresi v S. cerevisiae, pPGAPZa A s genem
SPBC106.04 a pPICZ A taktéZ s genem SPBC106.04 pro
kultivaci a expresi v P. pastoris. Gen AMD1 pochazi
z S. cerevisiae, gen SPBC106.04 z S. pombe.

V experimentalni ¢asti této prace byla zkoumana integrace
vySe zminénych gend AMP-deaminas do uvedenych
kvasinek,  exprese = AMP-deaminasy Vv kvasinkach
a relativni specifickd aktivita daného proteinu v hrubém
lyzatu bunék.

AMP-deaminasa, P. pastoris, S. cerevisiae, S. pombe,
rekombinantni protein
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Thanks to the genetic and protein engineering that use the
recombinant technology, production of commercially
important proteins is now possible. These proteins are
then used in various industrial areas, medicine and
agriculture.

AMP-deaminase is an enzyme with homotetramer
structure which specifically catalyzes the hydrolysis of
adenosine  monophosphate to  products  inosin
monophosphate and ammonia. It is one of the key
enzymes regulating the levels of purine nucleotides. In
these days, synthesis of many novel drugs is derived from
structure of purines. Some synthetic derivatives of
cytokinins (N°-substituted adenine derivatives) are specific
inhibitors of cell cycle regulatory proteins. An example is
olomoucine, roscovitine or bohemine that have anticancer
effects and that are used as drugs against cancer. Given
the similarity between yeast and mammalian AMP
deaminase, basic data on whether this enzyme has the
ability to degrade these drugs or not could be obtained. It
has been shown that human adenosin deaminase
degrades some of these drugs. This knowledge could be
used for preparation of suitable drug derivatives.

This diploma work is based on bachelor thesis,
"Preparation of plasmid constructs for the integration of
AMP deaminase in yeast", where were prepared three
plasmid constructs with AMP deaminase genes for
insertion into the yeast Saccharomyces cerevisiae or
Pichia pastoris. It is construct pDR197 with gene AMD1 for
cultivation and expression in S. cerevisiae, pGAPZa A with
gene SPBC106.04 and pPICZ A also with gene
SPBC106.04 for cultivation and expression in P. pastoris.
AMD1 gene originates from S. cerevisiae, SPBC106.04
gene originates from S. pombe.

In the experimental part of this work, integration of the
above mentioned AMP deaminase genes in these yeast,
expression of AMP deaminase in yeast and the relative
specific activity of the protein in crude cell lysate were
studied.
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Cile prace

Vypracovani literarni reSerSe zaméfené zejména na kvasinkové AMP
deaminasy, rekombinantni proteiny a jejich expresi v dostupnych hostitelich

a kvasinky jako nejb&znéjSi hostitele se zaméfenim na Saccharomyces

cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe a Pichia pastoris.

Vneseni pfipravenych plazmidovych konstruktd do kvasinek Saccharomyces
cerevisiae 23344c ura’ (pDR197 + AMD1) a Pichia pastoris X33 (pPICZ A
+ SPBC106.04 a pGAPZa A + SPBC106.04).

Ovéreni aktivity AMD1 v kvasinkovém lyzatu S. cerevisiae.

Ovéreni aktivity SPBC106.04 v kvasinkovém lyzatu P. pastoris a purifikace
AMP-deaminas pomoci Ni-NTA.

Stanoveni relativni specifické aktivity AMP-deaminasy AMD1 a SPBC106.04.



1. TEORETICKA CAST

1.1 REKOMBINANTNI PROTEINY A JEJICH PRODUKCE
1.1.1 Uvod

Proteiny — zakladni stavebni kameny Zivota, jsou syntetizovany vSemi Zivymi
organismy jako souc€ast pfirozeného metabolismu. Jednd se o vysokomolekularni
pFirodni latky (biopolymery) slozené z aminokyselin relativni molekulové hmotnosti 10°
az 10° Da. Svymi vlastnostmi se mnohé bilkoviny navzajem lisi, pfedevsim podle toho,
jakou udlohu v organismu zastavaji. Biologickd funkce bilkovin je velmi rozmanité.
Nékteré jsou stavebnim materialem tkani, organd, vlasu, chlupd, nehtd, roh( atd.
(napf. kolagen, elastin, keratin), dalSi zastavaji funkci transportni a skladovaci (napf.
hemoglobin, transferin), jiné zajiStuji pohyb (napf. aktin, myosin), maji ochranné
a obranné funkce (napf. imunoglobulin, fibrin, fibrinogen), katalyzuji, fidi a reguluji
biochemické pochody (napf. enzymy jsou biokatalyzatory zvySujici rychlost
metabolickych reakci, které hraji dulezitou roli hlavné bé&hem mikrobialni tvorby
antibiotik a dalSich sekundarnich metabolit(. Dale napf. hormony a receptory, G€astnici
se bunécné signalizace). Proteiny maji stéZejni vyznam v imunitnich odpovédich,
adhezi bunék a buné¢ném cyklu (Demain & Vaishnav, 2009; Mare€ek & Honza, 2005).

Rekombinantni DNA technologie pfedstavuje v genovém inZenyrstvi postup, pfi
némz jsou z bunék izolovany jednoduché geny, které jsou poté zavadény zpét do
bunék organismu bud stejného nebo odlisného druhu. Pod pojmem rekombinantni
DNA technologie si nelze predstavit jeden konkrétni postup — jde o spole¢né oznaceni
biotechnologickych postupli, které dohromady umoZzriuji vytvaret nové kombinace
molekul deoxyribonukleovych kyselin (DNA), které se v pfirozeném organismu
spole¢né nevyskytuji (Brown, 2006; Murray et al., 2002).

V soucasnosti jsou diky genetickému a proteinovému inZzenyrstvi produkovany
v prumyslu komeréné vyznamné proteiny. Nativni a rekombinantni proteiny jsou
ddlezité  hlavné v oblasti biofarmaceutického  prdmyslu, prdmyslu  enzymu
a zemédeélském pramyslu, kde se uplatiuji v medicing, diagnostice, potravinarstvi,
vyZivé, detergentech, textilu, vyrobé papiru, kGze, dfené, polymeru, plastickych hmot
aj. Vr. 1796 byla produkovana Jennerem prvni proteinova vakcina, a to vakcina proti
pravym nestovicim.

Pramyslova mikrobialni fermentace se zrodila na pocatku 20. stoleti, kdy
poprvé zapocala ve velkém méfitku anaerobni fermentace pro vyrobu chemikalii jako
je aceton a buthanol, nasledovana aerobni produkci kyseliny citronové. Prvnim

farmaceuticky produkovanym proteinem byl insulin, ktery vr. 1922 vyrobili panové
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Banting a Best. Penicilin byl objeven v r. 1927, ale tento objev se projevil az zaatkem
40. let 20. stoleti. Era moderni biotechnologie zac¢ala v r. 1971 zalozenim spole¢nosti
Cetus Corporation v Kalifornii, pfiblizné jeden az dva roky pfed objeveni rekombinantni
DNA. V nasledujicich péti letech vznikly dalSi spole¢nosti, jako napfiklad Genentech,
Arngen, Biogen aj.

Do r. 2002 bylo vyvinuto biofarmaceutickymi firmami pfes 155 schvalenych léc€iv
a vakcin. Dnes je na listiné Food and Drug Agency (FDA) schvalenych vice nez 200
pouze peptidovych a proteinovych I&Civ.

Prikladem rekombinantnich proteinovych farmaceutickych I€Civ je lidsky insulin,
albumin, lidsky rastovy hormon (HGH), faktor VIII a mnoho dalSich. Diky témto
proteinim biofarmaceuticky pramysl pomohl radikalné zlepsit péci o lidské zdravi. Mezi
konkrétni pfinosy mediciné patfi mimo jiné:

e Lécba pacientu s cukrovkou.
Podavani rekombinantnich proteind nahradilo uzivani zvifeciho insulinu.
» Lécba détskych pacientd s nedostatkem ristového hormonu.
UZivani proteind minimalizuje mimo jiné riziko nakazy Kreutzfeld
-Jacobovym syndromem.
» Lécba détskych pacientd s chronickou granulomat6zni chorobou.
Déti mohou vést normalni Zivot diky gamma interferonové terapii.
» Léc&ba pacientl s rakovinou.

Pacienti s rakovinou podstupujici chemoterapii nebo radioterapii se diky

podavani rekombinantnich proteint zotavuji rychleji a s menSim rizikem nakazy

infekcemi, neZz pFfi [éCbé zaloZzené na G-CSF (granulocyte colony

— stimulating factor) (Demain & Vaishnav, 2009).

1.1.2 Historie produkce enzym

V 70. letech 20. stoleti byla vétSina vyuzivanych enzym( ziskavana z pfimych
rostlinnych a zivo€iSnych zdroju. Tato narotna metoda ziskavani enzymu se
dostupnosti, vysokou cenu a pomaly rozvoj enzymatického primyslu. Zlom ve vyvoiji
enzymového primyslu pfineslo v 80. a 90. letech 20. stoleti SirSi vyuziti mikrobialnich
enzyml a vyvoj metody pro ziskani enzym( pomoci rekombinantnich procesu.
Mikrobialni enzymy se ukazaly byt ekonomicky vyhodné, nebot’ kultivace mikrobl je
mnohem jednodu&Si a rychlejSi nez péstovani rostlin ¢i chov zvifat. Mikroorganismy

jsou také snaze geneticky manipulovatelné, coz vede k dosaZzeni poZzadované kvality



a mnozstvi daného enzymu. V prabéhu let dochazelo ke zvySeni vyroby enzymu
vlivem mutageneze a nahodného screeningu mikroorganisma.

Od 90. let 20. stoleti zacaly byt vyuZivdny rekombinantni techniky pro
primyslovou vyrobu enzymu, a jiz vr. 1993 bylo na trhu pfes 50% pramyslovych
enzymu produkovano pravé témito procesy (Hodgson, 1994). Jejich prodej Cinil
140 miliond $ a vyuZiti se rozSifilo do mnoha odvétvi, byly vyuZivané jako detergenty,
potrava nebo krmivo ve zpracovatelském primyslu.

Mezi nejvice rozSifenymi mimo jiné byly:

 Rostlinnd fytasa produkovana rekombinantni houbou Aspergillus niger.
Vyuzitim rekombinantni technologie bylo dosaZzeno aZz tisicinasobného zvyseni
produkce tohoto enzymu atim se stal velmi hojné vyuzivanym v rdznych
primyslovych odvétvich (byl pouzit pro vykrm az 50% vSech vepfl
v Holandsku) (Van Hartingsveldt et al., 1993).

e Pramyslové lipasy. Ty byly klonovany v askomycetach Humicola a primyslové
produkovéany v houbé Aspergillus oryzae. Jsou vyuZzivany na cCiSténi pradla,
vnitini esterifikaci lipida, esterifikaci glykosidd a produkci glykolipidd. Glykolipidy
maji uplatnéni jako biodegradativni neiontové povrchy pro detergenty, produkty
pro péci o plet, kontaktni Cocky a jako emulgatory potravin.

» Sav¢i chymosin byl klonovan a produkovan opét v A. niger nebo v bakterii

Escherichia coli a jeho cena byla ve srovnani s telecim chymosinem polovicni.

Dllezitym momentem primyslu enzymu byl rozvoj tzv. technologie
rekombinantni DNA. Tato technologie pfinesla hned nékolik dilezitych poznatku
(Falch, 1991):

1. Rostlinné a Zivocidné enzymy jako napf. chymosin mohou byt vytvareny
mikrobialni fermentaci.

2. Enzymy z organismu naroénych na rlst nebo ty, které byly ziskavany naro¢nou
genetickou manipulaci jsou nyni produkovany pomoci nékterych druhd
primyslovych organisml jako jsou Aspergillus, Trichoderma, Kluyveromyces
lactis, Saccharomyces cerevisiae, Yarrowia lipolytica a Bacillus licheniformis
(napf. termofilni lipasa byla produkovdna mikroskopickou houbou A. oryzae,
cyclodextringlykosyltransferasa pomoci bakterialniho kmene Bacillus).

3. Produktivita enzymu vzrostla s vyuZitim vétSiho poctu kopii daného genu,
silnych promotoru a efektivnich signalnich sekvenci.

4. Produkce uzite€nych enzymU z patogennich &i toxiny produkujicich druhd maze

byt nyni provadéna v bezpe¢ném hostiteli.
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5. Proteinové inZenyrstvi se podilelo na zlepSeni stability, aktivity a /nebo specifity

enzymu.

Diky vyvoji a zdokonalovani metod jsou dnes enzymy rozSifeny do mnoha
oblasti primyslu a obchodu. Pro potfeby dnesniho trhu je az 50% z celkové produkce
enzymatického pramyslu vyradbéno pomoci kvasinek a plisni, bakterialniho pavodu je
pfiblizné 30%, ZivoCisného 8% a rostlinného jen asi 4% (Demain & Vaishnav, 2009).
Poptavka po produktech enzymatického puvodu tvofi velkou ¢ast celkové poptavky po
léCivech, &i potravinach a krmivech. Celkovy prodej primyslovych enzymu dosahl
vr. 2000 2 biliond $ a o devét let pozdéji se tato hodnota pohybovala az okolo
2.5 biliond $ (Demain & Vaishnav, 2009).

Z téch hlavnich primyslové vyrabénych enzym to jsou predevsim:

e Proteasa z bakterii rodu Bacillus, kter4 je vedoucim enzymem zaujima 57%
trhu.
» Amidasa z E. coli pouzivana k produkci 6-aminopenicillianové kyseliny (6-APA)

v mnoZzstvi 40000 tun/rok.

» Xylosaisomerasa z bakterii rodu Streptomyces pouZivana Kk izomeraci

D-glukosy na D-fruktosu v mnoZstvi 100000 tun/rok.

* Nitrilhydratasa Pseudomonas chlorapis pouzivana k produkci akrylamidu

z akrylonitrilu v mnozstvi 30000 tun/rok.

« Amylasa z bakterii rodu Bacillus je produkovana v mnozstvi 95000 tun/rok.
« Mezi dalsi vyznamné enzymy patfi: glukoamylasa, laktasa, lipasa, cellulasa,

pullulanasa a xylanasa (Demain & Vaishnav, 2009).

Technika rekombinantni DNA muze byt dale vyuzita ke zlepSeni kvality
proteinovych |éCiv, nizkomolekularnich IéCiv, genové terapie, DNA vakcin, vakcin
z rekombinantnich proteinu, viralnich vakcin a k vyvoji vird (Demain & Vaishnav, 2009;
Tobin et al., 2000).

Dnes je cilem rekombinantnich DNA technologii a proteinového inZenyrstvi
pfiprava enzymu na miru, tak aby vyhovovaly poZadavkium uzZivateld nebo procesum,
ke kterym maji byt vyuzivany. Jiz neni nutné se spokojit s pfirozenymi vlastnostmi
enzymu. Enzymy ziskavaji lepsSi kvalitu diky proteinovému inZenyrstvi a specialné
fizené mutagenezi. Jedind zména aminokyselinové sekvence zplsobi zménu v pH
optimu, termostabilité, zpétnovazebné inhibici, inhibici zdrojem uhliku, substratové
specifité, Vim, K @ Ki. Novou a dllezitou metodou pro zlepSeni byla tzv. pfiméa evoluce
(také zndma jako aplikovand molekularni evoluce nebo pfim& molekularni evoluce)

(Kuchner & Arnold, 1997; Johannes & Zhao, 2006). Na rozdil od pfimé mutageneze,
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tato metoda umoznuje rekombinovani ¢asti podobnych genl z rdznych druhd nebo
kmen( vedouci k pozoruhodnému zlepSeni vynosu pozadovanych enzymua ve velmi
kratkém Case. Tato procedura ve skute€nosti napodobuje procesy mutace, selekce
a rekombinace a uplatiiuje je v kratSim Casovém obdobi neZ se tomu déje b&éhem

evoluce (Demain & Vaishnav, 2009).

1.1.3 Ruznorodost expresnich systém G pro produkci

rekombinantnich protein

Aby bylo mozno vyhovét obrovské poptavce, je vétsSina proteint produkovanych
biofarmaceutickym pramyslem ziskavana pomoci néstroji genetického inZenyrstvi,
tedy pomoci rekombinantnich systému. Prvnim krokem pro produkci rekombinantnich
proteinll je ziskani pozadované DNA, kterou chceme klonovat. Poté je odpovidajici
sekvence DNA pro dany protein amplifikovana ve vybraném expresnim systému. Dnes
v dobé modernich technologii je dostupna cela fada proteinovych expresnich systému.
Vybér spravného expresniho systému pro produkci proteinl je zavisly na faktorech,
jako je poZzadovand kvalita proteinu, jeho funk&nost, rychlost produkce a vynos.
Proteiny mohou byt exprimovany v bunéénych kulturdch bakterii, kvasinek, plisni,
savcy, rostlin nebo hmyzu nebo prostfednictvim transgennich rostlin a zvifat (Demain
& Vaishnav, 2009).

Od r. 2002 bylo v Evropé a USA schvéaleno okolo 140 terapeutickych protein(
(Walsh, 2003). Velké proteiny jsou obvykle exprimovany v eukaryotickych systémech,
zatimco ty mensi jsou exprimovany v systémech prokaryotickych. Neglykosylované
proteiny jsou obvykle vytvaifeny v E. coli nebo kvasinkach a predstavuji na trhu 40%
podil terapeutickych proteind. Systém E. coli je nejlevnéjsi, nejjednodussi a dosahuje
nejrychlejSi exprese proteinl, problémem vSak je, Ze timto zplsobem nelze exprimovat
proteiny o vétSich velikostech (ve smyslu molekulové hmotnosti). Tento systém take
neni vhodny pro proteiny bohaté na S-S vazby (disulfidové mustky) a proteiny, které
vyZaduji posttranslaéni modifikace.

Pro produkci proteind, které vyzaduji glykosylaci jsou voleny sav€i buriky,
houby nebo systém Baculoviru. Systém Baculoviru umoznuje komplexnéjsi
posttranslaéni modifikace proteinu. Pomoci kvasinek je moZzno produkovat velké
mnoZstvi proteint za nizkou cenu. Produkované proteiny mohou byt vétsi nez 50 kDa
a signalni sekvence v nich mohou byt pozménény nebo dokonce odstranény tak, aby
byly umoznény potfebné glykosylace. Pro produkci proteind zaloZzenych na systému
savCich bunék jsou nejastéji vyuzivany kvasinky, plisné a bunky hmyzu, které jsou
obecné schopny provadét savei glykosylaci. Nejpopularnéjsim systémem pro produkci

rekombinantnich, sav€ich, N-glykosylovanych proteind jsou savéi bunky, které
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napodobuiji lidskou glykosylaci. Geneticky modifikovand zvirata sekretuji rekombinantni
proteiny v jejich mléce, krvi nebo moci. Napf. burky vajec¢nikd cinského krecka
produkuji okolo 50% terapeutickych proteind na trhu. Tento proces je ovSem velmi
nakladny a vytvofené glykoproteiny neodpovidaji pfesné lidskému typu, a v nékterych
pfipadech musi byt modifikovany. Proto byla k produkci glykosylovanych proteinl
lidského typu geneticky navrzena dnes velice popularni methylotrofni kvasinka,
P. pastoris (Demain & Vaishnav, 2009). V rostlinné fiSi jsou produkce rekombinantnich
protein schopny tzv. transgenni rostliny, napf. pro produkci jedlych vakcin (Cebadera
& Camara, 2007) nebo monoklonalnich protilatek (Girard et al., 2006).

1.2 KVASINKY JAKO ,TOVARNY* NA PROTEINY
Vlastnosti a biotechnologické vyuziti kvasine  k se

zameérenim na : S. cerevisiae, P. pastoris a S. pombe

Kvasinky patfi mezi jednobunééné eukaryotické organismy houbového pavodu,
rozmnozZujici se prevazné asexualné (puceni, prehradec¢né déleni) a méné casto
sexualné. V nékterych pFipadech vytvareji pseudomycelium, pfipadné i pravé
mycelium. Taxonomie kvasinek uvadi pfiblizné 400 druht, mnohé z nich jsou pro své
vlastnosti vyuzivany v biotechnologiich (Cejkova).

Kvasinkové druhy se staly popularnimi a jsou Siroce vyuZivany jak v oblasti
mediciny, tak pro pramyslovou produkci rekombinantnich proteinl, které se dobfe
nedafi produkovat v prokaryotnim systému E. coli, kde se objevuji problémy se
spravnym sbalovanim proteind a jejich glykosylaci. Kvasinky kombinuji vyhody
jednobunéénych organismu, tj. snadnost genetické manipulace a rychly rdst se
schopnosti  vykonavat eukaryotické posttranslaéni modifikace. Na rozdil od
komplexnéjSich  eukaryotickych organismu je kvasinkovy expresni systém
hustotu a produkovat poZzadovany protein ve velkych objemech. Tyto systémy na rozdil

od jinych neobsahuji pyrogeny, patogeny nebo virové inkluze.

Hlavni vyhody kvasinkového expresniho systému jsou:
1. vysoky vynos

existence stabilnich kmenu

trvanlivost

cenova nenaro¢nost

a > w DN

masivni rast
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vysokd& produktivita
vhodnost pro pfipravu izotopicky znaenych proteind

rychly rist v chemicky definovanych médiich

© ©® N o

zpracovani produktu je podobné sav€im bufkam
10. schopnost tvorby proteint bohatych na disulfidové vazby

11. schopnost sbalovani a glykosylace proteinu

Kvasinkové kmeny jsou geneticky dobfe charakterizovany a je znama jejich
schopnost mnoha posttranslacnich modifikaci. Prace s nimi je snadnégjsi, méné
nakladnd ve srovnani s hmyzimi nebo savCimi bunkami (bunénymi liniemi)
a jsou jednoduSeji adaptovatelné k fermentacnim procesiim (Demain & Vaishnav,
2009).

Pro kazdy individualni produkt byl po genetické i fermentacni strance
identifikovdn a optimalizovan expresni systém s pfihlédnutim na vlastnosti
poZzadovaného produktu, organismus a pouZitou expresni kazetu. Existuje Sirok&
paleta zajimavych kvasinkovych expresnich hostiteld zahrnujici druhy Saccharomyces
cerevisiae, Pichia pastoris, Hansenula polymorpha, Kluyveromyces lactis,
Schizosaccharomyces pombe, Yarrowia lipolytica a Arxula adeninivorans, s rdznymi
charakteristikami jako je termotolerance nebo halotolerance, a které dosahuji
masivnich nardstd nebo vyuZivaji neobvyklych zdroji uhliku. Nékteré druhy byly
navrzeny tak, Ze nesou dalSi vyhody, napf. schopnost lidskych glykosyla¢nich reakci
nebo maji niz§i mnozstvi proteas (Celik & Calik, 2011).

Saccharomyces cerevisiae, prvni a nejlépe charakterizovany kvasinkovy
expresni systém, byl vyvinut v 80. letech 20. stoleti a je velice vyznamnym systémem
v tradi¢nich oblastech jako je pekarstvi, vyroba vina a piva atd. AvSak Cetné pfipady
nestability integrovaného plazmidu, nizka hladina proteint a hyperglykosylace proteina
limituji mnozstvi komerénich produktl plvodem z S. cerevisiae (Buckholz & Gleeson,
1991). Navic, S. cerevisiae produkuje proteiny s N-vazebnymi koncovymi
glykosylacemi pfes a-1,3-vazby mannosovych residui, které jsou povaZovany za
alergenni. Tyto problémy vedly k vyvoji alternativnich expresnich systéma, které jsou
nyni v praxi jiz dobfe zavedeny. Zahrnuji dvé methylotrofni kvasinky Pichiu pastoris
a Hansenulu polymorpha, Kluyveromyces lactis patfici do rodu Saccharomyces,
dimorfni kvasinky Arxulu adeninivorans, Yarrowiu lipolytica a Schizosaccharomyces
pombe, kter4 se rozmnoZuje prehradecnym délenim. Projekt sekvencovani genomu
S. cerevisiae (Goffeau et al., 1996), S. pombe (Wood et al., 2002), H. polymorpha
(Ramezani-Rad et al., 2003), K. lactis, Y. lipolytica (Dujon et al., 2004) a P. pastoris

(DeSchutter et al., 2009; Mattanovich et al., 2009a) ma za nasledek zisk obrovského
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mnozstvi dat, ze kterych jsou sestavovany razné databaze dostupné na internetu,
napf.: Saccharomyces Genome Database (SGD) (Cherry et al., 1998), Yeast Proteome
Database (YPD) (Hodges et al., 1999) a Pichia pastoris Genome Browser (Mattanovich
et al.,, 2009b). Navic jsou hostitelské kmeny navrzeny tak, aby provadély vice
N-glykosylaci, ¢ehoz bylo dosazeno prvné u P. pastoris (Hamilton et al., 2006),
nasledovaly pocate¢ni studie u H. polymorpha (Kim et al., 2006; Oh et al., 2008),
Y. lipolytica (Song et al., 2007), K. lactis (Liu et al., 2009) a S. pombe (Ohashi et al.,
2009), jez oteviely cestu kvasinkam k tomu, aby se staly hlavnimi prdmyslovymi
hostiteli pro produkci terapeutickych proteind.

Kromé toho se setkavame s Sirokou paletou vektord, promotord a selekénich
markerd kombinovanymi se znalostmi fermentacnich technik a postgenomickym
vyzkumem v pramyslovém méfitku, a proto je tedy mozné navrhnout Usporné;si
a vykonnéjsi expresni systémy, za UCelem uspokojeni rostouci poptavky po
rekombinantnich proteinech a glykoproteinech. NavrZzeni optimalniho systému pro

produkci rekombinantnich proteint zahrnuje nékolik zasadnich kroku:

1. Selekci vhodného hostitelského kmene, ktery umoZiuje spravné
skladani proteinu a jeho posttranslacni modifikace.

2. Vybér vhodného vektoru (episomalniho nebo integrativniho) s vhodnym
promotorem  (konstitutivnim,  inducibilnim  nebo  represibilnim)
a selekénim markerem.

Vhodné kodony pro dany gen.
Flze genu s epitopovou kotvou, ktera je vyznamna pro afinitni purifikaci
nebo detekci rekombinantniho proteinu.

5. Vybér signalni sekvence k zamifeni rekombinantniho proteinu do
intracelularniho nebo extracelularniho prostfedi — ristového média.
Pfedchazeni proteolytickému Stépeni produktu.

Navrzeni kultivacniho (fermentacniho) média (zdroje uhliku a dusiku;
induk&ni podminky).

8.0ptimalizace parametru bioprocesu (teplota, pH, pfenos kysliku atd.).

Pro uspéch celého procesu ma stézejni vyznam vybér hostitelského kmene. P¥i
vybéru nejvhodnéjsi hostitelské bunky pro expresi proteint je dulezita kompatibilita
hostitelského biochemického prostfedi se schopnosti procesu a translace RNA
transkriptu, spolu se schopnosti modifikovat a udrZzovat produkované proteiny (Greene,

2004). Proto jsou pomoci metabolického inZzenyrstvi (Ostergaard et al., 2000a),
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evoluéniho inZzenyrstvi (Sonderegger & Sauer, 2003) a vyuzitim pramyslovych nastroju
biologie (Papini et al., 2010) neustale vyvijeny lepsi a lepSi hostitelské kmeny.

V dusledku vyvoje, technologickych uspéchl kvasinkovych expresnich systéma
a aktuélni dostupnosti Siroké Skaly kombinaci hostitelskych vektord a optimélnich
systémud, je budouci perspektiva rekombinantnich proteind  produkovanych
v kvasinkovych systémech zna¢na (Celik & Calik 2011).

Nékteré druhy kvasinek se ukazaly byt extrémné uzite€né a vyhodné pro
expresi a analyzu rekombinantnich eukaryotickych proteinG. Napf. glukosaoxidasa
A. niger muze byt produkovana pomoci S. cerevisiae v mnozstvi 9 g/L. V soucasnosti
jsou nejpopularnégjSi a nejvice vyuzivané pro expresi cizorodych proteind dva
kvasinkové kmeny, a to S. cerevisiae a methylotrofni kvasinka P. pastoris (Demain
& Vaishnav, 2009).

Vzhledem k tomu, Ze tyto dva kmeny byly vyuzivany i béhem experiment( této
diplomové prace budou zminény blize jejich obecné charakteristiky spolu s dalSi

kvasinkou S. pombe.

1.2.1 Saccharomyces cerevisiae

Rod Saccharomyces predstavuje
nepochybné ekonomicky nejvyznamnéjsi
skupinu  mikroorganisml  pouzivanych
% pramyslu. MnozZstvi kvasinek
produkovanych kazdoro€né pivovarskymi
a lihovarskymi technologickymi postupy
tvofi fadové miliony tun. NejCastéji
vyuzivanymi zastupci jsou S. cerevisiae
subsp. cerevisiae a S. cerevisiae subsp.
uvarum. S. cerevisiae (Obr.l) je
vyuzivana v porovnani s  ostatnimi

kvasinkami s takovou pfevahou, Ze v fadé

praci je pojem kvasinka povaZovan za jeji
synonymum. Obrazek 1 : Saccharomyces cerevisiae
S. cerevisiae byla prvnim eukaryotnim organismem, jehoZz genom byl pIné
osekvenovan (Goffeau et al., 1996). Tento genom je tvofen 12 156 677 pary bazi
a 6 275 geny organizovanymi do 16 chromosomdu. Z celkového poctu genua je 5 800
gen funkénich (Cejkova).
Tato kvasinka je vyuzivana zejména pro svoji schopnost konvertovat cukry na

etanol a oxid uhliity. Existoval mylny predpoklad, Ze vyznam zminéného
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mikroorganismu v budoucnu poklesne, protoZe produkuje pouze minimalni mnozstvi
komeréné zajimavych sekundarnich metabolitd (neprodukuje Zzadné antibiotikum).
S. cerevisiae vSak predstavuje vyhodny model eukaryotické buriky, vzhledem k tomu,
Ze umoznuje jednoduchou genetickou analyzu. Tyto znalosti vytvofily uziteCny zaklad
pro klonovani genlt a pfipravu vektord. Kvasinky se v dané souvislosti vyuZivaji
pfedevsim proto, Ze se s nimi da manipulovat stejné jako s prokaryoty, oviem svoji
strukturou a chovanim pfipominaji spiSe vyssi eukaryota (rostliny a zZivocichy).

Pro S. cerevisiae je charakteristicky vegetativni zplsob rozmnozovani
probihajici multilateralnim pucenim, burky jsou sférické, elipsoidni, cylindrické nebo
protahlé (Obr.1). Vyjimecné je vytvareno pseudomycelium, vegetativné rostouci bunky
jsou prevazné diploidni, nebo polyploidni. Méné ¢asté je pohlavni rozmnoZovani
vedouci k tvorbé askospor. Askospory jsou sférické, uloZzené v mnozstvi 1 — 4 v asku,
které po vyzrani nepraska. Tento rod je fermentativni se schopnosti respirace. Za
aerobnich podminek (energeticky vyhodnéjsi) jsou cukry metabolizovany enzymy
glykolyzy a navazujicim Krebsovym cyklem. S. cerevisiae fermentuje glukosu,
manosu, fruktosu, galaktosu, maltosu, sacharosu, maltotriosu a v zavislosti na
konkrétnim poddruhu i rafinosu. S. cerevisiae subsp. cerevisiae zahrnuje fadu
puvodné samostatnych druhd, napf. S. ellipsoideus, S. oviformis, S. vini (vinafské
kvasinky), S. pastorianus (kontaminuji pivo), S. italicus, S. saké, S. diastaticus (jediny
zastupce disponujici glukoamylasou). Tyto kvasinky zkvasSuji rafinosu neudplné.
K S. cerevisiae subsp. uvarum patfi pivodné samostatné druhy S. carlsbergensis,

S. uvarum a S. monacensis, které zkvasuiji rafinosu tpIné (Cejkova).

VyuZiti v biotechnologiich:

« Velky pocet kmenl je vyuzivan pro vyrobu alkoholickych napoja
a fermentovanych potravin (lih, pivo, vino, cider, kefir, pulque, sake), pro vyrobu
drozdi, sterold, enzymu a dalSich produkta.

e Vyuziti bunéénych komponent pro izolaci lipid, proteint, peptidd, enzymda,
kofaktord, nukleovych kyselin, vitamint (Cejkova).

* Velmi vyznamné je rovnéz vyuZziti téchto kvasinek v genetickém vyzkumu.

« Tato kvasinka ma mimo jiné také schopnost sekretovat proteiny do
extracelularniho prostfedi, tedy do média, ve kterém je kultivovana, diky
o-faktoru prepro-leaderu (proteinu), ktery je bé&zné pouzivan pro expresi

heterolognich protein (Ostergaard et al., 2000a; Zsebo et al., 1986).

Fuze sekvence prepro-leaderu s heterolognim genem umoZnuje

S. cerevisiae sekreci heterologniho proteinu, nebot leader sekvence
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zprostiedkovava kotranslagni translokaci fuzniho proteinu do ER. Pre-oblast
sekvence leaderu je odStépena signélni peptidasou, a v Golgiho aparatu
odstépi Kex2 endoproteasa pro-oblast leaderu na C-terminalni strané (pozice
Lys-Arg) (Achstetter & Wolf, 1985; Julius et al, 1984). Pfed sekreci je jesté
odstranéno nékolik aminokyselin na C-termindlni stran& pUsobenim
dipeptidylaminopeptidasy, kbdované genem STE13 (Julius et al, 1983), pficemz
je heterologni protein pfes vezikuly uvolnén do extracelularniho prostoru (Obr.2)
(Ostergaard et al., 2000a).

Cell membrane

Obrazek 2: Sekre €ni draha protein i u S. cerevisiae. Schéma ilustruje odstépeni
pre-regionu signalni peptidasou, pro-regionu Kex2 endoproteasou a peptidového
.Spaceru” dipeptidylaminopeptidasou. Zkratky: R = ribosom; SV = sekre¢ni vezikuly

(pfevzato z Ostergaard et al., 2000a).

V obdobi poslednich tfi desetileti byla tato kvasinka upravena pomoci
genetického inZenyrstvi k expresi Siroké Skaly rekombinantnich proteind. Prvni vakcina
acinna proti lidské virové infekci, hepatitidé B, byla produkovana intracelularné pomoci
rekombinantni S. cerevisiae (McAleer et al., 1984). Dnes jsou rekombinantni proteiny
schvalované americkymi vladnimi agenturami FDA a EMEA produkovany témeér
vyluéné systémem S. cerevisiae (Huang et al., 2010). Produkty na trhu, které jsou
produkovany S. cerevisiae zahrnuji insulin, povrchovy antigen hepatitidy B,
uratoxidasu, glukagony, granulocytarni - makrofagovy kolonie stimulujici faktor (GM-
CSF), hirudin a rustovy faktor odvozeny od krevnich destiCek (Demain

& Vaishnav,2009; Celik & Calik 2011). Kromé vySe uvedenych vyhod kvasinkovych
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systému, které jsou obecné pfi¢itany S. cerevisiae, je sou€asna prumyslova popularita
tohoto mikroorganismu zapficinéna tim, Ze je vSeobecné uznavana jako bezpecny
organismus, coZ vyplyva z mnoZstvi doposud ziskanych znalosti o jeji fyziologii,
genetice a fermentac¢nich technikach. Udaje ziskané z oblasti analyzy transkriptomu,
proteomu, metabolomu, interaktomu a dalSich oblasti pfispivaji k zisku velkého
souboru cennych informaci. S. cerevisiae je pravdépodobné organismus
s nejkomplexné&jsim mnozZstvim dostupnych informaci. Konkurenceschopnost této
kvasinky spociva ve vysoké produkci ethanolu a toleranci stresu z okolniho prostfedi,
jako je napf. nizka hladina kysliku (Celik & Calik, 2011).

S. cerevisiae nabizi oproti bakteriim jako klonovacim hostitelim urcité vyhody
(Gellison et al., 1992). Ma dlouhou historii ve vyuziti v prGmyslové fermentaci. Umi
sekretovat heterologni proteiny do extracelularniho prostfedi, pomoci vlastni signaini
sekvence pfipojené ke strukturnim genim. U S. cerevisiae probiha O-glykosylace
vedouci k vySSimu podilu mannosy, zatimco u savcich proteinl previadaji fetézce
sialované. Proto je exprese mnoha savc€ich proteind v S. cerevisiae nepfijatelna
(Demain & Vaishnav,2009). Mimo to, kvasinkova hyperglykosylace N-vazebnych mist
vede k redukci aktivity fady enzym0 a vazbé na receptory vedouci az k imunologickym
problémum. Témér vSechny sekretované eukaryotické proteiny jsou glykosylovany.
Glykosylace je druhové, tkanoveé a podle typu bunék specificka. V nékterych pfipadech
jsou nativné glykosylované proteiny bez karbohydratové slozky aktivni a mohou byt
vytvafeny v bakteriich, jako v pfipadé vy-interferonu (Rinderknecht et al., 1984).
V pfipadé, kdy je glykosylace pro stabilitu nebo vlastni sbaleni proteinu nezbytna (pf.
erythropoetin (EPO) a lidsky choriovy gonadotropin), mGze byt rekombinantni protein
produkovan kvasinkami, plisnémi, hmyzem nebo sav¢imi burikami (Demain
& Vaishnav,2009).

Houbové enzymy, které jsou sekretovany, jsou cCasto glykosylovany stejné
(Elbein et al., 1984), ackoli jsou ob&as pfitomny v proteinech hub dalsi karbohydréaty
spojené pres kyslik serinu nebo threoninu (Nunberg et al., 1984). Glykosylace proteinu
muZze probihat vlivem rdznych faktor(, napf. sloZzenim média, ve kterém bunky rostou.
Glykosylace ovliviuje reakéni kinetiku (pokud je protein enzymem), rozpustnost,
teplotni stabilitu, aktivitu in vivo, imunogenitu a vazbu na receptory. Bylo zjiSténo, Ze
nékteré glykosylované peptidy (enkefaliny) jsou 1000 - 10000x aktivn&jSi a stabiln&jsi
nez jeho desialovana forma, ale obé formy maji in vitro stejnou aktivitu (Yamaguchi et
al., 1991). Glykosylace ma vliv také na farmakokinetiku IéCiv na bazi proteind (ovliviuje

délku pdsobeni v organismu) (Demain & Vaishnav,2009).
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Pro zajiSténi poZadovaného typu glykosylace je mozné pro produkci
heterolognich proteind vyuZzit glykosyltransferas (Demain & Vaishnav, 2009; Sola
& Griebenow, 2010).

1.2.2 Pichia pastoris

P. pastoris patfi mezi tzv. methylotrofni kvasinky. Pod pojmem methylotrofni
mikroorganismus mame na mysli aerobni rdst neautotrofnich mikroorganismd na
redukovanych uhlikatych latkach postradajicich vazby C-C. Mezi nejdulezitéjsi
substraty methylotrofl patfi methan, methanol, methylaminy, mravenci kyselina,
formaldehyd, formamid, dimethylether, dimethylkarbonat, dimethylsulfoxid
a dimethylsulfid.

Methylotrofni mikroorganismy muZeme délit na obligatné a fakultativné
methylotrofni. Obligatni methylotrofové vyuZivaji vySe uvedené substraty jako jediny
zdroj uhliku a energie, zatimco fakultativni methylotrofové jsou schopni rist na fadé
jinych latek. Vzhledem k tomu, Ze pfislusné substraty jsou v pfirodé bohaté zastoupeny
(voda, plda, povrchy rostlin a zivocichl), neni prekvapujici, zZe methylotrofie
predstavuje Casty typ fyziologie jednobunéénych organismu, a to jak u bakterii, tak
u eukaryot (kvasinky) (Cejkova).

Bé&hem poslednich 15 let byla methylotrofni kvasinka P. pastoris vyvinuta jako
vysoce uzite€ny systém pro produkci rGznych heterolognich proteini. Vzrlstajici
popularitu tohoto konkrétniho expresniho systému Ize pfi¢ist nékolika faktordm,

z nichz nejdalezitéjsi jsou:

1. Jednoduchost technik potfebnych pro molekularné genetickou manipulaci
s P. pastoris a jeji podobnost s S. cerevisiae.

2. Schopnost P. pastoris produkovat cizi proteiny ve vysokych koncentracich,
intracelularné nebo extracelularné.

3. Schopnost provadét mnoho eukaryotnich posttranslacnich modifikaci jako jsou

glykosylace, tvorba disulfidovych mustku a proteolytické zpracovani.

Oproti E. coli, ktera mdze produkovat Spatné shalené proteiny, které jsou poté
obvykle inaktivni nebo nerozpustné, ma P. pastoris schopnost formovat disulfidické
mustky a glykosylovat proteiny, coz je jeji hlavni vyhodou. Ve srovnani s ostatnimi
expresnimi systémy jako jsou S2 bunky Drosiphily melanogaster nebo ovarialni buriky
Cinského kfecCka, Pichia obvykle poskytuje lepsi vynosy s mensi finanéni naro¢nosti,

protoZze na rozdil od bunéénych linii z mnohobunéénych organismi nevyzaduje
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komplexni bohatda média, ¢imz je mozno dosahnout nizSi ceny produkce proteinu.
Kromé toho, je schopna Pichia rist v médiu obsahujicim jen jeden zdroj uhliku a jeden
zdroj dusiku, coz je vhodné pro izotopové znaceni proteind. Usp&chem v genetickém
inZenyrstvi P. pastoris byla sekre¢ni draha pro produkci lidského typu

N-glykosylovanych proteint (Choi et al., 2003).

Vyuziti methylotrof @ v biotechnologii

Methanol (pfipadné methan) predstavoval zejména v uplynulych desetiletich
atraktivni substrat pro kultivaci methylotrofnich kvasinek. Velmi perspektivni je v tomto
ohledu vyuziti kvasinky P. pastoris, ktera je diky svym vlastnostem vhodna pro
produkci rekombinantnich proteinti (Cejkova). Jedna se o:

e Jednoduchy expresni systém, ve srovnani se slozitéjSimi eukaryoty. VSechny
expresni  kmeny P. pastoris jsou odvozeny od WT kmenu
NRRL-Y 11430. Bé&Zzné jsou pouzivany auxotrofni mutanti (napf. GS115)
a proteasa-deficientni kmeny (napf. SMD1163, SMD1165, SMD1168) (Celik
& Calik, 2011).

» Schopnost stabilni integrace mnoha kopii cizorodé DNA do chromozomalni
DNA za vzniku stabilnich transformantt (Celik & Calik, 2011; Gellison et al.,
1992).

* Snadna genova manipulace.

« Nizké naro¢nost na sloZeni kultivanich medii (levna kultivace — velké objemy).
Methylotrofni kvasinky mohou dorustat do optické hustoty vétSi nez 130 g/L
(Gellison et al., 1992).

» P. pastoris preferuje respiracni zplisob ristu pfed fermentacnim (Cereghino et
al., 2002), coz umozfuje kultufe dosdhnout vysoké hustoty bunék (200 g/L
suché vahy, Heyland et al., 2010). Ve srovnani s S. cerevisiae poskytuje
P. pastoris 10 — 100x vysSSi vytézky biomasy. Je tedy idedlni pro produkci
transgenniho proteinu ve velkych objemech (Cejkova).

* Neprodukuje toxiny a pyrogenni latky.

* MozZnost produkce nativnich protein pfitomnych u vySSich eukaryot (spravna
posttranslaéni modifikace). Vyhodou tohoto expresniho systému je absence
a-1,3-vazebné mannosyltransferasy, kterd u S. cerevisiae produkuje vysoce
imunogenni koncové a-1,3-vazebné mannosylové spoje. U methylotrofu se
délka mannosového fetézce pohybuje okolo 8 — 17 residui, coZ je asi 8x nizsi

frekvence manosylace neZz je pozorovana u S. cerevisiae). V pfipadé
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P. pastoris jsou terminalni mannosova residua spojena a-1,2-vazbou, kterd na
rozdil od a-1,3-vazeb neni alergenni (Gellissen et al., 2005).

Zatimco rekombinantni lidsky EPO exprimovany ve WT P. pastoris obsahuje
vétSinou 17 mannosovych residui (Celik et al., 2007), po rozséhlych vyzkumech
glykosyla¢nich drah P. pastoris (Bobrowicz et al., 2004; Callewaert et al., 2001;
Choi et al., 2003; Hamilton et al., 2003; Vervecken et al., 2004), byly kone¢né
ziskany plné funkéni rekombinantni krysi EPO s terminalnimi residui kyseliny
sialové (Hamilton et al., 2006; Celik & Calik, 2011).

P. pastoris pfirozené sekretuje daleko méné vlastnich proteinl ve srovnani
s S. cerevisiae - jednodussi izolace rekombinantniho proteinu. U P. pastoris se
setkavame s tendenci sekretovat proteiny i o vysoké molekulové hmotnosti,
zatimco u S. cerevisiae jsou proteiny vétSinou zachovany v periplasmé. Navic,
je mozna jednoduchéd purifikace sekretovanych proteint vzhledem Kk relativné
nizké hladiné endogennich proteind v extracelularnim médiu (Celik & Calik,
2011).

Doké&ze vyuzit glycerol, methanol, glukosu, sorbitol, etanol, acetat jako vyhradni
zdroj uhliku a energie. Napf. je schopna rastu v pfiméfené silnych
methanolovych roztocich, které mohou byt pro ostatni organismy toxické.
P. pastoris je schopna vyuZivat methanol jako jediny zdroj energie a uhliku bez
pFitomnosti jinych zdrojd tohoto prvku.

P. pastoris oxiduje methanol na formaldehyd (dva geny kédujici
alkoholdehydrogenasu AOX1, AOX2) za pritomnosti kysliku, proces probih&a

v peroxisomech (Obr.3) (Cejkova).
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Obrazek 3: Schéma metabolické drahy methanolu u methylotrofni kvasink y
Pichia pastoris. 1 — alkoholoxidasa, 2 — katalasa, 3 — dihydroxyacetonsynthasa,
4 - formaldehyddehydrogenasu, 5 — formiatdehydrogenasa,
6 — dihydroxyacetonkinasa, GSH — glutathion, Xu5P - xylulosa-5-fosfat, FBP

— fruktosa-1,6-bisfosféat (pfevzato z Gellissen et al., 2005).

Prvnim krokem metabolické drdhy methanolu je jeho oxidace na
formaldehyd a peroxid vodiku enzymem alkoholoxidasou. Aby se zabréanilo
intoxikaci kvasinky peroxidem, proces probiha ve specializovanych organelach
— peroxisomech, které udrzuji toxicky H,O, mimo zbytek burky. H,O, je
rozkladan pomoci enzymu katalasy na vodu a kyslik.

Vznikly formaldehyd mize byt dale odbouravan dvéma cestami. Prvni
moznosti je odbourani formaldehydu dihydroxyacetonsynthetasou na
dihydroxyaceton a glyceraldehyd-3-fosfat, tyto latky mohou byt nasledné
zapojeny napf. do pentosafosfatového cyklu. Druhou moZznosti je odbourani
formaldehydu formaldehyddehydrogenasou na formiat, a ten nasledné pomaoci
formiatdehydrogenasy na oxid uhli¢ity. Pfemény dihydroxyacetonu,

glyceraldehyd-3-fosfatu a formiatu probihaji v cytosolu.

Exprese gend, které se uplatriuji v téchto procesech je regulovana na
drovni jejich transkripce. Ve vztahu k methanolu a jeho vyuZiti existuji
3 fenotypy P. pastoris zvané:

O Mut’ = ,methanol utilization plus phenotyp*

O Mut® = ,methanol utilization slow phenotyp*
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O Mut = ,methanol utilization minus phenotyp” (Celik & Calik, 2011; Macauley
-Patrick et al, 2005).

e Kvasinkova AOX je exprimovana ve velkém mnozstvi (5% veSkeré mRNA),
¢ehoz vyuZziva heterologni expresni systém, kdy je transgen vioZzen pod AOX
promotor (Cejkova). AOX1, promotor alkoholoxidasyl, je znam jako jeden
z nesilngjSich a pfisné regulovanych eukaryotnich promotord. S vyuZzitim tohoto
promotoru byla exprimovana Siroka paleta proteinl s vytéZzkem vétSim jak 14,8
g/L (mysi kolagen, Werten et al., 1999) jiné zdroje uvadi dokonce 20 — 30 g/L
rekombinantniho proteinu (Celik & Calik, 2011). Pfi identifikaci genu
alkoholoxidasy byla vyuzivana enzymaticka, imunologicka a sekven¢ni analyza.
DNA a pfedpovidané aminokyselinové sekvence jsou Uzce homologni, zatimco
lemujici sekvence nevykazuji Zddnou homologii. Studie kmend na methanolu
rostouci P. pastoris s naruSenymi AOX geny ukézaly, Ze AOX1 je hlavnim
zdrojem methanoloxidujici aktivity. Vysledky experimentt ukazuji, Ze rozdil
v AOX aktivité, ktera vznika pfispénim dvou genu, je dusledkem sekvence
lokalizované na 5konci kédujici asti genu. Kédujici ¢ast AOX2 je schopna
funkéné nahradit AOX1, pokud je umisténa pod kontrolou AOX1 regulaéni

sekvence (Cregg et al., 1989).

Doposud bylo pomoci expresniho systému P. pastoris exprimovano pfes 200

riznych heterolognich proteint (Cregg et al., 2000). Prvni terapeuticky polypeptid
exprimovany pomoci P. pastoris byl ekalantid (60 aminokyselin). Tento polypeptid byl
schvalen americkou agenturou FDA, a od r. 2009 je produkovan spole¢nosti Dyax
Corporation (Cambridge, MA) k 1é€bé dédicného angioedému (Celik & Calik, 2011).
V dnesni dobé je vyrabén rekombinantnimi kvasinkami nap¥. hirudin, inhibitor trombinu
z léCivych pijavic — Hirudo medicinalis (Sohn et al., 2001). Produktivita tohoto enzymu
u P. pastoris €ini 1500 mg/L (Demain & Vaishnav, 2009). P. pastoris produkuje také
velké mnozstvi sav€ich rekombinantnich proteint do extracelularniho média. Prekursor
insulinu byl produkovan v mnozstvi 1,5 g/L (Wang et al., 2001). Ostatni ¢lanky uvadéji
4 g/L intracelularniho interleukinu, 2, 4 g/L sekretovaného lidského sérového albuminu
(Cregg et al., 1993) a 6 - 10 g/L tumor nekrotizujiciho faktoru (Dale at al., 1999;
Sreekrishana et al., 1989). Produkce sérového albuminu v S. cerevisiae Cinila 0,15 g/L,
zatimco u P. pastoris to bylo 10 g/L (Nevalainen et al., 2005). Gelatin byl produkovan
v P. pastoris v mnoZstvi pfes 14 g/L (Werten et al., 1999). P. pastoris je schopna
produkovat 300 mg/L lidské rekombinantni chitinasy za den (Goodrick et al., 2001).
Intracelularni fragment C toxinu tetanu tvofil 27% vSech proteina s titrem 12 g/L (Clare
et al., 1991; Demain & Vaishnav, 2009).
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Skupiné vedené Gerngrossem se podafilo pfipravit kmen, ktery produkuje EPO
v normalni lidské glykosylované formé (Gerngross, 2004; Hamilton et al., 2006). Toho
bylo dosazeno vyménou enzymu odpovédnych za typ kvasinkové glykosylace se
savCimi homology. Tato zména glykosylace umozZniuje proteinu byt v lidském
organismu pIné funkéni. Schopnost P. pastoris glykosylovat rekombinantni proteiny
byla vyuzita i u jinych lidskych proteini (Demain & Vaishnav, 2009).

Jednu nevyhodu vSak P. pastoris ma, jako hostitel pro heterologni expresi
vyZaduje pro vlastni sbaleni pozadovaného proteinu chaperoniny, které vSak neni

schopna sama produkovat (Demain & Vaishnav, 2009).

1.2.3 Schizosaccharomyces pombe

S. pombe (Obr.4) je dimorfni
kvasinka, kterd se obvykle v prabéhu
normalniho Zivotniho cyklu vyskytuje
v haploidnim  stavu.  Byla  Sestym
eukaryotickym organismem jehoZz genom
byl pIné osekvencovan (Wood et al.,
2002) a tretim eukaryotickym
organismem, po S.cerevisiae a Homo
sapiens, pro ktery je pfistupny kompletni
proteom v UniProtKB/Swiss-Prot.
Vlastnosti této kvasinky jsou intenzivné

studovany mimo jiné kvali mnoha

dadlezitym  vlastnostem, které  sdili : .

s vySSimi eukaryoty, jako je napf. Obrazek 4 : Schizosaccharomvces pombe
regulace bunécného cyklu, iniciace transkripce, organizace chromozom(, RNA
»splicing” a reakce interferenénich RNA (RNAI) (Olsson & Bjerling, 2011; Rhind et al.,
2011).

Dale je vtéto kvasince dobfe definovan Golgiho aparat, je mozna
galaktosylace glykoproteinti (Moreno et al., 1985) a mechanismus kontroly kvality
sbaleni glykoproteint je blizSi sav€im bunikam nez S. cerevisiae (Parodi, 1999).
S. pombe se také stala dulezitym organismem pfi studiu bunééné odpovédi na
poskozeni DNA a procesu replikace DNA.

Genom této kvasinky zahrnuje pfiblizné 14,1 milionu part bazi, odhaduje se, Ze
obsahuje 4940 genu kodujicich proteiny a alespon 450 nekddujicich RNA (Wilhelm et
al, 2008).
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Kvasinkové druhy S. pombe a S. cerevisiae jsou intenzivné studovany. Po
srovnani genové sekvence a fylogenetické analyze se predpokladd, Ze tyto dva druhy
se zacaly divergentné vyvijet pfed cca 330 - 420 miliony let a jsou vyznamnymi nastroji

molekularni a bunééné biologie (Wood, 2002).

Srovnani s pucici kvasinkou S. cerevisiae:

» S. cerevisiae obsahuje pfinejmensim 5651 genu kddujicich proteiny (Blandin et
al., 2000), zatimco S. pombe jich ma pouze 4940 (Wood, 2002).

e | pfes podobny pocet gend ma S. cerevisiae jen 272 intronl, zatimco
S. pombe jich ma 4730 (Wood, 2002).

e S. cerevisiae ma 16 chromozomu (Blandin et al., 2000), zatimco S. pombe ma
pouze 3 (Yanagida, 2002).

» S. cerevisiae je obvykle diploidni, zatimco S. pombe je obvykle haploidni
(Kockova-Kratochvilova & Kutkova, 1961).

» S. cerevisiae zUstava v G1 fazi bunécného cyklu po delSi dobu (a tudiz je G1-S
pfechod pfisné kontrolovan), zatimco S. pombe zlstava déle ve fazi G2
(atudiz, G2-M prechod je pod pfisnou kontrolou).

e Oba druhy sdili geny vysSich eukaryot, které vSak mezi t&émito organismy
navzajem nejsou shodné (Aravind et al., 2000; Wixon 2002). U S. pombe jsou
pfitomny geny procesu RNAI, které se obvykle vyskytuji u obratlovcu. Tyto geny
S. cerevisiae nema.

e S. cerevisiae ma také vyrazné jednodu3si heterochromatin ve srovnani
s S. pombe (Hickman et al., 2011). Naopak S. cerevisiae mé& oproti S. pombe
lépe vyvinuté peroxisomy.

» S. cerevisiae m& malou oblast centromery okolo 120 bp (Cole et al, 2011;
Krassovsky, 2012) a sekvence definujici pocatek replikace o stejné velikosti
(Dubey et al., 1996). Naopak S. pombe m& mnohem vétSi opakujici se oblasti
centromer, které jsou 300 — 1000x vétSi nez u S. cerevisiae (Wood, 2002), jsou
vice podobné sav¢éim centromeram (Wixon, 2002) a maji degenerované
pocétky replikace 0,5 - 1 kb (Cotobal et al., 2011).

Z téchto davodu je S. pombe povazovana za atraktivniho hostitele pro expresi
savcich proteinu. Presto je expresni systém S. pombe, ktery je pfistupny primyslovym
aplikacim, malo rozvinut a je cilem nékolika v souc¢asnosti probihajicich vyzkum
(Celik & Calik, 2011; Giga-Hama et al., 2007; Idiris et al., 2010; Kjeerulff & Jensen,
2005).
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1.3 AMP-deaminasa

AMP-deaminasa (AMP-aminohydrolasa, EC 3.5.4.6) je enzym
s homotetramerni strukturou (Murakami, 1979) (u rostlin se jedna o homodimer (Han et
al., 2006)), ktery je fazen do tfeti tfidy enzymu, tedy hydrolas. Katalyzuje hydrolytické
Stépeni adenosinmonofosfatu (AMP) za vzniku produktd inosinmonofosfatu (IMP)
a amoniaku (Obr.5). Hraje duleZitou roli pfi regulaci intracelularnich hladin
a energetickych pfemén adenylatu (Chapman & Atkinson, 1973; Yoshino & Murakami,
1981), v cyklu purinovych nukleotidd (Obr. 6) (Lowenstein, 1972), pfi pfeméné
nukleotid adeninu na nukleotidy inosin a guanin (Murakami, 1979) a pfi regulaci
fosfofruktokinasy (Yoshino & Murakami, 1982a, b).

Vyskytuje se u mnoha eukaryot, zahrnujicich jak vys3i eukaryota - savce, ptaky,
obojzivelniky (Yoshino et al., 1979a) a rostliny (Turner & Turner, 1961), tak i nizsi
eukaryota - kvasinky (Yoshino et al.,, 1979a). AMP-deaminasa byla intenzivné
studovana v mnoha Zivocisnych tkanich (Murakami, 1979). Sekvence AMP-deaminasy
byla béhem evoluce vysoce konzervovana a u savcl doSlo k vyvojové a tkanové
specifické regulaci exprese tohoto genu (Sabina et al., 1987). Tkanové specifické
isoformy AMP-deaminasy byly nalezeny v nékolika organech dospélych obratlovcu
(Ogasawara et al., 1978; Solano & Coffee, 1978; Ogasawara et al., 1982) a rozdilné
isoformy AMP-deaminasy jsou produkovany vruznych stadiich vyvoje orgéanu
(Ogasawara et al.,, 1978; Kaletha & Skladanowski, 1984; Spychala et al., 1985;
Marguetant et al., 1987).

U dospélych zvifat, konkrétné u krysy je napf. AMP-deaminasa v rdznych
typech svalovych vlaken exprimovana rliznou mirou a s odliSnou aktivitou (Sabina et
al., 1987). U prokaryot nebyla vSak pfitomnost tohoto enzymu prokadzana (Yoshino et
al., 1979a).
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Obrazek 5 : Reak €éni schéma hydrolytického 5t épeni adenosinmonofosfatu na
inosinmonofosfat a amoniak za i €asti AMP-deaminasy.
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1.3.1 Kvasinkova AMP-deaminasa

Dosud byla kvasinkovA AMP-deaminasa studovana pouze u S. cerevisiae,
S. pombe a C. albicans. JelikoZ enzym z S. cerevisiae byl popsan nejlépe a vzhledem
k tomu, Ze AMP-deaminasy S. cerevisiae a S. pombe byly studovany v praktické Casti
této prace, bude dal3i popis zaméfen predevsim na tyto enzymy.

U kmene Saccharomyces cerevisiae JM1901 byl osekvencovéan a klonovan gen
pro AMP-deaminasu (AMD), ktery je lokalizovdn na chromozomu XIIl. Tento gen byl
lokalizovan mezi 73. a 76. centimorganem na levém raménku tohoto chromozomu
(Sollitti et al., 1993). Geny purinového metabolismu jsou u kvasinek distribuovany na
mnoha chromozomech, napf. geny pro auxotrofi adeninu nachazime na
chromozomech 1V, VII, IX, Xl a XVI (Mortimer et al., 1989). Struktura promotorové
oblasti pro AMD indikuje konstitutivni expresi, coZ bylo potvrzeno bé&hem
metabolickych a rdstovych studii (Meyer et al., 1989). AMP-deaminasa z S. cerevisiae
byla exprimovéana v kvasinkovém kmeni deficientni na AMPD (Meyer et al., 1989)
a také v E. coli (Merkler at al., 1989).

Molekulova hmotnost nativnhiho enzymu byla podle studia sedimentacni
rovhovahy odhadnuta na 360 000 Da. Po SDS-PAGE v pfitomnosti dodecylsulfatu
sodného vykazoval enzym jediny polypeptidovy pas s molekulovou hmotnosti 83 000
Da, coZz naznacuje, Ze nativni enzym ma homotetramerni strukturu. AMP-deaminasa
z pekafskych kvasinek se tedy sklada ze dvou podjednotek, ktera se kazda sestava ze
dvou polypeptidovych Fetézcu s identickou molekulovou hmotnosti (Murakami, 1979).

Rozsahlé studie imunologickych, fyzikalnich a kinetickych vlastnosti AMP-
deaminasy z krysich tkani ukazaly pfitomnost tfi isoenzym(, A (kosterniho svalstva),
B (jaterni) a C (srde¢niho svalu), které se navzajem liSi s ohledem na jejich kinetické
a molekularni vlastnosti (Ogasawara et al., 1975; Ogasawara et al., 1977). AMP-
deaminasa pekafskych kvasinek je funk&éné i strukturné podobna enzymu z krysich
jater, tedy isoenzymu B. Kvasinkova AMP-deaminasa a jaterni isoenzym B maji velice
podobnou molekulovou hmotnost (Ogasawara et al., 1977), zatimco isoenzym
kosterniho svalstva ma molekulovou hmotnost 280 000 Da pro nativni enzym a 70 000

Da pro pfisluSnou podjednotku (Murakami, 1979).

Schizosaccharomyces pombe obsahuje AMP-deaminasu s podobnymi
katalytickymi vlastnostmi jako ma S. cerevisiae, a to i pfesto, Zze DNA sekvence genu
a imunoreaktivita deaminasy z S. pombe se vyrazné li8§i od AMP-deaminasy
S. cerevisiae (Sollitti et al., 1993).
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Pfitomnost AMP-deaminasy u kvasinky S. pombe byla zkouméana na zékladé
porovnani DNA pomoci hybridizace, proteinové imunoreaktivity a katalytické aktivity
s S. cerevisiae obsahuijici tento protein. Na zékladé hybridiza¢nich testd byla mezi
genem AMP-deaminasy z S. cerevisiae a genomickou DNA plavodem z kmene
S. pombe 972" zjisténa nizka homologie. Molekulova hmotnost purifikované AMP-
deaminasy z S. pombe koresponduje s proteolyticky Stépenym enzymem
Z S. cerevisiae a naznacuje tak, Zze je enzym rychle Stépen do stabilni formy, které
chybi fragment 193 aminokyselin z N-terminalni oblasti podobnym zplsobem jaky byl
pozorovan u enzymu z S. cerevisiae (Meyer et al., 1989; Sollitti et al., 1993). Geny
a proteiny byly natolik divergentni, Ze ani DNA hybridizace nebo uZiti protilatky
nestacily k potvrzeni jejich podobnosti (Sollitti et al., 1993).

Navzdory rozdilim v genetické a proteinové struktufe se zdaji byt kinetické
vlastnosti enzymu S. pombe podobné tém, které ma enzym z S. cerevisiae. Proteinové
extrakty z S. pombe a S. cerevisiae byly analyzovany paralelné a z vysledkl plyne, Zze
aktivita AMP-deaminasy puvodem z S. pombe je na Udrovni srovnatelné s tou
z S. cerevisiae. Pomoci analyzy reak&nich intermediatd v buné&ném extraktu S. pombe
bylo zjisténo, Ze IMP je tvofen pfimo z AMP. AMP-deaminasa z S. pombe byla
preciSténa 1,100x az do dosazeni specifické katalytické aktivity 67 pmol/min/mg
proteinu. Purifikovany protein slabé interagoval s polyklonalnimi protilatkami
specifickymi va¢i AMP-deaminase z S. cerevisiae. AMP-deaminasa S. cerevisiae
i S. pombe je aktivovana ATP s mikromolarnimi aktivacnimi konstantami, které jsou
specifické pro AMP, kdyZ je srovndme s jinymi purinovymi nukleosidy a nukleotidy.
Podle vysledkl bylo zjisténo, Ze S. pombe obsahuje AMP-deaminasu s katalytickymi
vlastnostmi podobnymi s S. cerevisiae, tfebaze DNA sekvence gend a imunoreaktivita
proteinu S. pombe se vyrazné liS5i od AMP-deaminasy z S. cerevisiae (Sollitti et al.,
1993). Z tohoto vyplyva, Ze i u S. pombe ma v cyklu purinovych nukleotidi (Obr. 6)
AMP-deaminasa své dulezité misto.

Chromozomalni a vyvojové rysy u S. pombe naznacuji, Ze se S. pombe od
S. cerevisiae vyvijela znacné odliSné. Napf. proteiny zapojené do procesu tvorby
proteinl v endoplazmatickém retikulu S. pombe jsou stejné divergentni jako jejich
obdobné protéjSky u S. cerevisiae a u savcu (Pidoux a Armstrong, 1992; Sollitti et al.,
1993).
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Obrazek 6: Drahy katabolismu adenylatuu  S. pombe.

Enzymy vystupujici v reakcich daného metabolismu jsou: 1, ATP-dependentni kinasa;
2, adenylatkinasa; 3, adenylat transferové reakce se vznikem AMP a PP; jako produkty,
4, 5 -nukleotidasa; 5, AMP-deaminasa; 6, adenosindeaminasa;

7, purinnukleosidfosforylasa a 8, nukleosidhydrolasa (Sollitti et al., 1993).

Nejnovéjsi studie zabyvajici se AMP-deaminasou uvadéji vysledky nékolika
védeckych skupin, které se zabyvaly studiem mutantt defektnich v genech zapojenych
do metabolismu purind.

Vysledky Waltherova tymu ukézaly, Ze v souladu s pfedchozimi Gdaji ziskanymi
in vitro (Yoshino & Murakami, 1985), byly mutanti defektni na AMP deaminasu vyrazné
citlivéjSi na inhibici respirace nez divoky typ a ostatni pfipraveni mutanti (Walther et al.,
2010).

Aktivita kvasinkové AMP-deaminasy byla charakterizovana in vitro (Meyer et al
1989.) a za urcitych ristovych podminek se pfedpoklada, Ze je tato aktivita vysoka,
jelikoZ byla pozorovana masivni syntéza IMP z AMP (Osorio et al., 2003; Loret et al.,
2007). IMP pak muze byt metabolizovano tfemi riznymi pary enzymatickych reakci.
MlZe se vratit zpét na AMP pfes dva enzymatické kroky kédované geny ADE12
(adenylosukcinatsyntetasa) a ADE13 (adenylosukcinatlyasa) nebo muze byt pfeménén
na GMP pomoci IMP-dehydrogenasy a GMP-syntetasy a tfeti moznosti je degradace
na inosin a hypoxanthin postupnym pusobenim IMP-specifické nukleotidasy (Isnlp)
a purinnukleosidfosforylasy (Pnplp) (Lecoq et al., 2001; Itoh et al., 2003). Proto se
kvasinkova AMP-deaminasa jevi jako stéZejni enzym pro pfeménu a degradaci obou
purint (Obr.7). Zatimco biochemické vlastnosti kvasinkové AMP-deaminasy byly dobre
prostudovany (Merkler et al., 1989, 1993; Merkler & Schramm 1990, 1993),
fyziologické dusledky defektu tohoto enzymu ve starSich védeckych publikacich

zkoumany nebyly.
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NovéjSi studie uvadi, Ze defekt v aktivitt AMPD za urcitych podminek naruSuje
rdst kvasinkovych bunék a bylo prokazano, ze AMPD hraje kli€ovou roli v udrzovani
homeostazy guanylovych nukleotidd. Studium homologd AMPD, Yjl070p a Ybr284p,
ukazalo, Ze zvySend exprese téchto proteini nemuze potlacit fenotypy spojené s deleci
AMPD. Naopak bylo zjisténo, Ze zvySena exprese YJLO70c napodobuje ztratu funkce
AMPD. Analyzy transkriptomu byly provedeny pomoci rdznych konstruktd a bunék
oSetfenych mykofenolovou kyselinou (MPA), coZz umoznilo vyhodnotit dusledky riznym
zplsobem vycerpanych guanylovych nukleotidd. Tyto nové genetické nastroje byly
také pouzity pro revizi fenotypu nékolika MPA hypersenzitivnich mutant( (Saint-Marc et
al., 2009).
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Obrazek 7: Schéma metabolismu purin G u S. cerevisiae.

Ado, adenosin; AICAR, 5'-phosphoribosyl-5-amino-4-imidazolkarboxamid; AMP,
adenosin-5-monofosfat; Ino, inosin; IMP, inosin-5-monofosfat a PRPP, 5-fosforibosyl-
1-pyrofosfat. Nazvy genl jsou psany kurzivou. Pro jednoduchost jsou na obrazku
vyznaceny pouze nékteré kroky této drahy. Aktivita AMP-deaminasy je oznacena
AMD1 a domnéla aktivita adenosindeaminasy je oznacena otaznikem. (pfevzato
Z Saint-Marc et al., 2009).
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1.3.2 Paralela v E. coli jako zastupce prokaryot — AMP-

nukleosidasa

AMP-deaminasa je zodpovédna za regulaci adenylatu u eukaryot jako jsou
savci, ptaci a kvasinky, u prokaryot v3ak tento enzym nebyl detekovan. Regulace
adenylatu u  prokaryot je zifejmé fizena  AMP-nukleosidasou (AMP-
phosphoribohydrolasou, EC 3.2.2.4), ktera také degraduje AMP, a to na adenin
a ribosa-5-fosfat (Schramm & Lazorik, 1975; Schramm & Leung, 1973). VétSina
prokaryot, mimo jiné napf. E. coli, bakterie rodli Salmonella a Micrococcus obsahuiji
AMP-nukleosidasu (Leung & Schramm, 1984; Schramm & Leung, 1973), kterd byla
poprvé identifikovana u Azotobacter vinelandii (Hurwitz et al., 1957; Leung & Schramm,
1984).

Gen amn pro AMP-nukleosidasu byl detekovan na chromozomu E. coli (Leung
& Schramm, 1984) a kbduje protein o 483 aminokyselinach a velikosti cca 53 800 Da
(Leung at al., 1989). Tato AMP-nukleosidasa byla osekvencovana, charakterizovana
a exprimovana v kmenech A. vinelandii a E. coli deficitnich na AMP-nukleosidasu.

Pozoruhodnou vyjimkou u prokaryot se zda byt morsk&d bakterie Benekea
natriegens, ktera vykazuje aktivitu AMP-deaminasy, ale ne AMP-nukleotidasy (Niven
et al, 1977). AMP-deaminasa u eukaryot a AMP-nukleosidasa u prokaryot jsou
podobné v tom, Ze oba enzymy jsou allostericky inhibovany P; a aktivovany ATP
(Chapman & Atkinson, 1973; Leung & Schramm, 1980; Merkler et al., 1989; Yoshino
M., 1970; Yoshino et al., 1976) a polyaminy (Yoshino et al., 1978; Yoshino et al.,
1979b) a vykazuji podobné reakce na energetickou zménu adenylatu (Schramm
& Leung, 1973).

Porovnani aminokyselinové sekvence AMP-nukleosidasy s kvasinkovou AMP
-deaminasou ukazuje, Ze AMP-nukleosida E. coli nevykazuje Zadnou celkovou
homologii. Pouze 76 z celkovych 483 aminokyselin nukleosidasy se shoduje s 810
aminokyselinami kvasinkové AMP-deaminasy (tj. 16%). Vyskytuje se zde jedna oblast
osmi aminokyselin, ktera je u obou proteind podobna, Sest z osmi téchto aminokyselin
je identickych. Tato oblast by mohla odpovidat vazebnému mistu pro AMP, ATP nebo
fosfat, které se nachazi u obou enzymu. Analyza DNA a odvozena aminokyselinova
sekvence kvasinkové AMP-deaminasy a AMP-nukleosidasy z E. coli tedy prokazaly, Ze
se tyto enzymy vyvinuly z odliSnych prekurzord (Meyer et al., 1989) a naznacuji tedy
konvergentni evoluci (Leung et al., 1989; Meyer et al, 1989; Sollitti et al., 1993).

Tato pozorovani spoleéné s pozorovanim regulace zasob adenylatu v mnoha
organismech pfisuzuji témto enzymim spoleénou metabolickou roli. Spole¢nym rysem

celého regulacniho mechanismu je degradace AMP, ktera sniZzuje mnoZstvi zasob
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adenylatu se stabilizaci energetické pfemény adenylatu u obou eukaryot i prokaryot
(Yoshino et al, 1979a). Pokud je funk&ni role pfifazena témto enzymum u prokaryot
a eukaryot spravna, da se predpokladat, Ze fada dalSich nizSich eukaryot bude také

obsahovat AMP-deaminasu.

1.3.3 Substraty, aktivatory a inhibitory AMP-deamin  as

kvasinek

U AMP-deaminasy purifikované z pekarské kvasinky byly charakterizovany
kinetické a molekularni vlastnosti. AMP-deaminasa je allostericky aktivovana ATP,
MgATP a dATP, naopak je inhibovana anorganickym fosfatem (P) a GTP (Brady
& Costello, 1974; Yoshino et al., 1979a; Merkler & Schramm, 1990).

AMP-deaminasa katalyzuje hydrolytické Stépeni AMP na produkty IMP
a amoniak. Kinetickd analyza dale ukazala, Ze kvasinkova AMP-deaminasa ma kromé
dvou vazebnych mist pro AMP (substrat) na kazdé molekule také stejny pocet mist pro
P; (inhibitor). Oproti tomu vétSina AMP-deaminas z riznych Zzivo&iSnych zdrojd ma
pravdépodobné pfinejmensim C&tyfi interakéni mista pro substrat a ostatni ligandy na
molekulu enzymu (Yun & Suelter, 1978; Setlow & Lowenstein, 1967; Ellis et al., 1971;
Chung & Bridger, 1976; Yoshino et al., 1976; van den Berghe et al., 1977; Coffee
& Solano, 1977) a bylo prokdzano, Ze se sklada ze 4 identickych podjednotek (Ellis et
al., 1971; Murakami, 1979; Ogasawara et al., 1977).

Bylo zjisténo, Ze kinetické vlastnosti proteolyzovaného a neproteolyzovaného
enzymu jsou stejné a tudiz neni N-termindlni ¢ast potfebn& pro katalytickou nebo
allosterickou aktivaci (Merkler et al., 1989; Sabina & Mahnke-Zizelman, 2000).

Mezi dalSi substraty tohoto enzymu patfi derivaty adeninu, u AMPD
S. cerevisiae (Yoshino et al., 1979a; Murakami, 1979; Sollitti et al., 1993) stejné jako
u S. pombe (Sollitti et al., 1993) a C. albicans (Thompson et al., 1998). Také byla
pozorovana degradace (7% rychlosti odbouravani AMP) 5-deoxyadenylové kyseliny
AMPD z S. cerevisiae (Yoshino et al.,1979a). Pro AMPD mikroskopické houby
Aspergillus sp. muze slozit jako substrat také AMP nebo adenosin &i 2',3'-
isopropylidenadenosin, ktery je v38ak odbouravan velice pomalu (Alessandrini et al,
2008).

Enzym pekaiskych kvasinek vykazuje kooperativni vazbu AMP, kde ATP
funguje jako pozitivni efektor (Yoshino et al., 1979a). Stejny pozitivni efekt ma ATP na
AMPD z S. pombe (Sollitti et al., 1993) i z C. albicans. U C. albicans jsou dalSimi
aktivujicimi latkami napf. adenin, adenosin, ADP, citrat, D-glucosa, deoxyribosa,

glycerol a hypoxanthin. AMPD C. albicans vykazuje mirny narast aktivity, pokud jsou
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kultury péstovany v pritomnosti dvojmocnych kationtti Ca**, Mg®* a Zn** (Thompson et
al.,, 1998). Bylo také zjiSténo, Ze enzym z S. cerevisiae v rizné mife ovliviuji ionty
alkalickych kova a ionty kovu alkalickych zemin. Efekt kovd alkalickych zemin byl vSak
niz8i nez u iontd alkalickych kova. K™ a Li* byly nejuginnéj$imi aktivatory, nasledovaly
ionty Na* a Cs”, pficemz Cs" vykazoval inhibici pfi koncentracich vyssich nez 50mM.
PFi testovani ZivociSnych AMP-deaminas byly ionty alkalickych zemin zcela neefektivni
(Chapman & Atkinson, 1973; Murakami, 1979).

Srovnanim AMP-deaminasy z S. cerevisiae s podobnym krysim isoenzymem B
bylo zjisténo, Ze obé AMP-deaminasy jsou aktivovany ATP a inhibovany GTP a mohou
byt aktivovany ionty jako napf. Li*, Na" a K*, u kterych neni znateln& Zadna specifita
(Smith & Kizer, 1969). Li* je u enzymu kosterniho svalstva méné efektivni nez Na*
a K* (Smiley et al., 1967; Murakami, 1979). Oba enzymy vyZaduji Mg?* pro maximalni
aktivaci pomoci ATP (Chapman & Atkinson, 1973), na rozdil od enzymu kosterniho
svalstva, u kterého Mg** redukuje efekt ATP (Murakami, 1979). Na druhou stranu je
enzym kosterniho svalstva silné inhibovan ATP pfi nizkych koncentracich a pfi vy3Sich
koncentracich tento ligand enzym aktivuje (Murakami, 1979; Tomozawa & Wolfenden,
1970). Negativni kooperativita pfi studiu kinetiky byla také pozorovana pfi vazbé
nukleosidtrifosfatd.

Pro AMP-deaminasy bylo také popséano Siroké spektrum inhibitor(, protozZe jsou

potencialnimi Ié€ivy a cily herbicidd. Leupeptin a phenylmethansulfonylfluorid inhibuje
AMPD C. albicans stejné jako tosyl-L-lysin-chloromethylketon (Thompson et al., 1998).
AMPD S. cerevisiae a S. pombe inhibuje koformicin (Sollitti et al., 1993).
U kvasinkové AMP-deaminasy byl detekovan také inhibi¢ni efekt (R)- a (S)-2
deoxykoformicinu, (R)-koformicinu a odpovidajicich 5" -monofosfatu (Merkler et al.,
1990). Inhibitory AMPD odvozené od koformycinu vykazuji silny herbicidni efekt
(Dancer al., 1997).

1.3.4 Srovnani kédujicich sekvenci DNA AMP-deaminas

kvasinek a mikroskopickych houbovych mikroorganism u

Byly srovnavany kédujici DNA sekvence dostupnych mikroskopickych hub
a kvasinek (Tab.1). V textu i v tabulce je uveden pocet pfipadnych intrond, ze kterého
je patrné, Zze 11 z 50 AMPD obsahuje 1 — 3 introny, kde pouze patogenni Coccidioides
a S. pombe patfi mezi kvasinky (pozn. Ajellomyces se také mize vyskytovat v tzv.
kvasinkové formé).

NejvétSi podobnost mezi srovnavanymi sekvencemi DNA se projevila

u C. posadasii (1 intron) a C. immitis 95%, D. discoideum (3 introny) a D. discoideum
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94%, C. dubliniensis a C. albicans 90%. Zna¢na podobnost se vyskytla i u dvojic
N. crassa a S. macrospora 88%, P. tritici a P. teres 85% a 82% u dvojic P. marneffei
(2 introny) a T. stipitatus (1 intron).
AMP-deaminasa S. pombe a S. japonicus jsou spolu s C. posadasii a C. immitis
nejméné podobné s ostatnimi kvasinkovymi AMPD (kolem 45%), coZ potvrzuje odliSny
vyvoj téchto kvasinek, které na rozdil od ostatnich obsahuji 1 intron. Zajimaveé je, Ze na
rozdil od AMPD Coccidioides, které vykazuji relativné vysokou podobnost s houbami
(bézné kolem 50%), AMPD Schizosaccharomyces nedosahuje vyznamné podobnosti
ani s kvasinkami (kolem 45%) ani s houbami (kolem 40%).
Za zminku stoji také D. discoideum (3 introny) a D. purpureum (2 introny), A. otae
a A. gypseum s podobnosti 79%, D. purpurem (2 introny) a D. discoideum 74% a 71%
u dvojic N. fischeri, A. fumigatus; C. tropicalis a C. albicans.
Naopak nejmensi podobnost z celého spektra srovnavanych DNA sekvenci vykazuji
dvojice D. discoideum (3 introny) a B. fuckelia (3 introny) 20%, B. fuckelia (3 introny)
a N. fischeri 19%, A. flavus (2 introny) a Y. lipolytica 14%, A. flavus (2 introny)
a T. phaffii 12% a nejméné schodné jsou B. fuckelia (3 introny) a A. flavus (2 introny)
s 10% podobnosti.
Dale bylo srovnavano 59 proteinl, taktéZz ziskanych z databdze UniProt. Vysledna
tabulka srovnani zde neni uvedena, jen okomentovana.

NejvétSi podobnost mezi srovnavanymi proteinovymi sekvencemi byla viditelna
u A. benhamiae a T. rubrum a to 99%. Vyrazna shoda se projevila také u A. gypseum
a A. benhamiae 94%, T. equinum a T. rubrum; A. benhamiae a T. equinum;
A.gypseum a T. rubrum 93%. 91% u M. acridum a M. robertsii , 90% u P. teres
a P. tritici. Déle stoji za zminku shoda u S. makrospora a N. crassa; A. gypseum
a T. equinum; T. tonsurans a A. benhamiae 89%. 88% u T. tonsurans a T. rubrum.
87% A. otae a T. rubrum; A. otae a T. equinum; A. otae a A. benhamiae; A. gypseum
a A. otae. P. marneffei a T. stipitatus 86%. T. tonsurans a T. equinum; A. gypseum
a T. tonsurans 85%. Nejméné podobna v porovnani s vétSinou ostatnich sekvenci
vySla P. brasiliensis, kde nejmensi hodnota schody dCinila 28,1% a to se sekvenci

C. tropicalis.
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2. EXPERIMENTALNI CAST
2.1 MATERIAL

2.1.1 Pouzité mikroorganismy a plazmidoveé konstrukt vy

« kompetentni TOP10 buhky Escherichia coli - Invitrogen (Carlsbad, USA)

» kompetentni buniky Pichia pastoris X33 — Invitrogen (Carlsbad, USA)

» kompetentni buriky Saccharomyces cerevisiae 23344c ura - Prof. Schmilling
(Free University of Berlin, Némecko)

» Schizosaccharomyces pombe - Dr. Marie Kopeckd (Lékarska fakulta,

Masarykova univerzita, Brno)

 pDR197 s genem AMD1 plGvodem z S. cerevisiae
 pGAPZa A s genem SPBC106.04 pavodem z S. pombe
* pPICZ A s genem SPBC106.04 plvodem z S. pombe
Konstrukty byly pfipraveny vramci bakaladfské prace zr. 2010 s nézvem

.PFiprava plazmidovych konstruktd pro integraci AMP-deaminasy do kvasinek®.

2.1.2 Komer €ni kity a software

iBLot Gel Transfer Stacks Nitrocellulose Regular Applied Biosystems, Invitrogen
(Izrael)
MasterPure™ Yeast DNA Purification Kit Epicentre® Biotechnologies
(Madison, Wisconsin, USA)
QIAquick Gel Extraction Kit (50) Qiagen (Hilden, Némecko)
QIAprep Spin Miniprep Kit (250) Qiagen (Hilden, Némecko)

RevertAid™ H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit Fermentas (Ontario, Kanada)
Super Signal West Chemiluminescent Substrate 500 ml kit ~ ThermoScientific
(Rockford, USA)

BioEdit 7.0.5.3. volné dostupny na internetu (Hall T. A., 1999)
2.1.3 Enzymy

DNAse Turbo Ambion (Austin, USA)

Phusion DNA polymerase Finnzymes (Vantaa, Finsko)
RevertAid H Minus M-MULV Reverse Transcriptase Fermentas (Ontario, Kanada)
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Restrikéni endonukleasy:
Pstl, Sall
Blnl, Sacl

2.1.4 Chemikalie
1 kb DNA Ladder

agar
agarosa

AgNO;

akrylamid

amidocern 10B
amoniumperoxodisulfat APS
ampicilin

biotin D (vitamin H)

BSA

Coomassie Brilliant Blue R-250
DMSO

dNTP Mix

ethidiumbromid

Gene Ruller 1kb DNA Ladder (marker)
glukosa

glycerol

histidin

isopropanol

kvasniény extrakt

KODAK vyvojka

KODAK ustalovag

LB broth Hight salt

Loading Buffer

methionin

NacCl

Ni-NTA agarose
oligo(dT)primer

PageRuler™ Unstained Protein Ladder 10-200 kDa

pepton

phenol-chloroform-isoamylalcohol (25:24:1) pH 8

PMSF (phenylmethanesulfonylfluorid)

Fermentas (Ontario, Kanada)

Takara (Shiga, Japonsko)

Fermentas (Ontario, Kanada)
Himedia (Indie)

Amresco (Ohio, USA)

Lach — Ner (Neratovice, CR)
Sigma — Aldrich (Praha, CR)
Merk (Darmstadt, Némecko)
Fluka (Basel, Svycarsko)
Sigma — Aldrich (Praha, CR)
NeoLab (Heidelberg, Némecko)
Takara (Shiga, Japonsko)
Fluka (Basel, Svycarsko)
Duchefa (Haarlem, Nizozemi)
Fermentas (Ontario, Kanada)
NeoLab (Heidelberg, Némecko)
Fermentas (Ontario, Kanada)
Lach — Ner (Neratovice, CR)
Penta (Chrudim, CR)

Fluka (Basel, Svycarsko)
MACH (Ostrava, CR)

Sigma — Aldrich (Praha, CR)
Sigma — Aldrich (Praha, CR)
Sigma — Aldrich (Praha, CR)
Duchefa (Haarlem, Nizozemi)
Takara (Shiga, Japonsko)
Roanal (Madarsko)

Lach — Ner (Neratovice, CR)
Qiagen (Hilden, Némecko)
Fermentas (Ontario, Kanada)
Fermentas (Ontario, Kanada)
Duchefa (Haarlem, Nizozemi)
Sigma — Aldrich (Praha, CR)
Sigma — Aldrich (Praha, CR)



tetraethylmethylendiamid TEMED

TRI Reagent® Solution

tryptofan

SOC médium

sorbitol

yeast extract

yeast nitrogen base

water DEPC-treated, Rnase & Dnase free

zeocin

Fluka (Basel, Svycarsko)
Ambion (Austin, USA)
Lachema (Brno, CR)
Invitrogen (Carlsbad, USA)
Duchefa (Nizozemi)

Sigma — Aldrich (Praha, CR)
Difco (Kansas, USA)
Ambion (Austin, USA)

Duchefa (Haarlem, Nizozemi)

monoclonal Anti-polyHistidine Peroxidase Conjugate - Clone HIS-1, ATP, AMP, IMP,

GTP, BAP, IP, IPR a vétSina dalSich pouzitych chemikalii byla zakoupena od firmy

Sigma — Aldrich (Praha, CR).

2.1.5 Pristrojové vybaveni

autoklav MLS 3020

centrifuga Mikro200R

centrifuga Rotanta 460R

centrifuga MR23i Jouan

digestor

elektroforéza Casting System Compact
elektroforéza-proteiny- Mini-PROTEAN 3 Cell
elektroporator ECM 399

french press FA080

iBlot® Dry Blotting System

laminarni box

michacka magneticka RH basic 2
micro-spektrofotometr (ACTGene), NAS-99
mikroskop Olympus CX21FS3-5

inkubator biologicky

pH metr Jenway 3505

orbitalni inkubovana tfepacka SI-900R
spektrofotometr

termoblok Thermomixer comfort

termostat obéhovy F12-ED

termocykler T - gradient

termocykler Mini cykler MJ Research
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Sanyo (Mnichov, Némecko)
Hettich (Kirchlengern, Némecko)

Hettich (Kirchlengern, Némecko)

Thermo Fischer Scientific (Ascheville, USA)

Forlab (Valasské mezifi¢i, CR)
Biometra (Goettingen, Némecko)
BIO-RAD (Kalifornie, USA)

BTX (San Diego, USA)

Thermo Fischer Scientific (Ascheville, USA)

Invitrogen (Carlsbad, USA)
Forlab (Valagské mezifi¢i, CR)
IKA (Schoeller, Némecko)
INYDIA (Madrid, Spanélsko)
Olympus (Tokio, Japonsko)
POLL-Lab (Bielsko-Biala,Polsko)
Jenway (Staffordshire, UK)

JEIO TECH (Seoul, Korea)
Agilent (Santa Clara, USA)
Eppendorf (Ri¢any u Prahy, CR)
Julabo (Seelbach, Germany)
Biometra (Goettingen, Némecko)

Biometra (Goettingen, Némecko)



transiluminétor s bilym svétlem TW-200 Alpha Ingotech (Kalifornie, USA)

transiluminétor UV Superbright Vilber Lourmat (MarneLaVallee, Francie)
tfepacka inkubovana Heidolph unimax 1010 Heidolph (Schwabach, Némecko)
zdroj Standard power Pack P25 Biometra (Goettingen, Némecko)
zdroj Power PAC300 BIO-RAD (Kalifornie, USA)
ostatni:

filtry Ophthalsart Sartorius Stedim Biotech (Goettingen, Némecko)
kyvety s filtry 30,000 MWCC Millipore (Némecko)

Lumi-Film Chemiluminescent Detection Film Roche (Basel, Svycarsko)
sklenéné kuli¢ky Glass beads 425-600um Sigma — Aldrich (Praha, CR)
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2.2 METODY

2.2.1 SloZeni a p Fiprava kultiva énich médii

VeSkera manipulace se sterilnimi médii a roztoky byla provadéna ve
sterilnim prostfedi laminarniho boxu, aby byla zachovana sterilita veSkerého

pracovniho materialu.

zasobni 10x koncentrované YNB tekuté médium = Yeast  Nitrogen Base

Podle ndvodu na obalu od vyrobce bylo pfipraveno zasobni 10x koncentrované YNB
tekuté médium (13,4%) rozpusténim 67 g praskového YNB v 485 ml destilované vody
a tento roztok byl sterilizovdn autoklavovani pfi 121°C po dobu 15 minut. Po
vyautoklavovani a schlazeni média byly pfimichany roztoky jednotlivych aminokyselin —
findlni objem 500 ml. Z&sobni 10x koncentrované médium bylo vzdy pfed pouZitim

fedéno sterilni destilovanou vodou.

Aminokyseliny

Byly pfipraveny zasobni roztoky aminokyselin histidinu, tryptofanu a methioninu a to
tak, Ze bylo 50 mg kazdé AMK rozpusténo v 10 ml sterilni vody. Roztoky AMK byly
vzdy pfidavany do zdsobniho 10x koncentrovaného YNB tekutého média tak, Ze tvofily
1/100 jeho objemu.

20% glukosa
Roztok byl pfipraven rozpusténim 20 g glukosy v 80 ml destilované vody. Roztok byl

nasledné v laminarnim boxu pomoci stfikacky prefiltrovan pfes sterilni filtr Ophthalsart.

YNB selek éni agarové plotny

SloZeni média bylo nasledujici: 0.68% yeast nitrogen base w/v-amino acids Difco, 2%
agar, 2% glukosa. 250 ml tohoto média bylo pfipraveno rozpusténim 5 g agaru v 212,3
ml destilované vody. Po vyautokldvovani a mirném ochlazeni bylo pfidano 12,7 ml 10x
koncentrovaného YNB média a 25 ml 20% sterilni glukosy, aby vysledny roztok byl 2%.
VSe bylo promichano a agarové médium bylo po 25 ml rozlito na Petriho misky

a nechalo se zatuhnout.
YNB tekuté médium

SloZeni média bylo nasledujici: 0.68% yeast nitrogen base w/v-amino acids Difco, 2%

glukosa. 250 ml tohoto média bylo pfipraveno smisenim 12,7 ml 10x koncentrovaného
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YNB média s 212,3 ml sterilni destilované vody a 25 ml 20% sterilni glukosy, aby
vysledny roztok byl 2%.

YPDS agarové plotny = Yeast Extrakt Peptone Dextros e Medium with Sorbitol

SloZeni média bylo nasledujici: 1% yeast extrakt, 2% pepton, 1M sorbitol, 2% agar, 2%
glukosa. 250 ml tohoto média bylo pfipraveno rozpusténim 2,5 g yeast extraktu, 5 g
peptonu, 45,55 g sorbitol a 5 g agaru v 225 ml destilované vody. Po vyautoklavovani
a schlazeni média cca na 50°C bylo do média pfidano 25 ml 20% glukosy, tak aby byl
vysledny roztok glukosy v médiu 2%. A v neposledni Fadé také antibiotikum Zeocin™
v odpovidajici koncentraci (100 nebo 1000 pg/ml). Poté bylo takto pfipravené sterilni

médium v laminarnim boxu rozlito po asi 25 ml do sterilnich Petriho misek.

Z&sobni roztoky antibiotik
Zasobni roztoky Zeocinu o koncentraci 100 mg/ml a 1000 mg/ml byly pfipraveny
rozpousténim ve sterilni vodé. Do média byl roztok antibiotika pfidavan tak, aby bylo

antibiotikum 1000x zfedéno.

YPD tekuté médium = Yeast Extrakt Peptone Dextrose ~ Medium

SloZeni média bylo nasledujici: 1% yeast extrakt, 2% pepton, 2% glukosa.

250 ml tohoto média bylo pfipaveno rozpusténim 2,5 g yeast extraktu a 5 g peptonu
v 225 ml destilované vody a sterilizovano. Po schlazeni média bylo opét pfidano 25 ml
20% glukosy, tak aby vysledny roztok byl 2% a Zeocin™ v odpovidajici koncentraci.

Pfi ovéfovani exprese AMP-deaminasy Vv kvasinkach s konstruktem pPICZ A
+ SPBC106.04 byla vtomto médiu nahrazena glukosa methanolem. Methanol tvofil

0,5% celkového objemu média.

LB tekuté médium

1litr LB média byl pfipraven rozpusténim 25 g praskového média v destilované vode,
pH roztoku bylo pomoci NaOH upraveno na 7,2. Takto pfipraveny roztok byl
sterilizovan autoklavovanim. Pfed vlastni kultivaci bylo do tekutého média pfidano

antibiotikum ampicilin o finalni koncentraci 100 pg/ml.

Zasobni roztok antibiotika
Zasobni roztok Ampicilinu o koncentraci 100 mg/ml byl pfipraven rozpousténim ve
sterilni vodé. Do média byl roztok antibiotika pfidavan tak, aby bylo antibiotikum 1000x

zfedéno.
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LB selek €éni agarové plotny

Pevné LB médium bylo pfipraveno obdobné jako tekutého LB, s tim rozdilem, Ze byl
pfidan agar o vysledné koncentraci 2% wi/v. Takto pfipraveny roztok byl sterilizovan
autoklavovanim a po ochlazeni sterilniho média na cca 50°C bylo do roztoku pfidano
antibiotikum Ampicilin a médium bylo v lamindrnim boxu rozlito po asi 25 ml do

sterilnich Petriho misek.

MD agarové plotny = Minimal Dextrose Medium

Samotné sloZzeni MD média bylo nasledujici: 1,34% YNB, 0,00004% biotin, 2% glukosa
a 1,5% agar. 250 ml média bylo pfipraveno rozpusténim 3,75 g agaru ve 200 ml
destilované vody. Takto pfipraveny roztok byl sterilizovan autoklavovanim. K 200 mi
sterilniho agaru bylo pfidano 25 ml 10x YNB, 25 ml 20% glukosy a 5 ul zasobniho

biotinu — vSe bylo promichano a nalito na Petriho misky.

Biotin
Zasobni roztok o koncentraci 40 mg/ml byl pfipraven rozpusténim 0,04 g biotinu v 1 ml
DMSO.

MM agarové plotny = Minimal Methanol Medium

SloZzeni MD média bylo nasledujici: 1,34% YNB, 0,00004% biotin, 0,5% methanol,
1,5% agar. 250 ml média bylo pfipraveno rozpusténim 3,75 g agaru ve 225 ml
destilované vody a opét bylo ke sterilizaci vyuZito autoklavovani jako v pfedchozim
pfipadé. K 225 ml sterilniho agaru bylo pfidano 25 ml 10x YNB, 5 ul zasobniho biotinu

a 1,25 ml methanolu — v8e bylo promich&no a nalito na Petriho misky.

MGY tekuté médium = Minimal Glycerol Medium
SloZeni média bylo nasledujici: 1,34% YNB, 1% glycerol, 0,00004% biotin.
Na pfipravu 11 média bylo nutno zautoklavovat 890 ml destilované vody a pfidat 100 ml

10x YNB, 10 ml glycerolu a 5 pl zdsobniho biotinu.

MMY tekuté médium = Minimal Methanol  Medium
SloZzeni média bylo nasledujici: 1,34% YNB, 0,00004% biotin, 0,5% methanol.
Na pfipravu 11 média bylo nutno zautoklavovat 895 ml destilované vody a pfidat 100 ml

10x YNB, 5 ul zasobniho biotinu a 5 ml methanolu.

YE tekuté médium

SloZeni média bylo nasledujici: 5 g/L yeast extrakt, 30 g/L glukosa.
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2.2.2 Priprava elektrokompetentnich bun ék Pichia pastoris X33

Priprava elektrokompetentnich bunék probihala podle navodu v manualu pPICZ
A, B, and C (Pichia expression vectors for selection on Zeocin™ and purification of
secreted, recombinant proteins) od firmy Invitrogen. Tyto buriky byly poté uchovavany
zamrazené na -80°C. Takto pfipravené bunky byly vyuzivany bé&hem elektroporaci
konstrukty pPICZ A a pGAPZa A s genem SPBC106.04.

2.2.3 Izolace DNA
2.2.3.1 Izolace plazmidové DNA (pDR197 + AMD1) z kvasinek

Narostlé kultury kvasinek v tekutém YNB médiu byly pozorovany pod svételnym
mikroskopem, aby byly vyloueny kontaminované vzorky a bylo ovéfeno, zda se
opravdu jedna o kvasinky. VyizolovanA DNA poté slouzila k transformaci
kompetentnich TOP10 bunék E. coli pro ovéfeni pfitomnosti a spravnosti vneseného

konstruktu.

» lzolace pomoci sklen énych kuli €éek
* 4 ml narostlé kultury kvasinek v tekutém YNB médiu byly sto¢eny pfi 16000 g
po dobu 2 min pfi laboratorni teplotég.

e Pelet byl rozsuspendovan v 500 pl sterilni vody a znovu stocen 2 min.

e Pelet byl nasledné rozsuspendovan v 200 ul pfipraveného lyzacniho pufru (2
ml TritonX-100; 5 ml 20% SDS; 2 ml 5 M NaCl; 2 ml 1 M Tris-Cl pH 8; 2 ml 0,5
M EDTA pH 8, objem doplnén do 100 ml destilovanou vodou) a byly pfidany
sklenéné kuli¢ky, aZz nad nimi byla pouze tenk& hladina.

» Déle bylo pfidano 200 pl smési phenol:chloroform:isoamylalkohol (v poméru
25:24:1).

» Tato smés byla vortexovana 30 s pfi max. rychlosti a poté dana na 30 s na led,
tento krok se jeSté 2x opakoval.

* Nasledovala 5 min centrifugace pfi 16000 g a 4°C, po niz byla vrchni vrstva
odebrana do cCisté mikrozkumavky.

« Dal8im krokem byla precipitace stejnym objemem 100% isopropanolu (cca 200
ul), smés byla kyvavym pohybem dukladné promichana.

e Centrifugace 20 min/ 16000 g/ 4°C.

« K peletu bylo pfidano 750 ul vychlazeného 70% ethanolu a pelet byl
rozsuspendovan.

» Centrifugace 5 min/ 16000 g/ 4°C, ethanol byl odpipetovan a pelet byl suSen 10

min v laminarnim boxu.



Pelet byl rozsuspendovan v 50 pl sterilni vody a uchovavan pfi -20°C.

» Precisténi vyizolované DNA pomoci propojeni Kit 0 QiaPrepSpin —
MiniprepKit Qiagen a GelExtractionKit Qiagen

Do vyizolované DNA z kvasinek bylo pfidano 250 pl P1 pufru a smés byla
kyvavym pohybem promichana.
Bylo pfidano 250 pl pufru P2.
Do smési bylo také pfidano 350 pl pufru M3 a tato smés byla kyvavym
pohybem promichavana dokud nezmizelo modré zabarveni.
Centrifugace 10 min/ max. rychlosti/ 4°C.

Supernatant byl prepipetovan do modrych kolonek a nasledovala centrifugace
1 min.

Do kolonky bylo pfidano 500 pl PB roztoku, centrifugace 1 min/ 16000 g/ 4°C.
Bylo pfidano 750 pl PE pufru s ethanolem, centrifugace 1 min/ 16000 g/ 4°C.
Sto€eni naprazdno 2 min/ 16000 g/ 4°C.

Nasledovala eluce 50 pl sterilni vody (inkubace 1 min), centrifugace 2 min/
16000 g/ 4°C.

K témto vyslednym 50 pl bylo pfidano 150 yl QG pufru a smés byla kyvavym
pohybem promichana.

Ke smési bylo pfidano 75 pl 100% isopropanolu, vSe bylo pfepipetovano na
fialovou kolonku a nasledovala centrifugace 1 min/ 16000 g/ 4°C.

Nasledovalo promyvani se 700 uyl PE pufru s ethanolem a centrifugace 1 min/
16000 g/ 4°C.

Centrifugace naprazdno 2 min/ 16000 g/ 4°C.

Eluce byla provedena 10 pl sterilni vody (inkubace 1 min), centrifugace 2 min

na max. otacky pfi laboratorni teploté.

2.2.3.2 Izolace plazmidové DNA z TOP10 bun ék E. coli

Plazmidova DNA po izolaci z E. coli slouZila jako materidl pro ovéfeni

pritomnosti pDR197 + AMD1 v kvasinkach.

Izolace probihala podle nésledujiciho postupu:

2 ml bakteriadlni kultury kultivované v LB médiu 16 — 24 hodin byly
centrifugovany 2 min pfi 16000 g za laboratorni teploty.

Byl odstranén supernatant a pelet byl rozsuspendovan v 250 pl roztoku pufru
P1 (50 mM Tris/HCI, 10 mM Na,EDTA, 0,1 mg/ml RNAasy, pH 8).
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Dale bylo ke smési pfidano 250 pl roztoku pufru P2 (0,2 M NaOH, 1% SDS).
Tato smés byla kyvavym pohybem promichana a poté inkubovana 5 min pfi
laboratorni teploté.

Bylo pfidano 250 pl roztoku pufru P3 (3 M KCH,COOH, pH 5,5), smés byla
kyvavym pohybem promichana a inkubovana 5 min na ledu.

Nasledovala centrifugace 10 min/ 16000 g/ 4°C.

Supernatant byl odebran do Cisté mikrozkumavky, bylo pfidano 500 ul 100%
isopropanolu a smés byla dukladné promichana.

Nasledovala centrifugace 20 min pfi 16000 g za laboratorni teploty.

K peletu bylo pfidano 750 pul 70% vychlazeného ethanolu. Centrifugace 1 min
pfi 16000 g za laboratorni teploty, ethanol byl odpipetovan a pelet byl suSen 10
min v laminarnim boxu.

Pelet byl rozsuspendovan v 50 pl sterilni vody a uchovéan pfi — 20°C.

2.2.3.3 lIzolace genomové DNA z kvasinek

Izolace genomové DNA byla provadéna pomoci kitu Epicentre® Biotechnologie

,MasterPure™ Yeast DNA Purification Kit“. Vyizolovana genomova DNA potom slouZila

jako templat do PCR reakce.

Izolace probihala podle nasledujiciho postupu:

1,5 ml kvasinkové kultury kultivované v YPD médiu (ODgpo= 8 — 10) hylo
centrifugovano 2 — 5 min pfi 10000 g, supernatant byl odstranén.

Pelet byl rozsuspendovan ve 300 pl ,Yeast Cell lysis solution®.

Nasledovala inkubace pfi 65°C po dobu 15 min, poté byly vzorky dany na 5 min
na led.

Bylo pfidano 150 pl ,MPC Protein precipitation reagent”, vortexovano 10 s.
Centrifugace 10 min/ 10000 g.

Supernatant byl pfenesen do cisté mikrozkumavky a bylo pfidano 500 pl 100%
isopropanolu a smés byla kyvavym pohybem promichéna.

Centrifugace 10 min pfi max. rychlosti.

Supernatant byl odpipetovan a pelet DNA byl promyt 0,5 ml 70% ethanolu.
Ethanol byl odpipetovan, vzorek byl kratce sto¢en a zbytky ethanolu
odpipetovany.

DNA byla rozsuspendovana ve 35 pl TE pufru a byl pfidan 1 pyl RNAsy A
o koncentraci 5 pg/ pl, smés byla promichana a inkubovana 30 min pfi 37°C.

Poté byla na nanodropu ACTGene proméfena koncentrace genomové DNA.

Takto ziskané vzorky genomové DNA byly poté uchovavany pfi -80°C.
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2.2.4 1zolace kvasinkové RNA

Vyizolovana RNA slouZila jako templat pro pfepsani do cDNA pomoci kitu firmy
Fermentas RevertAid™ H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit.
Izolace probihala podle nasledujiciho postupu:

e 1 -2 ml zamraZené kvasinkové kultury péstované v YPD médiu byly rozdrceny
v tfeci misce pomoci tekutého dusiku a trochy morského pisku.

+ Ktakto pFipravenému materidlu byl pfidan 1 ml TRI Reagent® Solution
(v digestofi) a homogenizovany vzorek byl inkubovan pfi laboratorni teploté
5 min.

» Nasledné bylo pfidano 0,2 ml chloroformu (v digestofi), smés byla dukladné
protfepana a poté byla inkubovana pfi laboratorni teploté 2 — 3 min.

« Néasledovala centrifugace pfi 12000 g/ 15 min/ 2°C. Smés se rozdélila na tfi
faze: nizSi rzovou fazi obsahujici fenol-chloroform, mezifazi a bezbarvou horni
fazi obsahujici RNA.

e Zhorni bezbarvé faze byla dale izolovAna RNA. Tato horni faze byla
odpipetovana do cCisté mikrozkumavky a byla provedena precipitace RNA
pfidavkem 500 pl 100% isopropanolu a smés byla protfepana.

* Nasledovala inkubace 10 min za laboratorni teploty a po ni centrifugace pfi
12000 g/ 10 min/ 2°C.

» Supernatant byl odstranén a pelet obsahujici RNA byl promyt 1 ml 70%
ethanolu — kratce zvortexovano.

e Po promichani smési nésledovala centrifugace 7500 g/ 5 min/ 2°C a 10 min
vysuseni RNA v digestofi.

« RNA byla poté rozpusténa v 50 pl RNAsa-free vody a byla proméfena jeji
koncentrace pomoci nanodropu ACTGene.

« Néasledovalo oSetfeni RNA DNAsou (pro odstranéni kontaminujici DNA). Ke
vzorku byly pfidany 2 uyl DNAsy Turbo a pfislusné mnozZstvi pufru a po
promichani nasledovala inkubace 30 min pfi 37°C, poté byl pfidan dalSi 1 pl
DNAsy s néslednou inkubaci po dobu 30 min.

* Poté bylo pfidano 5 pl inaktivatniho reagentu a smés byla inkubovana
a pribézné vortexovana pfi laboratorni teploté 5 min.

» DalSim krokem byla centrifugace 10000 g/ 2 min/ 4°C. Horni vrstva byla
odpipetovana, v ni byla opét zméfena koncentrace RNA pomoci nanodropu
ACTGene.

Takto ziskané vzorky RNA byly poté uchovavany pfi -80°C.
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2.2.5 Syntéza cDNA
Ziskand RNA z kroku 2.2.4 slouZila jako templat pro pfepsani do cDNA.

Syntéza cDNA byla nastavena za pomoci setu firmy Fermentas RevertAid™ H Minus
First Strand cDNA Synthesis Kit. cDNA poté slouZila jako templat do PCR reakce pro
ovéreni exprese vnaseného genu SPBC106.04.
* Reakéni smés o celkovém objemu 10 pl obsahovala 10 ng - 5 pg celkové RNA,
0,5 pl oligo(dT), 2 ul reakéniho pufru, 1 yl 10 mM dNTP a 0,5 pl RevertAid H
Minus Reverse Transkriptase a smés byla do celkového objemu 10 pl doplnéna
DEPC vodou.
» Pfipravena reakéni smés byla inkubovana 60 min pfi 42°C.
» Reakce byla zastavena zvySenim teploty na 70°C po dobu 10 min a poté byla
mikrozkumavka s cDNA pfemisténa na led.

Takto ziskané vzorky cDNA byly poté uchovavany pfi -80°C.

2.2.6 Ovéreni pFitomnosti vnaSeného genu SPBC106.04
pomoci PCR

Jako templat do PCR slouzil supernatant po rozbiti kvasinkové kultury tekutym

dusikem ¢&i kvasinkova cDNA viz. kapitola 2.2.5 nebo kvasinkova genomova DNA viz.
kapitola 2.2.3.3.

» Rozbijeni kvasinkovych bun &k pomoci tekutého dusiku
Ziskané supernatanty byly pouzity jako templaty do PCR reakce pro ovéfeni
pritomnosti integrovaného genu SPBC106.04.
Postup byl nasledujici:

» Kazdy jednotlivy vzorek kultury, cca 2 ml, byl sto€en 2 min pfi 5000 g a 4°C.

« Pelet byl rozsuspendovan v 50 — 100 pl sterilni vody.

e Takto rozsuspendovany pelet byl po dobu 1 min zmrazen v tekutém dusiku,
nasledné byly vzorky pfendany do pfedem vytemperovaného termobloku na
60°C na dobu 3 min.

e ZmraZeni v dusiku a rozmraZzeni v termobloku bylo jeSté 2x zopakovano.

* Poté, co byly vzorky vyndany z termobloku byly znovu sto¢eny a do Cistych

mikrozkumavek byly odebrany prislusné supernatanty.
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» PCR reakce
Podminky jednotlivych PCR reakci byly nasledujici:
1. Pocatec¢ni denaturace 1 min (pro cDNA), 5 min (pro gDNA) / 98°C
2. Denaturace 30s/98°C
3. PFipojeni primerd 30 s (v zavislosti na pouzitém primeru byla
nastavena teplota)
4. Elongace 160s/72°C

5. Zavérec¢na elongace 4 - 10 minut/ 72°C

Body 2 — 4 se cyklicky 40 - 45x opakovaly (v zavislosti na pouZzitém primeru).

K reakcim byly pouzivany dvé rGzné dvojice primerl. Jedna dvojice specificka pro
ohraniceni celé oblasti genu (teplota pro pfipojeni primerl byla 60°C) a druha dvojice
specificka k urcité vnitfni oblasti genu SPBC106.04 (teplota pro pfipojeni primer(
56°C).

Sekvence primer G pro ohrani €éeni celé oblastigenu SPBC106.04:
FP 5-ATGTCTGTACGTCCTCTCTCACTATGT-3’
RP 5-ATCTTTCAAATCTTGGCTACTGCT-3"

Sekvence primer G pro ohrani €eni ur €ité vnit ¥ni oblasti genu SPBC106.04:
FP 5"-CATTCTGCTCTTGCGAATCA-3’
RP 5"-ATGGAGACATTGCGATAGGG-3

SlozZeni reak €éni sm ési o celkovém objemu 10 pl:
3,4 — 4,4 ul PCR vody (v zavislosti na pfidani DMSO)
2 ul 5x Buffer Phusion HF

0,4 pul 10 mM dNTP

1l 10 mM forward” primeru

1l 10 mM reverse” primeru

1 pl templatu (cDNA/gDNA)

(1 uI DMSO)

0,2 ul Phusion DNA Polymerasy
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2.2.7 Stépeni restrik &nimi endonukleasami
2.2.7.1 Restrik €ni analyza DNA

Restrikéni enzymy slouzily jako kontrolni néstroj pro analyzu spravnosti
pfipravenych konstruktd v E. coli a S. cerevisiae. DNA byla Stépena enzymy Pstl
a Sall, podle navodu prislusného dodavatele (Fermentas) pfi 37°C do druhého dne.
Takto pfipravené fragmenty DNA byly vizualizovany pod UV po elektroforetické

separaci v pfitomnosti ethidiumbromidu.

2.2.7.2 Linearizace plazmidu

Jiné restrikéni endonukleasy slouzily klinearizaci konstruktu pGAPZa A
+ SPBC106.04, a to konkrétné Binl, u pPICZ A + SPBC106.04 tento ukol pInil enzym
Sacl, aby mohly byt tyto konstrukty poté vneseny pomoci elektroporace do
elektrokompetentnich kvasinek P. pastoris X33, kde byly integrovany pomoci
homologni rekombinace do genomu. Obé restrikéni endonukleasy Stépi pfi 37°C a jsou

dodavany firmou Takara.

pPICZ A + SPBC106.04

Linearizace byla provadéna pomoci restrikéni endonukleasy Sacl (Takara) pfi
37°C 2 — 4 hodiny (1 pl L pufru, 0,5 yl enzymu Sacl, 10 uyg DNA a doplnéno do 10 pl
sterilni vodou). Po restrikci byl konstrukt preciStén pFes kolonky QIAquick Gel
Extraction Kit firmy Qiagen (10 pl restrikce + 50 pl QG pufru a 30 pl 100% isopropanolu
bylo dano na kolonku, sto€eno 1 min pfi 14000 g, poté bylo pfidano 700 pl PE pufru,

stoceno 1 min pfi 14000 g, sto€eno 2 min naprazdno a eluovano 11 pl PCR vody).

pGAPZa A + SPBC106.04

V tomto pfipadé byla linearizace provadéna pomoci restrikéni endonukleasy
BiInl (Takara) pfi 37°C 2 — 4 hodiny (1 pl K pufru, 0,5 pl enzymu Binl, 10 ug DNA a do
10 pl dopinéno sterilni vodou). Po restrikci nasledovalo precisténi obdobné jako
v pfipadé pPICZ A + SPBC106.04.
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2.2.8 Transformace
2.2.8.1 Elektroporace

Elektroporace slouzila kvneseni jednotlivych konstruktd do ur€enych
kvasinkovych bunék. Nejprve bylo nutné pfipravit roztok sorbitolu a fadné jej vychladit
(30 min pfi -20°C).

1 M sorbitol
Roztok byl pfipraven rozpusténim 18,22 g sorbitolu v destilované vodé a objem byl

dopInén do 100 ml.

2.2.8.1.1 Elektroporace kvasinek Saccharomyces cerevisiae 23344c ura’
Elektroporace bunék S. cerevisiae 23344c ura’ konstruktem pDR197 + AMD1
probihala nasledovné:

e Mikrozkumavka s 50 pl kompetentnich bunék S. cerevisiae, ktera byla vytazena
z —80°C byla ponechana po dobu 5 minut na ledu, aby buriky roztaly.

* Nasledovala centrifugace v didkladné vychlazené centrifuze 2 min/ 5000 g/
1-2°C.

» Supernatant byl odstranén a pelet byl jemné rozsuspendovan v 1 ml pfedem
fadné vychlazeného 1 M sorbitol.

* Centrifugace a rozsuspendovani peletu byly jeSté 2x zopakovany.
Mikrozkumavky byly udrZzovany stale na ledu.

» Posledni pelet byl rozsuspendovan v 80 pl 1 M sorbitolu a byl pfidan 1 pl
vyizolované plazmidové DNA s konstruktem pDR197 + AMDL, tato smés byla
jemné promichana Spickou pipety.

« Transformacni smés byla pfepipetovAna na dno predem vychlazené
elektroporacni cely. Cela byla dikladné osuSena a viozena do elektroporatoru
nastaveného na 1.500 kV.

e Byl udélen elektropulz, ktery musi trvat minimalné 4 ms (idealné 5 ms) a do cely
bylo okamzité napipetovano 300 pl vychlazeného 1 M sorbitolu (pfedem
pfipraveny ve sterilni mikrozkumavce) a buriky byly rozsuspendovany.

» Kvasinky byly po elektroSoku rozetfeny hokejkou na YNB selekéni agarové
plotny a néasledovala inkubace po dobu 2 — 3 dnd pfi 30°C ve statickém
inkubatoru.

» Narostlé kolonie byly pfeockovany do 5 ml tekutého YNB média a inkubovéany

2 — 3 dny pfi 30°C a rychlosti 200 rpm/min.
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2.2.8.1.2 Elektroporace kvasinek P. pastoris X33

V pfipadé kvasinky P. pastoris X33 slouZila elektroporace k vneseni Useku

pPICZ A + SPBC106.04 nebo pGAPZa A + SPBC106.04 do genomu kvasinky.

Elektroporace probihala nasledovné:

K 80 ul elektrokompetentnich bunék P. pastoris X33, které byly 5 minut
ponechany na ledu, byly pfidany 2 ul linearizovaného plazmidu pPICZ A
+ SPBC106.04 a smés byla opatrné promichana Spi¢kou pipety.

Smés byla prepipetovana do vychlazené (0 — 4°C) elektroporacni kyvety
a inkubovana na ledu 5 min (pro kazdy vzorek byly nastaveny 2 — 4
elektroporace).

Byla provedena elektroporace obdobné jako u S. cerevisiae, okamzité byl do
kyvety pfidan 1 ml vychlazeného 1M sorbitolu a obsah kyvety byl pfenesen do
sterilni mikrozkumavky.

Nasledovala statick& inkubace (bez tfepani) 1 — 2 hodiny/ 30°C (mozZno po 1 h
inkubace pfidat 1 ml YPD média a inkubovat pfi tfepani rychlosti 200 rpm/min
pfi 30°C dalSi hodinu).

Kultura byla nanesena na YPDS agarové plotny se 100 pg/ml zeocinu (po 200

MI), nasledovala inkubace 2 — 3 dny pfi 30°C.

2.2.8.2 Metoda ,heat shock*

.Heat shock” metoda byla vyuZita k transformaci kompetentnich TOP10 bunék

E. coli precisténou plazmidovou DNA (pDR197 + AMD1) z S. cerevisiae.

Transformace TOP10 bunék E. coli probihala nasledovné:

Mikrozkumavka s 50 ul kompetentnich bunék E. coli, kterd byla vytaZzena
Z -80°C byla ponechéana po dobu 5 min na ledu, aby bunfky roztaly.

K burikam byla pfidana vyizolovana DNA z kvasinek (10 pl), nasledovalo jemné
promichani tak, aby nedoslo k poskozeni bunék.

Takto promichana smés se nechala stat 30 min na ledu.

Dale byla tato smés vloZzena na 45 s pfi 42°C do pfedem vytemperovaného
termobloku (tzv. ,heat-shock*).

Buriky se ochladily na ledu 2 — 5 min, a poté se k nim pfidalo 450 ul SOC
media.

Nasledovala inkubace po dobu 1 hodiny pfi 37°C (pfi 160 rpm/min).

Buriky byly poté vysety na pfislusné LB agarové plotny (2% agar) s ampicilinem
0 koncentraci 100 upg/ml a byly inkubovany do druhého dne pfi 37°C ve

statickém inkubatoru.

-52-



2.2.9 Kultivace

Veskeré prace byly provadény ve sterilnim prostfedi laminarniho boxu.

Kultivace probihala ve vySe popsanych médiich.

Kultivace E. coli
Kultivace tohoto bakterialniho mikroorganismu transformovaného konstruktem
nesouci vektor pDR197 probihala na LB agarovych plotndch a v LB tekutém médiu

s ampicilinem o koncentraci 100 pg/ml pfi 37°C do druhého dne.

Kultivace S. cerevisiae 23344c ura’

Nejdfive byla pfipravena 5 — 10 ml inokula, kterd byla kultivovana pfes noc pfi
30°C. Jako kontrola slouzila WT S. cerevisiae. Kultury byly péstovany paralelné ve
dvou rdznych médiich, a to v minimalnim YNB meédiu s glukosou a kompletnim YPD
médiu. Kazda z kultur byla takto kultivovana v objemu po 50 ml po dobu 5 dnd.
Dulezité je, ze do WT kultury péstované v YNB médiu bylo nutno pfidavat uracil, jelikoz
tato kultura je ura (deficientni v syntéze uracilu). Do YNB kultivaéniho média byl
zasobni roztok uracilu pfidavana vzdy tak, aby tvofil 1/100 celkového objemu. Po
kazdych 24 hodinach byla jedna série testovanych kultur sto¢ena 5min/ 4500 g/ 4°C,

supernatant odlit a pelet zmrazen v tekutém dusiku a nasledné skladovan pfi -80°C.

uracil

Zasobni roztok uracilu byl pfipraven rozpusténim 5 mg uracilu v 10 ml sterilni vody.

Kultivace P. pastoris X33

Po elektroporaci byly narostlé kolonie pomnoZeny v tekutém YPD médiu se
zeocinem o koncentraci 100 pyg/ml, kde byly kultivovany pfi stejné teploté opét po dobu
2 — 3 dnu. Pro detekci mnohonasobné integrace vnaSeného Useku byly pfipraveny
YPDS agarové plotny s koncentraci zeocinu 1000 pg/ml, na které byly zaockovany jiz
vyselektované vzorky a kultivace probihala opét pfi 30°C po dobu 2 — 3 dna (mély by
rdst pouze ty, které obsahuji vétSi poCet integraci).

Kvasinky nesouci konstrukt pGAPZa A + SPBC106.04 byly kultivovany jak
v YPD médiu, tak v YNB médiu s 0,5% glukosou. Nejprve bylo pfipraveno inokulum
zaockovanim 10 ml YPD média, kultivace probihala pfi 28 — 30 °C/ 250 rpm pfes noc.
Druhy den bylo zaoCkovano 50 — 400 ml YPD 0,1 ml kultury a kultivace trvala 6 dni.
3. a 6. den byly odebirany alikvoty kultury na analyzu, ty byly stoCeny, pelety

zamrazeny na -80°C.
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V pfipadé kvasinek nesoucich konstrukt pPICZ A + SPBC106.04 probihala

kultivace podle nasledujiciho postupu:

Bylo zaockovano 25 ml MGY nebo YPD média ve 250 ml Erlenmeyerové
bance. Alobal na hrdle flaSky byl proboddn a otvory byly pfrekryty
polopropustnou paskou. Jako kontrola slouzila neindukovana kultura (kultivace
v MGY médiu). V pfipadé kultivace v YPD slouzil jako negativni kontrola WT
P. pastoris X33.

Kultivace pfi 28 — 30°C/ 250 — 300 rpm do ODggo= 2 — 6 (asi 16 — 18 hodin; log
faze).

Buniky byly nasledné stoCeny pfi 3000 g/ 5 min pfi laboratorni teploté. Po odliti
supernatantu byly buriky z jedné banky rozsuspendovany v MMY médiu nebo
YPD médiu (s methanolem misto glukosy) pro indukovani exprese tak, aby bylo
vysledné ODgyp = 1 (200 — 400 ml) a kultura byla pfenesena do 1l
Erlenmeyerovy bariky. Alobal na hrdle lahve byl probodan a otvory prekryty
polopropustnou paskou. Neindukovana kultura, ktera slouZila jako kontrola byla
rozsuspendovana opét v MGY médiu nebo v pfipadé kdy slouZila jako kontrola
WT P. pastoris X33 v YPD s glukosou. Béhem kultivace bylo nutné kazdych 24
hodin pfidat methanol, tak aby koncentrace methanolu v médiu byla 0,5%, tj.
500 pl methanolu/ 100 ml média, aby byla stéle indukovana exprese vneseného
genu.

Nasledovalo odebirani (vétSinou byly sklizeny celé objemy kultury) alikvot(
kultury po 72 hodinach (3 dny) a po 144 hodinach (6 dni). Kultury byly stoCeny,

supernatant byl odlit a pelet zamraZzen na — 80°C.

Kultivace WT S. pombe

Nejprve bylo pfipraveno inokulum v 10 ml YE média, které bylo kultivovano po

dobu 3 dnl pfi 28°C. Nasledné bylo zaockovano touto kulturou 100 ml YE média

a kultivace pfi 28°C trvala dalsi 3 dny, poté byla kultura stoCena a pelet zamrazen na

-80°C.

2.2.10 Uréeni Mut " nebo Mut ° transformant

Transformanti pPICZ A + SPBC106.04, ktefi vyrostli na YPDS plotnach

s koncentraci zeocinu 1000 pg/ml byli rozpéstovani po dobu 2 — 3 dnt v 10 ml YPD

s glukosou bez zeocinu. Od kazdého transformanta byl zamrazZen alikvot s glycerolem.

2 ml kultury kazdého transformanta byly vyuZity pro analyzu vnaseného useku pomoci
PCR, viz. 2.2.6.



Ze zbylého objemu byly zaockovany nejdfive MM a potom MD misky (misky

byly rozdéleny na sektory mfizkou a z kazdé kultury bylo zaockovano na obé& misky).

Nasledovala inkubace pfi 30°C po dobu 2 — 3 dnu.

2.2.11 lzolace protein

2.2.11.1 Priprava hrubého extraktu

Pfiprava hrubého extraktu byla provadéna podle nasledujiciho postupu:

Kvasinkové pelety byly vyndany z -80°C na led, aby rozmrzly. Poté byly
rozsuspendovany v pfiméfeném objemu rozbijeciho pufru (50 mM fosfore€nanu
sodného, pH 7,4; 1 mM PMSF (phenylmethylsulfonylfluorid — inhibitor proteas);
1 mM EDTA; 5% glycerol) a centrifugovany 5 — 10 min pfi 3000 g a 4°C.
Inhibitor proteas byl do roztoku pfidavan vzdy tésné pred pouZitim.

Buriky byly opét rozsuspendovany v Cerstvém pufru s proteasou tak, aby ODggg
mélo hodnotu 50 — 100.

Bylo pfidano stejné mnozstvi sklenénych kuli¢ek (0,5 mm), a pak se bunky
stfidavé vortexovaly a inkubovaly na ledu vzdy po dobu 30 s. Vortexovani
a inkubace na ledu se opakovaly jesté 7x.

Centrifugace 5 — 10 min/ 12000 g/ 4°C.

Ciry supernatant byl pfenesen do &isté mikrozkumavky. Pelet byl pro dalsi

analyzu uschovan v 6M mocoviné pfi 4°C.

Inhibitor proteas PMSF
Byl pfipraven 100 mM zasobni roztok inhibitoru proteas PMSF rozpusténim 0,17419 g

PMSF v 10 ml isopropanolu.

2.2.11.2 Purifikace pomoci Ni-NTA agarosy

Z narostlé kultury byl izolovan protein dle nasledujiciho postupu:

Zamrazené kvasinkové pelety na -80°C se nechaly povolit na ledu a byl pfidan
vhodny objem lyza¢niho pufru (50 mM NaH,PO,4, 300 mM NacCl, 0,5% TritonX-
100, 5% glycerol, 1 mM PMSF, pH 8), smés byla pipetovanim
rozsuspendovana.

Rozbiti bunék bylo provadéno dvéma zpusoby, bud byl pfidan vhodny objem
rozbijecich kulicek a vzorky byly stfidavé po 30 sekundach vortexovany
a inkubovany na ledu, coZ se opakovalo celkem 8x. Nebo byly rozbity pomoci
.French pressu” pfi 20 000 psi podle ndvodu od vyrobce (suspenze bunék byla

systémem French pressu prohnana celkem 5x az do vycefeni).
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» Nasledovala centrifugace pfi 4000 g/ 10 min a vice / 4°C a supernatant byl poté
odebran do Cisté mikrozkumavky.

* Kjednotlivym vzorkim bylo pfidano 200 pl Ni-NTA smési a smés byla
inkubovana 1 hodinu v chladu za mirného tfepani.

e Centrifugace pfi 1000 g/ 10 s/ 4°C.

e Supernatant byl opatrné odpipetovdn a k peletu bylo pfidano 2x 750 pl
promyvaciho pufru (50 mM NaH,PO,, 300 mM NacCl, pH 8), opét centrifugace
1000 g/ 10 s/ 4°C, poté byl supernatant odpipetovan. Promyvani bylo
opakovano jesté 4x.

* K peletu bylo pfidano 30 pl elu¢niho pufru (50 mM NaH,PO,, 300 mM NacCl,
250 mM imidazol, pH 8), vzorky se nechaly na ledu po dobu 5 min a nasledné
byly centrifugovany 1000 g/ 10 s/ 4°C a vznikla frakce byla odpipetovana
a uschovéna v Cisté mikrozkumavce.

 Kpeletu bylo pfidano dalSich 50 pl eluéniho pufru, smés byla jemné
promichana a nechana 30 min na ledu, centrifugace 1000 g/ 10 s/ 4°C, vznikla
frakce byla opét odpipetovana a uschovana v Cisté mikrozkumavce. Tento
postup byl opakovan dle potfeby.

« Déle bylo provedeno orientatni stanoveni koncentrace proteinu v eluovanych
vzorcich pomoci ¢inidla Bradfordové. Smés obsahovala 1 pl proteinu, 79 pl
sterilni destilované vody a 20 ul €inidla Bradfordové. Jako blank byla pouZita
smés 80 ul sterilni destilované vody a 20 pl Cinidla Bradfordové. PFitomnost

proteinu se projevila modrym zbarvenim.

2.2.12 Stanoveni koncentrace protein G

Koncentrace proteind byly stanovovany pomoci Cinidla Bradfordove. Vzorek
obsahoval 200 pl €inidla Bradfordové, 2 (i vice) ul vzorku, zbytek do 1 ml byla sterilni
destilovand voda. Blank obsahoval 200 ul ginidla Bradfordové a 800 ul sterilni
destilované vody. Déle byly pfipraveny 3 standardy o znamé koncentraci BSA (zasobni
roztok 2 mg/ml). Standardy obsahovaly 2; 4 nebo 6 ul zasobniho BSA, 200 ul &inidla
Bradfordové a zbytek do 1 ml byl doplnén sterilni destilovanou vodou. Absorbance byla
meéfena pfi 595 nm. Koncentrace byla uréena z kalibraéni kfivky standardd pomoci

aplikace ,Quantification* ve standartnim programu spektrofotometru.
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2.2.13 Elektroforetick& separace nukleovych kyselin

v agarosovém gelu

Elektroforéza v 1% agarosovém gelu slouZila k separaci a vizualizaci fragmentu
DNA.

Provedeni elektroforézy:

Asi 50 ml pfipraveného tekutého 1% agarosového gelu v TAE pufru (0,001 M
EDTA a 0,04 M Tris-acetat pH 8) bylo smichano s 5 pl ethidiumbromidu o koncentraci
0,5 pg/ml, tato smeés byla nalita do pfedem sloZené elektroforetické vani¢ky a na jeden
z koncl této vany byl vloZzen hfebinek, ktery vytvofil po ztuhnuti gelu jamky pro
nanaSeni vzorkld. Gel tuhnul asi 20 - 30 minut pfi laboratorni teploté. Jakmile gel
ztuhnul, hiebinek byl vyjmut tak, aby nedoSlo k roztrzeni gelu. Takto pfipraveny gel ve
vanicce byl vloZen do elektroforetického zafizeni s nafedénym TAE pufrem (ten tvofi
elektrolyt pro vedeni proudu) tak, aby gel byl ponofen zhruba 3 mm pod hladinou pufru.
Gel vkladame tak, aby startovni jamky lezely v blizkosti katody (z&porny pél). Do
jednotlivych jamek ponofeného gelu byly nandSeny jednotlivé vzorky po 10 ul. Do
jedné z jamek vfadé bylo vZdy napipetovano 5 pl markeru (Gene Ruller 1kb DNA
Ladder). Do jednotlivych vzorkl byl pfidavan pfed nandSenim na gel pfislusné zfedény
Loading Buffer 10x. Elektroforéza probihala cca 20 — 30 minut pfi napéti 120V. DNA
fragmenty s inkorporovanym ethidiumbromidem byly nasledné vizualizovany pomoci

UV transluminatoru a vyfoceny.

2.2.14 SDS-PAGE (elektroforéza v polyakrylamidovém  gelu
Vv pFitomnosti SDS)

SDS-PAGE slouzila k separaci proteini z hrubého proteinového extraktu

a k separaci proteinu po purifikaci.

Provedeni SDS-PAGE:

Nejprve byla sestavena aparatura pro elektroforézu. Skla se upevnila do

stojanku a jako prvni byl mezi tyto skla nalit separacni gel, ktery byl pfevrstven 100%
buthanolem. Po zatuhnuti gelu, kdy doSlo k jeho polymeraci (cca po 30 min) byl
buthanol vylit, vymyt destilovanou vodou a zbytky byly vysuSeny filtracnim papirem.
Separacni gel byl prevrstven koncentracnim gelem a mezi skla byl umistén hiebinek
a gel se nechal ztuhnout. Po zatuhnuti koncentracniho gelu (cca 30 min) byl hfebinek
opatrné vyjmut a tim byly vytvofeny jamky pro nanéSeni vzorkd, jamky byly

vyplachnuty destilovanou vodou. Skla s gelem tzv. ,sendvi¢* byla umisténa do vlastni
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elektroforetické vaniCky pro SDS-PAGE a mezi skla byl nalit elektrodovy pufr (50 mM
Tris-HCI, 384 mM glycin, 0,1% SDS, 2 mM EDTA, pH 8,3) tak, aby byly jamky
ponofeny v pufru. Do jamek byly napipetovany vzorky po 20 pl, keré byly pfedem
smichany vpoméru 4 : 1 snanaSecim pufrem, 5 pl proteinového markeru
a elektroforéza probihala pfi napéti 100 V, dokud vzorky nebyly zakoncentrovany.

Poté bylo napéti zvySeno na 120 V na cca 1,5 hodiny.

Priprava vzork G : K cytosolu (hruby proteinovy extrakt) byl pfidan pfedem pfipraveny
nanaseci pufr (loading buffer) (0,05 mol/l Tris-HCI, 2 mmol/l EDTA, 2% SDS, 10%

glycerol, 0,2% bromfenolova modf, 6% merkaptoethanol, pH 6,8) — bé&hem

experimentl byl pouzivan 4x koncentrovany nanaSeci pufr. Potom nasledovala
denaturace pfi 95°C po dobu 5 min. Pfed tim, nez byly vzorky nandSeny na gel, byly po

denaturaci uloZeny na ledu.

Priprava polyakrylamidového gelu:

SEPARACNI GEL 10% (10 ml na pfipravu dvou gelt)

4,00 ml destilovana voda

3,30 ml 30% akrylamidovy roztok (29,2% akrylamidu, 0,8% N,N-bis-methylen-akrylamidu)

2,50 ml separacni pufr (1,5 M Tris-HCI, pH 8,8)

0,10 ml 10% SDS

0,10 ml 10% persiran amonny

15 pl TEMEDu

KONCENTRACNI GEL 5% (3 ml na pfipravu dvou gel()

2,10 ml destilovana voda

0,50 ml 30% akrylamidovy roztok (29,2% akrylamidu, 0,8% N,N-bis-methylen-akrylamidu)

0,38 ml koncentraéni pufr (1 M Tris-HCI, pH 6,8)

0,03 ml 10% SDS

0,03 ml 10% persiran amonny

10 pl TEMEDu

Po skonceni elektroforézy byl gel nejdfive oplachnut destilovanou vodou
a vlozen do fixacniho roztoku (10% kyselina octova, 30% isopropanol) pfiblizné na 30 —
60 min a nasledné barven roztokem Coomassie Briliant Blue R-250 nebo stfibrem pro

zviditelnéni proteinovych pasu.
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2.2.15 Barveni Coomassie Briliant Blue R-250

Gel byl nejdfive vloZen na cca 12 h (pfes noc) do barviciho roztoku (0,025%
Coomassie Briliant Blue R-250, 50% methanol, 10% kyselina octova) a nasledné
odbarven v roztoku obsahujicim 40% methanol a 10% kyselinu octovou. Po odbarveni

pozadi byl gel promyt destilovanou vodou a uloZen ve vodé.

2.2.16 Barveni st ribrem

Barveni gelu probihalo v nize popsanych roztocich podle nésledujiciho

postupu:

1. 60 ml 50% acetonu + 1,5 ml 50% TCA + 15 ul 37% HCHO 5 minut

2. 3x oplach destilovanou vodou 3 x 5 sekund
3. promyti destilovanou vodou 5 minut

4. 3x oplach destilovanou vodou 3 x 5 sekund
5. 60 ml 50% acetonu 5 minut

6. 60 ml destilované vody + 100 ul 10% Na,S,0; 1 minutu

7. 3x oplach destilovanou vodou 3 x 5 sekund
8. 60 ml destilované vody + 160 mg AgNO; + 0.6 ml 37% HCHO 8 minut

9. 2x oplach destilovanou vodou 2 x 5 sekund
10. 60 ml 2% Na,CO3 + 25 ul 37% HCHO + 25 pl 10% Na,S,0; 10 — 20 sekund
11. 60 ml 1% kyseliny octové 30 sekund
12. promyti destilovanou vodou 10 sekund

Takto obarveny gel byl poté uchovavan v destilované vodé.

2.2.17 Imunoblot (Western blot)

2.2.17.1 Blotovani

Polyakrylamidovy gel s proteiny po probéhnuté SDS-PAGE byl oplachnut
destilovanou vodou a pfenesen do blotovaciho pfistroje iBlot® Dry Blotting system od
firmy Invitrogen. Spolu s pfislusnymi sou¢astmi (anoda s membranou, filtracni papir,
katoda, houbi¢ka) byl sestaven systém pro prenos proteind na nitrocelulosovou
membranu podle pfilozeného navodu od vyrobce. Pro pfenos proteind na membranu

byl pouzit program P3: 7 min/ 20 V.

2.2.17.2 Imunodetekce
Dale nasledovala imunodetekce s monoklonalni Anti-polyHistidine protilatkou.
VSechny inkuba&ni kroky byly provadény pfi laboratorni teploté.

Postup byl nasledujici:
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* Membrana s pfenesenymi proteiny byla ponofena do 5% mléka v TBST
a v tomto roztoku inkubovéana 1 hodinu.

* Roztok mléka byl odlit a membréana byla promyvana v TBS za mirného tfepani
po dobu 5 min.

« Nésledovalo dalSi promyvani v TBST po dobu 5 min.

e Promyvaniv TBS 5 min.

e Dal8im krokem bylo promyvani membrany v 5% mléce v TBST s protilatkou (ta
musi byt 2000x zfedéna, 7,5 ul protilatky ¢ = 5 — 11 mg/ml v 15 ml 5% mléka
v TBST) po dobu 2 hodin.

e Promyvani v TBS 5 min.

e Promyvani v TBST 5 min.

e Promyvani v TBS 5 min.

e Membrana byla opatrné osuSena od prebyteCné tekutiny a vloZzena na
kancelarskou eurofdlii, kde na membranu bylo aplikovano 1,3 ml smési Super
Signal West Pico Chemiluminescent Substrate (ThermoScientific) (reportérovy
enzym vazany na primarni protildtce — kfenova peroxidasa) v poméru 1:1
a nechala se 5 min pusobit.

« Membrana byla prekryta dalSi kancelafskou folii a pfebyteCna smés substratu
byla odstranéna.

* Membrana uzaviend v kancelarské fdlii byla pfenddna do kovového pouzdra
pro vyvolavani filmu.

* Ve fotokomofe byl na membranu pfiloZzen na svétlo citlivy film od firmy Roche
(Lumi-Film Chemiluminescent Detection Film) a vSe bylo uzavieno v kovovém
pouzdife po dobu 5 min az 1 hodiny v zavislosti na poZadované intenzité
signalu. Poté byly k vyvijeni pouZzity roztoky firmy Kodak (vyvojka a fixer), kdy
byl film nejdfive ponofen do vyvijeciho roztoku, poté oplachnut destilovanou
vodou, dale zafixovan ve fixacnim roztoku, opét oplachnut destilovanou vodou
a osuSen na vzduchu.

e Membrana byla obarvena po dobu 3 — 6 s roztokem amidoCerni (2,5 ¢
amidocerni, 250 ml methanolu, 215 ml destilované vody, 35 ml kyseliny octové),
fadné promyta destilovanou vodou a po osuSeni srovhavana s vysledkem na

filmu.

SloZeni pufrd: TBS (20 mM Tris, 500 mM NacCl, pH 7,5)
TBST (20 mM Tris, 500 mM NacCl, 0,05% Tween 20, pH 7,5)
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2.2.18 Méreni aktivity proteinu

Bylo provddéno méfeni relativni specifické aktivity AMP-deaminasy
transformantd S. cerevisiae v hrubém extraktu nebo po purifikaci extraktu
u transformantd P. pastoris. Déale byla také méfena aktivita AMP-deaminasy v hrubych
extraktech WT kvasinekP. pastoris, S. cerevisiae a S. pombe.

Nejprve byly pfipraveny 10 mM roztoky vSech téchto latek: AMP, ATP, GTP,
IMP, které byly rozpoustény v ledové sterilni vodé a latek BAP, IP a IPR, které byly
rozpoustény v DMSO.

Aktivita AMPD byla méFfena pfi 235 nm, protoZe pfi této vinové délce dochazi
k nejvétSimu rozdilu absorpénich maxim odbouravajiciho se substratu a vznikajiciho
produktu. Maximum absorbance substrdtu (AMP) je pfi vinové délce 260 nm
a maximum absorbance produktu (IMP) je pfi 249 nm.

Postup méfeni aktivity byl nésledujici. Dany pufr vytemperovany na
pozZadovanou teplotu, tj. 37°C byl napipetovan do kfemenné kyvety a ta se umistila do
spektrofotometrické cely, ktera byla vytemperovana na stejnou teplotu. Do kyvety byl
dale napipetovan proteinovy vzorek (1 — 100 ul), poté 0,033 mM ATP a néasledovala
inkubace po dobu 1 min. Po proméfeni pozadi byl pfidan substrat AMP 0,066 mM
a ihned se zaCala méfit aktivita. Aktivita byla méfena 30 - 45 min pfi 37°C. K méfeni byl
pouZzit pufr o sloZzeni 100 mM MOPS, 100 mM KCI, pH 7,2. Béhem méfeni aktivity
AMPD S. pombe mél reakéni pufr nasledujici slozeni: 50 mM MOPS, 100 mM KCl,
pH 7.

PFi méfeni inhibi¢nich reakci byl do reakéni smési pfidavan spolu s ATP i 0,066
mM GTP. Béhem experimentd, kde bylo testovano odbouravani cytokinind BAP, IP
a IPR, byly tyto latky pfidavany misto substratu AMP.

Bylo nutné také zméfit extinkéni molarni koeficient AMP a IMP, aby mohla byt

vypocitana specificka aktivita enzymu podle nasledujiciho vzorce:

Vypo et specifické aktivity enzymu:

aktivita, .. =[5 _y*\ * reckni] *
€35 T €35 C

AA,3s — zména absorbance enzymu za 1 sekundu (vinova délka 235 nm)
eP,35— extinkéni molarni koeficient produktu pfi 235 mn (3864,4 cm™.mol™.I)
£°,35— extinkéni molarni koeficient substratu pfi 235 mn (2149,5 cm™.mol™.])
V — celkovy objem []

¢ — koncentrace proteinu [mg/ml]

Pro ziskani relevantnich vysledku byly aktivity proméfovany ve 2 — 3 opakovanich.
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2.3 VYSLEDKY

Téma této diplomové prace navazuje na mou bakalarskou préaci zr. 2010
s ndzvem ,Pfiprava plazmidovych konstruktd pro integraci AMP-deaminasy do
kvasinek®, kde byly pfipraveny tfi plazmidové konstrukty nesouci gen AMP-deaminasy
pro integraci do kvasinek Saccharomyces cerevisiae a Pichia pastoris, z toho davodu,
E. coli nebyly uspésné. Jednd se o konstrukty pDR197 + AMD1 pro expresi
S. cerevisiae, pGAPZa A + SPBC106.04 a pPICZ A + SPBC106.04 pro P. pastoris.
Gen AMD1 pochazi z S. cerevisiae, gen SPBC106.04 obsahujici dva introny
Zz S. pombe.

Byla provedena integrace vySe zminénych gend AMP-deaminas do uvedenych
kvasinek, exprese AMP-deaminas v kvasinkach a méreni relativni specifické aktivity

daného proteinu.

2.3.1 AMP-deaminasa S. cerevisiae (pDR197 + AMD1)

Prvnim plazmidovym konstruktem pro vneseni AMP-deaminasy do kvasinek,
konkrétné do S. cerevisiae, byl konstrukt vektoru pDR197 (Obr.8) s genem AMD1

puvodem z S. cerevisiae.

Hind IIT Kpal
53 . BamHI gphl
Bs<HII Hhol 1019 1352
422 1006
MCS ——
PhiAl promotor ADH termind tor w
pDR1985-197
(63 kb 2u
—  SnaBI 2454
AmpR UR.A3
I
EccRV

3834

Obrazek 8 : Expresni vektor pDR197.

ADH - terminator odvozeny od genu alkoholdehydrogenasy, Amp R — gen pro
rezistenci na ampicilin, MCS — multiklonovaci misto, PMA1 — promotor odvozeny od
plasmamembranové ATPasy (konstitutivni), URA3 —selekéni gen auxotrofie uracilu, 2y

— pocatek replikace pro Saccharomyces cerevisiae.
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Vneseni pfipraveného konstruktu pDR197 + AMD1 do bunék kvasinky
S. cerevisiae 23344c ura  bylo provedeno pomoci elektroporace. Po kultivaci deseti
vybranych transformantd v YNB selekénim médiu byly burky rozbity pomoci
sklenénych kulicek a supernatant byl pouzit k transformaci elektrokompetentnich
TOP10 bunék E. coli ,heat shockem®. Transformované buriky E. coli byly poté
vyselektovany na LB médiu s ampicilinem a bylo ziskano jedenact kolonii. Z téchto
jedenacti transformantll byla posléze vyizolovana plazmidové DNA, ktera byla
podrobena restrikéni analyze enzymy Pstl a Sall (Obr.9). Pozitivné vySly vSechny
vzorky. Timto bylo potvrzeno (spé&sSné vneseni pozadovaného konstruktu do

S. cerevisiae.

N v Ve i A e\ - 6300 bp
- ) ) ) A e | (S — 2400 bp

1 2 3 4 5 6 7 8 M 9 10 11

Obrazek 9: Restrik €ni analyza vyizolovanych plazmid G pDR197 s genem AMD1
z transformovanych TOP10 bun €&k E. coli pomoci restrik €nich enzym a Pstl a Sall.
1. — 11. pDR197 (cca 6300 bp) + AMD1 (cca 2400 bp), M. 1 kb DNA Ladder

(Fermentas)

Dale byla vhodnad vyselektovana kultura kvasinek rozpéstovana paralelné
v YNB a YPD médiu spolu s WT S. cerevisiae. BE€hem néasledné pétidenni kultivace
byla vZzdy po 24 h kultivace kultura odebirana, sto¢ena a pelet byl zamrazen na -80°C.
Ze zamrazenych peletd byl pomoci sklenénych kuli€¢ek a rozbijeciho pufru, ktery
obsahoval inhibitor proteas PMSF, pfipraven hruby extrakt proteind. V tomto hrubém
extraktu byla zméfena koncentrace proteind dle Bradfordové a nasledovalo méfeni
aktivity AMP-deaminasy S. cerevisiae v hrubém extraktu pfi 235 nm a vizualizace
overexprese AMP-deaminasy pomoci SDS-PAGE (Obr.10).
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Obrazek 10: Polyakrylamidovy gel po SDS-PAGE barven y stfibrem se vzorky
cytosol G. 1. WT v YNB médiu 3. den; 2. WT v YPD médiu 3. den; 3. pDR197 + AMD1
v YNB médiu 3. den; 4. pDR197 + AMD1 v YNB médiu 4. den; 5. pDR197 + AMD1
v YPD médiu 3. den; pDR197 + AMD1 v YPD médiu 4. den; M. PageRuler™ Unstained

Protein Ladder (Fermentas). Naneseno cca 20 ug proteinového extraktu na jamku.

Na gelu miZzeme pozorovat pas okolo 90 kDa (velikost monomeru AMD1 je 93 kDa),
ktery znaci overexpresi AMP-deaminasy v transformovanych kvasinkach.

Po optimalizaci reakénich podminek byla méfena relativni specificka aktivita
AMP-deaminasy v hrubém extraktu 2., 3., 4. a 5. den kultivace. NejvétSi aktivity byly
detekovany 4. den kultivace. V extraktu kvasinek kultivovanych v YPD médiu byla
relativni specificka aktivita AMP-deaminasy 3,1.10°® kat/mg a u kvasinek kultivovanych
v YNB médiu byla v extraktu zméfena relativni specificka aktivita enzymu 3,83.10°
kat/mg.

Aktivita AMP-deaminasy kultivované v YNB médiu byla zvy3ena aZ 5x v porovnani
s kontrolou. Aktivita AMD1 béhem kultivace v YPD médiu byla jen o 31% vétsi
v porovnani s kontrolou, kterou byla WT S. cerevisiae. Po pfidavku 0,066 mM GTP (2x
prebytek oproti ATP) se aktivita snizila 0 17% u lyzatu kvasinky kultivované v YPD
médiu, v pfitomnosti 5x vys3i koncentrace GTP neZz ATP byla aktivita deaminasy
inhibovana ze 100%. Aktivita AMD1 bé&éhem kultivace v YNB médiu byla v pfitomnosti
GTP snizena jen mirné cca o 5%, z ¢ehoz usuzujeme, Ze v lyzatu zlstalo jesté velké

mnozstvi AMP-deaminasy s nenavazanym allosterickym inhibitorem. Proto byl
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experiment opakovan a bylo optimalizovano mnoZstvi proteinovych extrakt( v reakci
ziskanych 4. den kultivace kvasinky. V tomto pfipadé bylo detekovano snizeni aktivity
AMP-deaminasy o 70% (kultivace v YNB médiu) a o 45% (kultivace v YPD médiu)
v pfitomnosti 0,066 mM GTP.

2.3.2 AMP-deaminasa S. pombe (pPICZ A + SPBC106.04)

Prvnim konstruktem, ktery byl vyuZit pro expresi AMP-deaminasy puvodem
z S. pombe byl vektor pPICZ A (Obr.11) nesouci gen SPBC106.04. pPICZ je expresni
»shuttle” vektor uzivany k expresi rekombinantnich proteind v Pichia pastoris. Vysledna
AMP-deaminasa by méla byt exprimovana pfidavkem methanolu do bunék, jelikoz je

v tomto pfipadé gen SPBC106.04 zaklonovan pod inducibilni promotor.

Obrazek 11: Expresni vektor pPICZ A. (pfevzato z Manualu pPICZ A, B, C,
Invitrogen (2008); http://www.invitrogen.com/site/us/en/home.html).

5" AOX1 - 5" koncovy AOX1 promotor odvozeny od alkoholoxidasy, AOX1 TT - AOX1
terminator transkripce, c-myc epitop - umoziujici specifickou detekci rekombinantniho
proteinu pomoci protilatky Anti-myc, CYCL1 - transkrip&ni terminaéni oblast genu CYCL1
Z S. cerevisiae pro terminaci transkripce genu Sh ble a pro zvy3eni stability pfislusné
MRNA, EM7 promotor — synteticky prokaryoticky promotor (umoZfuje konstitutivni
expresi genu rezistence na zeocin Sh ble v E. coli), MCS — multiklonovaci misto, pUC
ori — pocatek replikace umoznujici replikaci a zachovani plazmidu v E. coli, TEF1 -
promotor genu transkripéniho elongaéniho faktoru 1 S. cerevisiae (fidi expresi genu Sh

ble pro rezistenci P. pastoris na zeocin), 6xHis - C-koncova polyhistidinova kotva pro
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detekci rekombinantniho proteinu protilatkou Anti-His (C-term) a jeho purifikaci, Zeocin

— gen Sh ble umoznujici rezistenci na zeocinu.

Nejprve byla provedena linearizace plazmidu pPICZ A + SPBC106.04 pomoci
enzymu Sacl, po restrikci byl produkt pfecistén pres kolonky Gel Extraction kitu. Takto
linearizovany plazmid byl vnesen pomoci elektroporace do kvasinek P. pastoris X33.
Po inkubaci na YPDS agarovych plothdch se 100 pg/ml zeocinu a nasledném
pomnoZeni narostlych kolonii v tekutém YPD se zeocinem o koncentraci 100 pg /ml,
kdy bylo testovano CdCtyficet kolonii, byly hledany takové, u kterych do3lo
k mnohonasobné integraci vnaSeného Useku, pomoci YPDS ploten s koncentraci
zeocinu 1000 pg /ml. Takto bylo ziskano Sest kolonii, které byly podrobeny uréeni Mut”
a Mut® fenotypu transformantl. Tento experiment byl provadén u transformovanych
kvasinek P. pastoris X33 s konstruktem pPICZ A + SPBC106.04, jelikoz tento konstrukt
nese AOX1 promotor, ktery je indukovan jen v pfitomnosti methanolu pfidaného do
média. Experiment byl provadén na zakladé kultivace Sesti vyselektovanych
transformantd s mnohocetnou integraci genu v mensSim objemu YPD s glukosou bez
zeocinu, z Casti objemu byly zaoCkovdany MM a MD agarové plotny. Jeden
z transformantd nenarostl ani na jednom z médii, jeden z transformantd rostl na obou
médiich, byl tedy uréen jako Mut® = ,methanol utilization plus phenotyp* a zbyli
transformanti, ktefi rostli na MD médiu a slabé& i na MM médiu byli uréeni jako Mut® =
,methanol utilization slow phenotyp“. Dale bylo pracovano s transformanty Mut®, jelikoz
se jednalo o poZzadovanym genotyp.

Cast bunék byla rozbita pomoci tekutého dusiku (stfidani rychlého zmrazovani
a rozmrazovani) a vznikly extrakt byl pouZzit jako templat do PCR reakce pro ovéfeni
integrace genu AMP-deaminasy. V pfipadé vyuziti primer ohrani€ujicich ¢ast vnitfniho
useku genu SPBC106.04 byly specifické amplikony detekovany pouze u dvou vzorku
(Obr.12 A), v pfipadé vyuZziti primer ohrani€ujicich celou sekvenci daného genu, byly
taktéZz detekovany pouze dva amplikony (Obr.12 B). Proto byl pro potvrzeni a ovéreni
pritomnosti transgen pfipraven kvalitni templat pro PCR reakci, a to izolaci genomové
DNA kvasinek pomoci komeréniho kitu (Obr.13). Naslednou PCR byla potvrzena

pfitomnost genu SPBC106.04 u vSech testovanych transformantu.
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2700 bp

A e
T

Obrazek 12: Produkt amplifikace genu  SPBC106.04 po PCR reakci A. s pouZzitim
vnit Fnich primer G; B. s pouzitim primer G ohrani €ujicich celou kédujici sekvenci
genu. 1., 2. specifické amplikony genu SPBC106.04 o velikosti cca 933 bp; 3., 4.
specifické amplikony genu SPBC106.04 o velikosti cca 2700 bp; M. 1 kb DNA Ladder

(Fermentas)

1 2 3 4 5 6 M 7 8 9 10 11 12 13 14

Obrazek 13: Produkt amplifikace genu  SPBC106.04 po PCR reakci za pouZiti

vnitfnich primer . Jako templat byla pouzita genomova DNA vyizolovan &
z kvasinkovych bun &k ziskana pomoci kitu MasterPure ™ Yeast DNA Purification

Kit - Epicentre ® Biotechnologie ze vSech Sesti p Gvodné testovanych

transformant 4. 1. — 6. vzorky transformantl pGAPZ a A + SPBC106.04; 7. — 12.
vzorky transformantt pPICZ A + SPBC106.04; 13. WT P. pastoris X33; 14. pDRIVE
+ SPBC106.04 — kontrolni plazmid
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Pomoci PCR byla také testovana cDNA z transformantu, u kterych byla poté méfena
aktivita AMP-deaminasy (Obr.14). Vysledky amplifikace uUseku cDNA vybranych
transformantd s pouZzitim primert ohrani€ujicich Usek vnitfni ¢asti genu SPBC106.04
(velikost amplikonu cca 933 bp) potvrzuji expresi SPBC106.04 v hostitelském

organismu.

4—— 3000 bp

1000 bp

Obrazek 14: Produkt amplifikace genu  SPBC106.04 po PCR reakci. Jako templéat
byla pouZita cDNA ziskana z p Fepisu mMRNA vyizolované z kvasinkovych bun  ék.
Béhem reakce bylo pouzito vnit Fnich primer 4. Jako templat PCR reakce slouZila:
1. pDRIVE + SPBC106.04 — pozitivni kontrola; 2. cDNA transformanta pGAPZa A
+ SPBC106.04; 3. cDNA WT P. pastoris X33; 4. cDNA transformanta pPICZ A
+ SPBC106.04; M. 1 kb DNA Ladder (Fermentas)

Vzorek pro dalSi testovani byl vybran podle vysledki namérené relativni
specifické aktivity AMP-deaminasy z bunék kultivovanych v YNB médiu, kdy vybrany
vzorek vykazoval nejvétSi aktivitu AMP-deaminasy. U tohoto vzorku byla poté
provadéno dalsi testovani exprese AMP-deaminasy.

Néasledovalo ovéfeni exprese AMP-deaminasy Vv kvasinkach, které probihalo
paralelné s testovanim integrace genu do genomu kvasinky. Jako prvni byla testovana
kultivace vSech vyselektovanych transgennich P. pastoris v menSim objemu MMY
média, ktery byl ale pro dal3i studie nedostate¢ny. Dale byl vybran jeden zastupce
vyselektovanych transformantl, ktery byl nasledné kultivovdn znovu v MMY médiu,
s tim rozdilem, Ze bylo ke kultivaci vyuZito vétSiho objemu média. Testovani exprese
AMP-deaminasy bylo provadéno také v YPD médiu s methanolem. Postup kultivace
v YPD byl obdobny jako v pfipadé kultivace v MGY a MMY médiu a kultura byla rovnéz
péstovana ve vétSim objemu média, a to v 1,6 litrech a kontrola ve 400 ml. Kultura
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kultivovana v MMY médiu byla sklizena po 3. dni kultivace a kultury kultivované v YPD
médiu byly sklizeny po 3. a 6. dni kultivace.

Ze zamrazenych pelettd byl pomoci sklenénych kuli¢ek (nebo French pressu v pfipadé
kultury z YPD média) a rozbijeciho pufru, ktery obsahoval inhibitor proteas PMSF,
pfipraven hruby extrakt proteind a byla provedena purifikace. Po purifikaci byla
v ziskaném vzorku zméfena koncentrace proteini dle Bradfordové a po optimalizaci
nasledovalo méfeni aktivity AMP-deaminasy S. pombe v hrubém extraktu pfi 235 nm
a vizualizace overexprese AMP-deaminasy pomoci SDS-PAGE. Polyakrylamidové gely
byly nasledné obarveny stfibrem pro detekci odpovidajicich pasu (934 aminokyselin,
MW = 106 804,32 Da). Vzhledem k tomu, Ze na polyakrylamidovém gelu po SDS-
PAGE nebyl ani v pfipadé kultivace v MMY a ani vYPD médiu v porovnani
s kontrolami detekovan zadny specificky pas, ktery by mél odpovidat naSemu proteinu
(Obr.15), byl pro detekci provadén jesté imunoblotting se specifickou protilatkou na
histidinovou kotvu (Obr.16).

Obrazek 15: Polyakrylamidovy gel po SDS-PAGE barve ny stfibrem, vzorky
nanaSeny po purifikaci na Ni-NTA agarose. Kultury p  éstovany v YNB médiu,

3. den Kkultivace. 1. — 3. kontrola bez indukce methanolem; 4. — 6. pPICZ A
+ SPBC106.04 indukovan methanolem; M. PageRuler™ Unstained Protein Ladder
(Fermentas); na jamku pfipadé cca 5,45 ug proteinu celkového lyzéatu.
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Obrazek 16: Membrana a film po imunodetekci specif ickou protilatkou na

histidinovou kotvu, po 1 hodin & vyvijeni. Kultury p éstovany v YPD médiu, 3. a 6.

den kultivace. 1. pPICZ A + SPBC106.04 indukovan methanolem, 3. den kultivace;
2. WT kontrola bez indukce methanolem, 3. den kultivace; 3. pPICZ A + SPBC106.04
indukovan methanolem, 6. den kultivace; 4. WT kontrola bez indukce methanolem,
6. den kultivace; M. PageRuler™ Unstained Protein Ladder (Fermentas); M.
ColorBurst™ Electrophoresis Marker (Sigma-Aldrich). Naneseno 4,8 — 54 ug

proteinového extraktu na jamku.

Aktivita AMP-deaminasy ziskané z bunék kultivovanych ve vétSim objemu YPD
média byla nejvétSi po 6. dni kultivace. V porovnani s aktivitou ve 3. dnu byla az 2,3x
vétsi a hodnota této aktivity byla 1,98.10® kat/mg.

Po pfidavku stejné koncentrace allosterického inhibitoru GTP jako bylo mnoZstvi
substratu pfidavaného do reakce se aktivita AMP-deaminasy snizila cca 1,9x.

Dale byla testovana pripadna degradace cytokinind BAP (benzylaminopurin), IP
(isopentenyladenin) a IPR (isopentenyladenin ribosid) AMP-deaminasou, ale
odbouravani cytokinin nebylo detekovano.

Po proméfeni aktivity AMP-deaminasy ziskané z bunék kultivovanych ve vétSim
objemu YNB média po 3. dnu byla hodnota aktivity cca 2,7x vétSi neZz hodnota
naméfena u kontrolniho vzorku — WT P. pastoris X33. Relativni specifickd aktivita
AMP-deaminasy méla hodnotu 4,1.10° kat/mg.

-70-



2.3.3 AMP-deaminasa S. pombe (pGAPZa A + SPBC106.04)

Druhym konstruktem pro expresi AMP-deaminasy puvodem z S. pombe byl
vektor pGAPZa A (Obr.17) nesouci gen SPBC106.04 pod konstitutivnim promotorem.
pGAPZa je tedy expresni ,shuttle vektor umoZiujici konstitutivni expresi
rekombinantniho proteinu v P. pastoris pro integraci do genomu kvasinky homologni
rekombinaci. Exprese proteinu s C-terminalnim c-myc epitopem a histidinovou kotvou
pro purifikaci daného proteinu pomoci Ni-NTA agarosy, bude probihat do bunék
z ddvodu vyStépeni Kex2 mista, a tudiz nefunk&nosti pfitomného N-terminalniho

o—faktoru, ktery je dulezity pro sekreci rekombinantniho proteinu do kultivaniho média.

Obrazek 17: Expresni vektor pGAPZ a A. (pfevzato z Manual pGAPZ A, B, C
a pGAPZa A, B, C, Invitrogen (2008); http://www.invitrogen.com/site/us/en/home.html).
o—factor - nativni sekre¢ni signal S. cerevisiae (umoznuje efektivni sekreci vétSiny
proteind exprimovanych v P. pastoris), GAP - promotor odvozeny od genu
glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasy. Ostatni elementy tohoto vektoru jsou stejné jako
v pfipadé vektoru pPICZ A.

Vektor je dodavan ve tfech ¢€tecich ramcich usnadnujici klonovani ve &tecim rdmci

s C-histidinovou kotvou a /nebo N-koncovym sekre¢nim signalem.

Prvnim krokem byla opét linearizace plazmidu pGAPZa A + SPBC106.04
pomoci enzymu Binl, po restrikci byl produkt pfecistén pies kolonky Gel Extraction kitu.
Linearizovany plazmid byl vnesen pomoci elektroporace do kvasinek. Po pomnozZeni
narostlych kolonii (testovano Ctyficet kolonii) vtekutém YPD se zeocinem

0 koncentraci 100 pg/ml  byly hledany takové, u kterych doSlo k mnohonasobné
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integraci vnaSeného Useku, pomoci ploten s koncentraci zeocinu 1000 pg/ml. Bylo tedy
ziskéno Sest kolonii a ty byly rozpéstovany v mensim objemu YPD s glukosou bez
zeocinu. Cast bunék byla rozbita pomoci tekutého dusiku (stfidani rychlého
zmrazovani a rozmrazovani) a vznikly extrakt byl stejné jako u pPICZ A s genem
SPBC106.04 pouZit jako templat do PCR reakce pro ovéfeni integrace. PFitomnost
transgenu byla potvrzena uZzitim dvojice primertd umoznujicich amplifikaci vnitfniho
Useku genu (Obr.18 A) a i uzitim dvojice primer( ohrani€ujicich celou kodujici sekvenci
vhaSeného genu (Obr.18 B). Vzhledem k detekovanym nespecifitam béhem
amplifikace byla jako v pfedchozim pfipadé izolovana genomové DNA pomaoci
komeréniho kitu, ktera potom slouzila jako templat PCR s vnitfnimi primer (Obr.13).
Na zakladé toho byli vybrani transformanti se spravné integrovanym genem

SPBC106.04, u kterych byla potvrzena také exprese studovaného transgenu (Obr.14).

A B

3000 bp

Obrazek 18: Produkt amplifikace genu  SPBC106.04 po PCR reakci A. s pouZzitim
vnit Fnich primer G; B. s pouzitim primer G ohrani €ujicich celou kédujici sekvenci
genu. 1. specificky amplikon vnitini ¢asti genu SPBC106.04 o velikosti cca 933 bp;
2., 3. plazmidy pGAPZa A + SPBC106.04 pouZité ktransformaci kvasinek;
4. specificky amplikon kodujici sekvence genu SPBC106.04 o velikosti cca 2700 bp;
M. 1 kb DNA Ladder (Fermentas)

Stejné jako v prfedchozim pfipadé nasledovalo ovéfeni exprese AMP-
deaminasy v kvasinkach, které probihalo paralelné s testovanim integrace genu do
genomu kvasinky. Podle téchto vysledkd byl vybran jeden zastupce z Sesti
vyselektovanych transformantl a jako prvni byla testovana kultivace v 50 ml YNB
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média. Kultury byly kultivovany po dobu 6 dnu, kdy se po 1., 2., 3. a 6. dnu kultivace
odebraly alikvoty kultury v intervalech po 24 hodinach. JelikoZ bylo ziskané mnoZstvi
proteind pro dalSi studie nedostacujici nasledovala kultivace ve vétSim objemu YNB
média (1,6 litru). Jako kontrola slouzil WT P. pastoris X33 (400 ml). Kultura byla
testovana po 3. dnu kultivace. Vybrané kultura byla také testovana na pfitomnost AMP-
deaminasy po kultivaci v YPD médiu. Alikvoty se odebiraly opét po 3. a 6. dnu. Ze
zamrazenych peletdl byl pomoci sklenénych kulicek (nebo French pressu v pfipadé
YPD média) a rozbijeciho pufru s inhibitorem proteas PMSF, pfipraven hruby extrakt
proteind. V tomto hrubém extraktu byla po purifikaci obdobné jako v pfechozim pfipadé
zméfena koncentrace proteind dle Bradfordové a nasledovalo méfeni aktivity AMP-
deaminasy S. pombe v hrubém extraktu pfi 235 nm a vizualizace overexprese AMP-
deaminasy pomoci SDS-PAGE. Polyakrylamidové gely byly nasledné obarveny
stfibrem pro detekci odpovidajicich pasu (1016 aminokyselin, MW = 115236,16 Da).
Vzhledem k tomu, Ze ani v tomto pfipadé nebyl detekovan protein pfisludné velikosti
odpovidajici AMP-deaminase, jelikoZz na polyakrylamidovém gelu po SDS-PAGE nebyl
v porovnani s kontrolami detekovan zZadny specificky pas podobné jako tomu bylo
u pPICZ A + SPBC106.04, byl pro detekci studovaného enzymu provadén take
imunoblotting se specifickou protilatkou na histidinovou kotvu (Obr.19). Pomoci

imunodetekce byla potvrzena pfitomnost poZadovaného rekombinantniho proteinu.
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Obrazek 19: Membrana a film po imunodetekci specif ickou protilatkou na
histidinovou kotvu, po 1 hodin & vyvijeni. Kultury p éstovany v YPD médiu, 3. a 6.
den kultivace. 1. WT kontrola, 3. den kultivace (3,09 ug na jamku); 2. pGAPZa A
+ SPBC106.04, 3. den kultivace (3,10 pug na jamku); 3. WT kontrola, 6. den kultivace
(3,09 ug na jamku); 4. pGAPZa A + SPBC106.04, 6. den kultivace (4,54 pg na jamku);
M. PageRuler™ Unstained Protein Ladder (Fermentas); Mf. ColorBurst™
Electrophoresis Marker (Sigma-Aldrich)

Relativni specifick& aktivita AMP-deaminasy ziskané z bunék kultivovanych ve
vétsim objemu YPD média byla nejvétsi 6. dne kultivace (1,23.10® kat/mg), kdy byla
jeji aktivita 2,72x vétSi nez 3. den.

Treti den kultivace byla aktivita AMP-deaminasy 1,48x vétSi ve srovnani s hodnotou
naméfenou u WT kontroly. Po pfidani 0,066 mM inhibitoru GTP se aktivita
studovaného enzymu snizila 1,47x ve srovnani s kontrolou.

U proteinu ziskaného Sesty den doSlo po pfidavku GTP opét ke snizeni aktivity, a to
cca 2,25x, coz byla stale 7,18x vétSi aktivita ve srovnani s WT kontrolou také
inhibovanou GTP.

Dale byla stejné jako v pfedchozim pfipadé testovana pfipadna degradace cytokininu
(BAP, IP a IPR) touto AMP-deaminasou. Odbouravéani cytokinin nebylo pozorovano
ani v tomto pfipadé.

V YNB médiu byly pozorovany pouze nizké hladiny aktivity AMP-deaminasy.
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Byl také provadén experiment méfeni aktivity AMP-deaminasy proteinovych
extraktd WT kultur pouzivanych kvasinek, a to P. pastoris, S. cerevisiae a S. pombe.
Béhem experimentu bylo také testovano odbouravani tfi rlznych cytokininovych
derivata, konkrétné BAP, IP, IPR. Do reakce bylo pfidavano 74,3 pg proteinového
extraktu. Vyznamni AMP-deaminasova relativni specificka aktivita byla pfi danych
podminkach detekovana pouze v extraktu protein z P. pastoris, a to 1,48.10® kat/mg.

Pouze zde byla také pozorovana degradace testovanych cytokininu.
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2.4 DISKUSE

Derivaty purinu, nukleové baze (adenin a guanin) jsou spolu s pyrimidinovymi
bazemi (cytosinem, thyminem a uracilem) biologicky vyznamné latky, které ve spojeni
s pétiuhlikatym monosacharidem (ribosou nebo deoxyribosou) a jednim nebo vice
zbytky kyseliny fosfore¢né tvofi nukleotidy, které jsou stavebnimi kameny nukleovych
kyselin, kofaktort i jinych latek klicovych pro Zzivot. Ugastni se procesu biologickych
syntéz, bunééné komunikace a pfenosu energie.

Tato diplomova prace byla zaméfena na studium AMP-deaminasy, ktera je
jednim z klicovych enzym( regulace hladin purinovych nukleotidd. Tento enzym
konkrétné katalyzuje hydrolyzu adenosinmonofosfatu na produkty inosinmonofosfat
a amoniak. Doposud byla charakterizovdna pouze AMP-deaminasa z S. cerevisiae
a stale neni dostupna Zadna struktura tohoto proteinu (doposud byla vyfeSena pouze
struktura rostlinné dimerni AMP-deaminasy (Han et al., 2006)). Nebot je AMP-
deaminasa u eukaryot dulezitym enzymem, mohly by byt tyto znalosti posléze vyuzity
ve vyzkumu aplikovaném na vysSi eukaryota.

V dnesni dobé je spousta nové vyvijenych IéCiv syntetizovana na bazi purind.
Napf. N® substituované derivaty adeninu — cytokininy, které vykazuiji uginek v regulaci
bunécného déleni. Pfirozené rostlinné hormony cytokininy jsou obecné nespecifickymi
inhibitory ~ Zivo€iSnych  cyklin-dependentnich  kinas, klicovych enzym( kazdé
eukaryotické bunky, ve které reguluji aktivitu Fady proteind buné&ného cyklu. V fadé
lidskych nadort jsou cykliny a cyklin-dependentni kinasy abnormélné regulovany. Na
zakladé cytokinind jiz byly syntetizovany specifické inhibitory téchto regulacnich
proteind, napf. olomoucin, roskovitin nebo bohemin, které maji protinddorové ucinky
a jsou vyuzivana jako léciva proti rakoviné (Strnad, 2010).

Vzhledem k podobnosti kvasinkové a sav¢i AMP-deaminasy by bylo moZzné
ziskat zékladni data o tom, zda tento enzym ma schopnost tato Ié€iva odbouravat Ci
ne. Bylo prokdzano, Ze lidskd adenosindeaminasa (komeréné dostupnd) néktera tato
léCiva odbourava (PospiSilova et al., 2008). Tyto znalosti by mohly slouZit k pfipravé
derivatd IéCiv, které by touto skupinou enzym( degradovany nebyly.

Tato diplomova prace vychazi z vysledkl bakalarské prace z r. 2010 ,Pfiprava
plazmidovych konstruktll pro integraci AMP-deaminasy do kvasinek®, kde byly
pfipraveny tfi plazmidové konstrukty s geny AMP-deaminas pro vneseni do kvasinek
Saccharomyces cerevisiae nebo Pichia pastoris. Tyto konstrukty byly pfipraveny proto,
Ze drfivéjSi pokusy exprimovat AMP-deaminasu Vv jednodusSim prokaryotickém
expresnim systému E. coli nebyly aspésné (Rozumova, 2009). Jedna se o konstrukty

pDR197 s genem AMD1 pro kultivaci a expresi v S. cerevisiae, pGAPZa A s genem
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SPBC106.04 a pPICZ A taktéZ s genem SPBC106.04 pro kultivaci a expresi
v P. pastoris. Gen AMD1 pochéazi z S. cerevisiae, gen SPBC106.04 z S. pombe.

V prubéhu diplomové prace byla zkoumana integrace vySe zminénych genl
AMP-deaminas do uvedenych kvasinek, exprese AMP-deaminasy Vv kvasinkach
a mérfena relativni specifick4 aktivita daného proteinu v hrubém proteinovém lyzatu

kvasinek.

« pDR197 + AMD1

PouZity vektor umoZnuje expresi a pomnoZeni studovaného genu
v S. cerevisiae bez integrace do genomu kvasinky. Tento jednoduchy konstrukt byl
vytvofen jako kontrolni, jelikoz nepfiddva do otevieného ¢&teciho ramce AMP-
deaminasy Zadné pfidavné aminokyseliny, které by mohly vést ke sniZeni exprese
nebo ztraté aktivity studovaného enzymu. Exprese pozadovaného proteinu je fizena
konstitutivnim promotorem.

Spravnost vneseni tohoto konstruktu do kvasinky S. cerevisiae byla potvrzena
po transformaci TOP10 bunék E. coli extraktem z kvasinek restrikéni analyzou jejich
plazmidové DNA. Produkce AMP-deaminasy byla potvrzena méfenim relativni
specifické aktivity v hrubém extraktu proteint. Diky GTP (allosterickému inhibitoru) bylo
potvrzeno, Ze aktivita, ktera byla méfena je opravdu aktivitou AMP-deaminasy.

Tyto vysledky potvrzuji funkénost klonovani AMP-deaminasy, ktera byla jesté dfive
testovana v bakterialnim expresnim systému E. coli (Rozumové, 2009). Jelikoz by dalSi
prace stimto enzymem byla problematickd (slozitd purifikace, obtizné vneseni do
vhodného vektoru, jednd se o charakterizovany enzym), byla dalSi prace na tomto

enzymu z ¢asovych divodl prerusena.

Dale se tato prace zaméfrovala na AMP-deaminasu plvodem z S. pombe
kédované genem SPBC106.04, ktery v porovnani s genem AMD1 obsahuje dva

introny, a ktera dosud nebyla charakterizovana.

« pPICZ A+ SPBC106.04
V tomto pfipadé byl pouzit methanol-inducibilni promotor AOX1 (Obr.11), jelikoz

exprese transgenu pod konstitutivnim promotorem ¢asto zpomaluje rust bunék viivem
nadbytku toxického produktu, ktery je potom Spatné sbalen nebo rychleji odbouravan,
coz vede ke snizené koncentraci funkéniho proteinu v cytosolu.

Integrace pozadovaného Useku a exprese genu SPBC106.04 byla potvrzena
pomoci PCR. Vysledny rekombinantni protein obsahuje C-terminalni histidinovou

kotvu, pomoci které byl dany protein purifikovan uZzitim Ni-NTA agarosy. Z vysledku
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imunodetekce s protilatkou specifickou na histidinovou kotvu mdZeme usuzovat, Ze se
studovany protein v bunkéach kvasinek opravdu nachazi. 3. den kultivace byla pomoci
imunodetekce potvrzena pfitomnost proteinu predikované velikosti. Zbyvajici bandy
o nizSi velikosti jsou pravdépodobné vysledkem rozpadu pavodni struktury
studovaného proteinu vlivem proteolytického Stépeni (produkty proteolytického Stépeni
o velikosti 85 a 50 kDa). Tyto produkty Stépeni mohou nasledné vykazovat jen
¢aste€nou nebo plnou aktivitu studované AMP-deaminasy. Pro ovéfeni vysledki
imunodetekce byla tato metoda provedena ve dvou opakovanich. V prvnim pfipadé
vSak pfi pfipravé hrubého extraktu proteint nebyl do rozbijeciho pufru pfidan inhibitor
proteas PMSF a nebyl tedy detekovan Zadny band o velikosti kolem 106 kDa. Z toho
muzeme usuzovat na velice intenzivni degradaci rekombinantniho proteinu
v P. pastoris, ktera ale maze byt nezbytna pro ziskani funkéniho proteinu (Meyer et al.,
1989; Sollitti et al., 1993). Proteinovy pas o velikosti kolem 85 kDa pravdépodobné
odpovida odstépeni 193 AMK z N-terminalni oblasti proteinu a mélo by se tedy jednat
o funkéni protein. PFitomnost druhého degradaéniho produktu povaZujeme za
nezadouci proteolyzu, kde pravdépodobné vznikd neaktivni fragment enzymu.
Vzhledem k tomu, Ze vizualizace probih& na zékladé pfitomnosti histidinové kotvy na
C-konci rekombinantni AMP-deaminasy, mizZeme fici, Ze k proteolyze dochazi pouze
na N-konci proteinu.

Béhem méfeni relativni specifické aktivity bylo testovano i odbouravéani
cytokinind, jelikoZ bylo zjisténo, Ze proteinovy extrakt S. pombe ma schopnost tyto latky
degradovat (Guern et al., 1972). lkdyZz jsou cytokininy purinové derivaty, nebyla
pozorovana jejich degradace.

V pfipadé méFeni aktivity AMP-deaminasy izolované z bunék kultivovanych v MMY
médiu byla aktivita méfena pouze po 3. dni kultivace, z toho divodu je uvedena
hodnota aktivity niz8i. Pokud by byla aktivita méfena aZz po 6. dni Kkultivace
pfedpokladame, Ze by byla na Udrovni srovnatelné s aktivitou ziskanou z bunék
kultivovanych v YPD médiu, a proto nebyl z ¢asovych divodl tento experiment
proveden. V komplexnim YPD médiu kultura kvasinek Iépe a rychleji roste, rychleji také
metabolizuje a produkce proteinu je tak vétSi. Nevyhodou minimalniho YNB média je
to, Ze ma pro kvasinku omezené zdroje, tudiz kvasinky produkuji mensi mnoZstvi
proteinu, ale na druhou stranu by toto médium mélo usnadnit pfipadnou purifikaci
vzhledem k menSimu mnozstvi celkovych proteind. V naSem pfipadé byla ovSem

pozorovéana silna kopurifikace velkého mnoZzstvi dalSich proteini na Ni-NTA agarose.
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* pGAPZa A+ SPBC106.04

V tomto pfipadé je exprese AMP-deaminasy fizena konstitutivnim promotorem

GAP (Obr.17). Vysledny rekombinantni protein obsahuje C-termindlni histidinovou
kotvu, kterd by méla slouzit pro purifikaci daného proteinu pomoci Ni-NTA agarosy jako
v pfedchozim pfipadé a N-terminalni a-faktor.

Po provedeni imunodetekce s protilatkou specifickou na histidinovou kotvu
muzeme porovnanim nitrocelulosové membrany obarvené amidocerni s vyvolanym
filmem usuzovat, Ze se studovany protein v bufikdch kvasinek nachazi. Velikost bandu
odpovida cca 115 kDa, coz by vtomto pfipadé méla byt velikost ndmi hledaného
proteinu. Zbyvajici bandy o niZSi velikosti jsou vysledkem degradace studovaného
proteinu. Pro ovéfeni vysledkd imunodetekce byla tato metoda provedena opét ve
dvou opakovanich. Zajimavé je, Ze nedochdazi k tak intenzivni degradaci na N-konci
a-faktoru na N-konci. JelikoZz asi 50% ziskaného rekombinantniho proteinu neni
Stépeno vibec a vzhledem ktomu, Ze zméfend aktivita tohoto rekombinantniho
proteinu je 2,5x menSi nez v pfedchozim pfipadé, midzeme podpofit Udaje ziskané
drive (Meyer et al., 1989), Ze proteolyza urcitého po¢tu AMK na N-konci zvySuje
stabilitu tohoto enzymu.

Relativni specificka aktivita byla stanovena pouze pro kulturu v YPD médiu
vzhledem k nizkym aktivitam detekovanym po kultivaci v YNB médiu. Nizka AMP-
deaminasova aktivita béhem kultivace v YNB médiu mize byt zapfi€inéna nizSim
mnozstvim proteinl, které pravdépodobné maji schopnost stabilizovat rekombinantni
AMP-deaminasu v zavislosti na koncentraci celkovych proteind v burice, ktera je
béhem kultivace v YPD médiu vy3Si. BEhem mérfeni aktivity a studia odbouravani
cytokinind byly vysledky obdobné jako u predchoziho pfipadu - zadna degradace
cytokinind pozorovana nebyla.

Kvali ovéreni, Ze studovany protein, i pfes poruSeni Kex2 mista potfebného pro
sekreci proteinu do kultivaéniho média, neni opravdu do média uvolfiovan, bylo
u tohoto konstruktu testovana aktivita AMP-deaminasy v kultivaénim médiu. Ziskané
médium bylo vzdy zahu3téno ve specialnich falkonkach s filtry asi 25x. Aktivita AMP-

deaminasy v Zzadném z médii namérena nebyla.

Zavérem orientacniho experimentu méfeni aktivity AMP-deaminasy u WT kultur
pouzivanych kvasinek bylo, Ze vyznamna aktivita byla detekovdna pouze u extraktu
proteind z P. pastoris, a také zde byla pozorovana degradace cytokinind BAP, IP
a IPR. Z ¢asovych duvodl nebyla tato degradace blize prozkoumana, ale je mozné, ze

se na ni podili jiné enzymy nez AMP-deaminasa. Takovéto degradace cytokinind
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extrakty kvasinek jiz byly pozorovany dfive (Guern et al., 1972). Za enzym zodpovédny
za degradaci cytokininG kvasinkami nebo savci byly oznaceny pravé adenindeaminasy
podilejici se na pfeméné adeninu (Guern et al.,, 1972) a AMP-deaminasy (Dorée
& Terrine, 1972).
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3. ZAVER

Byla zpracovéana literarni reSerSe na téma rekombinantni proteiny a jejich
exprese v dostupnych hostitelich. Déle jsou v prvni ¢asti této prace popisovany obecné
vlastnosti, které maji kvasinky jako nej¢astéji vyuZivané expresni systémy se
zaméfenim na P. pastoris, S. cerevisiae a S. pombe. V neposledni fadé byla také ¢ast
reSerSe vénovana kvasinkové AMP-deaminase, kterd byla také studovana
v experimentalni ¢asti této prace.

Tato diplomova prace navazuje na mou bakalarskou praci (Kajnarova, 2010),
béhem niz byly pfipraveny tfi konstrukty umoznujici expresi gend AMP-deaminasy
v kvasinkach, které byly vyuZity b&hem experimentélni ¢asti této prace. Konkrétné se
jedna o konstrukty pDR197 s genem AMDL1 (plvodem z S. cerevisiae), ktery umoznuje
expresi tohoto proteinu v S. cerevisiae a konstrukty pPICZ A + SPBC106.04 a pGAPZa
A + SPBC106.04, které nesou gen pro AMP-deaminasu plvodem z S. pombe
a umoznuji expresi proteinu v P. pastoris. U konstruktll pDR197 + AMD1 a pGAPZa A
+ SPBC106.04 jsou geny exprimovany pod konstitutivnimi promotory ve srovnani
s konstruktem pPICZ A + SPBC106.04, kde je gen exprimovan pod methanol
inducibilnim promotorem. U konstruktu pGAPZa A + SPBC106.04 se nachazi a-faktor,
ktery by mél za normalnich okolnosti umoznovat sekreci proteinu do kultivaéniho
média. AvSak béhem zaklonovavani genu do vektoru pGAPZa A doSlo k vystépeni
Kex2 mista, které je jednim z dllezitych aspektld pro spravnou funkénost sekrecni
drahy proteind, tudiz nemohla byt tato vyhodnd vlastnost vyuZita.
U konstruktd s vektory pDR197 a pPICZ A protein zustava v burikach. Vektory
pGAPZa A a pPICZ A vnaseji do rekombinantniho proteinu histidinovou kotvu, které by
méla umoZzhovat snadnou a rychlou purifikaci poZadovaného proteinu, pDR197
nevnasSi do AMP-deaminasy zadny aditivni Usek. U konstruktd pGAPZa A
+ SPBC106.04 a pPICZ A + SPBC106.04 dochazi ke stabilni integraci expresni kazety
do genomu P. pastoris, zatimco u pDR197 + AMDL1 probiha exprese AMP-deaminasy
v S. cerevisiae bez pfedchozi integrace do genomové DNA, jelikoZ je tento konstrukt
vhesen do kvasinky ve formé plazmidu.

Cilem diplomové prace bylo zaklonovat pfipravené konstrukty do odpovidajicich
kvasinek, oveéfit expresi gent pro AMP-deaminasu a detekovat aktivitu AMP-
deaminasy pochazejici z S. cerevisiae a S. pombe v kvasinkach.

V lyzatu bunék byla opravdu detekovana nami vndSena deaminasa, v pfipadé AMP-
deaminasy pavodem z S.cerevisiae byla naméfena aktivita nejvétSi 4. den kultivace
v YNB médiu. Potvrzeni, Ze se jedna o nadexprimovanou AMD1 bylo podpofeno také

specifickym snizenim aktivity AMP-deaminasy po pfidavku inhibitoru v porovnani
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s WT kontrolami. Tyto vysledky potvrzuji funkénost AMP-deaminasy, ktera byla dfive
neuspésné testovana v bakteridlnim expresnim systému E. coli. JelikoZ by dalSi prace
s timto enzymem byla problematickd (slozita purifikace, obtizné vneseni do vhodného
vektoru, jedna se o charakterizovany enzym), byla dalSi prace na tomto enzymu
z ¢asovych divodu prerusena.

Dale byla béhem experimentd zkouméana AMP-deaminasa plvodem
Zz S. pombe, kterd dosud nebyla charakterizovana, a ktera se na genové arovni znaéné
li5i od AMD1. Béhem diplomové prace byly do P. pastoris vneseny dva rizné useky
plazmidové DNA obsahujici gen SPBC106.04. Nejvétsi aktivity byly detekovany
z testovanych variant vzorka kultivovanych v YPD médiu z 6. dne. K potvrzeni exprese
AMP-deaminasy plUvodem z S. pombe pfispéla zejména metoda imunodetekce se
specifickou protilatkou na histidinovou kotvu, kterou obé varianty integrovanych usek
nesly.

U testovanych proteint nebyla potvrzena degradace cytokinint BAP, IP a IPR,
ktera byla pozorovana dfive v hrubém extraktu S. pombe (Guern et al., 1972) a bylo
prokazano, Ze neni zpusobena adenindeaminasou (PospiSilova et al, 2008). Proto byla
orientané testovana a nasledné i potvrzena degradace cytokinind, ale pouze
v pfitomnosti extraktu P. pastoris. Tato degradace nebyla z asovych davodu blize
studovana. Béhem experimentu, kdy byla testovana aktivita studovaného proteinu
v proteinovém extraktu WT kultur, bylo zjisténo, Ze nejvétsi aktivita byla detekovana
u WT P. pastoris, kter& byla srovnatelnd s nadexprimovanymi a Céastecné
purifikovanymi AMP-deaminasami. Vzhledem k témto okolnostem by pro dalSi studium
AMP-deaminas byla pravdépodobné nejvhodnéjSi deaminasa z P. pastoris, ktera
neobsahuje introny, a kterd by mohla byt produkovana v pfirozené formé v expresnim

systému P. pastoris.
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Seznam pouzitych zkratek:
AMD, AMPD AMP-deaminasa

AMK aminokyseliny

amn gen pro AMP-nukleosidasu

AMP adenosine-5-monofosféat (sodna sul)
AOX alkoholoxidasa

ATP adenosin-5-trifosfat (hydrat disodné soli)
BAP benzylaminopurin

BSA hovézi sérovy albumin

cDNA/ gDNA komplementarni DNA k RNA/ genomova DNA
dATP deoxyadenosinmonofosfat

DMSO dimethylsulfoxid

EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova
EMEA European Medicines Agency

EPO erytropoetin

ER endoplazmatickém retikulum

FDA Food and Drug Agency

GAP glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasa
GTP guanosin-5-trifosfat (hydrat disodné soli)
IMP inosine-5"-monofosfat (disodna sul)

IP isopentenyladenin

IPR isopentenyladenin ribosid

Kex2 endoproteasa rozpoznavajici dipeptidy
LB Luria Bertani Broth Hight salt médium
MOPS 3-(N-morpholino) propansulfonova kyselina
MPA mykofenolova kyselina

PCR polymerazova fetézova reakce

P; anorganicky fosfat

PMSF phenylmethansulfonylfluorid

RNA ribonukleova kyselina

TBS Tris-Buffered Saline

TBST Tris-Buffered Saline s Tween 20
TEMED tetraethylmethylendiamid

YNB Yeast nitrogen base médium

YPD Yeast Extrakt Peptone Dextrose médium
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