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Cile prace

0 Vypracovani literarni reSerSe na téma charakteristika enzymu polyaminoxidasy

se zaméfenim na rostlinnou polyaminoxidasu a polyaminoxidasu z kukufice.

o Priprava konstruktu pro zkracenou variantu kukufiéné polyaminoxidasy.

0 Geneticka transformace kvasinek Pichia pastoris X33 konstruktem pro mPAO a

konstruktem pro zkracenou formu enzymu.

o0 Meéreni aktivity rekombinantnich enzymi mPAQO a zkracené formy mPAO.

o Ovéfeni pfitomnosti rekombinantniho enzymu zkracené mPAO technikou

Western blot.



1 Teoretickd ¢ast

1.1 Polyaminy

Polyaminy jsou organické polykationty s malou molekulovou hmotnosti, které
obsahuji 2 a vice primarnich aminoskupin. Vyskytuji se ve vSech Zivych organismech a

jsou zapojeny do mnoha biologickych procest (Takahashi & Kakehi, 2010).

NejbéZnéji se vyskytujicimi polyaminy jsou diamin putrescin, triamin spermidin a
tetraamin spermin (Niitsu & Samejima, 1993). Jde o malé alifatické aminy, které se
vyskytuji jak v prokaryotickych, tak eukaryotickych burikdch (Wallace et al., 2003).
Koncentrace putrescinu a spermidinu je obvykle vys3i nez koncentrace sperminu, ktery
se vyskytuje v nizSim ¢€i pouze stopovém mnoZstvi (Torrigiani et al., 1995). DalSimi
vyznamnymi zastupci jsou diaminy kadeverin a propan-1,3-diamin, které se vyskytuji
v rostlinach a mikroorganismech (Niitsu & Samejima, 1993). Nékteré malo bézné
polyaminy, jako je norspermidin, homospermidin, norspermin, homospermin ¢i
thermospermin se hojné vyskytuji v extrémné termofilni bakterii Thermus thermophilus
a miZeme je téZ najit v bakteriich, fasach, houbach, vyssSich rostlinach a u zivocich(
(Cohen, 1998).

Polyaminy pfi fyziologickém pH vystupuji jako polykationty, proto se muazou
pevné vazat na negativni naboje nékterych bunélnych slozek (nukleové kyseliny,
proteiny, kyselé fosfolipidy) (Cohen, 1998). V rostlinnych burikdch se mdzou polyaminy
konjugovat pfes amidovou vazbu za vzniku hydroxycinnamickych kyselin a slouZzit jako

prekurzory pro nékteré sekundarni metabolity, napf. nikotin (Martin-Tanguy, 1997).

Polyaminy hraji dilezitou roli pfi stabilizaci DNA a RNA, syntéze protein(,
stabilizaci membran, modulaci iontovych kanélkd a ochrané proti kyslikovym radikalm.
Jsou podstatné pro buné&nou homeostazu, bunécny rist a tumorogenezi (Wallace et
al., 2003). Rostlinné polyaminy jsou také zapojeny do ruznych procesu souvisejicich
s bunécnym rastem a diferenciaci (bunécné proliferace a diferenciace, morfogeneze,
dormance a kliceni semen, indukce kveteni a vyvoj kvétu, rlst a zrani plodq,
embryogeneze, senescence) (Kumar et al., 1997). Ve wvySSich rostlinach jsou
polyaminy zapojeny do reakci na rizné typy biotického a abiotického stresu (napf.
nedostatek drasliku, osmoticky Sok, sucho) a do interakci mezi rostlinnymi patogeny

(Bouchereau et al., 1999).
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Oxidace polyamint (putrescin, kadeverin) na primarni aminoskupiné je
katalyzovana aminoxidasami s obsahem médi. Produkty této reakce jsou pfislusné
aminoaldehydy, amoniak a peroxid vodiku. Oxidace polyamind (spermin, spermidin) na
sekundéarni aminoskupiné je katalyzovana polyaminoxidasami obsahujicimi FAD jako
kofaktor, pfiemz vznikaji pfislusné aminoaldehydy, propan-1,3-diamin a peroxid
vodiku (Tavladoraki et al., 1998).

Intracelularni polyaminy jsou regulovany rznymi homeostatickymi procesy, jako
biosyntéza polyamind, jejich katabolismus a transport pfes bunéCnou membranu
(Wallace et al., 2003).

1.1.1 Biosyntéza polyamin

Polyaminy jsou syntetizovany z argininu a ornithinu za pfitomnosti
arginindekarboxylasy a ornithindekarboxylasy. Meziprodukt agmatin, ktery je
syntetizovan z argininu, je pfeménén na putrescin a ten dale na spermin &i spermidin
postupnym pfenesenim aminopropylovych skupin z dekarboxylovaného
S-adenosylmethioninu za katalyzy specifickymi synthasami sperminu a spermidinu.
Aminopropylové skupiny pochazi z methioninu, ktery je nejdfivé pfeménén na
S-adenosylmethionin a poté dekarboxylovan Vv reakci katalyzované
S-adenosylmethionindekarboxylasou. Dekarboxylovany S-adenosylmethionin slouzi
jako aminopropylovy donor. S-adenosylmethionin je spoleénym prekursorem pro oba
polyaminy a ethylen, pfiemz biosyntézy téchto polyamind jsou shodné regulovany

S-adenosylmethionindekarboxylasou ,Obr. 1* (Kaur-Sawhney et al., 2003).

-11 -
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1.2 Diaminoxidasa (DAO, E.C. 1. 4. 3.6.)

Diaminoxidasa je enzym obsahujici méd. Byla purifikovana a charakterizovana u
jednodéloznych i dvoudéloznych rostlin, nejvice se vSak vyskytuje u rostlin Celedi
Leguminosae (bobovité), kde také vykazuje pomérné vysokou enzymovou aktivitu
(Angelini et al., 1995). Diaminoxidasa katalyzuje oxidaci polyamini na primarni
aminoskupiné za vzniku pfislusnych aminoaldehydd, amoniaku a peroxidu vodiku
(Tavladoraki et al., 1998).

1.3 Polyaminoxidasa (PAO, E.C. 1. 5. 3. -)

Polyaminoxidasa je enzym obsahujici flavinadenindinukleotid (FAD) jako
kofaktor. Katalyzuje oxidaci polyamind na jejich sekundarni aminoskuping.
Polyaminonoxidasy délime na zakladé jejich biochemickych vlastnosti, metabolickych

produktu, fyziologickych funkci a plvodu (Tavladoraki et al., 1998).

Reakéni produkty oxidativni deaminace zavisi na zdroji enzymu (Sebela et al.,
2001). Zivogisna polyaminoxidasa katalyzuje oxidaci sperminu, spermidinu, nebo jejich
acetylderivatl za vzniku pfislusného aminoaldehydu, spermidinu nebo putrescinu a
peroxidu vodiku a uc€astni se tedy zpétné pfemény polyamind. Naproti tomu rostlinna a
bakterialni polyaminoxidasa katalyzuje oxidaci sperminu a spermidinu, pfi¢emzZ vznika
prislusny aminoaldehyd, propan-1,3-diamin a peroxid vodiku, je proto zapojena do
kone¢ného katabolismu polyamint (Tavladoraki et al., 2006). V pfipadé reakce
katalyzované rostlinnou polyaminoxidasou dochazi ke spontanni cyklizaci vzniklych
aminoaldehydd na 1-pyrrolin a 1,5-diazabicyklo[4.3.0]nonan ,Obr. 2 (b)* (Sebela et al.,
2001). Rostlinna a bakterialni PAO katalyzuje oxidaci uhliku na vnitfni strané N*-dusiku
sperminu a spermidinu. Zivogisna PAO katalyzuje oxidaci uhliku na vnéjsi strané N*-
dusiku acetylderivatd sperminu a spermidinu (Tavladoraki et al., 2006). Pfes tyto
rozdily maji rostlinné, bakterialni i Zivo¢isné PAO v podstaté identické molekulové
vlastnosti (Binda et al., 1999).

Celkovou reakci katalyzovanou polyaminoxidasou lze rozdélit na reduktivni a
oxidativni ¢ast. V reduktivni ¢asti je redukovan flavin pfi oxidaci polyamind, v oxidativni
Casti je redukovany flavin reoxidovan molekulovym kyslikem za uvolnéni peroxidu
vodiku. Hydrolyzou nestalé iminoslouceniny vzniknou kone¢né produkty reakce
,0br. 2 (2)* (Binda et al., 1999).
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Obrazek 2 Substraty PAO. (a) Schéma oxidace spermidinu katalyzované kukufi¢nou
PAO. (b) Oxidace sperminu a spermidinu s reakénimi produkty. Pismena A a B znaci
misto ataku enzymu u Zivocisné (A) a rostlinné ¢i bakterialni (B) PAO (Binda et al.,
1999).
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1.3.1 Rostlinn& polyaminoxidasa

Rostlinna PAO se vyskytuje pfevazné v bunécné sténé jednodéloznych rostlin
(Tavladoraki et al., 1998). PAO byla izolovdna zejména z rostlin Celedi Gramineae
(lipnicovité). PFitomnost enzymu byla prokazana v ovsu (Avena sativa), kukufici (Zea
mays), jeémenu (Hordeum vulgare), pSenici (Tritium aestivum) a Zitu (Secale cereale).
Jediné 2 jednodélozné rostliny, ve kterych byla prokazana pfitomnost PAO a nepatfi do
Celedi Gramineae, jsou vodni hyacint (Eichhornia crassipes) a lilie (Lilium longiflorum).
Z dvoudé&loznych rostlin se PAO zfejmé nachazi ve vojtésce (Medicago sativa) (Sebela
et al., 2001).

Vysoké specifickd aktivita PAO byla naméfena v extracelularnich tekutinach
kukuficnych mezokotyld a u enzymu z priméarnich listl ovsa. Aktivita PAO je velmi
nizk4 u odpocivajicich semen a muze byt detekovdna az po zapoceti kliceni. V
prab&hu riistu se enzymova aktivita PAO ve vyhonku souvisle zvySuje (Sebela et al.,
2001).

Rostlinnd PAO katalyzuje oxidaci sperminu a spermidinu na 4-aminobutanal
(cyklizace za vzniku 1-pyrrolinu) nebo 1-(3-aminopropyl)-4-aminobutanal (cyklizace za
vzniku 1,5-diazabicyklo[4.3.0]nonanu), propan-1,3-diamin a peroxid vodiku. Produkce
H,O, v bunétné sténé je moznym prostfednikem rdznych fyziologickych procesu jako
je programovana bunécna smrt, lignifikace, ztuzovani bunécné stény nebo bunééna

ochrana (Tavladoraki et al., 1998).

Hodnoty isoelektrickych bodl (pl) rostlinnych PAO spadaji do kyselé oblasti.
PAO dava typické absorpéni spektrum oxidovaného flavoproteinu s absorp&nimi
maximy 280, 380 a 450-460 nm. Cista PAO mé diky pfitomnosti FAD Zlutou barvu
(Sebela et al., 2001).

1.3.1.1Kinetické vlastnosti rostlinné polyaminoxid asy

Hodnota Michaelisovy konstanty (K.,) rostlinnych PAO se pohybuje v rozmezi
10®° - 10°® M. pH optimum pro oxidaci substrati je u rznych druht PAO rozdilné, ve
vétSiné pfipadu se vSak pohybuje v rozsahu 5,5 - 6,8. Vyjimkou je PAO z je€mene, jejiz

pH optimum je 4,8 pro spermin a 8,0 pro spermidin (Sebela et al., 2001).

-15-



Rostlinné PAO jsou obvykle rovnomérné aktivni se sperminem i spermidinem.
Jedinou vyjimkou je opét PAO zjeCmene, kter4 oxiduje spermin 14krat rychleji nez
spermidin (Sebela et al., 2001).

Specifickd aktivita purifikovaného proteinu z ceredlii obvykle dosahuje hodnot
100 - 1500 nkat/mg. Izolovany enzym zUstavéa stabilni bez vyznamnéjSi ztraty aktivity i
n&kolik tydnh, pfi uchovavani pfi teploté 4 °C nebo zmrazené na -15 °C (Sebela et al.,
2001).

U jeémene a ovsu byla prokazana ztrata enzymové aktivity PAO v pribéhu
degradace polyaminu. Inhibice je zplsobena aminoaldehydy produkovanymi v prabéhu
reakce (Sebela et al., 2001). PAO z vodniho hyacintu je kompetitivng inhibovana
oktamethylendiaminem (K; ~ 10® M) (Yanagisawa et al., 1987), PAO z lilie zase
hexamethylendiaminem (K; ~ 10° M) (Yanagisawa et al., 1996). Analogy sperminu a
spermidinu, vzniklé zkracenim &i prodlouZzenim tetramethylenového fetézce, zpusobuji
kompetitivni inhibici oxidace polyamint u PAO z jeémene a ovsu (K; ~ 10° - 10* M).
PAO zovsu je také inhibovana fungicidem guazatin (K; ~ 10® M), ktery obsahuje
guanidinové  skupiny. Inhibitory PAO  zjeCmenu  jsou methylglyoxal-
bis(guanylhydrazon), semikarbazid a 3-hydroxyethylhydrazin. PAO z ceredlii a vodniho
hyacintu jsou inhibovany quinacrinem diky pfitomnosti kofaktoru FAD (Sebela et al.,
2001).

1.3.1.2Kuku Ffiénd polyaminoxidasa (maize polyamine oxidase - mPAO,
E.C.1.5.3.14)

Kukufiéna PAO je monomericky glykoprotein, ktery obsahuje 1 molekulu FAD a
2,5 % cukru, pfevazné arabinosy (Tavladoraki et al., 1998). Vyskytuje se prevazné
v apoplastu (Sebela et al., 2001). Enzym je lokalizovan v bunégnych sténach

semenacku kukufice (ve vyhoncich a kofenech) (Augeri et al., 1990).

mPAO je vibec prvni PAO, u které byla zjisténa kompletni aminokyselinova
sekvence. Nukleotidova sekvence cDNA kukuficné PAO je dlouha 1737 bp
(Tavladoraki et al., 1998). Pro mPAO existuji 3 kopie genu pro produkci identickych

sekre€nich proteint (Cervelli et al., 2000).

Kukuficna PAO Kkatalyzuje mimo spermin a spermidin i nékteré jejich
acetylderivaty, konkrétné N'-acetylspermidin, N'-acetylspermin a N®-acetylspermidin
pfi stejném pH optimu 6,5. Enzym je vSak v prub&hu reakce rychle inaktivovan

(Federico et al., 1996). pH optimum pro stabilizaci nativniho enzymu je 5,0 (Federico et
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al., 1990). mPAO je vzdy pouze ¢asteCné oxidovana i za striktné aerobnich podminek,
koncentrace kysliku by mohla byt vyznamnym rychlost uréujicim faktorem v in vivo
prostiedi (Bellelli et al., 1997).

Produkty oxidace polyamint, 4-aminobutanal a 1-(3-aminopropyl)-4-
aminobutanal, vystupuji jako kompetitivni inhibitory mPAO (K; ~ 10 M) (Federico et al.,
1990). Aminoaldehyd vznikly oxidaci N'-acetylsperminu je také kompetitivnim
inhibitorem tohoto enzymu (K; ~ 10° M) (Federico et al., 1996).

1.3.1.2.1 Ultrastrukturalni lokalizace PAO vr uGznych organech semena €ku

kuku Fice

mPAO se vyskytuje pouze v burikach se sekundarni bunécnou sténou, zvlasté
pak v endodermalnich burikach primarnich a laterarnich kofenud. Je také pfitomna v
sekundéarnich bunécénych sténach xylemovych bunék, pfi sekundarnim tloustnuti
zralych bunék a u diferencujicich se vaskularnich bunék zapojenych do depozice
sekundéarni bunécéné stény. V mezokotylu se mPAO vyskytuje v sekundéarnich sténach
velkych cév a vaskularnim parenchymu. mPAO nenajdeme vibec v mezibuné&énych
prostorach a v primarni bunécné sténé a jen zfidka v epidermalnich bunécnych
sténach (Angelini et al., 1995).

1.3.1.2.2 Krystalova struktura kuku Fiéné polyaminoxidasy

PAO ze semenackl kukufice je jedinou PAO, jejiz trojrozmérna struktura byla
vyfeSena ,Obr. 3“. Kukufi¢na polyaminoxidasa se sklada ze 13 a helixti a 19 B viaken,
které formuji 2 domény. Doména vazajici FAD je tvofena 3 fragmenty, jejichZ hlavnimi
strukturnimi prvky jsou centralni paralelni B list lemovany B zahybem a 3 a helixy.
Doména vazajici substrat se sklada ze 2 fragmentu, obsahuje Sestividkenny smiSeny 3
list lemovany 5 a helixy. Tyto 2 domény vymezuji katalyticky U-tunel na jejich rozhrani
,0br. 3“ (Binda et al., 1999).

Prosteticka skupina FAD je na protein vdzana nekovalentni vazbou a je uloZena
hluboko v jeho struktufe, na rozhrani obou domén. Vyznamnymi atomy FAD jsou Cb5a,

N5 a C4a, které obklopuji aktivni centrum enzymu (Binda et al., 1999).

Aktivni centrum mPAO sestava z katalytického tunelu tvaru ,U“, ktery prochazi
skrz proteinovou strukturu na rozhrani mezi doménou vazajici FAD a doménou vazajici

substrat. Tunel je dlouhy 30 A. Sitka tunelu je po celé délce téméF konstantni,
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s pramérem 3,8-4,3 A. Dlsledkem ,U* tvaru tunelu jsou 2 vstupy na stejné strané
povrchu proteinu, které jsou od sebe vzéjemné vzdalené 16 A. Mezi chemickym
sloZzenim 2 ramen katalytického tunelu je zfetelny rozdil. Pravé rameno je lemovano
pfevazné aromatickymi zbytky. Jeho vstup pfipomina nélevku, na jejimz okraji jsou
pfitomné kyselé postranni fetézce (prstenec z Asp a Glu). Povrch levého ramene je
tvofen hlavné atomy kysliku a liSi se také svym uUzkym vstupem. Dusledkem této
asymetrie je, Ze substrat muze byt pfijat do vazebného mista vzdy pouze za pouziti
jednoho ze vstupl. Pro vstup polyaminového substratu do tunelu je vyhodnéjsi pravé

rameno tunelu, jehoZ vstup je obklopen Asp a Glu (Binda et al., 1999).

Obrazek 3 Struktura kukufiéné polyaminoxidasy. Zluté je zvyraznén kofaktor FAD a

Cervené katalyticky tunel tvaru ,U* (Binda et al., 2002)
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1.3.1.2.3 Zpusob vazani substrdtu do aktivniho mista  kuku Fiéné

polyaminoxidasy

ZplUsob véazéani substratu do aktivniho mista enzymu byl zkouman pomoci
analogu substratu  N,N-bis(2,3-butadienyl)-1,4-butandiamin  (MDL72527), ktery
zpUsobuje kompetitivni inhibici kukuficné PAO. MDL72527 se vaze do centralni Casti
katalytického tunelu, kde zisk& konformaci, jez odpovida tvaru tunelu ,Obr. 4“.
Navazani ligandu nezpusobuje Zadné vyznamné konformaéni zmeény enzymu.
Navazany inhibitor tvofi vodikové muistky a van der Waalsovy interakce s atomy
okolnich protein( a interaguje s FAD. Polovina atom( uhliku inhibitoru je lokalizovana
v blizkosti atomu kysliku enzymu, vznikaji tzv. CH-O vodikové vazby. Molekula vody,
vazana vodikovym muastkem s N5 atomem flavinu, ma dobrou pozici k tomu, aby mohla
hydrolyzovat iminoslou¢eninu za Ucelem tvorby kone&nych produktl oxidace

polyamind - aldehydu (Binda et al., 1999).

Inhibitor MDL72527 se liSi od sperminu pouze absenci primarni aminoskupiny.
Ztoho lze soudit, Ze primarni aminoskupina substratu je striktné vyZadovana
enzymem, aby mohlo dojit ke katalyzované oxidaci substratu. Primarni atomy dusiku
sperminu maji pozitivhi naboj, ktery ovliviiuje hodnoty pK, sekundarnich aminoskupin
(Binda et al., 1999).

-19 -



Phe403 j@ . I’(vr Tyr298
a
N

8: 29 HO

G;y438/]\
.29 34
0----28 .20 N 3.0 e NH
YO 29 10 2.8 (0]
Glu17 - Y
1 Tyr169
y o 12 y
" 0 13

Ser40«ﬁ>= ‘Glu62 OY
14
Glu170 L

Y o
gl ¥h9171
Asp117
Glu124
Asp194
Asp195

Glu121
Glu120

Obrazek 4 Schéma katalytického U-tunelu s navazanym inhibitorem MDL72527

Vodikové muistky mezi sekundarnimi aminoskupinami inhibitoru a proteinem jsou
znaceny preruSovanymi ¢arami a CH-O vodikové vazby teCkované. Vzdalenost mezi

C8 atomem inhibitoru a N5 atomem flavinu je 3,8 A. V3echny vzdalenosti jsou
v angstrémech (A) (Binda et al., 1999)
1.3.1.2.4 Zkracenéa forma kuku Fiéné polyaminoxidasy

Zkracena mPAO je genova forma vznikla z alternativniho sestfihu, jejiz funkce
neni dosud zndma. Jeji existence byla potvrzena na arovni mRNA. Velikost kddujici

sekvence je 1191 bp
1.3.1.2.5 Srovnani kuku Fiéné polyaminoxidasy a jeji zkracené formy
Velikost kédujici sekvence mPAO je 1501 bp, u zkracené formy je asi o 300 bp

kratSi (1191 bp). Proteinova sekvence mPAO ma 500 aminokyselin, zkracend mPAO

jen 396. Krat3i forma je zkracena v oblasti Phe77 - Asnl180, tato oblast zasahuje
CasteCné do nalevkovitého otvoru katalytického U-tunelu (aktivniho centra enzymu)
1999). V dané oblasti se vyskytuji

kterym vstupuje do tunelu substrat (Binda et al
nékteré aminokyseliny dulezité pro katalytickou funkci enzymu - GIlu90, Aspl45
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Glul48, Glul49 a Glul52 ,Obr. 5 proto je pravdépodobné, Ze katalyticka funkce

zkracené formy mPAO, kterd je o tuto oblast ochuzena, bude negativné ovlivnéna.

MSE33PSPFLL ATAALLL AL SL AQHGSLAAT VPR IVAFIS F IS AAKFL IEAFITDLL
ILEATTH I >>RFMHET N &> INVEL FARIAE UH FFEMRF ITF ITHSTLELENFESD PO
S0HTEED FEFYDEDYUQER IEL AD SUVEEMGERL 5 ATLHAS GEDDME IL AMOELHEH QPN
P ATPFUDMATD YT KFDTEF AEFPEREUT SLONT VR L AT 50 FEDDUY F 2D QRGYE A0
AFQTLETDDES E IVIFEREL QLHEVRE IKY S VT VET EDH 3UES ADUMA S ASL CULY
SDL IQFEPELPTTIKVRA IO FDMAUVYTHE IFLETPREI TP E CEKFREFTLY A5 SER.GE U]
QEFEEQYPDANVLLUTUTOEESER IEQQIDEQTEAE IMOVLEEMIP GEDVPDATD ILVPE
TMEDERFYEGET PENWPU-URREYEYD QLEAPVRUY FT GEHT SEHYHEYUVHEATL S - ID S A

IL INC AN EEMCEYHQEEYD

Obrazek 5 Porovnani proteinové sekvence mPAO a jeji zkracené formy. Zluté je
zvyraznéna oblast, o kterou je zkracena forma mPAO ochuzena. Cervené jsou

oznaceny aminokyseliny dulezité pro funkci enzymu.

1.4 Hostitelsky organismus pro expresi polyaminoxid asy a zkracené

polyaminoxidasy

Vybér vhodného kmenu ,Tab. 1“ ma velky vyznam pro uspéSnou expresi daného
proteinu. Je tfeba, aby biochemické prostiedi hostitelské buriky bylo dostate¢né
kompatibilni a aby byla schopna zpracovat a translatovat transkripty RNA a modifikovat

a udrZovat translatovany protein (Celik & Calik, 2011).

1.4.1 Pichia pastoris

Picchia pastoris jsou methylotropické kvasinky, které mohou vyuZit methanol
jako jediny zdroj uhliku a energie. Striktné regulovany AOX1 promoter vyuZiva
methanol kindukci exprese genu a je jednim znejsilngjSich promoterd u
eukaryotickych organismu. Protoze P. pastoris upfednostriuji respiraéni zplsob ristu

nad fermentativnim, koncentrace produkti fermentace (ethanol, kyselina octova)
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vzrista pomalu, coZz umoZziuje kvasinkdm narust do pomérné vysoké bunécné hustoty.
P. pastoris ma tendenci k sekreci proteind, a to i téch s velkou molekulovou hmotnosti.
Tim se liSi od nékterych dalSich kvasinek, napf. S. cerevisiae, které skladuji protein
v periplasmatu. P. pastoris se béZné vyskytuji ve vegetativnim haploidnim stavu. Je-li
omezen pfisun dusiku, kvasinky se shlukuji a tvofi diploidni buriky. VSechny expresni
kmeny P. pastoris maji pavod v divokém kmenu NRRL-Y 11430. VétSinou se vyuziva

auxotrofickych mutant a kmenu s deficienci proteasy (Celik & Calik, 2011).

P. pastoris muzeme rozdélit do 3 fenotypt - Mut® (divoky typ, ktery vyuZiva
methanol, promotery AOX1 a AOX2 jsou neporudeny), Mut® (vyuZivani methanolu je
pozvolné, promoter AOX1 je pFeruSen, promoter AOX2 je neporusen) a Mut -
(nevyuziva methanol, promotery AOX1 i AOX2 jsou pferuSeny). Vyuzivani methanolu
jako induktoru exprese genu ma vSak také jisté nevyhody - toxicita methanolu
nedovoluje jeho pouziti v potravinafském pramyslu - v tomto pfipadé je AOX promoter
vyménén za GAP (glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasa) promoter. NezZadouci je také
vysoka hoflavost methanolu (Celik & Calik, 2011).

Tabulka 1 Kmeny kvasinek Pichia pastoris, které nabizi spole¢nost Invitrogen.
Zvyraznény kmen X-33 je kmen pouZity vexperimentdlni ¢asti prace
(http://products.invitrogen.com/ivgn/product/C18000?ICID=search-product).

Kmen Genotyp Vyuziti

GS115 his4 selekce expresnich vektort obsahujicich
HIS4

X-33 divoky typ selekce Zeocin '"-rezistentnich expresnich
vektor 4

KM71 his4, aox1::ARG4, arg4 selekce expresnich vektort obsahujicich

HIS4 k tvorbé kmenu fenotypu Mut®

KM71H aox1::ARG4, arg4 selekce Zeocin'"-rezistentnich expresnich

vektort k tvorb& kmenu fenotypu Mut®

SMD1168 his4, pep4 selekce expresnich vektort obsahujicich
HIS4 k tvorbé kmenu bez aktivity proteasy A

SMD1168H pep4 selekce Zeocin'"-rezistentnich expresnich
vektort k tvorbé kment bez aktivity

proteasy A
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2 Experimentalni &ast
2.1 Material

2.1.1 Vektor, konstrukty a mikroorganismy

vektor pPICZaA

konstrukt zkrdcené mPAO ve vektoru pSPORT
konstrukt mPAO ve vektoru pPGAPZoA

Top10 elektrokompetentni burky E. coli
kvasinky Pichia pastoris X33

2.1.2 Komer €éni kity

QIAprep Spin Miniprep Kit 250
GenElute HP Plasmid Maxiprep Kit

2.1.3 Enzymy

Phusion DNA Polymerace

T4 DNA lipasa

Restrikéni enzymy:
Xbal, Xhol, BamHI, Smal
Xmnl, Pmel

2.1.4 Chemikalie

Agar
Dextrosa

dNTPs
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Invitrogen (USA)
oddéleni mol. biologie (CR Hana)
oddéleni mol. biologie (CR Hana)
Invitrogen (USA)

Invitrogen (USA)

Qiagen (Némecko)

Sigma-Aldrich (CR)

Finnzymes (Finsko)
NEB - New England Biolabs

(USA)

Takara (Japonsko)

NEB (USA)

Himedia (Indie)
Sigma-Aldrich (CR)

Finnzymes (Finsko)



ethanol 100%
ethidium bromid
extrakt z kvasinek
GeneRuler 1 kb (marker)
Loading Dye 6x
NacCl

NaOAc

Pepton

Premix AAP/DCHBS
SOC médium
Sorbitol

Spermidin

Krypton

Zeocin

2.1.5 Dalsi material

nitrocelulosova membrana
anti-His tag protilatka

2.1.6 Pristroje

centrifuga stolni
centrifuga salova
digestof
laminarni box

spektrofotometr

Lachema (CR)
Sigma-Aldrich (CR)
Sigma-Aldrich (CR)
Fermentas (Kanada)
Fermentas (Kanada)
Lach-Ner (CR)
Sigma-Aldrich (CR)
Duchefa (Nizozemi)
Sigma-Aldrich (CR)
Invitrogen (USA)
Sigma-Aldrich (CR)
Sigma-Aldrich (CR)
Duchefa (Nizozemi)

Invitrogen (USA)

Millipore (USA)

Sigma-Aldrich (CR)

Eppendorf (CR)
Schoeller (CR)
Forlab (CR)
Forlab (CR)

Agilent (USA)



termocykler T-personal Biometra (Némecko)

tfepacka inkubovana stolni Heidolph (Némecko)
tfepacka inkubovana sélova Jeio Tech (Korea)
tfepacka inkubovana salova Chemos (CR)
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2.2 Metody

2.2.1 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Polymerazova fetézova reakce je technika, ktera umoZiuje enzymatickou
amplifikaci specifickych uUsekd DNA. Ktomuto Uc€elu je wvyuZito 2 specifickych
oligonukleotidovych primer(, které se na templat navazou v misté pocatku a konce
pozadovaného Useku. PCR reakce se sklada z nasledujicich, cyklicky se opakujicich
kroku: denaturace DNA, nasednuti primert a syntéza DNA pomoci DNA polymerasy
(Ochman et al., 1988)

2.2.1.1 Podminky PCR reakce:

VSechny PCR reakce byly provadény za standardnich podminek:

1x 98°C 30 min

30x 68°C 10 s
58°C 30s
72°C 2 min

1x 72°C 10 min

SloZeni reakéni smési pro PCR reakci o celkovém objemu 20 ul:

voda 10,35 ul

pufr 4,0 ul 10x pufru Phusion HF
dNTPs 0,4 ul 10mM dNTPs

FW primer 2,0 ul 5uM FW primeru

RE primer 2,0 ul 5uM FW primeru

templat 1,0 ul

enzym 0,25 ul Phusion DNA Polymerasy
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Sekvence specifickych primerd MPAO_PIC_fw a MPAO_PIC_rev:
MPAOQ_PIC_fw (zvyraznéna oblast je sekvence restrikéniho mista enzymu Xhol)

GGG TAT CTC TCG AGA AAA GAG AGG CTG AAG CTG CAA CCG TCG GCC CCA
GGG TCATCG TCG

MPAO_PIC_rev (zvyraznéna oblast je sekvence restrikéniho mista enzymu Xbal)

CGG ATG CGG ATC CTC TAG ATC AAT GAT GAT GAT GAT GAT GGT CAT ACT
TTC CCT GGA CAT

2.2.2 Agarosova elektroforéza

Nejprve byla sestavena elektroforeticka vana, ktera byla poté do 2/3 naplnéna
tekutym 1% agarosovym gelem v 1 x TAE pufru (0,04 M Tris-acetét, 0,001 M EDTA,
pH 8,0). Do gelu bylo pfipipetovano 40 ul 10% barviva ethidium bromid, ktery byl
s gelem Fadné promichan pipetou a hifebinkem. Na jednu stranu gelu byl ponofen
hfebinek, ktery byl po zatuhnuti gelu vyjmut a vytvofil tak jamky, do kterych byly
pozdéji nanaseny vzorky. Pfipraveny gel byl pfenesen do elektroforetického zafizeni se
zfedénym TAE pufrem tak, Ze jamky pro nanaSeni vzorkd byly umistény na katodové
strané. Do 1. jamky bylo napipetovano 5 ul markeru GeneRuler 1kb, do zbylych jamek
5-10 ul vzorku s 1-2 ul barviva 6xLoading Dye. Elektroforéza bézela pfi napéti
120 V cca 30 min.

2.2.3 Ligace

Pomoci ligace lze vlozZit inzert naStépeny restrikénimi enzymy do vektoru
nastépeného vhodnymi enzymy - za pfitomnosti T4 DNA ligasy dojde ke spojeni

komplementarnich konca.

Ligani smés se skladala z vektoru a inzertu nastépenych vhodnymi enzymy
(pomér mnoZzstvi vektoru a inzertu 1:5), 1 ul pufru, 1 ul T4 DNA ligasy a byla doplnéna
vodou na kone¢ny objem 10 ul. Ligace probihala pfi 16 °C pfes noc a rano byla

zastavena zahratim na 70 °C.
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2.2.4 Minipreparativni izolace plasmidové DNA

Minipreparativni izolace plasmidové DNA byla provedla pomoci komeréniho kitu
od spole¢nosti Qiagen (Qiaprep Spin Miniprep Kit 250). 2 ml kultury bylo pfeneseno do
mikrozkumavky a centrifugovano pfi 5000 x g 5 min za laboratorni teploty. Supernatant
byl odlit a pelet resuspendovan v 250 ul pufru P1 ,Tab. 2“. Bylo pfidano 250 ul pufru P2
.Tab. 2“ a obsah promichan obracenim mikrozkumavky. Po 5 min bylo pfidano 350 ul
neutralizaéniho pufru N3 ,Tab. 2" a opét promichano obracenim mikrozkumavky a
centrifugovano pfi 20000 x g 10 min. Supernatant byl odlit do kolonky a centrifugovan
pfi 20000 x g 1 min. Produkt byl zachycen na filtru v kolonce, zbytek byl odlit. Produkt
byl promyt 750 ul pufru PE ,Tab. 2 a centrifugovan pfi 20000 x g 1 min. Promyvaci
pufr byl odlit a produkt opét centrifugovan pfi 20000 x g 1 min. Filtr z kolonky byl
pfenesen do nové mikrozkumavky, bylo pfidano 30 ul pufru EB ,Tab. 2“ a

centrifugovano pfi 20000 x g 1 min. Produkt se uvolnil z filtru do mikrozkumavky.

Tabulka 2 SloZeni jednotlivych pufri pouzitych pfi minipreparativni izolaci plasmidové
DNA
(http://methodsandreagents.pbworks.com/w/page/20806948/Qiagen's%20Miniprep%?2
Obuffers).

P1 50mM Tris-Cl (pH 8,0), 10mM EDTA, 100ug/ml RNasa A
P2 200mM NaOH, 1% SDS

N3 4,2M Gu-HCl, 0,9 M KAc, pH 4,8

PE 10mM Tris-HCI (pH 7,5), 80% ethanol

EB 10mM Tris-Cl, pH 8,5
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2.2.5 Maxipreparativni izolace plasmidové DNA

Maxipreparativni izolace plasmidové DNA byla provedena pomoci komeréniho
kitu od spoleCnosti Sigma-Aldrich (GenElute HP Plasmid Maxiprep Kit). Princip
maxipreparativni izolace plasmidové DNA je velmi podobny izolaci minipreparativni, liSi

se vSak vétSim objemem vychoziho vzorku.

150 ml kultury bylo rozlito do nékolika umélohmotnych zkumavek s vickem,
vyvazeno na pfedvazkach a centrifugovano pfi 5000 x g 10 min. Supernatant byl odlit a
pelet resuspendovan ve 12 ml resuspendac¢niho roztoku s RNasou A.
K resuspendovanym burikdm bylo pfidano 12 ml lyzaéniho roztoku, obsah promichan
prevracenim zkumavky a ponechén v klidu 3-5 min. Bylo pfidano 12 ml vychlazeného
neutralizaéniho roztoku a promichano prevracenim zkumavky. Poté bylo pfidano 9 ml
vazebného roztoku, promichdno prevracenim zkumavky a cely obsah zkumavky byl
prelit do filtraéni stfikacky, kde se nechal 5 min usadit lyzat. Mezitim byla vazebna
kolona pfipojena k vakuu a dovnitf bylo napipetovano 12 ml roztoku pro pfipravu
kolony, ktery se nechal protéct skrz. Poté byl pomoci kolony pfefiltrovan lyzat, pficemz
DNA se navazala na filtr v koloné. Navazana DNA byla promyta 12 ml promyvaciho
roztoku 1 a 12 ml promyvaciho roztoku 2. Po aplikaci promyvacich roztokl bylo
ponechano jesté 10 min zapnuté vakuum, aby se kolona fadné vysuSila. VysuSena
vazebna kolona byla pfemisténa do &isté 50ml zkumavky a DNA bylo uvolnéno z filtru

pfidavkem 3 ml eluéniho roztoku po centrifugaci pfi 3000 x g 5 min.

2.2.6 Ethanolova precipitace DNA

K x ml DNA byl pfidan 2,5 nadsobek objemu 100% ethanolu a 10 % objemu 3M
NaOAc, pH 5,2. Smés se nechala 1 hod chladit pfi -20 °C a poté byla zcentrifugovana
pfi max. otackach 15 min pfi 4 °C. Supernatant byl odlit a zkumavka s peletem se

nechala vysusSit dnem vzharu. VysuSeny pelet byl rozpustén v 70 ul vody.

2.2.7 Stépeni DNA restrik énimi enzymy

DNA byla Stépena restrikénimi enzymy pred ligaci, z ddvodu ovéfeni, je-li
vytvorfeny konstrukt spravné pfipraven a také za ucelem linearizace konstruktu pred
transformaci kvasinek. Restrikéni smés se vzdy skladala z restrikéniho enzymu (Ci

restrikénich enzyma), DNA, pufru a byla doplnéna vodou - mnozstvi jednotlivych slozek
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bylo u rdznych restrikci rozdilné. Restrikce probihaly pfi 37 °C pfes noc (mimo restrikce

pomoci enzymi BamHI a Smal, které probihaly pfi 30 °C).

2.2.8 Geneticka transformace Top10 elektrokompetent  nich bun ék E. coli

K 80 ul top10 elektrokompetentnich bunék E. coli v kyveté byly napipetovany
3 ul konstruktu, smés byla promichana 200 ul pipetou a dana chladit na led. Buriky byly
transformovany elektroporaci pfi napéti 1800 V. lhned po probéhnuti elektroporace
bylo pfipipetovano k smési 250 ul kompetentniho SOC média a cely obsah kyvety poté
rychle odpipetovan do prdzdné mikrozkumavky. Transformovanymi burfikami byly
natfeny misky sLS (low salt) LB médiem a antibiotikem zeocin pro selekci

transformovanych bunék.
2.2.9 Geneticka transformace kvasinek Pichia pastoris X33

2.2.9.1P¥iprava Pichia pastoris X33 pro elektroporaci

Kvasinky Pichia pastoris se nechaly narlst pfes noc pfi 30 °C v 5 ml YPD média.
0,5 ml kultury bylo smichdno s 200 ml Cerstvého YPD média a kvasinky se opét
nechaly narust pfes noc. Pro dalSi praci bylo dulezité, aby bunééna hustota kvasinek
v médiu byla vrozmezi ODgy = 1,3 - 1,5. Bunky byly zcentrifugovany pfi 1500 x g
5 min pfi 4 °C, supernatant odlit a pelet resuspendovan v 200 ml ledové sterilni vody.
Bunky byly zcentrifugovany, supernatant odlit a pelet resuspendovan ve 100 ml ledové
sterilni vody. Nasledné byly buriky znovu zcentrifugovany, supernatant odlit a pelet
resuspendovan ve 20 ml ledového 1M sorbitolu. Buriky byly zcentrifugovany,
supernatant odlit a pelet resuspendovan v 1 ml ledového 1M sorbitolu. Finalni objem
kultury byl asi 1,5 ml. Buriky byly pfed transformaci skladovany na ledu (manudl

spole¢nosti Invitrogen pGAPZaA, B a C).

2.2.9.2 Transformace Pichia pastoris X33 elektroporaci

80 ul pfipravenych buriek bylo smiseno s 5 ug linearizované DNA v 5 ul sterilni
vody a smés byla pfenesena do vychlazené 0,2 cm elektroporacni kyvety. Kyveta se
smési se nechala chladit na ledu asi 5 min. Kyveta poté byla radné vysuSena a byla
provedena elektroporace pfi napéti 1500 V. Ihned po probé&hnuti elektroporace byl do
kyvety pfiddn 1 ml ledového 1M sorbitolu a cely obsah kyvety byl pfenesen do
mikrozkumavky. Buriky se nechaly inkubovat pfi 30 °C 2 hodiny a poté byly rozetfeny

v rizném mnozstvi (10, 25, 50, 100 a 200 ul) na pfipravené misky s YPDS médiem se
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Zeocinem. Misky se nechaly inkubovat pfi 30 °C asi 3 dny, neZ vyrostly kolonie

(manual spole¢nosti Invitrogen pGAPZaA, B a C).

2.2.10 Exprese proteinu

Pro expresi proteinu bylo pouzito expresni YPD médium, pH 7,2. Kolonie
transformovanych kvasinek byla vypichnuta a pfenesena do 10 ml YPD média a smés
se nechala inkubovat pfes noc pfi 30 °C na tfepacce. 1 ml expresni kultury bylo
pfeneseno do mikrozkumavky a centrifugovano pfi max. otad¢kach 3 min za laboratorni
teploty. Supernatant (médium) byl pfenesen do Ccisté mikrozkumavky. (manudl

spole¢nosti Invitrogen pGAPZaA, B a C).
2.2.10.1 Popis komer €nich expresnich vektor @ od spole €nosti Invitrogen
2.2.10.1.1 Expresni vektor pPICZ oA

pPICZaA je 3329 bp velky vektor, ktery slouzi kexpresi a sekreci
rekombinantnich proteinli v Pichia pastoris. Rekombinantni proteiny jsou exprimovany
jako flize do N-koncového peptidu, ktery koduje sekreéni signal (a-faktor). Vektor
umoziuje vysoce uc€innou, methanolem indukovanou expresi poZadovaného genu
v rznych kmenech kvasinek Pichia pastoris
(http://products.invitrogen.com/ivgn/product/\VV19520). Vektor se skldda z nékolika
klickovych  sloZzek (manudl spole€nosti Invitrogen - pPICZa A, B, C,

http://products.invitrogen.com/ivgn/product/vV19520) ,,Obr. 6*

0 5' koncovy AOX1 promoter je 942 bp velky fragment, ktery umozniuje vysoce
ac¢innou, methanolem indukovanou expresi poZzadovaného genu v Pichia

pastoris

o multiklonovaci misto (polylinker) se specifickymi restrik€nimi misty umoZznuje

vloZeni poZzadovaného genu do expresniho vektoru

0 c-myc epitop slouzi k detekci rekombinantniho proteinu pomoci anti-myc

protilatky

0 C-koncovy polyhistidinovy (6xHis) tag sloZi rovnéz k detekci rekombinantniho

proteinu, a to pomoci anti-His tag protilatky

0 AOX1 oblast ukonCeni transkripce (terminator transkripce - TT) je 260 bp velky

fragment
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o TEF1 promoter je transkripéni elongacni faktor 1 ze Saccharomyces cerevisiae,
ktery Fidi expresi Zeocin™ rezisten&niho genu v bakterii E. coli

o EM7 promoter je synteticky prokaryoticky promoter, ktery fidi konstitutivni

expresi Zeocin™ rezistenéniho genu v bakterii E. coli

o Zeocin™ rezistenéni gen slouZi k selekci transformovanych bunék u E. coli a

Pichia pastoris

0 CYCL1 oblast ukon&eni transkripce (TT) je 3' koncovy gen ze Saccharomyces

cerevisiae
0 pUC pocétek replikace umoznuje replikaci a zachovéani plasmidu v E. coli

o sekrecni signal (a-faktor) umoznuje sekreci rekombinantniho proteinu do média

pPICZoA,B,C (3.6 kb)

Bgl i Plicsymn. 0

Obrazek 6 Expresni vektor pPICZaA
(http://products.invitrogen.com/ivgn/product/\VV19520).
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2.2.10.1.2 Expresni vektor pGAPZ oA

pPGAPZaA je expresni vektor o velikosti 3147 bp, ktery slouzi k vysoce ucinné
konstitutivni expresi v Pichia pastoris. Byl vytvofen nahrazenim AOX1 promoteru ve
vektoru pPICZaA za konstitutivni GAP (glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasa)
promoter. SloZeni vektoru je tedy az na promoter stejné jako u vektoru pPICZaA

,0br. 7¢ (http://products.invitrogen.com/ivgn/product/\V20520).

pCGAPZo A,B,C (3.1 kb)

Obrazek 7 Expresni vektor pGAPZaA
(http://products.invitrogen.com/ivgn/product/\V20520).

2.2.10.1.3Expresni vektor pSPORT 1

pSPORT 1 je plasmid velky 4110 bp, ktery slouzi k bakteridlni vysoce u¢inné
konstitutivni  expresi. Vtomto vektoru neni pfitomen promoter. K selekci
transformovanych bakterialnich bunék slouzi gen rezistence vuci ampicilllinu ,Obr. 8¢

(databaze vektort Addgene, http://www.addgene.org/vector-database/4203/).
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lacZ_=

lacZ =

Hindlll (214}
BamHl {220}
Xbal {228)

Narl (554)
Hpal (250}
EceRV (748)

;i;-.pal :9_83:; )
lac!

pSPORTA
4110 bp

Bl (1178)

pBR3ZZ_origin

Obrazek 8 Expresni vektor pSPORT 1 (databaze vektorl  Addgene,
http://www.addgene.org/vector-database/4203/).

2.2.11 Méreni enzymové aktivity rekombinantniho enzymu

Nejdfive byly na spektrofotometru nastaveny pozadované parametry: vinova
délka 515 nm, doba méfeni 300 s a pocatecni ¢as 10 s. Mé&feni bylo provedeno tak ,Ze
k 0,1 ml média bylo pfidano 1,55 ml premixu AAP/DCHBS, smés byla promichana
pipetou a odeCetlo se pozadi. Enzymova reakce bylo spuSténa pfidavkem 50mM
spermidinu - zaplo se START na spektrofotometru, rychle bylo pfidano 35 ul substratu
a smés byla promichana pipetou - to celé se muselo stihnout do 10 s, kdy

spektrofotometr zaal méfit.
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Vypo éet enzymové aktivity rekombinantniho enzymu

a:AA.V/€515.I.t

AA .......... zména absorbance v rozmezi 10-300 s
Vo, celkovy objem reakéni smési se vzorkem, V = 1,685 ml
€ e, molarni absorbéni koeficient, €515 = 2,6 . 10* I.molt.cm™

[ délka optické drahy, =1 cm

| AP délka méreni, t =290 s

2.2.12 SDS-PAGE proteinova elektroforéza

SDS-PAGE je elektroforéza, ktera probiha v polyakrylamidovém gelu a slouzi
k separaci proteint na zakladé jejich elektroforetické pohyblivosti. Pro SDS-PAGE byly
pfipraveny 2 gely - 10% délici a 2% zaostfovaci. Délici gel byl pfipraven smisenim 5 ml
smési 30% akrylamidu a 0,8% bisakrylamidu, 2,5 ml pufru, 0,15 ml 10% SDS, 0,015 ml
tetramethylethylendiaminu, 0,17 ml 10% APS a 7 ml vody. Zaostfovaci gel byl
pfipraven smisenim 2 ml smési 30% akrylamidu a 0,8% bisakrylamidu, 2,5 ml pufru,
0,15 ml 10% SDS, 0,015 ml tetramethylethylendiaminu, 0,17 ml 10% APS a 10 ml
vody.

Polymerace gelu byla spusténa pfidavkem persiranu amonného a
tetramethylethylendiaminu. Po spusténi polymerace byl délici gel nalit mezi délici skla
a prevrstven butanolem. Po ztuhnuti gelu byl butanol odlit a hladina gelu omyta sterilni
vodou. Po spusténi polymerace byl zaostfovaci gel nalit na délici a do gelu byl vsunut
hiebinek, ktery byl po zatuhnuti gelu vyjmut a vytvofil tak jamky pro nanaSeni vzorku.

Skla s gely byla pfenesena do elektroforetické cely s délicim pufrem.

Vzorky (média s exprimovanymi proteiny) byly denaturovany zahratim na 95 °C.
Po ochlazeni byly vzorky stoeny a byly pfidany 2 ml DTT a 5 ul pufru. Po naneseni
vzorka byla elektroforetickd komurka uzaviena. Elektroforéza bézela 20 min za
pusobeni elektrického proudu o velikosti 20 mA a poté 60 min za pusobeni proudu o
velikosti 40 mA.

-35-



2.2.13 Western blot

Vzorky byly pfeneseny z SDS gelu na nitrocelulosovou membranu tak, Ze byl
SDS gel poloZzen na membranu, to celé proloZzeno &tyfmi listy blotovaciho papiru a
vzorky pfeblotovany pomoci blotovaciho zafizeni pusobenim 350 mA pfi napéti
100 V po dobu asi 90 min nebo pfes noc pfi 4 °C. Membréana byla obarvena amidovou
¢erni (0,1 % w/v amidova Cerit 10B v roztoku methanol:kyselina octova: voda v poméru
45:10:45), aby byly doCasné vizualizovany vzniklé bandy a tak ovéfena UspéSnost
blottingu, a poté odbarvena pomoci TBS-T (20 mM Tris, 500 mM NacCl, 0,05 % Tween-
20, pH 7,5). Membréana byla blokovana pusobenim 50 ml 5% mléka v TBS-T po dobu
1 hod a pak se nechala inkubovat 1 hod v Petriho misce s 2 ml roztoku 1% miéka
v TBS-T s anti-His tag protiladtkou znaenou kifenovou peroxidasou (fedéni protilatky
1:1000). Dale byla membrana 10 min promyvana 50 ml TBS-T a 10 min 50 ml TBS (20
mM Tris, 500 mM NaCl, pH 7,5). Nakonec byly vizualizovany bandy pomoci

Supersignal Pico detekéniho systému.

2.2.14 Priprava kultiva énich médii

Priprava tekutého YPD média

10 g extraktu z kvasinek a 20 g peptonu bylo rozpusténo v 900 ml vody. Roztok
byl 20 min autoklavovan. Poté bylo pfidano 100 ml 20% dextrosy. Tekuté médium bylo

skladovano pfi laboratorni teploté (manual spole¢nosti Invitrogen pGAPZaA, B a C).

Pfiprava YPDS média se Zeocinem ™

10 g extraktu z kvasinek, 20 g peptonu a 182,2 g sorbitolu bylo rozpusténo v
900 ml vody. Poté bylo k roztoku pfiddno 20 g agaru a vysledny roztok byl 20 min
autoklavovan. Bylo pfidano 100 ml 20% dextrosy. Roztok byl ochlazen a byl pfidan
1 ml Zeocinu™ o koncentraci 100 mg/ml. Médium bylo rozlito do misek a skladovano
pfi 4 °C ve tmé&. Diky nestalosti Zeocinu je trvanlilvost tohoto média max. 2 tydny

(manual spole¢nosti Invitrogen pGAPZaA, B a C).
PFiprava LSLB média (médium s nizSim obsahem soli)

10 g tryptonu, 5 g NaCl a 5 g extraktu z kvasinek bylo rozpusténo v 950 ml
destilované vody. Pfidavkem 1M NaOH bylo upraveno pH na 7,5 a roztok byl poté
doplnén vodou na konecny objem 1 I. Nakonec bylo pfidano 15 g agaru a roztok byl

20 min autoklavovan pfi teploté 121 °C. Médium se nechalo vychladnout a poté byl
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pfidan zeocin v takovém mnoZstvi, aby jeho koncentrace v roztoku byla 25 ug/ml.
Hotové médium bylo rozlito do misek, které byly skladovany ve tmé pfi teploté 4 °C
(manual spolecnosti Invitrogen pGAPZaA, B a C).

2.3 Vysledky
2.3.1 Priprava konstruktu zkrdcené mPAO ve vektoru pPICZ oA

2.3.1.1Klonovéni zkracené formy kuku Fiéné polyaminoxidasy

Pro tvorbu expresniho konstruktu kédujiciho zkracenou formu mPAO bylo
pouZzito cDNA pro zkracenou formu enzymu (ve vektoru pSPORT). Tento konstrukt byl
pouZit jako templat pro PCR reakci (sloZeni reak¢ni smési popsano v kapitole 2.2.1) za
pouziti specifickych primerdi MPAO_PIC_fw a MPAO_PIC_rev. Uspésnost PCR reakce
jsem ovéfila pomoci agarosové elektroforézy (2 x 5 ul PCR produktu + 1 ul Loading
Dye). Po probéhnuti elektroforézy vySel vzdy 1 band velikosti 1200 bp ,Obr. 9% coz
odpovida velikosti kodujici sekvence zkracené formy mPAO. Z toho Ize usoudit, Ze
PCR reakce byla Uspésna a skute¢né jsem z konstruktu zkrdcené mPAO ve vektoru

pSPORT 1 naklonovala zkracenou formu kukufi¢né polyaminoxidasy.

r |

Obréazek 9 Agarosovy gel po elektroforéze PCR produktl (templat konstrukt zkracené
mMPAOQO ve vektoru pSPORT, specifické primery MPAO_PIC_fw a MPAO_PIC rev).
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PCR reakci jsem poté zopakovala s desetinasobnym mnoZstvim vzorku (200 ul).
Pomér zastoupeni jednotlivych sloZek reakéni smési zustal stejny jako u pfedchozi

PCR reakce, kazdou sloZzku jsem vSak pfidala v desetindsobném mnoZstvi.

2.3.1.2 NaStépeni PCR produktu a vektoru pPICZ aA restrik €énimi enzymy Xhol a
Xbal

Produkt PCR reakce byl presrdZzen ethanolem (viz metody) a DNA
resuspendovana ve 30 ul vody. Stépeni probihalo v kone¢ném objemu 50 ul pfi 37 °C
pFes noc. Restrikéni smés se dale skladala z 1 ul od kazdého enzymu a 5 ul reakéniho

pufru. Vektor (5 ug DNA) byl Stépen ve stejném objemu a za stejnych podminek.

2.3.1.3 Ligace do vektoru pPICZ oA

Pfipravila jsem 2 liga¢ni smési. V 1. pfipadé jsem smisila 1 ul vektoru pPICZaA
naStépeného restrikénimi enzymy Xhol a Xbal (~ 30 ng) s 0,5 ul PCR produktu
nastépeného stejnymi enzymy (~ 150 ng), 6,5 ul vody, 1 ul pufru a 1 ul T4 DNA ligasy.
Ve 2. pfipadé jsem smisila 2 ul vektoru pPICZaA nasStépeného restrikénimi enzymy
Xhol a Xbal (~ 60 ng) s 1 ul PCR produktu nastépeného stejnymi enzymy (~ 300 ng),
5 ul vody, 1 ul pufru a 1 ul T4 DNA ligasy. Ligace probihala pfi 16 °C pfes noc a rano

byla zastavena zahfatim na 70 °C.

2.3.1.4 Minipreparativni izolace DNA a ov éFeni Usp é3nosti ligace

Ligani smési jsem transformovala Topl0 elektrokompetentni buriky E. coli
(postup popsan v metodach). Transformovanymi bufikami jsem natfela misky s LSLB
médiem a antibiotikem zeocinem pro selekci transformovanych bunék. Narostlé burnky
jsem vypichla do LSLB média. Pomoci komer¢niho kitu od spole€nosti Qiagen
(QlAprep Spin Miniprep Kit 250) jsem provedla minipreparativni izolaci plasmidovée
DNA z transformovanych E. coli (vz. 1-12) a nasledné provedla kontrolni PCR za
vyuziti izolované DNA jako templatu a specifickych primerd MPAO_PIC fw a
MPAO_PIC rev.

Po probé&hnuti agarosové elektroforézy PCR produktd (vz. 1-12) jsem ziskala
vzdy 1 band velikosti 1200 bp ,Obr. 10 (odpovida velikosti kddujici sekvence zkracené
formy mPAO), z ¢ehoz Ize usoudit, Ze ligace byla ispésna a konstrukt zkrdcena mPAO
ve vektoru pPICZoA je spravné pfipraven. Nejlépe vysly reakce u vz. 8 a 10, proto

jsem dale pracovala pouze s témito vzorky.
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Obrazek 10 Agarosovy gel po elektroforéze PCR produktl (templat konstrukt zkracena
mPAO ve vektoru pPICZaA, specifické primery MPAO_PIC_fw a MPAO_PIC rev)

2.3.1.5Preparativni izolace DNA a dalSi testovani vytvo feného konstruktu
zkracené mPAO ve vektoru pPICZ aA pied transformaci kvasinek Pichia
pastoris X33

Vzorky z minipreparativni izolace DNA po ligaci zkracené mPAO do vektoru
pPICZaoA (vz. 8 a 10), jsem podrobila preparativni izolaci plasmidové DNA, kterou jsem
provedla pomoci komeréniho kitu od spoleénosti Sigma-Aldrich (GenElute HP Plasmid
Maxiprep Kit). 1zolovanou DNA jsem precistila pomoci ethanolové precipitace (popsano
v metodach).

2.3.1.5.1 Kontrolni restrikce izolované DNA z trans ~ formovanych bun &k E. coli

Kontrolni restrikce DNA (vz. 8 a 10) jsem provedla pomoci restrikénich enzymu
BamHI, Xmnl a Smal.

1. 1ug DNA + 1 ul enzymu BamHI + 1 ul pufru NEB4 + voda do 10 ul

2. 1ug DNA + 1 ul enzymu BamHI + 1 ul enzymu Xmnl + 1 ul pufru NEB4 + voda
do 10 ul

3. 1ug DNA + 1 ul enzymu Smal + 1 ul pufru NEB4 + voda do 10 ul

Vznik fragmentl odpovidajici velikosti po restrikénim Stépeni jsem ovéfila
pomoci agarosové elektroforézy ,Obr. 11“. Po Stépeni enzymem BamHI doSlo
k linearizaci DNA, ocekavanou velikost 4655 bp mél pouze band u vz. 8. Po Stépeni
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enzymy BamHI a Xmnl vznikly spravné 2 fragmenty velikosti 722 a 3933 bp (u vz. 10
band velikosti 722 bp malo viditelny). Po Stépeni enzymem Smal, ktery Stépi na 2
mistech, vznikly 2 fragmenty oCekavanych velikosti 1689 a 2966 bp pouze v pfipadé
vz. 8, u vz. 10 byl band o menSi velikosti mélo viditelny a 2. band nespravné velikosti.
U vz. 8 bylo tedy ovéfeno, Ze je konstrukt spravné vytvorfen, coz bylo na zavér
potvrzeno i sekvenaci tohoto konstruktu, a mohla jsem pfejit k samotné transformaci
kvasinek Pichia pastoris X33 timto konstruktem a konstruktem mPAO ve vektoru
pPGAPZaA, ktery jsem obdrzela jiz pfipraveny. Velikosti fragmentl u vz. 10 po kontrolni
restrikci neodpovidaly oekavanym vysledkim, proto jsem tento konstrukt v dalSim

postupu nepouZila.

Obréazek 11 Agarosovy gel po elektroforéze konstrukti zkracené mPAO ve vektoru
pPICZaA po kontrolni restrikci (vz. 8 a 10). V 1. pfipadé doslo k linearizaci konstruktu,
ve 2. a 3. ke vzniku 2 fragmentd - pouze u vz. 8 vSak vznikly fragmenty spravné
velikosti.
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2.3.2 Transformace kvasinek Pichia pastoris X33 vytvo fenym konstruktem

zkrdcené mPAO ve vektoru pPICZ aA a konstruktem mPAO ve vektoru

pGAPZaA
2.3.2.1 Linearizace konstrukt @ pFed transformaci

Pfed samotnou transformaci kvasinek bylo potfeba konstrukty linearizovat
pomoci restrikéniho enzymu Pmel. SloZeni restrikéni smési bylo 10 ug DNA + 0,5 ul
enzymu Pmel + 5 ul pufru + voda do 50 ul. Usp&3nost linearizace konstruktu zkracené
mPAO ve vektoru pPICZaA jsem ovéfila pomoci agarosové elektroforézy, kdy vySel

jediny band velikosti 4655 bp ,Obr. 12, coZ odpovida velikosti daného konstruktu.
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Obrazek 12 Agarosovy gel po elektroforéze linearizovaného konstruktu zkracena

mPAOQO ve vektoru pPICZaA

2.3.2.2 Transformace kvasinek Pichia pastoris X33

Transformaci kvasinek Pichia pastoris X33 vytvofenym konstruktem zkracené
mMPAOQO ve vektoru pPICZaA a konstruktem mPAO ve vektoru pGAPZaA jsem provedla
elektroporaci pfi napéti 1500 V. Postup pfipravy kvasinek pfed transformaci, samotna

transformace kvasinek a exprese proteinu jsou popsany v metodach.
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2.3.3 Testovani transformovanych kvasinek  Pichia pastoris X33

2.3.3.1 Méreni aktivity rekombinantniho enzymu

Zmeénu absorbance vzorkua ,Tab. 3“ (0,1 ml média s exprimovanym proteinem,
1,55 ml premixu AAP/DCHBS, 35 ul 50mM spermidinu) jsem méfila pfi vinové délce

515 nm v rozmezi 10-300 s (postup uveden v metodach).

Tabulka 3 Nameérfené zmény absorbance v rozmezi 10-300 s u enzymi mPAO a

zkracené mPAO exprimovanych v YPD médiu a jejich enzymova aktivita v 1 ml média.

médium doba kultivace AA (10-300 s) aktivita rekombinantniho

enzymu v 1 ml YPD média

s mPAO 1 den 0,037 8,27 . 10 nkat
s mPAO 2 dny 0,07 15,64 . 10? nkat
s mPAO 3dny 0,07 15,64 . 10° nkat
s mPAO 4 dny 0,07 15,64 . 10° nkat
se zkracenou mPAO 4 dny 0 0

Z vysedku vyplyva, ze rekombinantni enzym mPAO dosahl maxima své
enzymove aktivity po 2 dnech kultivace v YPD médiu a dale se jiz tato aktivita
nezvysuje. U rekombinantniho enzymu zkrdcend mPAO nebyla naméfena Zadna
enzymova aktivita, coz mohlo byt zplusobeno nepfitomnosti enzymu v médiu, nebo
nizkou koncentraci enzymu v médiu, nebot enzymova aktivita mPAO je také velmi
nizka. Proto jsem médium zahustila na membrané (zahusténi z 300 ul na 1 ul) a

méreni zopakovala ,Tab. 4“.
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2.3.3.2Méfeni  aktivity rekombinantniho enzymu po zahust éni média

s exprimovanym proteinem na membran &

Tabulka 4 Nameérfené zmény absorbance v rozmezi 10-300 s u enzymi mPAO a
zkracend mPAO exprimovanych v zahusténém YPD médiu a jejich enzymova aktivita

v 1 ml média.

médium doba kultivace AA (10-300 s) aktivita rekombinantniho

enzymu v 1 ml YPD média

s mPAO 4 dny 0,240 0,54 nkat

se zkracenou mPAO 4 dny 0 0

Nebot ani po zahusténi média nebyla naméfena Zadna enzymova aktivita
v pfipadé zkracené mPAO, je pravdépodobné, Ze enzym v médiu vabec neni. Enzym

jsem se tedy rozhodla detekovat metodou Western blot.

2.3.3.3 SDS-PAGE proteinova elektroforéza

Pro SDS-PAGE proteinovou elektroforézu jsem si pfipravila nékolik vzorkd o
objemu 20 ul ,Tab. 5%, které se skladaly z 13 ul YPD média s exprimovanym proteinem
(kultivace v YPD po dobu 24 hod, 48 hod a 72 hod, 200 ml kultivaCniho média vzdy
zahusténo na 300 ul), 5 ul pufrua 2 ul DTT.
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Tabulka 5 Slozeni vzorkd pro SDS-PAGE proteinovou elektroforézu

Vzorek €. meédium doba k ultivace pufr DTT
1 13 ul se zkracenou mPAO 1 den 5ul 2ul
2 13 ul s mPAO 1 den 5ul 2ul
3 13 ul se zkracenou mPAO 2 dny 5 ul 2 ul
4 13 ul s mPAO 2 dny 5ul 2 ul
5 13 ul se zkracenou mPAO 3dny 5ul 2ul
6 13 ul s mPAO 3 dny 5 ul 2 ul
7 13 ul netransformovana 3dny 5ul 2ul

P. pastoris X33

2.3.3.4 Western blotting

Po separaci vzorkd pomoci SDS-PAGE proteinové elektroforézy a preblotovani
na nitrocelulosovou membranu jsem enyzmy detekovala pomoci anti-His tag protilatky

znacené kienovou peroxidasou (pfesny postup Western blotttingu v metodach).

Z vysledkl vyplyva Ze mPAO se objevuje uz po 24 hod kultivace (po Western
blottu vysly bandy odpovidajici molekulové hmotnosti 56 kDa ,Obr. 13%), ale kratkou
formu neni moZné detekovat. Objevuje se pouze band kolem 35 kDa, ale ten je
pfitomen i v kontrole - netransformovana kvasinka. Jednd se tedy o nespecifickou
detekci, kterd se projevuje ve vysoce zahusténych vzorcich na membrané,
v nezahusténych vzorcich expresniho média neni tato nespecifita viditelna pfi detekci
anti-His tag protilatkou. Enzym zkracend mPAO tedy prokazatelné neni v médiu
pfitomen (nebo je pfitomen jen ve velice nizké, nedetekovatelné koncentraci), k éemuz
mohlo dojit z nékolika divodu. Kvasinky Pichia pastoris X33 mohly po transformaci
konstruktem zkracené mPAO ve vektoru pPICZaA gen pro zkracenou mPAO
rozpoznat jako cizi a degradovat jej. Je také mozZné, Ze zkracend mPAO vubec

neexistuje na proteinové Urovni a v organismu pini zcela jinou funkci, napf. regulacni.
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Obr. 13 Nitrocelulosova membrana po Western blottu. V pfipadé mPAO vysly jasné
bandy odpovidajici molekulové hmotnost 56 kDa, v pfipadé zkracené mPAO vysSly
bandy velikosti 35 kDa, band této velikosti se vSak vyskytuje i v kontrole
(netransformovana kvasinka). Jde o nespecifickou detekci, jez se projevuje ve vysoce

zahusténych vzorcich.
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3 Zaver

V ramci teoretické Casti prace byla vypracovana literarni reSerSe na téma
charakteristika enzymu polyaminoxidasy se zaméfenim na rostlinnou polyaminoxidasu

a polyaminoxidasu z kukufice.

V experimentalni ¢asti prace byl pfipraven konstrukt zkracené mPAO ve vektoru
pPICZaA. Kvasinky Pichia pastoris X33 byly (spésné transformovany timto
konstruktem a konstruktem mPAO ve vektoru pGAPZaA. U rekombinantniho enzymu
mPAO byla zjisténa enzymova aktivita, rekombinantni enzym zkracena mPAO
nevykazoval Zadnou enzymovou aktivitu. Pomoci metody Western blot jsem prokézala,
Ze zkracena forma mPAO v expresnim médiu zcela chybi (nebo je pfitomna jen ve

velice nizké, nedetekovatelné koncentraci).
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Seznam pouzitych zkratek

AOX

APS

DTT

FAD

GAP

Ki

Km

LB médium

LSLB médium

mPAO

PAO

PCR

SDS-PAGE

SOC

YPD

YPDS

alkoholoxidasa

ammonium persulfate

dithiothreitol

flavinadenindinukleotid
glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasa

inhibi¢ni konstanta

Michaelisova konstanta

Luria-Bertani médium

low salt Luria-Bertani médium (LB médium s nizkym obsahem soli)
maize polyamine oxidase (kukufi¢na polyaminoxidasa)
polyaminoxidasa

polymerazova fetézova reakce

sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis
Super Optimal broth with Catabolite repression

Yeast Extract Peptone Dextrose Medium

Yeast Extract Peptone Dextrose Medium with Sorbitol
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