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V dnesni dobé jsou rizné metody biologie a chemie
vyvinuty natolik, Ze mohou byt c¢lovékem vyuZivany
k manipulaci s rGznymi organismy za (celem zisku
kvalitnéjSich surovin, materialll a produktu rostlinného di
Zivo€isného  pavodu. Pro takovouto  manipulaci
s organismy hraje klonovani dnes dulezitou ulohu hlavné
v zemédélstvi a biotechnologickych oborech. Castym
modelem pro klonovani jsou kvasinky. Tato bakalarska
prace je zaméfena pravé na tyto jednobunécéné houbové
mikroorganismy, konkrétné na Saccharomyces cerevisiae
a Pichia pastoris a jejich vlastnosti.

AMP-deaminasa je enzym s homotetramerni strukturou,
ktery katalyzuje deaminaci AMP za vzniku [IMP
a amoniaku. Jelikoz dfive byly geny pro AMP-deaminasu
exprimovany neuspésné v Escherichia coli, byly
pfipraveny konstrukty umoZnujici expresi gend AMD1
puvodem ze S. cerevisiae a SPBC106.04 puvodem
ze Schizosaccharomyces pombe v kvasinkach.

V experimentélni ¢asti byly pfipraveny plazmidové
konstrukty pro expresi AMP-deaminas v P. pastoris
(pGAPZa A s SPBC106.04 a pPICZ A s SPBC106.04)
adale vS. cerevisiae (pDR197 s AMD1). Rozdil mezi
vektory je ve vybéru promoteru, AOX1 v pPICZ A je
inducibilni methanolem. U pGAPZa A a pDR197 je pouzit
promotor konstitutivni. Vektor pGAPZa A obsahuje navic
a-faktor, ktery umoZiuje sekreci proteinu do média.
U vektoru pPICZ A a pDR197 protein zustava v bunkach.
Vektory pPICZ A a pGAPZa A vnéSeji do rekombinantniho
proteinu histidinovou kotvu, ktera umoZzfiuje snadnou
a rychlou purifikaci proteinu; pDR197 nevndasi aditivni isek
do AMP-deaminasy. DalSim rozdilem mezi pouZitymi
vektory je stabilni integrace expresni kazety do genomu P.
pastoris (pGAPZa A a pPICZ A) nebo exprese AMP-
deaminasy (pfitomné na plazmidu pDR197) vS.
cerevisiae, bez predchozi integrace do genomové DNA.

AMP-deaminasa, P. pastoris, pGAPZ A, pPICZ A, pDR197
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Nowadays, various methods are developed in biology
and chemistry, so that they can be used for
manipulation of various organisms in order to gain
higher quality raw materials, materials and products of
plant or animal origin. For handling such organisms,
cloning plays an important role especially in agriculture
and biotechnology fields today.

Common model for cloning are yeasts. This thesis is
focused on these single-celled fungal organisms,
namely Saccharomyces cerevisiae and Pichia pastoris
and their features.

AMP deaminase is an enzyme with homotetramer
structure which catalyzes deamination of AMP to IMP
and ammonia. In past, AMP deaminase genes were
not successfully expressed in Escherichia coli.
Suitable constructs with AMD1 (S. cerevisiae) and
SPBC106.04 (S. pombe) genes for the yeast
expression have been prepared.

In the experimental part, plasmid constructs for
expression of AMP deaminase in P. pastoris (pGAPZa
A with SPBC106.04 and pPICZ A with SPBC106.04)
and in S. cerevisiae (pDR197 with AMD1) have been
prepared. The difference between the vectors is at the
selection of promoter, AOX1 in pPICZ A is inducible
with  methanol. For pGAPZa A and pDR197,
a constitutive promoter has been chosen. Vektor
pGAPZa A contains, in addition, a-factor which allows
protein secretion into the medium. Protein expressed
from pDR197 and pPICZ A vectors remains in the
cells. Vectors pPICZ A and pGAPZa A bring into the
recombinant protein polyhistidine tag, which allows
quick and easy protein purification; pDR197 does not
introduce an additive fragment into the AMP
deaminase. The other difference among the applied
vectors is stable integration of expression cassette into
the genome of P. pastoris (pGAPZa A and pPICZ A) or
expression of AMP deaminase (present in the plasmid
pDR197) in S. cerevisiae but without integration into
genomic DNA.

AMP deaminase, P. pastoris, pGAPZ A, pPICZ A,
pDR197
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Cile prace

e Literarni reSerSe na téma:

VyuZziti kvasinek pro genové inZenyrstvi se zaméfenim na S. cerevisiae a P. pastoris.
Dale byly blize popsany plazmidové vektory pouZivané k expresi cizorodé DNA
v kvasinkach se zaméfenim na vektory pDR197, pGAPZa a pPICZ, které byly vyuZity

v experimentalni ¢asti.
e Seznameni se a osvojeni si zakladnich principt a metod klonovani.

e Prfiprava plazmidovych konstruktd s geny pro AMP-deaminasu pochazejici z S.

pombe a S. cerevisiae (SPBC106.04 a AMD1) pro expresi deaminasy v kvasinkach.



1. TEORETICKA CAST

1.1 Vyuziti kvasinek v biotechnologii

Kvasinky jsou od r. 1980 vyuzivany k vysokoobjemové produkci intracelularnich
a extracelularnich proteint lidského, zivocisného i rostlinného plvodu (Romanos,
1995). Exprese cizorodych proteind v kvasinkach zahrnuje 4 kroky:
a) vneseni kodujici sekvence DNA cizorodého genu ve &tecim ramci expresni
kazety obsahujici kvasinkovy promoter a transkripéni terminacni sekvenci.
b) transformace a uchovani pfipraveného DNA konstruktu v hostiteli.
¢) syntéza cizorodého proteinu za ur€itych specifickych podminek béhem
kultivace.
d) purifikace heterologniho proteinu a porovnani s jeho nativnim (puvodnim)
proté&jSkem.
Obvykle je regulovatelny promoter vyuzZivan k fizeni exprese cizorodych proteind,
protoZe pfed vlastni indukci exprese je pro minimalizaci selekce netransformovanych
bunék nutné udrZovat kultivované buriky vrezimu, kdy neprobihd transkripce
vneseného genu béhem ristové faze bunky. Selekce netransformovanych bunék
muZe nastat jako vysledek zvySené metabolické zatéZze bunék, které exprimuji
cizorody protein svelkou intenzitou nebo vdlsledku toxického efektu
rekombinantniho proteinu na buriku. Nékolik druh( kvasinek bylo modifikovano jako
systémy pro expresi heterolognich proteintd (Muller et al., 1998). DalSi text je zaméren
na methylotrofni kvasinku Pichia pastoris a pekarskou kvasinku Saccharomyces
cerevisiae, které jsou nejcastéji vyuzivany k expresi cizorodych proteint (Cereghino
& Cregg, 1999).
Prvni kvasinkou, ktera byla vyuzivana pro produkci rekombinantnich proteint byla S.
cerevisiae. Cizi geny jsou do kvasinkovych bunék vnaSeny v upravenych 2 um
plazmidech, kde se potom vyskytuji v mnoha kopiich. Pfi rastu takovychto kvasinek ve
velkoobjemovych fermentorech je nutné zachovat selekéni tlak pro udrZeni
vneseného plazmidu. Dale je mozné integrovat poZzadovany gen do genomové DNA
kvasinky, kde se potom bude vyskytovat pouze v nékolika kopiich. Jako promotery
byvaji vyuZity silné konstitutivni promotery jako je promoter genu pro
fosfoglyceréatkinasu nebo galaktokinasu. Vyhodou exprese v kvasinkach je zejména
moZznost sekrece heterolognich proteind fazi poZadovaného proteinu s ,prepro*
sekvenci ,mating faktoru“, kde ,pro“ sekvence je odstranéna proteolytickym
pusobenim enzymu KEX2. B&hem sekrece dochazi ke skladani proteinu, formovani

disulfidovych mastkd a glykosylaci. N-glykosylace probiha na spravnich mistech, ale



vysledny protein je €asto odliSny od nativniho v dusledku delSich uhlovodikovych
fetézcu cukru a vySSiho podilu manosy.

Vysledny protein miZe byt tedy imunogenni, a to omezuje vyuZiti glykosylovanych
proteind jako lidskych léCiv. Zaklady této metodiky byly poloZeny v poloviné
osmdesatych let minulého stoleti a vedly k uspé&sSné produkci vakciny proti hepatitidé
B zaloZzené na rekombinantnim proteinu HBsAg (povrchovy antigen hepatitidy B)
(Sudbery, 1996).

Priklady vyuziti kvasinek
A. Produkce vyznamnych protein G

Mezi takové patfi napf. malé proteiny znatené *C pro 2D-NMR (levné
znaéeni pomoci *C methanolu) (Laroche et al., 1994), exprese hirudinu —
acinného inhibitoru trombinu (Weydemann et al., 1995), vyroba protilatek
a receptoru protilatek (jedny z hlavnich produktd biotechnologického pramyslu)
(Ridder et al., 1995), produkce hovézi enterokinasy (rozpoznava a Stépi
dipeptid Lys-lle, pfed nimz prfedchazi negativné nabity Asp4 - slouzi pro
odstranéni ,pomocnych” fuznich protein(, jako je napf. thioredoxin) (Vozza et
al., 1996), priprava rekombinantnich antigen( pro vyrobu vakcin (Rodriguez et
al., 1994) a stabilizace a cileni malych peptidd do peroxisomu (Faber et al.,
1996).

B. Kvasinky jako modelové systémy
Sem patfi napf. studium receptorového antagonismu a agonismu IéCiv (Price
et al., 1995), biochemicka charakterizace eukaryotickych ABC—transportérd
(,ATP-binding casette) (Ruetz et al., 1998) a heterologni exprese lidského
cytochromu P450 v kvasinkach pro studium karcinogeneze a metabolismu
xenobiotik a léCiv (Wittekindt et al., 1995)

C. Biotechnologicky pokrok
Pro ucely zékladniho vyzkumu bylo nutné navrhnout takové vektory pro
expresi pozadovaného proteinu, které by napf. umoznily prekonat
problematickou expresi nebo sbalovani v kvasinkach (Robinson et al., 1994)
a umoznily regulovat intenzitu exprese uZzitim silnych (TEF1 a GPD) nebo
slabych (CYC1 a ADH) promotert (Mumberg et al., 1995).



1.2 Pichia pastoris

1.2.1 Rozdily mezi expresi v E. coli a kvasince

Kvasinky jsou vhodnymi hostiteli pro expresi rekombinantnich proteind vySSich
eukaryot (Romanos et al., 1992). Kombinuji jednoduchost a finan€ni nenaronost
bakterialnich expresnich systému s vysledky podobnymi nebo stejnymi jako pfi
Stejné jako bakterie je mozné kvasinky jednoduSe kultivovat na levnych rastovych
médiich, a pro manipulaci s geny lze vyuZzit enormni mnozstvi dostupnych technik.
Nicméné, jako eukaryota poskytuji prostfedi pro postranslaéni procesy a sekreci
rekombinantnich proteind, kdy vysledny produkt je ¢asto stejny nebo velice podobny
puvodnimu proteinu. Vzhledem k dlouhé historii uZiti kvasinky S. cerevisiae pfi vyrobé
chleba a alkoholickych napoji byla prokadzana neSkodnost této kvasinky a byly
ziskany znalosti a postupy pro velkoobjemové fermentace (Sudbery, 1996).

Hlavni rozdil mezi systémem P. pastoris a E. coli je v mnoZstvi rekombinantniho
proteinu ziskaného v ranych fazich kultivace, kde u E. coli obvykle rekombinantni
proteiny tvori deset a vice procent z celkového mnozstvi proteinll, coZ Ize pozorovat
po elektroforetickém déleni jako specifické pruhy na gelu. To vétSinou neplati u P.
pastoris, zvlasté v ranych fazich jejiho vyvoje, kdy intracelularni proteiny dosahuji
méné nez 1% z celkového mnoZstvi proteind, a kde je bézné, Ze vétSina z nich je
degradovana proteinasami dfive neZz mohou byt na gelu pozorovany. Tyto produkty
ranych fazi mohou byt pozorovany pouze diky citlivym metodam jako je stanoveni

enzymatické aktivity nebo ,western—blot* se specifickou protilatkou.

1.2.2 Srovnani P. pastoris s raznymi kvasinkovymi

expresnimi systemy

Pichia pastoris je Siroce pouzivanym kvasinkovym kmenem pro produkci
rekombinantnich proteind. Kvasinka P. pastoris je jednobuné&&ny mikroorganismus
a stejné jako bakterie relativné rychle roste a je nenaro€na na manipulaci pfi kultivaci.
Na rozdil od bakterii, jak je jiZz uvedeno vySe, jsou kvasinky schopny stejnych
postransla¢nich modifikaci jako vy33i eukaryota v€etné ¢lovéka. Z tohoto divodu jsou
eukaryotni proteiny syntetizované kvasinkami exprimovany a postranslacné
modifikovany za vzniku funk&nich molekul.

Na rozdil od Saccharomyces cerevisiae a jinych kvasinek, P. pastoris nepreferuje

fermentaci cukri nebo jinych uhlikatych latek. P. pastoris upfednostiiuje rust
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v pfitomnosti kysliku, coZz umozfiuje masivni narast hmoty, jelikoZ nevznika vyznamné
mnoZstvi toxického produktu fermentace — ethanolu.

Vzhledem k tomu, Ze mnoZstvi produkovaného rekombinantniho proteinu je umeérné
hustoté vytvofené biomasy, je tato schopnost P. pastoris velkou vyhodou. DalSi
rozdilnou vlastnosti P. pastoris je rust na methanolu, jako jediném zdroji energie
a uhliku, coz je umoznéno indukci specifické skupiny metabolickych enzymda, napf. pfi
ristu na methanolu mohou enzymy AOX (alkoholoxidasa) a DHAS
(dihydroxyacetonsyntasa) tvofit az 30% celkovych proteind kvasinky. Regulace
hladiny proteinl AOX a DHAS probiha primarné na Urovni regulace transkripce jejich
genda.

Vedle produkce rekombinantnich proteind je P. pastoris také pouzivana jako
modelovy mikroorganismus v bunécné biologii pro studium biogeneze peroxisomu,

organizace a funkce Golgiho aparatt apod. (Cregg, 2007).

1.2.2.1 P. pastoris jako expresni systém
P. pastoris byla od roku 1984 pouzita k produkci vice nez 300 cizorodych proteind
(Cereghio et al., 1999). Existuje nékolik faktorl diky nimz je tento systém Siroce
pouzivan:

a) promoter alkoholoxidasy | (AOX1) je jednim z nejsilnéjSich promoterq, které

jsou znamy.
b) schopnost trvale integrovat expresni plazmid (v jedné nebo vice kopiich) na
specifické misto v genomu P. pastoris.

¢) schopnost kultivace ve vysokokapacitnich fermentorech.

d) dostupnost expresniho kitu od firmy Invitrogen.
Represorem AOX1 promoteru je glukosa a vétSina ostatnich uhlikatych latek, ale je
indukovan vice nez 1000x v burikach kultivovanych na methanolu jako jediném zdroji
uhliku (Tschopp et al., 1987). S timto promoterem je tedy silné potlatena exprese
rekombinantniho proteinu béhem kultivace na glukose nebo glycerolu, coZz brani
selekci netransformovanych bunék. Po pfesunu kultury na médium s methanolem pak
nastane indukce exprese rekombinantniho proteinu pod silnym AOX1 promoterem
(Clare et. al., 1998). Pfesto existuji omezeni tohoto systému. Zakladem pro maximalni
indukci AOX1 promoteru je methanol, cozZ je hoflava latka nevhodn& pro produkci
potravin, kde je vhodnéjSi uZiti silnych promoterd, které nejsou indukované
methanolem. Jednim z takovych je promoter glyceraldehyd—3—fosfatdehydrogenasy
(GAP), ktery poskytuje konstitutivné vysokou droven exprese na glukose, glycerolu
a mediich obsahujicich methanol (Waterham et al., 1997). Pfi uziti GAP promoteru

nelze potlacit expresi rekombinantnich proteind, a proto jej nelze pouzit pfi expresi
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heterolognich proteint, které jsou toxické pro hostitelskou buriku. Druhy promoter P.
pastoris, ktery je odvozen od genu FLD1, jehoZ produktem je glutathion-dependentni
formaldehyddehydrogenasa, muaze byt indukovdn bud methanolem nebo
methylaminem (netoxicky zdroj dusiku) v médiich obsahujicich glukosu. Expresni
arovné z methylaminem indukovaného FLD1 promoteru jsou srovnatelné s témi
dosahovanymi s AOX1 promoterem v pfitomnosti methanolu (Shen et al., 1998).
Druhym omezenim systému P. pastoris byl nedostatek expresnich promoteru slabSich
nez AOX1, FLD1 a GAP promotery, které mohou vést k nadexpresi toxickych proteinu
a Spatnému sbaleni rekombinantniho proteinu (Brierley 1998). Dostupnost rGznych
promoterl by také usnadnila sou¢asnou expresi vice genu, kazdého v optimalni mife,
coz by mélo vyuziti pro produkci proteint skladajicich se z vice podjednotek (Vuorela
et al., 1997). Promoter genu PEX8, ktery koduje protein peroxisomalni biogenese,
poskytuje nizkou hladinu exprese na glukose a je mirné indukovan (10x) v pfitomnosti
methanolu (Johnson et al., 1999). Jiné stfedné silné promotery, odvozené od genu
YPT1 (GTP - vazajici protein) P. pastoris, poskytuji nizkou konstitutivni expresi
v pfitomnosti glukosy, methanolu nebo manitolu (Sears et al., 1998).

TFetim omezenim je existence pouze nékolika selekénich markeru pro transformaci P.
pastoris. AZ do nedavné doby byly dostupné jen tfi selekéni geny HIS4, ARG4, Sh ble
(pro rezistenci na antibiotikum zeocin). Z tohoto duvodu byly zkonstruovany expresni
vektory s novymi biosyntetickymi selek&nimi geny ADE1, URAS pro uZiti v pfislusnych
auxotrofnich kmenech P. pastoris. Auxotrofni kmeny P. pastoris jsou defektni
v jednom nebo ve vice biosyntetickych genech a mohou tedy rust pouze v pfitomnosti
poZadované Ziviny, kterou nemohou syntetizovat nebo po transformaci vektorem

obsahujicim pfislusny gen (Cereghino & Cregg, 1999).

1.2.2.2 S. cerevisiae - tradi €ni alternativa

| pfes velké mnozZstvi informaci o S. cerevisiae na genetické a molekularné-biologické
arovni je tato kvasinka pro expresi rekombinantnich proteint ¢asto nevhodna, kvuli
nizsi sekrecni kapacité vzhledem k P. pastoris a jinym kvasinkam (Muller et al., 1998;
Cereghino & Cregg, 1999).

Tato nizka sekre¢ni kapacita je zapfi¢inéna nestabilitou pouzivaného expresniho
vektoru 2 um. To je vidét na pfikladu inhibitoru hovéziho pankreatického trypsinu,
jehoz exprese se liSila v rdmci populace transformovanych bunék. Burnky s vySSim
obsahem kopii plazmidu akumulovaly nesbaleny protein v endoplazmatickém retikulu,
kde agregoval bez schopnosti sekrece. Tento problém lze vyfeSit bud integraci
poZadovaného mnozstvi kopii plazmidu nebo uzZitim kmend, které podpofi

nedostate¢né funkce endoplazmatického retikula pfi sbalovani cizorodého proteinu.
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Bylo totiz zjisténo, Ze stabilné integrované kopie expresni kazety plazmidu
exprimovaly vice proteinu nez stejny pocet expresnich kazet na 2 pum vektoru.
Optimem pro expresi cizorodého proteinu je integrace asi 10 kopii plazmidu. Také
pouZziti kmenu S. cerevisiae, které exprimuji Hsp70 ,chaperon” BiP (vaZe polypeptidy
v endoplazmatickém retikulu bé&hem translokace) a disulfidisomerasu (katalyzuje
tvorbu a izomeraci disulfidovych muastkd v endoplazmatickém retikulu), umoZziuje
Zlep3eni vytéZku exprimovaného proteinu (Shusta et al., 1998).

S. cerevisiae mlze byt dale pouzita k objasnéni a pochopeni funkce proteind
a k detekci protein—ligand interakci pro selekci mutaci se zménénou vazebnou
kapacitou (Shusta et al., 1999).

1.2.2.3 Vyuziti nekonven €nich kvasinek

Pro expresi cizorodych gend v jinych kvasinkovych systémech jako je Yarrowia
lipolytica a Kluyveromyces lactis byly identifikovany nové, silné promotery (Muller et
al., 1998). Byly také pfipraveny nové expresni kmeny kvasinek (Tab.1), napf. Pichia
methanolica, ktera je podobnd P. pastoris a Hansenula polymorpha, vcetné
schopnosti masivniho rdstu a dostupnosti expresnich vektorQ, které obsahuji silné
regulovany promoter alkoholoxidasy ke kontrole exprese cizorodého genu (Raymond
et al., 1998).

Metylotrofni kvasinky jako je Pichia pastoris a Hansenula polymorpha si zachovaly
vSechny vyhody S. cerevisiae, ale poskytuji vySSi vynosy cizorodého proteinu (Cregg
et al., 1993; Faber et al., 1995). Kvasinky P. pastoris a H. polymorpha mohou rist na
jednoduchém definovaném médiu obsahujicim methanol, ktery vyuZivaji jako jediny
zdroj uhliku. Tuto vlastnost umoZziuje kvasinkdm alkoholoxidasa AOX v P. pastoris
a methanoloxidasa MOX v H. polymorpha. Exprese AOX/MOX je vysoce regulovana,
je potlatena glukosou nebo ethanolem a dplna indukce vyZaduje pfitomnost
methanolu. V H. polymorpha, ale ne v P. pastoris, je MOX potlaena na 10 — 20%
maxima bé&hem rustu na glycerolu. Silné regulovatelné promotery AOX/MOX byly
vyuzity pro produkci rekombinantnich proteini. Expresni kazeta je integrovana do
genomu kvasinky pomoci homologni rekombinace a je stabilni béhem rastu bez
selekéniho tlaku. Jsou k dispozici rdzné pfistupy ke zvySeni poctu kopii, které
v nékterych pfipadech mohou zvySit vynos produkovaného proteinu. Fermentace
v bioreaktoru je nezbytna pro vysokou uroveri exprese, ale dostate€né mnoZstvi

proteinu Ize ziskat i klasickou kultivaci kvasinek (Sudbery, 1996).
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Tabulka 1: Srovnani kvasinkovych expresnich systém U (prevzato
z Cereghino & Cregg, 1999)

Druh kvasinky Promoter Regulace
metabolizujici methanol
Candida boidinii AOD1 indukce methanolem
Hansenula polymorpha MOX indukce methanolem
Pichia methanolica AUG1 indukce methanolem
Pichia pastoris AOX1 indukce methanolem
GAP silny konstitutivni promoter
indukce methanolem nebo
FLD1 methylaminem
PEX8 indukce methanolem (slabéji)
YPT1 slabsi konstitutivni promoter
metabolizujici laktosu
Kluyveromyces lactis LAC4 indukce laktosou
PGK silny konstitutivni promoter
ADHA4 indukce ethanolem
metabolizujici Skrob
Schwanniomyces occidentalis AMY1 indukce maltosou nebo Skrobem
GAM1 indukce maltosou nebo Skrobem

metabolizujici xylosu

Pichia stipitis XYL1 indukce xylosou
metabolizujici alkany

a mastné kyseliny

Yarrowia lipolytica XPR2 indukce peptonem
TEF silny konstitutivni promoter
RPS7 silny konstitutivni promoter

Nomenklatura genu: ADH4, alkoholdehydrogenasa; AMY1, a-amylasa; AOX1, AUG1,
AOD1 a MOX, alkoholoxidasa; FLD1, formaldehyddehydrogenasa; GAP,
glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasa; GAM1, glukoamylasa; LAC4, 3-galaktosidasa;
PEX8, peroxin 8; PGK, fosfoglyceratkinasa ze Saccharomyces cerevisiae; RPS7,
ribozomalni protein S7; TEF, transla¢ni elongacni faktor — 1a; XPR2, extracelularni

proteasa; YPT1, GTPasa podilejici se na sekreci.

1.3 Kmeny a vektory vyuzivaneé k expresi

proteinu v Pichia pastoris

1.3.1 Expresni kmeny P. pastoris

1.3.1.1. Vyuziti integrace expresni kazety vektoru  do genomu kvasinky
Systém P. pastoris se liSi od bakteridlniho a mnoha jinych systémd v tom, Ze
samostatné replikujici vektory nejsou bézné pouzivany pro expresi heterologniho

proteinu a vektory jsou integrovany do genomu hostitele. Jako u S. cerevisiae, takova
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integrace nastava béhem transformace kvasinky v disledku dominantniho systému
pro homologni rekombinaci. Integrace do genomu nastavaji do oblasti s vysokou
homologii (> 0,5 kb) mezi jednou nebo vice sekvencemi vektoru a hostitelskou
genomovou DNA (napf. mezi AOX1 promoterovymi sekvencemi). Vyhodou homologni
rekombinace je znalost mista v genomu kvasinky, kam byl expresni vektor integrovan.
DalSi vyhodou je, Ze oproti genomim vySSich eukaryot ma kvasinkovy genom pouze
nékolik oblasti, kde je transkripce potlacovana nebo umiéena.

Jedna z nejCastéji vyuzivanych strategii pro zvySeni exprese specifickych gent v P.
pastoris je zvySeni poctu expresnich vektorl nebo expresnich kazet v hostiteli, avSak
tato strategie neni univerzalni. Byly popsany tfi zakladni metody, jak toho dosahnout.
Prvni je konstrukce jednoduchého vektoru s multikopiemi expresni kazety (tj. fragment
obsahujici promoter - vnaSeny gen - terminator transkripce). Druhd moZnost je
jednoduSe zkonstruovat nékolik expresnich vektord zaroven, kazdy s odliSnym
selek&nim genem a nasledné témito vektory transformovat vhodny kmen P. pastoris.
Vyhodou této metody, zvlasté pii vyrobé lidskych IéCiv, je znamy presny pocet
expresnich kazet, ktery muze byt ovéfen pomoci DNA sekvencovani. Vytvareni tohoto
typu vektoru je zaloZeno na expresni kazeté, ktera je obklopena restrikénimi misty,
kterA maji komplementarni konce (napf.: BamHI-Bglll, Sall-Xhol kombinace)
umoznujici opakované zavedeni dalSich expresnich kazet do jediného mista Stépeni.
Treti a nejpopularnéjSi metodou je konstrukce jednoduché expresni kazety ve
vektoru, ktery ma jako jeho selekéni marker jeden z gent umozhujicich selekci na
antibiotiku zeocinu, blasticidinu, geneticinu, kanamycinu a G418 (Tn903kan") nebo je
moZzné pouzit gen formaldehyddehydrogenasy (FLD1) P. pastoris. VSechny tyto Ctyfi
geny funguji na stejném principu. Kompetentni burniky P. pastoris jsou transformovany
prislusnym vektorem a haneseny na agarosovou plotnu s médiem obsahujicim
vysoké mnozstvi pfislusného antibiotika (nebo v pfipadé vektorll s genem FLD1,
formaldehyd). Tato selekce mnoho&etnych kopii expresni kazety v genomu kvasinky
je zaloZena na poznatku, Ze transformanty s mnohacetnou integraci plazmidu
predstavujici menSinu (asi 10%) transformovanych kolonii. Tedy pro UspéSnou
detekci takovychto kolonii musi byt studovano znaéné mnoZzstvi transformantd.
Existuje nékolik zavedenych metod pro detekci kolonii s mnohoc€etnou integraci
expresni kazety, napf. hybridizace DNA se specifickou sondou nebo vizualizace miry
exprese rekombinantnich proteind pomoci SDS-PAGE elektroforézy, imunobloting

nebo imunobloting kolonii (Cregg, 2007).
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1.3.1.2 Vyuziti biosyntetickych gen @ jako selek énich marker G
Mnoho expresnich kmenG je odvozeno od his4 auxotrofniho kmene GS115
umoznujiciho transformaci vektory obsahujicimi biosynteticky gen HIS4. Dalsi
dostupné kmeny maji rozdilné kombinace auxotrofnich mutaci v biosyntetickych
genech P. pastoris jako jsou ARG4, ADE1, HIS4, URA3, a URAS5. Tyto kmeny
umoznuji selekci expresnich vektort obsahujicich odpovidajici geny biosyntetickych
markerd vnesenych do bunék kvasinek. Ackoli selekce vice neZ jedné expresni
kazety vyZaduje opakované transformace hostitelské buriky, je to umoznéno uZitim

odliSnych selekénich marker( (Cregg, 2007).

1.3.1.3 Kmeny pro vyuziti expresnich  FLD vektor G

Kmen MS105 P. pastoris, ktery je his4 auxotrofni ma dalSi mutaci v genu
formaldehyddehydrogenasy zplsobujici neschopnost tohoto kmene rdst na
methanolu jako zdroji uhliku nebo methylaminu jako zdroji dusiku. Navic P. pastoris
fldl mutanti maji v porovnani s ,wild-type* bufikami zvySenou citlivost na
formaldehyd. Vektory obsahujici FLD1 marker mohou byt potom pouZity k selekci
integrovanych mnohocetnych kopii plazmidu v expresnich kmenech pomoci vysoké
hladiny formaldehydu (Cregg, 2007).

1.3.1.4 Kmeny s mutaci v metabolismu methanolu

VétSina kmenu P. pastoris roste na methanolu stejné rychle jako kmeny ,wild-typu“
(Mut®, ,methanol utilization plus phenotype®). Bylo zjisténo, Ze kmeny s AOX
mutacemi jsou nékdy schopné produkovat vy$Si mnoZzstvi heterolognich proteina.
Z tohoto divodu byly pfipraveny kmeny s delecemi v jednom nebo obou genech
AOX. DalSi vyhodou pouzZiti téchto mutantnich kmenl je, Ze velké mnoZstvi
methanolu bézné pouzivané béhem fermentaci Mut® kmend nejsou nutné. KM71
(his4 arg4 aox1A::ScARGA4) je kmen, kde byla ¢asteCna delece AOX1 nahrazena
genem ARG4 zS. cerevisiae. Tento kmen (Mut®, ,methanol utilization slow
phenotype") roste pomaleji na methanolu, protoZze ma pouze slabSi AOX2 gen pro
metabolismus methanolu. Jiny kmen MC100-3 (his4 arg4 aox1A::ScARG4
aox2A::Pphis4) nese deleci v genech AOX1 i AOX2, a proto neni schopen rastu na
methanolu (Mut’, ,methanol utilization minus phenotype“). Oba kmeny Mut® i Mut’ si
zachovavaji schopnost indukovat vysokou expresi pod kontrolou AOX1 promoteru
(Cregg, 2007).
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1.3.1.5 Kmeny s deficientni proteasou
Kmeny s deficientnimi vakuolarnimi proteasami jsou schopny redukovat degradace
rekombinantnich proteind v porovnani s ,wild-type* kmeny. Kmeny s deficientni
proteasou SMD1163 (his4 pep4 prbl), SMD1165 (his4 prbl) a SMD1168 (his4
pep4) jsou zvlasté uzitecné pro expresi heterolognich proteinl béhem fermentace.
Je dostupny také kmen odvozeny od SMD1168, ktery byl pfipraven naruSenim
karboxypeptidasy Kexl genem SUC2, pochazejicim ze S. cerevisiae. Tento kmen
byl vyvinut k inhibici C-koncové proteolyzy lysinu a argininu a umoZziuje ziskani
intaktniho lidského endostatinu po 40 hodinach fermentace. Nevyhodou kmenu
s deficientni proteasou je pomalejSi rast, nizSi G¢innost transformace a nizSi

Zivotaschopnost (Cregg, 2007).

1.3.1.6 Kmeny s mutaci v glykosylaci

Ve srovnani s S. cerevisiae jsou rekombinantni proteiny produkované P. pastoris
méné Casto hyperglykosylovany a nemaji hyperimunogenni koncovou a-1,3
manosylaci. AvSak rozdily v glykosylaci proteini P. pastoris a ¢lovéka vedou
k blokaci vyuziti téchto proteind pro farmaceutické ucely. Koexprese 1,2-a-D-
manosidasy (Trichoderma reesei) cilend do endoplazmatického retikula snizuje
ovice nez 85% pocet a-1,2-manosovych residui u rekombinantniho proteinu
produkovaného P. pastoris. V daldi snaze ,polidstit* P. pastoris, byl zkonstruovan
kmen YSH44 eliminaci endogenni kvasinkové glykosylaéni drdhy a vnesenim péti
eukaryotickych proteind (manosydasy | a I, N-acetylglukosaminyl-transferasa | a
a uridin-5"-diofosfat-N-acetylglukosaminovy transportér) ke zfizeni syntetické
glykosyla¢ni drahy, kterd generuje lidské oligosacharidy GIcNAc,Man;GIcNACc,
(Cregg, 2007).

1.3.1.7 Kmeny nadexprimujici disulfidisomerasu (PDI )
Bylo zjiSténo, Ze nadexprese proteinu PDI v P. pastoris zvySuje produkci proteint
bohatych na disulfidové mustky jako je napf. Pfs25H, ktery je kandidatem pro
pFipravu vakciny proti pfenosu Plasmodium falciparum. PDI tvofi disulfidové muastky

bé&hem sbalovani proteinu v endoplazmatickém retikulu (Cregg, 2007).

1.3.2 Vektory

Mezi kvasinkami je dostupny znaény pocet hostitelskych kmenlG a pro heterologni
expresi je jeSté vétSi mnozstvi expresnich vektoru, které se oznaduji jako E. coli / P.

pastoris ,shuttle” vektory, umoZzhujici replikaci a uchovani plazmidu v E. coli
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a obsahujici markery funkéni v jednom nebo obou organismech. VétSina expresnich
vektorl obsahuje expresni kazetu skladajici se z multiklonovaciho mista (MCS) pro
vloZeni cizi kodujici sekvence, obklopenou promoterovou a terminacni sekvenci, které
jsou odvozené od AOX1. Optimalni exprese byva dosazeno nejCastéji v pfipadé, kde
ATG z heterologni sekvence je vloZzeno do prvniho restrikéniho mista MCS. Navic,
pro sekreci heterolognich proteind mohou byt zkonstruovany vektory, které obsahuji
rizné sekvence spojené ve stejném ¢tecim ramci, umoZziujici napfiklad fazi
sekre¢niho signdlu s poZzadovanym proteinem. Seznam béZzné vyuZivanych

expresnich vektora dodavanych firmou Invitrogen je uveden v Tab.2 (Cregg, 2007).

Tabulka 2: Expresni vektory P. pastoris dostupné u firmy Invitrogen  (pfevzato
z Cregg, 2007).

Vektor Selek éni marker Charakteristika
pHIL-D2 HIS4 Notl mista pro odstranéni AOX1 genu.
pPICZ ble' Multiklonovacim misto pro inserci cizorodych genu;

umoznuje fazi s polyhistidinovou kotvou a myc epitopem;
selekce zeocinem umoznuje produkci kmenl s mnoha
kopiemi plazmidu.

pPIC6 bsd"’ Podobny jako pPICZ aZ na rezistenci na blasticidin;
umoznuje produkci kmend s mnoha kopiemi plazmidu.
pGAPZ ble' Kontrola exprese pomoci konstitutivniho GAP promoteru;

multiklonovaci misto pro inserci cizorodych gend;
selekce zeocinem umoznuje produkci kmend s mnoha
kopiemi plazmidu.

pFLD ble' Umoznuje fazi cizorodych proteind s polyhistidinovou
kotvou a myc epitopem.
pHIL-S1 HIS4 Podobny jako pGAPZ azZ na kontrolu exprese

FLD1 promoterem pro inducibilni expresi methylaminem.
AOX1 promoter fuzovany s PHO1 sekreénim signalem;
Xhol, EcoRI a BamHI mista vhodna pro inserci cizorodych
gen(.

pPICZa ble' AOX1 promoter fazovany s a-MF prepro signalni sekvenci;
multiklonovacim misto pro inserci cizorodych genu;
umoznuje fazi cizorodych proteint s polyhistidinovou kotvou
a myc epitopem; selekce zeocinem umoznuje produkci
kmenl s mnoha kopiemi plazmidu.

pPIC6a bsd' Podobné jako pPICZ az na rezistenci na blasticidin
umoznuji produkci kmend s mnoha kopiemi plazmidu.
pGAPZa ble' GAP promoter fazovany s a-MF prepro signalni sekvenci;

MCS pro inserci cizich genl; moznost flze cizorodého
proteinu s polyhistidinovou kotvou a myc epitopem; selekce
zeocinem umozniuje produkci kmenl s mnoha kopiemi
plazmidu.

pFLDa ble' Podobné jako u pGAPZ az na kontrolu exprese FLD1
promoterem pro inducibilni expresi s methylaminem.
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* Promotery
VétSina expresnich vektort P. pastoris vyuzZiva pro fizeni exprese AOX1 promoter,
ktery ale neni vzdy idealni, jelikoZz indukce methanolem neni vhodna pro uZiti
v potravinarském pramyslu. Alternativnim promoterem muze byt glukosou indukovany
silny promoter glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasy z P. pastoris a mirné expresni
promotery expresnich gend PEX8 a YPT1 (GTP vazajici protein). Geny FLD1 kéduji
glutathion-dependentni formaldehydehydrogenasu, coz je kliCovy enzym potifebny pro
metabolismus methanolu a methylovanych aminl. Vynosy exprese s promoterem
genu FLD1 dosahuji podobnych hodnot jako u AOX1 promoteru (testovano s [3-
lactamasovym reportérovym genem), avSak umoZiuje expresi proteinu pfidavkem
methanolu jako jediného zdroje uhliku (a siranu amonného jako zdroje dusiku) nebo

methylaminu jako jediného zdroje dusiku (a glukosy jako zdroje uhliku) (Cregg, 2007).

* Sekreéni signaly
Exprese heterolognich proteind v P. pastoris muaze byt intracelularni nebo
extracelularni. Protoze tyto kvasinky sekretuji malé mnozstvi endogennich proteina,
sekretované rekombinantni proteiny Casto predstavuji vétSinu z celkovych
sekretovanych proteint v médiu. Z toho plyne, Ze zacileni sekrece rekombinantniho
proteinu do média slouzi jako prvni vyznamny purifikaéni krok. AvSak kvdli stabilité
a pozadavcich na sbaleni proteinu, je moznost sekrece obvykle vyhrazena pro
vnasSené proteiny, které jsou normalné sekretovany svymi pUlvodnimi hostiteli.
Pouzitim vhodnych expresnich vektor( P. pastoris je mozné klonovat cizorodé geny
ve ¢tecim ramci se sekvenci kédujici bud pGvodni sekre¢ni signal nebo S. cerevisiae
a-MF prepro peptid €i sekre¢ni signal pro kyselou fosfatasu P. pastoris (PHO1). Byly
Uspésné pouzity dalSi signalni sekre¢ni sekvence, v&etné PHA-E aglutininu
z rostlinného lecitinu Phaseolus vulgaris, dale pavodni signalni sekvence pfitomné
v heterolognich proteinech nebo syntetické Useky pro efektivnéjSi sekreci. Ziskané
vysledky byly velice variabilni v zavislosti na exprimovaném proteinu. Sekre¢ni signal
o-MF prepro peptidu, ktery je sou€asti vektorl pPICZa, vykazuje nejlepSich vysledkud
pfi sekreci rdznych testovanych proteind. Pro konstrukci expresni kazety s S.
cerevisiae a-MF prepro peptidem je nutné pouze integrovat pozadované heterologni
geny ve stejném c&tecim ramci jako je sekre¢ni signal, a to pomoci restrik€nich
enzym( zastoupenych v multiklonovacim misté vhodného vektoru. V nékterych
pfipadech je a-MF lepSim sekre¢nim signalem pro expresi heterologniho proteinu
v P. pastoris nez puvodni signalni sekvence nativniho proteinu, jak bylo

demonstrovano u exprese lipasy Lipl z Candida rugosa (Cregg, 2007).
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* Selekéni markery
Pro ucely klonovani jsou vSechny expresni vektory P. pastoris navrZzeny pro vneseni
do E. coli i P. pastoris (proto ,shuttle* vektory). UdrZzeni vektoru v bakteriich vyZaduje
pfitomnost selekéniho genu pro rezistenci na antibiotikum, kterym je v pfipadé
expresniho vektoru P. pastoris obvykle bla gen umoznujici rezistenci na ampicilin.
Byly popsany geny biosyntetickych drah P. pastoris a S. cerevisiae, z nichZ pét je
vyuzivano v expresnich vektorech jako biosyntetickych expresnich marker(. Jsou to:
ADE1 (PR-amidoimidazolsukcinokarboxamidsynthasa), HIS4
(histidindehydrogenasa), ARG4 (argininosukcinatlyasa), URA3 (orotidin-5"-
fosfatdekarboxylasa) a URAS5 (orotat-fosforibosyltransferasa) pochéazejici z P.
pastoris. Mnozstvi expresnich vektord dostupnych od firmy Invitrogen je zaloZzeno na
stejném rezistencnim markeru pro selekci v bakteriich i kvasinkach. Tyto vektory
vyuZivaji bud Sh ble gen Streptoalloteichus hindustanus, ktery umoZiuje rezistenci
vuci zeocinu (antibiotiku odvozeného od bleomycinu) nebo gen pro blasticidin-S-
deaminasu (BSD) z Aspergillus terreus, ktery poskytuje rezistenci k nukleosidovému
antibiotiku blasticidinu-S HC1 izolovanému ze Streptomyces griseochromogenes.
PouZiti téchto rezisten¢nich markert sniZzuje velikost expresniho vektoru témeér
o polovinu. Ackoli je selekce na zeocinu a blasticidinu srovnatelna, v sou¢asné dobé
jsou vektory s geny pro rezistenci na zeocin (série pPICZ A, B, C) vice pouzivané nez
Bsdr vektory s rezistenci na blasticidin. Novy set expresnich vektort vyuZzivajici geny
P. pastoris pro formaldehydehydrogenasu (FLD1) jako selek&nich markerd umoznuje
slozeni expresnich vektord téméf vyhradné z DNA P. pastoris (s vyjimkou
exprimovaného heterologniho genu). Tyto vektory umozniuji selekci mnohocetnych
transformant a neobsahuji prokaryotické geny pro rezistenci na antibiotika nebo jiné

bakterialni sekvence (Cregg, 2007).

Dale bude blize popsano sloZzeni vektort pPICZ a pGAPZa, které byly pouzity béhem

s w7z

experimentalni ¢asti bakalafské préace.

1.3.2.1. Vektory pPICZ

pPICZ je expresni ,shuttle" vektor s velikosti 3,3 kb (Obr.1) uZivany k expresi
rekombinantnich proteind v Pichia pastoris. Exprimované rekombinantni proteiny
obsahuji na C-konci c-myc epitop a polyhistidinovou kotvu (6xHis). Vektor umozZriuje
methanolem indukovanou expresi poZzadovaného genu ve vhodném kmenu P.
pastoris (X 33, GS115, SMD1168H a KM71H).
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pPICZ obsahuje nasledujici elementy:

o

5°koncovy AOX1 promoter (942 bp) pro silné regulovanou methanolem
indukovanou expresi poZzadovaného genu (Ellis et al., 1985; Koutz et
al., 1989; Tschopp et al.,, 1987) v P. pastoris. Vysledna integrace
plazmidu je cilena do lokusu AOX1l vgenomu kvasinky pomoci
homologni rekombinace.

Multiklonovacim misto (MCS) pro integraci poZadovaného genu do
expresniho ,shuttle* vektoru.

C-koncovou polyhistidinovou kotvu (6xHis) pro detekci (protilatka Anti-
His (C-term)) a zejména purifikaci rekombinantniho proteinu pomoci
afinitni chelatacni chromatografie.

Gen umoznujici rezistenci na zeocin (Sh ble) pro selekci jak v E. coli,
tak v P. pastoris (Baron et al., 1992; Drocourt et al., 1990)

c-myc epitop (Glu-Gin-Lys-Leu-lle-Ser-Glu-Glu-Asp-Leu) umoZziujici
specifickou detekci rekombinantniho proteinu pomoci protilatky Anti-
myc (Evans et al., 1985)

TFi Cteci rAmce k usnadnéni klonovani — pro zachovéni ¢teciho ramce
vyslednych fazi DNA.

AOX1 terminator transkripce (260 bp) — nativni transkripéni
a polyadenylaéni signal z AOX1 genu.

TEF1 promoter genu transkripéniho elonga¢niho faktoru 1 S.
cerevisiae, ktery Fidi expresi genu Sh ble pro rezistenci P. pastoris na
zeocin.

EM7 promoter — synteticky prokaryoticky promoter umoZnujici
konstitutivni expresi genu Sh ble v E. coli.

CYCL1 transkripéni terminacni oblast genu CYCL1 z S. cerevisiae pro
terminaci transkripce genu Sh ble a pro zvy3eni stability pfislusné
MRNA.

pUC — pocatek replikace, ktery umoznuje replikaci a zachovani

plazmidu v E. coli.
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Obrazek 1: Schéma vektoru pPICZ A
(pfevzato z Manualu pPICZ A, B, C, Invitrogen (2008);
http://www.invitrogen.com/site/us/en/home.html)

1.3.2.2. Vektory pGAPZ a
pGAPZa je expresni ,shuttle® vektor o velikosti 3,1 kb (Obr.2), ktery umozZfuje

konstitutivni expresi rekombinantniho proteinu v P. pastoris (kmeny X 33, GS115,

SMD1168H a KM71H) pro integraci do genomu kvasinky homologni rekombinaci.

Pfitomny N-terminalni o—faktor umoZznuje sekreci rekombinantniho proteinu s C-

terminalnim c-myc epitopem a histidinovou kotvou do kultivacniho média.

pGAPZa obsahuje nasledujici elementy:

0 GAP promoter pro silnou konstitutivni expresi v P. pastoris. Je cilovym

mistem integrace plazmidu do genomu kvasinky. Enzym
glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasa (GAPD) je ve vysokych Urovnich
exprimovana v mnoha organismech, v€etné P. pastoris. Promoter genu
(GAP) kddujici GAPDH protein byl nedavno charakterizovan a byla
detekovana exprese rekombinantnich proteind na vysoké urovni v P.
pastoris v zavislosti na pouzivaném zdroji uhliku (Waterham et al.,
1997). Uroven exprese GAP promoteru mize byt mirné& vy3si nez
exprese s promoterem AOX1.

o—faktor, coZz je nativni sekre¢ni signal S. cerevisiae umoznujici
efektivni sekreci vétSiny proteina exprimovanych v P. pastoris (Cregg
et al., 1993).
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0 Multiklonovaci misto (MCS), které umoZziuje integraci poZzadovaného
genu do expresniho vektoru

0 C-terminalni myc epitop a C—terminalni polyhistidinova kotva jsou
stejné jako u vektoru pPICZ.

0 Gen Sh ble a CYC1 transkrip&ni termina¢ni oblast umozZziiuji rezistenci
E. coli (za ucasti EM7 promoteru) a P. pastoris (za uc€asti TEF1
promoteru) na zeocin.

0 pUC - pocatek replikace, je nutny pro pomnozeni plazmidu v E. coli.

Vektor je dodavan ve tfech Ctecich rdmcich usnadnujici klonovani ve &tecim ramci
s C-histidinovou kotvou a /nebo N-koncovym sekre¢nim signalem. Exkrece vektoru je
zaloZzena na dominantnim selek&nim markeru pro zeocin, ktery je bifunk&ni v obou

organismech Pichia i E. coli.

Obrazek 2: Schéma vektoru pGAPZ a
(pFevzato z Manual pGAPZ A, B, C a pGAPZa A, B, C, Invitrogen (2008);
http://www.invitrogen.com/site/us/en/home.html)
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1.4 Kvasinkova AMP—deaminasa

AMP-deaminasa (AMP-aminohydrolasa, EC 3.5.4.6) katalyzuje hydrolytické Stépeni
adenosinmonofosfatu (AMP) za vzniku produktl inosinmonofosfatu (IMP) a amoniaku
(Obr.3). Vyskytuje se u mnoha eukaryot, zahrnujicich jak savce, ptaky, rostliny
(Turner & Turner, 1961), tak kvasinky (Yoshino et al., 1979) a bylo prok&zano, zZe
hraje dulezitou roli pfi regulaci hladiny a energetickych pfemén adenylatu (Chapman
& Atkinson, 1973; Yoshino & Murakami, 1981), v cyklu purinovych nukleotidu
(Lowenstein, 1972) a pfi regulaci fosfofruktokinasy (Yoshino & Murakami, 1982).
U prokaryot nebyla pfitomnost AMP-deaminasy prokazana. Tento enzym je
allostericky aktivovan adenosintrifosfatem (ATP) a inhibovan anorganickym fosfatem
(P) (Yoshino et al., 1979; Leung & Schramm, 1980; Meyer et al., 1989). Gen pro
AMP-deaminasu je lokalizovan na chromozomu XIII u kmene Saccharomyces
cerevisiae JM1901 a byl klonovan a osekvencovan. Schizosaccharomyces pombe
obsahuje AMP-deaminasu s podobnymi Kkatalytickymi vlastnostmi jako ma S.
cerevisiae, a to i pfesto, Ze DNA sekvence genl a imunoreaktivita deaminasy z S.

pombe se vyrazné lisi od AMP-deaminasy S. cerevisiae (Sollitti et al., 1993).

0. PH

~ N” N O%/ AN
Ho © N—q [ AMPD [~o ) + NH
W N NH, + H0 HO )ﬁ/\\o °
HO S
HO

Obrazek 3: Reak éni schéma hydrolytického st épeni adenosinmonofosfatu na

inosinmonofosfat a amoniak za i €asti AMP-deaminasy.
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2. EXPERIMENTALNI CAST
2.1 Material

2.1.1 Vektory a pouzité mikroorganismy

pGAPZa A Invitrogen (Carlsbad, USA)
pPICZ A Invitrogen (Carlsbad, USA)
pDRIVE + AMD1 Mgr. H. Pospisilova, Ph. D. (UP Olomouc, CR),

Mgr. Petra Rozumovéa (MU Brno, CR)

pDRIVE + SPBC106.04 Mgr. H. Pospisilova, Ph. D. (UP Olomouc, CR),
Mgr. Petra Rozumovéa (MU Brno, CR)

pDR197 Dr. D. Rentsch (University of Bern, Svycarsko)

kompetentni TOP10 buriky Escherichia coli - Invitrogen (Carlsbad, USA)

2.1.2 Komer €ni kity a software

QIAquick Gel Extraction Kit (50)
QIAprep Spin Miniprep Kit (250)
PCR Cloning Kit (10)
V8echny vySe uvedené kity byly zakoupeny od firmy Qiagen (Hilden, Némecko).

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

2.1.3 Enzymy
High Fidelity PCR Enzyme Mix Fermentas (Ontario, Kanada)

Restrikéni endonukleasy:

Kpnl , Pstl, Sall Fermentas (Ontario, Kanada)

BamHlI, EcoRl, EcoRV, Hindlll, Takara (Shiga, Japonsko)

Notl, Sphl, Xbal, Xhol Takara (Shiga, Japonsko)

Taq polymerasa Mgr. Méaria Smehilova (UP Olomouc, CR)
T4 — DNA ligasa Takara (Shiga, Japonsko)
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2.1.4 Chemikalie

agar

agarosa

ampicilin

DMSO

dNTP Mix
ethidiumbromid
Gene Ruller 1kb DNA Ladder (marker)
glycerol
isopropanol
kvasniény extrakt
LB broth Hight salt
Loading Buffer
NaCl

trypton

SOC médium

zeocin

2.1.5 Pristrojové vybaveni

autoklav MLS 3020

centrifuga Mikro200R

digestof

laminarni box

inkubator biologicky

termoblok Thermomixer comfort
spektrofotometr

termocykler T - gradient

termocykler Mini cykler MJ Research

Himedia (Indie)

Amresco (Ohio, USA)

Sigma — Aldrich (Praha, CR)
Duchefa (Nizozemi)
Fermentas (Ontario, Kanada)
NeoLab (Heidelberg, Némecko)
Fermentas (Ontario, Kanada)
Penta (Chrudim, CR)

MACH (Ostrava, CR)

Sigma — Aldrich (Praha, CR)
Duchefa (Nizozemi)

Takara (Shiga, Japonsko)
Lach — Ner (Neratovice, CR)
Duchefa (Nizozemi)
Invitrogen (Carlsbad, USA)

Duchefa (Nizozemi)

Sanyo (Mnichov, Némecko)
Hettich (Kirchlengern, Némecko)
Forlab (Valagské mezifi¢i, CR)
Forlab (Valagské mezifi¢i, CR)
POLL-Lab (Bielsko-Biala,Polsko)
Eppendorf (Riéany u Prahy, CR)
Agilent (Santa Clara, USA)
Biometra (Goettingen, Némecko)

Biometra (Goettingen, Némecko)

tfepacka inkubovana Heidolph unimax 1010 Heidolph (Schwabach, Némecko)
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2.2 Metody

2.2.1 Polymerazova retézova reakce (PCR)

PCR je zaloZena na vyuZiti DNA-polymerasy in vitro pro mnohonasobné zmnozeni
poZzadované molekuly DNA. Syntéza DNA je Fizena kratkymi oligonukleotidy
(primery), které se paruji s templatovou DNA na poc¢atku a na konci amplifikovaného

fragmentu, kazdy s jingm vlidknem pavodni dvoufetézcové molekuly DNA (Alberts et

al., 1998).

Podminky jednotlivych PCR reakci byly nasledujici:

1. Pocate¢ni denaturace 120s/95C

2. Denaturace 40 -45s/95C

3. Pfipojeni primeru 40 — 45 s (v zavislosti na pouZzitém primeru byla
nastavena teplota)

4. Elongace 120-160s/72C

5. Zavérecna elongace 10 minut/ 72C

Body 2 — 4 se cyklicky 45x opakovaly.

2.2.1.1 Optimalizace PCR

Optimalizace amplifikace gent SPBC106.04 a AMD1 probihala za vySe uvedenych
podminek. Pro gen SPBC106.04 byly testovany tfi rizné teploty pro pfipojeni primeru
(62C, 65C a 68C). Pro AMD1 byly testovany &tyfi rizné teploty pro pfipojeni
primerQ, a to 58C, 60T, 62T a 64<C. Jako aditivum byl t estovan pfidavek DMSO.
Slozeni reakéni smési bylo podobné jako nize, s tim rozdilem, Ze pro optimalizaci

PCR byla pouZzita Taq polymerasa.

2.2.1.2 Amplifikace genu SPBC106.04 (AMP-deaminasa,
Schizosaccharomyces pombe)

PCR probihala za podminek uvedenych vySe (2.2.1). Jako teplota pro pfipojeni

primer( bylo zvoleno 65T pro vneseni vysledného amplikonu do vektoru pDRIVE

a potom do vektoru pGAPZa A. Pro vneseni do plazmidu pDRIVE a potom do vektoru

pPICZ A byla provedena ,Touch up“ PCR (55T - 66C) .

e SloZeni reakéni smési pro vneseni SPBC106.04 do pDRIVE a poté do pGAPZa A

o celkovém objemu 10 pl:
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5,2 ul PCR vody
1 pl 10x High Fidelity PCR Buffer + MgCl,
0,4 ul 10 mM dNTP

1l 10 mM forward” primeru 5-CTCGAGATGTCTGTACGTCCTCTCTCA-3
1ul 10 mM reverse” primeru 5-GCGGCCGCATCTTTCAAATCT-3

0,2 ul pDRIVE + SPBC106.04 (templat)

1pl DMSO

0,2 ul High Fidelity PCR Enzyme Mix

Pozn.: Modfe oznacena €ast sekvence znaci mista rozpoznavana endonukleasami
Xhol a Notl.

e SloZeni reakéni smeési pro vneseni SPBC106.04 do pDRIVE a poté do pPICZ A

o celkovém objemu 10 pl:

5,2 pl PCR vody

1 pl 10x High Fidelity PCR Buffer + MgCl,

0,4 pl 10 MM dNTP

1ul 10 mM forward“ primeru 5-CTCGAGATGTCTGTACGTCCTCTCTCA-3
1ul 10 mM reverse” primeru 5-GCGGCCGCGATCTTTCAAA-3

0,2 pl pDRIVE + SPBC106.04 (templat)

1pl 10 mM MgCl,

0,2 ul High Fidelity PCR Enzyme Mix

2.2.1.3 Amplifikace genu AMD1 (AMP-deaminasa, Saccharomyces
cerevisiae)

Amplifikace genu AMD1 probihala obdobné jako u genu SPBC106.04. Pfipojeni
primerU probihalo pfi 60C a do PCR reakce bylo p fidano 10% DMSO.

e SloZeni reakéni smési pro vneseni AMD1 do pDRIVE a poté do pGAPZa A

o celkovém objemu 10 pl:

5,2 v PCR vody

1 pl 10x High Fidelity PCR Buffer + MgCl,

0,4 ul 10 mM dNTP

1pl 10 mM forward“ primeru 5"-CTCGAGATGGACAATCAGGCTACA-3
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1ul 10 mM reverse” primeru 5-GCGGCCGCCTTTTCTTCA-3
0,2 ul pDRIVE + AMD1 (templat)

1 ul DMSO

0,2 ul High Fidelity PCR Enzyme Mix

e SloZeni reakéni smési pro vneseni AMD1 do pDRIVE a poté do pPICZ A

o celkovém objemu 10 pl:

5,2 v PCR vody

1 pl 10x High Fidelity PCR Buffer + MgCl,

0,4 ul 10 mM dNTP

1pl 10 mM forward“ primeru 5"-CTCGAGATGGACAATCAGGCTACA-3
1pl 10 mM reverse” primeru 5 -GCGGCCGCGCTTTTCTT-3’

0,2 ul pDRIVE + AMD1 (templat)

1 ul DMSO

0,2 ul High Fidelity PCR Enzyme Mix

2.2.2 T/A klonovani

T/A klonovani vyuziva previsu thimidinu na obou koncich vektoru a pfevisi adenosinu
na obou koncich insertu (PCR produktu), které jsou ksobé& navzajem
komplementérni.

T/A klonovani bylo provadéno dle postupu, ktery je uveden v manuélu pro PCR

Cloning Kit (http://www.invitrogen.com/site/us/en/home.html).

2.2.3 Elektroforeticka separace nukleovych kyselin

Elektroforéza patfi v molekularni biologii k nejpouzivanéjsim separacnim metodam pfi
izolaci a analyze nukleovych kyselin a proteinG. Principem elektroforetické separace
je pohyb nabitych molekul v elektrickém poli, kdy hlavnim nositelem naboje
nukleovych kyselin jsou zaporné nabité fosfatové skupiny.

Elektroforéza v 1% agarosovém gelu slouZila k separaci, izolaci a vizualizaci

fragment( 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 ul ethidiumbromidu o koncentraci 0,5

pg/ml, tato smés byla nalita do pfedem sloZzené elektroforetické vaniCky a na jeden
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z koncl této vany byl vloZzen hfebinek, ktery vytvofil po ztuhnuti gelu jamky pro
nanaseni vzorkd. 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 vioZen 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 vklddame tak, aby startovni jamky lezZely v blizkosti katody (zaporny pdl).
Do jednotlivych jamek ponofeného gelu byly nanaSeny jednotlivé vzorky po 5 - 20 ul.
Do jedné z jamek v fadé bylo vZzdy napipetovano 5 pl markeru (Gene Ruller 1kb DNA
Ladder). Do jednotlivych vzorkd byl pfidavan pfed nanaSenim na gel pfislusné
ziedény 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.

2.2.4 Izolace plazmidova DNA z gelu

DNA byla po elektroforéze z agarosového gelu izolovana po vyfiznuti poZzadovanych
bandl pomoci skalpelu pod UV lampou. Izolaci jsem provadéla pomoci komeréniho
kitu QIAquick Gel Extraction Kit od firmy Qiagen

(http://www1.giagen.com/Default.aspx).

2.2.5 Ligace

Ligace vyuzivd enzymu T4-DNA ligasy, ktera katalyzuje tvorbu fosfodiesterové vazby
mezi 5 fosfatovou skupinou a 3"OH skupinou sousedniho nukleotidu, za spojeni dvou
molekul DNA zakon&enych komplementarnimi konci (Rosypal et al., 2002).

Ligace byla provadéna v celkovém objemu 10 pl, které obsahovaly 1 pl 10x Ligation
Buffer, 0,5 pul T4 — DNA ligasy a cilovy vektor a insert (PCR produkt) v poméru 1:1. Po

promichani a sto€eni nasledovala inkubace pfi 23CC do druhého dne.

2.2.6 ,Heat shock” transformace kompetentnich
TOP10 bunék

Kompetentni bakterialni bunky jsou bufky upravené fyzikalné a/nebo chemicky tak,
Ze maji zvySenou schopnost pfijmout cizorodé molekuly DNA (Brown, 2007).
Transformace TOP10 bunék E. coli probihala nasledovné.

» Mikrozkumavka s 50 pl kompetentnich bunék E. coli, ktera byla vytazena z

-74<C byla ponechana po dobu 5 min na ledu, aby bu riky roztaly.
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* K burnkam byla pfidana smés po ligaci (5 pl), nasledovalo jemné promichani
tak, aby nedoslo k poSkozeni bunék.

* Takto promichana smés se nechala stat 30 min na ledu.

» Déle byla tato smés vloZzena na 45 s pfi 42C do p fedem vytemperovaného
termobloku (tzv. ,heat-shock").

* Bunky se ochladily na ledu 2 — 5 min, a poté se k nim pfidalo 250 ul SOC
media.

* Néasledovala inkubace po dobu 1 hodiny pfi 37<C (p fi 160 otd¢kach za minutu).

 Bunky byly poté vysety na pfislusné LB agarové plotny (2% agar)
s odpovidajicim antibiotikem, a byly inkubovany do druhého dne pfi 37C ve

statickém inkubéatoru.

2.2.7 Slozeni kultiva énich médii a kultivace E. coli

» Pr¥iprava LB média:

1litr LB média byl pfipraven rozpusténim 25 g praskového média v destilované
vodé, pH roztoku bylo pomoci NaOH upraveno na 7,2. Takto pfipraveny roztok byl
sterilizovan autoklavovani pfi 121C po dobu 15 minut. P fed vlastni kultivaci bylo
do tekutého i pevného média pfidano pfislusné antibiotikum o finalni koncentraci
50 pg/ml pro zeocin nebo 100 pg/ml pro ampicilin. Zasobni roztoky antibiotik byly

rozpustény ve sterilni vodé.

* Priprava LB média s niz§im obsahem soli

llitr LB média s nizSim obsahem soli byl pfipraven rozpusténim 5 g NaCl, 5 g
kvasni¢ného extraktu a 10 g tryptonu v destilované vodé, pH roztoku bylo pomoci
NaOH upraveno na 7,5. Takto pfipraveny roztok byl sterilizovan autoklavovani pfi
121<C po dobu 15 minut. P fed vlastni kultivaci bylo do tekutého i pevného média
pfidano pfislusné antibiotikum o finalni koncentraci 50 pg/ml pro zeocin nebo 100
pg/ml pro ampicilin.

K LB nebo LB se snizenym obsahem soli byl pfidan agar o vysledné koncentraci
2% w/v. po ochlazeni sterilnich tuhych médii na cca 60T bylo do roztoku p fidano
prislusné antibiotikum a média byla v laminarnim boxu rozlita po asi 25 ml do

sterilnich Petriho misek.
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* Kultivace E. coli

Veskeré prace byly provadény ve sterilnim prostfedi laminarniho boxu. Kultivace
vzdy probihala ve vySe popsanych médiich s pfisluSnym antibiotikem pfi 37<C do
druhého dne. Bunky E. coli transformované plazmidem pDRIVE nebo pDR197
byly kultivovany s ampicilinem, zatimco binarni vektory pGAPZa A a pPICZ A

umoznovaly rust transformovanym E. coli bufikam na zeocinu.

2.2.8 1zolace plazmidové DNA z bun ék E. coli

Izolace plazmidové DNA byla provadéna podle komeréniho kitu QIlAprep Spin
Miniprep Kit od firmy Qiagen (http://wwwl.giagen.com/Default.aspx) nebo
nasledovné:

* 2 ml bakteriélni kultury kultivované 16 — 24 hodin byly centrifugovany 2 min pfi
16000 g za laboratorni teploty.

* Byl odstranén supernatant a pelet byl rozsuspendovan v 250 ul roztoku pufru
P1 (50 mM Tris/HCI, 10 mM Na,EDTA, 0,1 mg/ml RNAasy, pH 8).

» Déle 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 promichéna a inkubovana 5 min na ledu..

* Nasledovala centrifugace 10 min/ 16000 g/ 4.

* Supernatant byl odebran do Cisté mikrozkumavky, bylo pfidano 500 pl 100%
isopropanolu (vysrazeni plazmidova DNA) a smés byla dukladné promichana.

* Néasledovala centrifugace 20 min pfi 16000 g za laboratorni teploty.

» K peletu bylo pfidano 750 pl 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 uchovan pfi — 20C.

2.2.9 Stépeni DNA restrik &nimi endonukleasami

Restrikéni endonukleasy jsou sekvencné specifické enzymy. Cilové misto restrikéni
endonukleasy je obvykle tvofeno kratkou (4 - 7 nukleotidovou) sekvenci
dvouretézcové molekuly DNA, tato sekvence byva velice ¢asto palindromicka. DNA
muZe byt Stépena za vzniku tupého nebo kohezniho konce, coz je napfiklad

vyuzivano k naslednému spojeni fragmentu DNA vektoru a fragmentu DNA insertu
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vzniklym Stépenim stejnou restrikéni endonukleasou za pouZiti T4 — DNA ligasy
(Rosypal et al., 2002).

Restrikéni enzymy slouzily jednak k jizZ uvedené integraci insertu do cilového vektoru,
a déle jako kontrolni nastroj pro analyzu spravnosti takto pfipravenych konstruktu.
DNA byla Stépena enzymy uvedenymi v Tab.3, podle navodu pfislusného dodavatele
(Fermentas nebo Takara) pfi 30C nebo 37C do druhého dne p fi restrikéni analyze
nebo 2 — 3 hodiny pfi pfipravé komplementarnich fragmentd. Takto pfipravené
fragmenty DNA byly vizualizovany pod UV po elektroforetické separaci v pfitomnosti

ethidiumbromidu.

Tabulka 3: Seznam pouZzitych restrik  €nich endonukleas

Endonukleasa Reakéni teplota Pufr
BamHI 30C 10x K Buffer
EcoRl 37 10x Eco RI Buffer
EcoRV 37 10x H Buffer
Hindlll 37C 10x M Buffer

Kpnl 37T Kpnl Buffer
Notl 37C 10x H Buffer
Pstl 37C 10x Buffer O
Sall 37C 10x Buffer O
Sphl 37C 10x H Buffer
Xbal 37C 10x M Buffer
Xhol 37C 10x H Buffer

2.3 Vysledky a diskuse

Vs wiv s

E. coli byly nelspéSné. Z tohoto duvodu byly pfipraveny plasmidové konstrukty
umoznujici vneseni gentll AMP-deaminasy (SPBC106.04 pGvodem z S. pombe nebo

AMD1 puvodem z S. cerevisiae) do kvasinek S. cerevisiae a P. pastoris.

2.3.1 Priprava konstruktu pDR197 s genem AMD1

Jako prvni ,shuttle” vektor pro vneseni AMP-deaminasy do kvasinek byl zvolen vektor
pDR197 (Obr.4). Vektor umozZfiuje pomnoZeni a expresi studovaného genu
v Saccharomyces cerevisiae bez integrace do genomu kvasinky. JelikoZz vnaSeny gen
AMD1, ktery pochazi z S. cerevisiae, nebyl Uspé3né exprimovan v E. coli, byl tento
jednoduchy plazmid uréen zejména jako kontrolni, z toho divodu, Ze nepfidava do
otevieného Cteciho ramce AMP-deaminasy (ORF) Zadné pfidavné aminokyseliny,

které by v tomto pfipadé mohly vést ke sniZzeni exprese nebo ztraté aktivity enzymu.
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Jako vstupni DNA pro pfipravu tohoto konstruktu slouZil dfive pfipraveny konstrukt
pDRIVE s genem AMD1, ktery byl pomnozZen v TOP10 burikach a izolovan pomoci
komeréniho kitu jak je popsano v metodach. Stejnym zplsobem byl pomnozZen
a precistén cilovy vektor pDR197. Cista plazmidovd DNA obou konstruktd byla
nasledné Stépena pomoci restrikCnich endonukleas Pstl a Sall za vzniku
komplementarnich koncu, které byly po elektroforetické separaci (Obr.4) nasledné

spojeny ligaci jak je popsano v metodach.

<«—— 6000 bp
<4—— 4000 bp

2500 bp

1 2 M
Obrazek 4: Restrikce plazmidu pDRIVE s genem  AMD1 a vektoru pDR197
pomoci restrik énich enzym & Pstl a Sall. 1. pDR197 (6300 bp), 2. pDRIVE (3500
bp) + AMD1 (2400 bp), M. 1 kb DNA Ladder

Liga¢ni smési byly transformovany TOP10 bunky E. coli, ty byly vysety na pevné LB
médium. Nasledujici den bylo 19 kolonii z misek pfeockovano do tekutého LB média,
a po kultivaci pfes noc byla z bunék izolovana plazmidova DNA pomoci roztokt P1 —
P3, jak je uvedeno v metodach. Vyizolovana plazmidova DNA byla podrobena

restrikéni analyze enzymy Pstl a Sall (Obr.5).

6000 bp
2500 bp

1 2 M
Obrazek 5: Restrik éni analyza plazmidu pDR197 s genem AMD1 pomoci
restrik €nich enzym 0 Pstl a Sall. 1., 2. pDR197 (6300 bp) + AMD1 (2400 bp), M. 1
kb DNA Ladder



Z 19-ti analyzovanych kolonii byly po kontrolni restrikci enzymy Pstl a Sall
vyhodnoceny dvé jako spravné (Obr.6), z toho plyne cca 10% Uspésnost, ¢imzZ byla
potvrzena UspéSnost ligace, a tedy i UspéSna priprava prvniho konstruktu pDR197
s genem AMD1.

<«—— 6000 bp

«—— 2500 bp

1 2 M
Obrazek 6: Kontrolni restrikce plazmidu pDR197 sge  nem AMD1 pomoci
enzymu Pstl a Sall. 1., 2. pDR197 (6300 bp) + AMD1 (2400 bp), M. 1 kb DNA Ladder

2.3.2 PFiprava konstruktu pGAPZ a A s genem
SPBC106.04

DalSi prace byla soustfedéna na AMP-deaminasu pochazejici z S. pombe, kterd byla
predikovana na zékladé sekvenéni homologie s charakterizovanou AMP-deaminasou
Saccharomyces cerevisiae.

Jako vstupni DNA pro pfipravu tohoto konstruktu slouZil jiz dfive pfipraveny plazmid
pDRIVE nesouci gen SPBC106.04 ze Schizosaccharomyces pombe. Pfitomny gen
byl ziskan amplifikaci genomové DNA a na rozdil od genu AMD1 obsahuje dva
introny. Spravnost vstupniho vektoru pDRIVE s SPBC106.04 byla pfed vlastni praci
ovéfena restrikéni analyzou pomoci BamHI, EcoRV, Hindlll, Kpnl, SpHI a Xbal.
JelikoZz multiklonovaci misto cilového vektoru pGAPZa A bylo odliSné od toho, které
se nachazi v pDRIVE vektoru, bylo nutné provést mnohonasobné zmnoZeni genu
SPBC106.04 za uZiti takovych primer(, které umoznilo vneseni vhodnych
nukleotidovych sekvenci rozpoznavanych endonukleasami i v cilovém vektoru za
vzniku komplementarnich lepivych koncl. Jako takova byla zvolena rozpoznavaci
mista pro endonukleasy Notl a Xhol. Primery byly navrzeny tak, aby ohraniCovaly
kédujici sekvenci genu, ktera je vzhledem k poméru GC a AT a nukleotidové sekvenci
problematicka, jelikoz podminkou pro navazani primert a probéhnuti specifické PCR

je dostatecné dlouhy komplementarni isek DNA, ktery netvofi vlasenku nebo dimery.
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Z vySe zminénych ddvodu nebylo moZzné navazat na 5°- konec primeru dalSi
nukleotidy, které by umoznily Stipani restriktasami pfimo po provedeni amplifikace
a toto také vedlo k nestandardné odliSné predikované teploté pro pfipojeni primerud.
Pro forward primer bylo Tm = 70C a pro reverse primer Tm = 61TC. Optimalizace
PCR byla uspésnd, pfi uZiti 65C jako teploty pro p fipojeni primerd byl ziskan jeden
fragment predpovézené velikosti 2733 pb (Obr.7). Takovyto amplikon byl po
probéhnuti elektroforézy izolovan pomoci komeréniho kitu a pomoci T/A klonovani
vnesen do pDRIVE vektoru podle pfislusného protokolu. Po transformaci TOP10
bunék produktem T/A klonovani nasledovalo vyseti na Petriho misky s 2% agarem.
Z rozpéstovanych kolonii byla poté izolovana plazmidova DNA pomoci roztok( P1 —
P3. Spravnost konstruktu pDRIVE s genem SPBC106.04 byla ovéfovana enzymem
Xhol (Obr.8).

3000 bp

1 M
Obrazek 7: Produkt amplifikace SPBC106.04 po optimalizaci PCR.
1. SPBC106.04 amplikon (2733 bp), M. 1 kb DNA Ladder

4000 bp
2500 bp

Obrazek 8: Restrik €éni analyza plazmidu pDRIVE s genem  SPBC106.04
restrik énim enzymem Xhol. 1. pDRIVE (3824 bp) + SPBC106.04 (2761 bp), M. 1 kb
DNA Ladder
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Spravné konstrukty a cilovy vektor pGAPZa A byly poté Stépeny endonukleasami
Xhol a Notl za vzniku lepivych koncud (Obr.9) spojenych T4-DNA ligasou.

4000 bp
4 30000bp

2500 bp

1 2 M
Obrazek 9: Restrikce plazmidu pDRIVE s genem SPBC106.04 a vektoru
pGAPZa A restrik énimi enzymy Xhol a Notl. 1. pGAPZa A (3074 bp), 2. pDRIVE
(3775 bp) + SPBC106.04 (2733 bp), M. 1 kb DNA Ladder

Vysledny konstrukt byl poté opét ovéfen restrikéni analyzou pomoci enzymi BamHI
(Obr.10A) a Hindlll (Obr.10B). Vtomto pfipadé byla detekovana 65% Uspésnost
ligace. Vysledny konstrukt pGAPZa A s SPBC106.04 umoZni integraci genu
kodujiciho S. pombe AMP-deaminasu do genomu kvasinky Pichia pastoris pod
konstitutivnim promoterem. Diky pfitomnému a—faktoru bude cilovy protein
sekretovan do kultivacniho média. Vysledny fuzni protein bude na C—konci obsahovat
histidinovou kotvu, kterd umozni jednokrokovou purifikaci AMP-deaminasy pomoci Ni-
NTA agarosy.

A B

«——5000 bp

5000 bp
3000 bp 3000 bp
1500 bp 1000 bp

1 M 1 M
Obrazek 10: Restrik €ni analyza plazmidu pGAPZ a A s genem SPBC106.04
A. enzymem BamHI. 1. pGAPZa A + SPBC106.04 (fragmenty 1392 bp, 4406
bp), M. 1 kb DNA Ladder
B. enzymem Hindlll. 1. pGAPZa A + SPBC106.04 (fragmenty 1041 bp, 4757
bp), M. 1 kb DNA Ladder
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2.3.3 Priprava konstruktu pPICZ A s genem
SPBC106.04

V tomto pfipadé byl pouZit stejny postup jako v pfedchozim pfipadé. Jednou
z odliSnosti bylo uZiti jiného reverzniho primeru pro amplifikaci genu SPBC106.04,
ato v disledku zachovéni ¢teciho ramce C—terminalni histidinové kotvy pfitomné ve
vysledném rekombinantnim proteinu. Ztohoto divodu byla opét provedena
optimalizace PCR, kdy nejlepSich vysledkd bylo dosazeno az uZzitim tzv. ,Touch up®
PCR. Jelikoz byl rozdil v Tm primerud celych 11<C, bylo nutné za &it PCR reakci s mélo
specifickymi podminkami pro navazani primeru, jako je uZziti nizsi teploty. Poslednich
15 cykli byla teplota pro pfipojeni primerl nastavena na 65T pro specifickou

amplifikaci pouze poZzadovaného Useku (Obr.11).

2500 bp

1 M
Obrazek 11: Produkt amplifikace genu  SPBC106.04 za uZiti ,Touch up“ PCR
1. SPBC106.04 amplikon (2734 bp), M. 1 kb DNA Ladder

Vysledny amplikon byl opét vnesen T/A klonovanim do vektoru pDRIVE a spravnost
konstruktu byla ovéfena enzymem Xhol u 20% testovanych kolonii (Obr.12).
Nasledovala restrikce ovéfeného upraveného pDRIVE s SPBC106.04 a cilového
binarniho vektoru pPICZ A endonukleasami Xhol a Notl (Obr.13) za vzniku
komplementarnich koncl spojenych ligaci. Kontrola finalniho konstruktu pPICZ A
s SPBC106.04 probéhla Guspésné u 75% testovanych kolonii za uZiti endonukleas
Kpnl a EcoRV (Obr. 14A, B). Vyslednd AMP-deaminasa tedy bude exprimovana
pridavkem methanolu do cytosolu P. pastoris opét s C—terminalni histidinovou kotvou

pro purifikaci pomoci Ni-NTA agarosy.
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1 2 3 M
Obrazek 12: Restrik €ni analyza plazmidu pDRIVE sgenem  SPBC106.04
enzymem Xhol. 1., 2., 3. pDRIVE (3825 bp) + SPBC106.04 (2760 bp), M. 1 kb DNA
Ladder

4000 bp
3000 bp

2500 bp

1 2 M
Obrazek 13: Restrikce plazmidu pDRIVE s genem  SPBC106.04 a vektoru
pPICZ A restrik énimi enzymy Xhol a Notl. 1. pPICZ A (3324 bp), 2. pDRIVE (3776
bp) + SPBC106.04 (2732 bp), M. 1 kb DNA Ladder

A B

4000 bp

2000 bp
3000 bp

2000 bp

1 2 3 M M 1
Obrazek 14: Restrik €ni analyza plazmidu pPICZ As genem SPBC106.04
A. enzymem Kpnl. 1., 2., 3. pPICZ A + SPBC106.04 (fragmenty 2103 bp, 3940
bp), M. 1 kb DNA Ladder
B. enzymem EcoRV. 1. pPICZ A + SPBC106.04 (fragmenty 2588 bp, 3455 bp),
M. 1 kb DNA Ladder
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Z&meér vnést gen AMD1 také do vektor0 pGAPZa A a pPICZ A se nepodafilo
z Casovych divodud zcela zrealizovat.

Vychozim materialem byl opét plazmid pDRIVE, ktery nesl poZadovany gen AMD1.
Optimalizaci PCR s Hight Fidelity PCR Enzyme Mix byla uréena nejvhodnéjsi teplota
pro pfipojeni primerd 60C. Produkt PCR byl nanesen na 1% agarosovy gel a byla
provedena elektroforéza (Obr.15A, B). Z gelu byl skalpelem vyfiznut poZadovany

band, a ten byl precisStén na komerénim kitu od firmy Qiagen.

A B

2500 bp
2500 bp

1 M 1 M
Obrazek 15: Produkt amplifikace genu AMD1
A. pro integraci do pGAPZa A. 1. SPBC106.04 amplikon (2447 bp), M. 1 kb DNA
Ladder
B. pro integraci do pPICZ A. 1. SPBC106.04 amplikon (2445 bp), M. 1 kb DNA
Ladder

DalSim krokem bylo vneseni amplikonu do pDRIVE vektoru pomoci T/A klonovani.
Nasledovalo ovéfeni spravnosti konstruktu restrikéni analyzou enzymem Xhol
(Obr.16A, B). Spravny konstrukt pDRIVE s AMD1 byl poté spolu s cilovym vektorem
pGAPZa A Stipan endonukleasami Xhol a Notl stejné tak byl Stipan stejnymi
endonukleasami i spravny konstrukt pDRIVE s AMD1 spolu s cilovym vektorem
pPICZ A (Obr.17), avSak nasledné ligace nebyly Uspésné.
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4000 bp
2500 bp

4000 bp
2500 bp

1 M 1 M
Obrazek 16 : Restrik €ni analyza plazmidu pDRIVE s genem AMD1 enzymem
Xhol
A. pro integraci do pGAPZa A. 1. pDRIVE (3822 bp) + AMD1 (2475 bp), M. 1 kb
DNA Ladder
B. pro integraci dopPICZ A. 1. pDRIVE (3824 bp) + AMD1 (2473 bp), M. 1 kb
DNA Ladder

4000 bp
3000 bp

2500 bp

1 2 3 4 M
Obrazek 17: Restrikce plazmid G pDRIVE s genem AMD1 a vektoru pGAPZ a A,
pPICZ A enzymy Xhol a Notl. 1. pGAPZa A (3074 bp), 2. pDRIVE + AMD1 (2447
pb), 3. pPICZ A (3324 bp), 4. pDRIVE + AMD1 (2445 bp), M. 1 kb DNA Ladder
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3. Zaver

Byla vypracovana literarni reSerSe na téma vyuZziti kvasinek v biotechnologii,
popisujici nej¢astéji vyuzivané ,shuttle” plazmidy a jejich sloZzky pro expresi proteinu
v Pichia pastoris.

V disledku neuspésné exprese kvasinkové AMP-deaminasy v E. coli, byly pfipraveny
tfi konstrukty umoznujici expresi studovanych AMP-deaminas (AMD1 z S. cerevisiae,
SPBC106.04 z S. pombe) v kvasinkéach.

Jako vhodné binarni vektory byly zvoleny plazmidy pGAPZa A a pPICZ A pro expresi
genu SPBC106.04 v P. pastoris pod konstitutivnim nebo inducibilni promoterem za
vzniku rekombinantniho proteinu s C—terminalni histidinovou kotvou pro snadnou
purifikaci poZzadované AMP-deaminasy pomoci Ni-NTA agarosy.

Posledni pfipraveny konstrukt (pDR197 s AMD1) umozZrujici pomnozeni a expresi
AMP-deaminasy v S. cerevisiae bude jako kontrola pfipadné ztraty ¢i zmény aktivity
kvasinkového enzymu s C-terminalni histidinovou kotvou.

Pripravu dalSich konstrukt, mezi néz patfi zejména pGAPZa A's AMD1 a pPICZ A s

AMD1, se nepodafilo z ¢asovych divodu piné realizovat.
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Seznam zkratek

ADE1
AMP
AOX
ARG4
ATP
DHAS
FLD1
GAP
HIS4
IMP
KEX2
LB
MCS
MOX
PCR
PEXS8
Pi
URAS3
URAS5
YPT1
6xHis

PR-amidoimidazolsukcinokarboxamidsynthasa
adenosinmonofosfat

alkoholoxidasa

argininosukcinéatlyasa

adenointrifosfat

dihydroxyacetonsynthasa
glutathion-dependentni formaldehyddehydrogenasa
glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasa
histidindehydrogenasa

inosinmonofosfat

endoproteasa rozpoznavajici dipeptidy

Luria Bertani Broth Hight salt médium
multiklonovaci misto

methanoloxidasa

polymerazova fetézova reakce

gen peroxisomalni biogenese

anorganicky fosfat

orotidin -5"- fosfatdekarboxylasa
orotat-fosforibosyltransferasa

GTP-vazajici protein

polyhistidinova kotva

- 49 -



