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CÍLE PRÁCE 

Teoretická a praktická část 

1) Literární rešerši na téma výskytu a funkce PPO u rostlin. 

2) Klonování PPOl genu hrachu do expresního vektoru. 

3) Heterologní exprese PPOl proteinu, biochemická charakterizace PPO proteinu. 



1 ÚVOD 

Hrách setý (Pisum sativum L . ) patří mezi luštěniny, které tvoří téměř třetinu světové 

produkce kulturních plodin (Graham a Vance, 2003). Slouží především jako krmivo pro 

zvířata a potrava pro l idi . Z poloviny jej tvoří škrob, velké zastoupení mají také bílkoviny 

a vláknina, naproti tomu ale obsahuje nízké množství tuků (Bastianelli et al, 2010). Bylo 

prokázáno, že má antibakteriální, antidiabetické, protizánětlivé a antioxidační účinky 

(Rungruangmaitree a Jiraungkoorskul, 2017). Hrách pochází z oblastí Habeše (dnešní 

Etiopie a Eritrea) a Afganistanu odkud se dostal díky kolonizaci do oblasti Středozemního 

moře a dál do Evropy a Asie (R. Cousin, 1997). Tato luštěnina sloužila Gregoru Johannu 

Mendelovi jako modelový organismus k objevení zákonů dědičnosti a chování 

studovaných 7 genů tak dalo základ klasické genetice (Smýkal et al, 2012). 

Plané a kulturní druhy hrachu se od sebe liší především v morfologických znacích. 

Plané druhy jsou vysoké, mají malé lusky, fialové květy a různě barevné osemení. P. 

sativum je letnička dorůstající 2-3 m. Lusky jsou dlouhé 2,5-10 cm obsahující zelené 

kulaté plody s hladkým povrchem (Pávek, 2012). 

Semena hrachu musí být schopna přežít v půdě i přes v l iv biotického i abiotického 

stresu. V semenech byla tedy vyvinuta obrana i na chemické úrovni související se 

zvýšenou hladinou flavonoidů, které jsou oxidovány l,2-benzendiol:02 oxidoreduktasou 

(polyfenoloxidasa, PPO, E C 1.10.3.1) (Fuerst et al, 2011). U kulturního genotypu hrachu 

je exprese PPO oproti planému genotypu snížena. Zároveň bylo zjištěno, že delece v PPO 

genu souvisí se ztrátou pigmentu v oblasti hila což byl významný znak při domestikaci 

hrachu pravděpodobně z důvodů chuti či vzhledu (Balarynová et al, 2022). 
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2 SOUČASNÝ STAV ŘEŠENÉ PROBLEMATIKY 

2.1 Polyfenoloxidasa (PPO) 

PPO je enzym řadící se do třídy oxidoreduktas vyskytující se především v rostlinách a 

houbách (Yoruk a Marshall, 2003), ale i v bakteriích, bezobratlých a obratlovcích, včetně 

člověka. Geny kódující PPO však nebyly nalezeny v zelených řasách (Chlamydomonas 

reinhardtii, Micromonas pusilla, Ostreococcus lucimarinus, Ostreococcus tauri, Volvox 

carteri) a nevyskytují se v některých vyšších rostlinách jako je například modelový 

organismus huseníček rolní {Arabidopsis thaliana) (Tran et al, 2012). Buď to může 

znamenat, že je PPO postradatelná pro primární metabolismus, neboje nepřítomnost PPO 

kompenzována j inými oxidačními enzymy jako je benzendiol:02 oxidoreduktasa (lakasa, 

L A C , E C 1.10.3.2), pro niž má huseníček 17 genů (Tran et al, 2012). Výskyt v buňce se 

může napříč rostlinnými druhy lišit. Může být vázána na membránu buněčné stěny, 

v mikrosomech, nebo volně v cytoplasmě. V plodu jablka byla nalezena v membráně 

chloroplastů a v mitochondriích (Barrett et al, 1991; Mayer a Harel, 1979). Během 

procesu zrání jablka, se PPO častěji vyskytují volně v cytoplasmě nebo ve formě 

membránově nevázaného proteinu (Harel et al, 1964). 

Pod pojem PPO bývá zařazeno více enzymů jako jsou: L-tyrosin,L-dopa:02 

oxidoreduktasa (tyrosinasa, T Y R , E C 1.14.18.1) nacházející se v lumenu thylakoidu, 

apoplastická L A C a 1,2-benzendiol: O2 oxidoreduktasa (katecholoxidasa, C A T , E C 

1.10.3.1), která je jak v lumenu thylakoidu tak i v Golgiho aparátu (Obr. 1) (Tran et al., 

2012). Všechno to jsou ve vodě rozpustné metaloenzymy. Hlavní úloha PPO je katalýza 

spočívající v přenosu vodíkových atomů ze substrátu (fenolů) na molekulární kyslík 

(akceptor elektronů) za uvolnění vody. 
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Obr. 1 Proteinové 3D struktury enzymů obsahujících jako kofaktor měď. A : Proteinová struktura 
lakasy izolované z kukuřice složena ze tří domén. Žlutě jsou zobrazeny disulfidické vazby. Čtyři 
atomy mědi jsou zobrazeny jako hnědé body. TNC označuje aktivní místo se třemi atomy kovu a 
TI s jedním. B: Proteinová struktura C A T z povijnice batátové obsahující dva atomy mědi. C: 
Proteinová struktura aktivní formy T Y R z ořešáku vlašského se stejným počtem mědi jako C A T 
(Převzato a upraveno podle Mydy et al, 2021). 

Ve lmi podobný enzym k PPO je tetramer - tyrosinasa - přenášející 2 elektrony a 

obsahující dva atomy mědi. Tyrosinasa však katalyzuje i oxidaci monofenolů za vzniku 

o-difenolů a její inhibice vede u člověka k absenci melaninu v těle a onemocnění 

albinismu. Melanin je důležitým pigmentem, který se vyskytuje v kůži a ve vlasech. 

Poskytuje především ochranu před slunečním zářením. 

Lakasa se spolu s katecholoxidasou a donor:H202 oxidoreduktasou (peroxidasa, P O X , 

E C 1.11.1.7) podílí na oxidaci flavonoidů (Obr. 2). Obsahuje čtyři atomy mědi a přenáší 

1 elektron. Od PPO se L A C odlišuje schopností katalyzovat také p-difenoly (Obr. 3). 

M e z i další substráty PPO patří polyfenoly. Nej širší skupinou polyfenolů j sou flavonoidy. 

Flavonoidy jsou hlavní sekundární metabolity rostlin, které rostlině pomáhají především 

v ochraně před vnějšími biotickými i abiotickými vl ivy (Pourcel et al, 2007). Hrají 

důležitou roli v lidském zdraví, protože umožňují předejít degenerativním onemocněním 

spojeným s oxidačním stresem (Santos-Buelga a Scalbert, 2000). 
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Obr. 2 Struktura, biosyntéza a oxidace fiavonoidů. Zjednodušené schéma fiavonoidové dráhy a 
její koncové produkty. Flavonoidy vznikají z malonyl-CoA a kumaroyl-CoA. Flavan-4-oly, 
fiavan-3-oly, flavanoly a proantokyanidiny jsou bezbarvé sloučeniny, flobafeny jsou červeno 
hnědé, antokyany mohou být červené až fialové a dehydrodiepikatechol A je žlutý. Převzato a 
upraveno podle Pourcel et al. (2007). 

o-difenol semichinon o-chinon 

p-difenol semichinon p-chinon 

o-difenol semichinon o-chinon 

Obr. 3 Katalytické reakce L A C a POX. Substráty jsou o- a /7-difenoly. V přítomnosti kyslíku 
vzniká semichinonový radikál podléhající dismutaci na o- a p-chinony. L A C preferovanější 
substráty jsou p-difenoly. P O X potřebuje k oxidaci o-difenolů peroxid vodíku, vzniká 
semichinonový radikál, který dismutuje na o-chinon. Převzato a upraveno podle Pourcel et al. 
(2007). 
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2.1.1 Složení a struktura PPO 

M ě ď je důležitým enzymovým kofaktorem účastnící se aerobního metabolismu rostlin. 

Rostlinné genomy obsahují více než 70 genů kódujících metaloenzymy obsahujících 

tento stopový prvek (Mydy et al, 2021). Metabolismus závislý na metaloenzymech byl 

evolučně vyvinut v závislosti na množství kyslíku v atmosféře a to tak, že původně 

enzymy obsahovaly hlavně kov železa a až s větší dostupností kyslíku v atmosféře začaly 

využívat jako hlavní kofaktor měď. To je také důvod, proč i dnes v některých případech 

existuje více alternativních cest, které využívají j iný typ kovu v závislosti na podmínkách 

a jeho dostupnosti (Bertini et al, 1994). M e z i metaloenzymy tohoto typu se kromě PPO 

řadí také například askorbátoxidasa (EC 1.10.3.3), cytochrom c oxidasa (EC 1.9.3.1) nebo 

aminooxidasa (EC 1.4.3.2) (Mydy et al, 2021). M ě ď se účastní reakcí, ve kterých dochází 

k transportu elektronů. V e fyziologických podmínkách má oxidační číslo +1, nebo se 

vyskytuje jako rozpustná forma s oxidačním číslem +11. Její přítomnost se uplatňuje 

hlavně proto, že redoxní potenciál pro Cu(II)/Cu(I) je v rozmezí od 0,0 eV do 0,8 eV a 

může tak dojít k redukci molekulárního kyslíku v reakci vystupujícího jako oxidační 

činidlo (Kaim a Ral l , 1996). 

První, kdo popsal strukturu, funkci a důležitost meďnatých iontů ve struktuře PPO byl 

Mason (1956). Enzym PPO u většiny dosud studovaných rostlin obsahuje tři 

konzervované domény (N-terminální cTP - chloroplast transitní peptid, C u A a CuB) , 

každou se třemi histidinovými residui, které koordinují ionty mědi, zpřístupňují aktivační 

místo a díky tomu může dojít k interakci s kyslíkem a substráty (Steffens et al., 1994) 

(Obr. 4). C u A doména je variabilnější a díky tomu je schopna ovlivňovat výběr substrátu 

(Tran et al., 2012). V CuB doméně se vyskytuje tzv. tyrosinový motiv (dva tyrosiny), 

který je velmi konzervovaný. Jeden z tyros inů může být nahrazen fenylalaninem 

(Marušek et al, 2006). První tyrosin se účastní interakce s argininem na N-konci (také 

vysoce konzervovaný) a je pravděpodobně důležitý pro integritu této domény. 

Tyrosinový motiv indikuje konec N-terminální domény. cTP je typická vysokým 

obsahem setinových residui. V její blízkosti se nachází doména pro transfer PPO proteinu 

do tylakoidů (TTD) a místo s alaninem pro proteolytické štěpení. C-terminální část 

proteinu je složena ze dvou částí ( D W L obsahující 50 aminokyselin a K F D V s 140-150 

aminokyselinami) jejichž přesný význam není dostatečně prozkoumán, ale jsou v přímém 
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kontaktu s aktivním místem a jejich postranní řetězce zamezují přístupu substrátu do 

aktivního místa (Marušek et al, 2006). 

1 200 

CuA I 
H H H 

201 400 

CuB 
H H H 

401 575 

PP01 DWL • PP01 KFDV 

Obr. 4 Znázornění domén PPO genu. Zeleně N-terminální transitní peptid, který je po transportu 
do lumen thylakoidu proteolyticky odštěpen na rozhraní s šedou částí obsahující alaninový motiv. 
Domény CuA a CuB s histidinovými zbytky jsou zobrazeny modře a C-terminální část šedě. 
Převzato a upraveno podle Tran et al. (2012). 
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2.1.2 Funkce PPO 

PPO se pravděpodobně účastní obranného metabolismu rostlin, metabolismu reaktivních 

forem kyslíku, podílí se na biosyntéze látek potřebných pro ochranu a na zesíťování 

extracelulárních matrix (Almagro et al, 2009). Zodpovídá také za změnu barvy 

rostlinných pletiv v důsledku mechanického poškození a tím pádem i za ztráty 

vypěstovaných plodin, které jsou následně považovány za méně kvalitní. Se vznikem 

tmavého zabarvení v osemení je spojena oxidace flavonolů a kondenzovaných taninů, 

které jsou jedněmi z mnoha substrátů PPO (Obr. 5) (Marles et al, 2008). PPO se účastní 

i sklerotizace tělního povrchu u hmyzu (Gillespie et al, 1997). Svou funkci hraje PPO 

také při biosyntéze pigmentu auronu v květech, betalainu, ligninu, ve fenylpropanoidové 

dráze, metabolismu tyrosinu a zvýšená exprese enzymu je indukována během stresového 

působení např. stresu ze sucha. Ten vede k degradaci chlorofylu nebo buněčné smrti. 

Také díky PPO nedochází k fotoinhibici neboli nadměrnému poškození rostliny vlivem 

nadbytku slunečního záření (Thipyapong et al, 2007). PPO je pravděpodobně potřebná 

při Mehlerově reakci, která je aktivovaná stresem ze sucha (Strizh 2008). Jedná se o 

reakci jejímž výsledkem je pohlcení přebytečných elektronů při fotosyntéze a snižuje se 

asimilace uhlíku. V poslední části lineárního transportu elektronů přecházejí elektrony 

z ferredoxinu na kyslík místo N A D P + . Pokud je tato hypotéza o důležitosti PPO při 

Mehlerově reakci správná, potvrzovala by teorii, že zvýšená aktivita PPO podporuje 

toleranci vůči stresu. 

Obr. 5 Hnědé zabarvení tkání v důsledku oxidace flavonoidů L A C , C A T a POX. Produkce 
chinonů, volných radikálů a snížená propustnost membrán jsou faktory spojené s bojem proti 
patogenům či abiotickému stresu. Převzato a upraveno dle Pourcel et al. (2007). 
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Semena rostlin jsou vyhledávaným zdrojem potravy, jelikož obsahují velké množství 

živin. Tyto však lákají také škůdce. Proto je důležité, aby byla semena chráněna před 

býložravci a hmyzem. Detailní účinek tohoto způsobu ochrany působením PPO není 

dosud podrobně popsán (Mishra a Gautam, 2016), ví se ale, že jako substrát pro ochranu 

rostliny před býložravci slouží podle Haruta et al. (2001) katechol vzniklý z fenolických 

glykosidů. 

2.1.2.1 PPO v kosmetickém a potravinářském průmyslu 

Pozornost této skupině enzymů je věnována v kosmetickém a potravinářském průmyslu, 

jelikož hnědnutí potravin není žádoucí. Je tedy snaha o jeho inhibici a případně využití 

rostlin s potlačenou expresí PPO. Protože se ale tento enzym rovněž podílí na ochraně 

před patogeny, bylo by dobré omezit jeho aktivitu pouze na některé orgány. Inhibice PPO 

v cukrové třtině by mohla snížit náklady na výrobu cukru (konkrétně snížení nákladů při 

rafinaci, potřebnou pro typicky bílou barvu cukru) (Vickers et al., 2005). Hnědnutí 

osemení a snížení posklizňové životnosti bylo také studováno u bobovitých rostlin 

(výhonky fazolu), kdy se ukázalo, že ošetření kyselinou askorbovou zlepšuje kvalitu 

(Sikora a Swieca, 2018). Hnědnutí je naopak žádoucí proces při výrobě černého čaje, 

kávy a kakaa, protože vzniklé produkty enzymatického hnědnutí dodávají těmto 

potravinám potřebné aroma a chuť (Yoruk a Marhall , 2003). Intenzita zabarvení záleží 

na typu substrátu (žluté katecholy způsobují intenzivnější hnědou než ostatní fenoly), na 

p H a dalších faktorech prostředí (Lee a Jaworski, 1988). 

By lo prokázáno, že dlouhodobá konzumace polyfenolů slouží jako ochrana proti 

rakovině, cukrovce a neurodegenerativním a kardiovaskulárním onemocnění (Arts a 

Hollman, 2005). Proto by bylo ideální mít v potravinách vysoký obsah fenolů ale zároveň 

nízké koncentrace PPO, aby byla zachována kvalita potravin. 

2.1.2.2 Úloha PPO v obranném systému rostlin 

Semena mají několik druhů obranných systémů. Především jde o ochranu na fyzikální a 

chemické úrovni. Primární ochranou je bariéra na povrchu semene, která je nepropustná 

pro patogeny. Reakcí PPO vznikají polyfenolické látky podléhající zesíťování a tvoří se 

tak fyzikální bariéra proti patogenům. Jistou formou ochrany je také schopnost rostliny 

vyklíčit za co nejkratší čas (Constabel a Barbehenn, 2008). M e z i chemickou ochranu se 
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řadí endogenní chemická ochrana, ochrana založena na přítomnosti metabolitů, například 

taninů a fenolů nacházejících se v osemení (Dalling et al, 2010). 

Bylo prokázáno, že přítomnost patogenu indukuje expresi PPO v osemení (Jerkovic et 

al, 2010). Takto se chrání semena především ve fázi dormance, která je nezbytnou 

vlastností pro přežití za nepříznivých podmínek. Procesu se účastní i další enzymy: P O X , 

chitinasa (EC 3.2.1.14) a protease rezistentní oxalátoxidasa (EC 1.2.3.4) (Rani et al, 

2001). Exprese P O X je indukována poraněním i přítomností patogenu, zatímco exprese 

oxalátoxidasy je indukována pouze přítomností biotrofního parazita (Dumas et al, 1995). 

Rostlině tento obranný mechanismus zřejmě pomáhá zamezit mikrobiálnímu rozkladu 

semen. 

Aktivace PPO je indukovaná biotickým (hmyz, poranění) i abiotickým stresem (sucho, 

zvýšená koncentrace solí). N a rostlinu může současně působit několik stresových faktorů 

najednou, proto je důležitá vysoká flexibilita obranných schopností. Pro takto náročnou 

úlohu musí být PPO stabilní a v neposlední řadě by se měla uvolňovat pomalu a 

nepřetržitě. Její indukce spočívá v interakci semene a patogena (Constabel a Barbehenn, 

1998). Interakce je dvojího typu. Buďto se jedná o nekompatibilní interakci vedoucí 

k rezistenci nebo o kompatibilní interakci, která vede k onemocnění. V případě hrachu 

setého se mezi významné choroby řadí bílá hniloba (Sclerotinia sclerotiorum), plíseň 

hrachu (Peronospora pisi), rzivost hrachu (Uromycespisí) a fuzariózy hrachu (Fusarium 

sp.) způsobující jeho vadnutí, usychání a tvorbu nekróz. Odolnost k těmto chorobám je 

kontrolována geneticky pomocí genů rezistence, díky čemuž vzniká rezistence 

k patogenu, který obsahuje gen avirulence. Rezistence může vzniknout na základě 

produkce specifické látky avirulentním genem patogenu nebo díky elicitorům aktivujícím 

obranné reakce (Zhao et al, 2005; García-Brugger et al, 2006). Důležitost P P O 

v rezistenci potvrdili Thipyapong et al. (2007), kteří připravili transgenní rostliny se 

sníženou aktivitou PPO (o 40 % až k nule). Výsledkem bylo, že rostliny se sníženou 

hladinou PPO a nedetekovatelným množstvím m R N A byly na patogen Pseudomonas 

syringae při kompatibilních i nekompatibilních interakcích výrazně citlivější než 

kontrolní rostliny s normální hladinou PPO. 

2.1.3 Signální dráha interakce semeno-patogen 

Obranná reakce rostliny může být buď pasivní, nebo může vyžadovat syntézu proteinů 

de novo, pak se jedná o aktivní obrannou reakci. Taková dráha aktivována patogenem je 
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pak regulována systémem signálních drah, kterých se účastní molekuly jako kyselina 

salicylová, jasmonová a etylen (Almagro etal, 2008). Cílem rostliny je zpevnění buněčné 

stěny, lignifikace, produkce antimikrobiálních fytoalexinů a oxidatívni vzplanutí (tvorba 

reaktivních forem kyslíku a dusíku) k cílenému usmrcení patogenů. 

Signální dráha po napadení organismu je u rostlin a živočichů velmi podobná. Liší se 

v závislosti na typu patogena (Ton et al, 2002). Systémová exprese proteinů spojených 

s patogenezí (PPO, P O X ) je indukována endogenními růstovými hormony kyselinou 

salicylovou, jasmonovou, abscisovou, etylenem a brassinosteroidy, kdy reakce 

s etylenem nebo s kyselinou jasmonovou inhibuje reakci s kyselinou salicylovou (Spoel 

et al, 2003). Nekrotrofní organismy spouští reakce, ve kterých vystupuje etylen a 

kyselina jasmonová (Lecourieux-Ouaked et al, 2000) a naopak kyselina salicylová je 

přítomna v dráze aktivované biotrofními patogeny (Thomma et al, 2001). PPO je 

syntetizována v cytoplasmě, stabilizována chaperony a může být následně translokována 

do thylakoidní membrány (Yalovsky et al, 1992). Podle Fuersta et al. (2014) je latentní 

PPO na povrchu obilky planého ovsa aktivovaná a solubilizovaná proteolytickým 

štěpením na C-konci (Obr. 6). Tuto domněnku potvrdili pomocí frakcionace proteinů, 

Western blotu a peptidového sekvenování. 

Obr. 6 Mechanismus aktivace latentní PPO pomocí proteolytického štěpení na povrchu obilky 
planého ovsa (Avena sativa). Aktivovaná PPO reaguje s fenoly za vzniku antimikrobiálních o-
chinonů, které polymerizují mimo jiné namelanin. Převzato a upraveno podle Fuerst et al. (2014). 
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Také PPO rajčete je proteolyticky štěpena. Tato PPO má velikost 67 kDa, po 

transportu do stromatu je štěpena stromálními peptidasami na velikost 62 kDa, 

t ransponována do lumenu, kde je štěpena na velikost 59 kDa do finální podoby (van 

Gelder etal, 1997). 

Aktivací PPO dojde ke vzniku o-chinonů a reaktivních forem kyslíku. Ty způsobují 

přímé oxidatívni poškození, kovalentní modifikace buněčných aminokyselin a proteinů, 

polymerizaci fenolů, j sou toxické pro mikroby a v neposlední řadě narušují absorpci živin 

ve střevech hmyzu. PPO redukuje nemoc způsobenou patogenem a/nebo vzniká také 

imunita proti tomuto patogenu. Působením PPO na hmyz dojde k jeho smrti či minimálně 

inhibici růstu larev. Tato inhibice spočívá v oxidaci kyseliny chlorogenové (katalýza 

PPO), která způsobí snížení hladin volných N P b skupin a v konečném důsledku 

znehodnocení proteinů a snížení nutričních hodnot potravin (Thipyapong et al, 2007). 

2.1.4 Katalýza PPO 

Subcelulární lokalizace PPO má v l iv na fungování PPO (Mayer a Harel, 1979). Působení 

PPO při poranění/poškození buňky spočívá v tom, že enzym je sekretován jako neaktivní 

forma a je uložen v thylakoidní membráně chloroplastů a vezikulech s nezelenými 

plastidy, zatímco jeho substráty (mono a difenoly) jsou lokalizovány v j iných částech 

buňky (vakuola). Při poškození buňky (například při predáci živočichy) dojde ke smísení 

enzymu s jeho substrátem za přítomnosti kyslíku. Enzym je tak aktivován a proběhne 

reakce, jejímž výsledkem je hnědé zabarvení části rostliny. S tím souvisí změna 

nutričních a organoleptických vlastností, které jsou důsledkem interakce chinonů 

s postranními řetězci aminokyselin, především s thiolovou a amino skupinou (Mathew a 

Parpia 1971, Matheis a Whitaker, 1984). PPO katalyzuje dvě reakce: o-hydroxylaci 

monofenolů a častěji oxidaci difenolů za vzniku o-chinonů (Obr. 7) (Mayer a Harel, 

1979). 

p H a teplotní optimum PPO se napříč studovanými rostlinnými druhy liší a pohybuje 

se od p H 4,00 (pro fazol polní) do p H 8,00 (špenát) a od 20 °C do 45 °C (Yoruk a 

Marshall, 2003). Široké spektrum substrátů činí PPO flexibilní. Nej častějšími substráty 

jsou katechol a flavonoly. K hydroxylaci a dehydrogenaci fenolů pro vznik barevných 

sloučenin vyžaduje PPO kyslík, který se váže mezi atomy mědi v aktivním centru 

enzymu. Katalýza PPO spočívá tedy v její schopnosti přenést jeden atom kyslíku na 

monofenoly a redukovat druhý za vzniku vody. Při tvorbě o-chinonů se redukují dva 
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atomy kyslíku návodu . (9-chinony mohou reagovat s j iným fenolem a vznikají tak dimery 

původních fenolů, jejichž reoxidace vede k oligomerům se zcela odlišnou barvou i 

vlastnostmi (Obr. 8) (Singleton 1987). 

monofenol o-difenol o-chinon 

Obr. 7 Katalytická reakce PPO. První typ reakce využívající PPO je hydroxylace monofenolů na 
o-difenoly. Druhou reakcí je další oxidace o-difenolů o-chinony. Reakce produkující o-chinony 
je pro PPO častější. 
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Obr. 8 Reakce o-chinonů s fenoly (katalýza PPO, přítomnost kyslíku a vznik vody) za vzniku 
dimerů a polymerů, které mají hnědé zabarvení. 

Chinony jsou silnými elektrofily schopny alkylovat nukleofilní skupiny a jejich 

schopnost podléhat polymeraci je důležitá při reakcích vyžadující rychlé zesítění jako je 

například koagulace latexu u pampelišky (Wahler et al, 2009). Zároveň jejich 

polymerace a degradace ovlivňuje hnědnutí. 

Velká pozornost je věnována tvorbě melaninu u člověka. Pigmentace kůže totiž 

představuje hlavně společenský problém. Tato pigmentace je způsobená tím, že polymery 

5,6-dihydroxyindol (DHI) a 5,6-dihydroxyindol-2-karboxylová kyselina ( D H I C A ) dávají 

vzniku eumelaninu s typickým tmavě hnědým zabarvením. Feomelanin z DOPAchinonu 

způsobuje rezavou barvu. (Obr. 9). Ochinony se mohou kovalentně adovat 

k nukleofilním látkám v buňce a také mohou být neenzymaticky dismutovány na 

semichinonový radikál. Ten redukuje kyslík za vzniku superoxidového anion-radikálu, 

z něj pak vznikají reaktivní formy kyslíku (Steffens etal., 1994). Kromě redukce kyslíku 

může opět dojít k adici na další látky. 
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Tyrosin DOPA DOPAchinon 

Eumelanin 

Obr. 9 Melanogeneze. Biosyntéza melaninu katalýzo vána enzymem PPO. Substrátem reakce je 
tyrosin a kyslík. Kritickým krokem probíhajícím pomalu je přeměna tyrosinu na prekursor 3,4-
dihydroxydenylalanin (DOPA). Pomalými reakcemi je i přeměna DOPA-chromu na DHI a 
indol-5,6-chinonu na melanin. Upraveno podle Lerner a Fitzpatrick (1953). 

V ochraně před oxidatívni m stresem se kromě PPO objevují také další dva 

metaloenzymy peroxid tvořící oxalátoxidasa a P O X odstraňující peroxid vodíku (Fuerst 

et al, 2014). Ten působí sám o sobě antimikrobiálně a zároveň může hrát roli v signální 

dráze, jel ikož působí jako induktor genů s obrannými vlastnostmi. Katalytická funkce 

dalších PPO jako L-tyrosin,L-dopa:02 oxidoreduktasy (kresolasa, T Y R , E C 1.14.18.1), 

T Y R a L-tyrosin,L-dopa:02 oxidoreduktasy (monofenoloxidasa, E C 1.14.18.1) spočívá v 

hydroxylaci monofenolů na difenoly do polohy ortho. C A T vystupuje 

v dehydrogenačních reakcích o-dihydroxyfenolů na o-chinony (Obr. 10) (Thipyapong et 

al, 2007). 

OH OH O 
OH 

+ 1.2 kresolasa I " + \;2 Q katecholasu 

Ŕ R 
monofeiiol o-difenol o-chiiion 

Obr. 10 Hydroxylace monofenolů v přítomnosti kresolasy za vzniku o-difenolů, které jsou 
dehydrogenovány C A T na o-chinony za vzniku vody. V obou reakcích vystupuje kyslík. 
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2.2 Genomická organizace PPO genů a genová exprese 

Klastrování PPO genů je důkazem toho, že během evoluce došlo ke genové duplikaci. 

PPO je obvykle kódována multigenovými rodinami a jedná se o vysoce konzervované 

geny (Steffens et al, 1994). Stejné sekvence genu PPO obsahují všechny druhy čeledi 

lilkovitých a jinou sekvenci obsahují druhy čeledi růžovitých. Geny kódující PPO byly 

studovány u jabloně, fazolu, ananasu, batatu, vinné révy, meruňky, avokádu, salátu a 

dalších (Bucheli et al, 1996). U rajčete je na jednom lokusu na chromosomu 8 sedm genů 

kódujících PPO, u bramboru je j ich pět a u tetraploidní sóji j i ch je 11 (Thipyapong et al, 

1997). PPO geny v tetraploidní sóji jsou ze % duplicitní a jsou uspořádány lineárně za 

sebou (jako tandemové repetice). Takováto variabilita se nevyskytuje u žádného j iného 

oxidačního enzymu, což naznačuje důležitost PPO. 

Rozdílný je i výskyt enzymu v rostlině. Zat ímco u jablka je PPO enzym soustředěn 

kolem semeníku, v hrušce je rozložen v celém oplodí (Nishimura et al, 2003). 

Každý PPO gen vykazuje rozdílnou míru exprese. Kupříkladu při nadměrném 

působení U V záření se aktivita PPO sníží, aby nedocházelo k ještě většímu oxidativnímu 

stresu (Balakumar et al, 1997). Nej vyšší exprese PPO bývá obvykle v mladých pletivech 

jako jsou květy nebo listy a v oblastech s dělícími se buňkami, které jsou náchylné na 

poškození (Cary et al, 1992). Za nedostatku vody je nej vyšší exprese ve starších listech 

a v abscisní zóně (prokázáno u rajčete a kokosové palmy), aby byla podpořena buněčná 

smrt a nedocházelo tak k dalším ztrátám vody (Thipyapong et al, 2004). Naproti tomu 

existují rostliny, které mají během růstu stabilní hladinu všech genů PPO, která je obvykle 

v latentní formě (Dry a Robinson, 1994). 

2.2.1 Regulace exprese na transkripční a translační úrovni 

PPO má v různých rostlinách, částech rostlin i stádiích růstu rostliny rozdílnou aktivitu. 

Vytvořený enzym může být aktivovaný konformačními změnami, disociací komplexu 

inhibitorů navázaných na enzym nebo proteolýzou. Mez i posttranslační modifikace PPO 

patří modifikace postranních řetězců aminokyselin jako je fosforylace fosfotransferasami 

(EC 2.7), glykosylace a myristoylace (Jukanti, 2017). N-glykosylace asparaginových 

postranních řetězců a Oglykosylace serinových a threoninových postranních řetězců 

hrají důležitou roli ve funkci buňky. Af-glykosylace na dvou koncích je potřebná pro 

správné skládání a aktivitu savčí TYR. Myristoylace je adice myristoyl skupiny CH3-
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(CH2 ) i4-CO- k amino skupině glycinu na N-konci , pokud je adice myristoylu k S H 

skupině cysteinu, jedná se o palmitoylaci. 

2.2.2 Regulace enzymatické aktivity 

Latentní proenzym PPO může být aktivován in vitro proteasami, kyselým p H (5,00-7,50), 

mastnými kyselinami nebo uměle pomocí detergentu jako je dodecylsíran sodný (SDS) 

(Yoruk a Marshall, 2003). Větší pozornosti než aktivaci se věnuje inhibici PPO, a to 

především z důvodů minimalizace hnědnutí. Nej aktivnější mi inhibitory se ukázaly být 

glabridin (již při koncentraci 1 umoH" 1) a isoliquiritigenin (8 umol-ľ 1 ) (Nerya et al, 

2003). N a inhibiční aktivitu chalkonu má v l iv počet a poloha hydroxylových skupin na 

obou kruzích A i B (Nerya et al, 2004). Avšak použití derivátů chalkonu jako prevence 

hnědnutí některých hub se ukázalo jako neúčinné (Nerya et al, 2006). U N-

benzylbenzamidů je zásadní hydroxylace na B kruhu, která určuje míru inhibice TYR. 

Podobně mají inhibiční aktivitu i některé flavanoly, které jsou pravděpodobně chelátory 

mědi (Kubo et al, 2000). Prokyanidiny mají rovněž schopnost inhibovat PPO z jablka 

(Le Bourvellec et al, 2004) a PPO inhibují i nízké koncentrace produktů oxidace kyseliny 

kafeoylchinové. M e z i j iné skupiny inhibitorů patří tetraketony, deriváty dekanoátu a 

analogy 1,3,4-oxadiazolu (Khan et al, 2006). Stilbeny se účastní kompetitivní inhibice, 

ale nemají tak velkou inhibiční aktivitu. V přítomnosti chitosanu sice byla snížena hladina 

PPO v longanu (Dimocarpus longan) během skladování, ale spíš díky tomu, že chitosan 

vytvořil ochranný povlak, než že by byl účinným inhibitorem PPO (Jiang a L i , 2001). Při 

velmi nízkých teplotách se uplatňuje při prevenci hnědnutí cystein, který ale zapáchá i při 

malých koncentracích. Přírodní inhibitory, které nemají nežádoucí zápach a nejsou zdraví 

škod l i ve j šou med, ananasový džus a rebarborová šťáva obsahující chelator mědi (Chen 

et al, 2000; Lozano-De-Gonzalez et al, 1993; Son et al, 2000a). 

Nej účinnější mi inhibitory hnědnutí používající se u zeleniny a ovoce jsou však 

redukční činidla - oxid siřičitý a sifičitany (siřičitan sodný, hydrogensiřičitan sodný a 

disifičitan sodný) (Eskin et al, 1971). Použití sifičitanů bylo ale omezeno Světovou 

zdravotnickou organizací, protože se ukázaly být alergenní. Způsobují bolesti žaludku, 

hlavy a vyrážku. Vhodnou alternativou je kyselina askorbová, která se používá na 

nakrájené ovoce nebo se přidává do ovocné šťávy (Yoruk a Marshall, 2003). Redukuje 

chinon a snižuje p H na 3,00 a méně (stejně tak i kyselina jablečná a fosforečná). Její 
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účinek je posílen současným působením s kyselinou citrónovou. Mez i fyzikální metody 

inhibice se řadí zahřívání, dehydratace a vysokotlaké chlazení (Ashie et al., 1996). 

2.2.3 Expresní systémy 

Příprava rekombinantních proteinů je na rozdíl od jeho izolace z organismu velmi 

účinným a také snadnějším způsobem. Získá se větší množství proteinu, který lze snadněji 

purifikovat, biochemicky charakterizovat a použít jej pro další účely. Úskalí tohoto 

přístupu může být například v ovlivnění růstu hostitelského organismu v důsledku 

nadměrné funkce rekombinantního proteinu, může docházet k zneškodnění cizího 

proteinu odesláním do inkluzních tělísek nebo k rychlé degradaci proteinu. Jedním 

z nejčastěji využívaných organismů pro přípravu rekombinantních proteinů je bakterie 

Escherichia coli. Z a vhodných podmínek živin a aerace je bakterie schopna zdvojnásobit 

své množství jednou za asi 20 minut (Sezonov et al, 2007). Existuje velké množství 

expresních plasmidů, bakteriálních kmenů i způsobů kultivace (Rosano a Ceccarelli, 

2014). Prokaryotní expresní systémy však nejsou vhodné pro produkci proteinů, které ke 

své správné funkci musí být posttranslačně modifikovány (například glykosylací). 

Plasmidy, které se nyní používají jsou navrženy tak, aby obsahovaly různé typy 

promotorů, selekčních markerů a proteinových fúzních kotev. Plasmidy původně 

zamýšlené k použití v experimentální části této práce jsou p G E M - T ( T A Honování) a 

p G E X - 4 T - l (tradiční Honování za použití reštrikční ch enzymů, v tomto případě enzymy 

Xhol a EcoRl) (Obr. 11). Klonovací oblast v plasmidu p G E M - T je ohraničena promotory 

pro T7 a SP6 R N A polymerasu. p G E M - T umožňuje i přípravu j ednovláknové D N A díky 

počátku replikace// a je také vhodný pro blue/white screening úspěšnosti vložení inzertu. 

Exprese u plasmidu p G E X - 4 T - l je pod kontrolou promotoru tac a je spuštěna přídavkem 

I P T G (isopropyl-P-D-l-thiogalaktopyranosid) do kultivačního média. Aby nedošlo 

k dřívější expresi, obsahuje plasmid gen laclq, jehož produkt se jako represor váže na 

operátor tac promotor čímž expresi znemožní (Arfman et al, 1992). Tento plasmid 

obsahuje část kódující glutathion S-transferasu (GST), která slouží k zachycení vzniHého 

proteinu na kolonu, a to díky vysoké afinitě k imobilizovanému glutathionu v agarosové 

matrici. Takto zachycený protein je eluován redukovaným glutathionem. Oba plasmidy 

obsahují gen rezistence vůči ampicilinu pro následnou selekci. Po vložení do vhodných 

kompetentních buněk E: coli jako jsou E. coli DH5-alpha, ale spíše buňky E. coli kmen 

BL21 Star™ (DE3) apod. Pro rutinní Honování se nejčastěji využívají chemicky 
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kompetentní E. coli buňky DH5-alpha. Mutace genů recAl a endAl pomáhají k lepší 

stabilitě vloženého plasmidu a zabraňuj í jeho degradaci. Buňky E. coli kmen BL21 Star™ 

(DE3) jsou oproti tomu navrženy pro co nejúčinnější expresi všech proteinů, které jsou 

pod kontrolou promotoru T7. Díky T7 R N A polymerase (T7 R N A P ) je transkripce 

osmkrát rychlejší než za použití běžné polymerasy v E. coli (Zhang et al., 2015). Vzniklý 

protein se z buněk nejčastěji získává působením ultrazvukového sonikátoru, který rozruší 

její membránu. 
pGEX-4LJ-|2i4580-01| 

Chrombio) 

Obr. 11 Schémata plasmidů pGEM-T a pGEX-4T- l . A : plasmid pGEM-T o velikosti 3000 bp. 
Plasmid obsahuje gen rezistence vůči ampicilinu a přesah thyminů, který je zároveň místem pro 
vložení inzertu po klasické PCR amplifikaci. B: plasmid pGEX-4T- l . Velikost plasmidu je 
4900 bp, plasmid obsahuje gen rezistence vůči ampicilinu a GST důležitou pro afinitní 
purifikaci vzniklého proteinu. Červeně zobrazeny sekvence, které štěpí enzymy EcoRl, Xhol 
(místo pro vložení inzertu) a trombin. 

18 



2.2.4 Charakterizace exprimovaného PPO 

Pro charakterizaci PPO je potřeba velkého množství dostatečně čistého enzymu. 

V několika studiích bylo ale dokázáno, že izolace enzymu přímo z původního pletiva je 

velmi obtížná a taktéž pak následné skladování enzymu (Derardja et al, 2017). Proto zde 

nachází uplatnění heterologní exprese, která poskytuje stabilní zdroj dobře 

charakterizovaného enzymu, který si zachovává všechny vlastnosti enzymu z přírodních 

zdrojů (Panis et al, 2020). Z mnoha rostlinných druhů se j iž podařilo nakloňovat PPO 

geny (přehled v iz tabulka 1) a následně je dále studovat. Haruta et al. (2001) exprimovali 

dva PPO geny z jablka (z listů a plodů) v E. coli a purifikovali je z inkluzních tělísek. 

Zjisti l i , že zatímco v listech je velikost PPO 57 kDa, v plodu je velikost 65 kDa, což 

neodpovídá předpokládané molekulové hmotnosti 59 kDa (Haruta etal, 1998). Rozdílná 

molekulová hmotnost enzymů PPO v různých tkáních tedy potvrzuje, že se v jablku 

vyskytuje větší množství PPO genů, které po translaci mohou podléhat posttranslačním 

modifikacím. 

Ne všechny fenolické látky přítomny v rostlině tak představují substráty pro PPO. 

Hlavními předpokládanými endogenními substráty jsou katechol, epikatechol a 

prokyanidiny typu B (dimerní deriváty katechol), a to z důvodu jejich rychlejší oxidace 

oproti j iným fenolickým sloučeninám. Hned za nimi se rychle oxidují také kyseliny 

chlorogenová a neochlorogenová (Derardja et al, 2022). Slabými substráty jsou 

tetramery prokyanidinu (prokyanidin A a C) , kyselina 3-feruloylchinová a fenolové 

glykosidy (Derardja etal, 2022). Substrátová specifita závisí na vlastnostech sloučeniny 

(preferovanější difenoly před trifenoly), prostředí, formě (latentní nebo aktivní enzym) a 

také se liší v tom, kde se PPO nachází (Yoruk a Marshall, 2003). 

Tab. 1 Příklady rostlin, ze kterých byly klonovány PPO geny. Velikost genů, jejich počet 
v organismu, velikost transkriptu a předpokládaná velikost výsledného proteinu v kDa. 

Rostlina 
Typ 
D N A Rostlinné pletivo Počet 

PPO genů 

Průměrná 
velikost 
transkriptu (kb) 

Průměrná 
velikost 
proteinu (kDa) 

Lilek brambor cDNA list, mladá hlíza 6,0 2,0 67,0-68,0 
Tabák cDNA stigma 1,0 2,3 68,0 
Jabloň gDNA list, slupka, mladý plod 2,0 2,0-2,2 65,0-66,0 
Asijská hrušeň gDNA list 1,0 - 66,0 
Ananas cDNA dužina 2,0 2,1 69,0 
Vinná réva cDNA nezralé plody 1,0 2,2 67,0 
Banánovník cDNA dužina, slupka 4,0 2,1 67,0 
Špenát cDNA primární a děložní listy 2,0 2,5 73,0 
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3 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

3.1 Materiál a chemikálie 

3.1.1 Použité chemikálie a roztoky 

• 2-merkaptoethanol (Thermo Fisher Scientific, U S A ) 

• Absolutní ethanol ( B D H chemicals, Velká Británie) 

• Agarosa (Bioline, U K ) 

• Akrylamid/bis (30%T, 2,67% C, Bio-Rad, U S A ) 

• Amonium persulfát (Sigma-Aldrich, Německo) 

• Ampic i l in (100 mg ampicilinu rozpustit v 1 ml ethanolu, Duchefa Biochemie, 

Nizozemsko) 

• Askorbát sodný (c = 2 m o l T 1 , Sigma-Aldrich, Německo) 

• Bromfenolová modř (Avantor, U S A ) 

• Coomassie Blue G-250 (c = 200 mg-ľ 1 , A l 2 ( S 0 4 M H 2 0 ) i 6 50 g-ľ 1 , H 3 P 0 4 20 g - ľ \ 

ethanol 10% v/v) 

• D(+)glukosa (1 m o l T 1 - 18 g glukosy + 90 ml vody, Fluka, Švýcarsko) 

• Dihydrogenfosforečnan sodný, monohydrát (Merck, Německo) 

• Disodná sůl kyseliny sukcinové (c = 0,1 mol-ľ 1 , Fluka, Švýcarsko) 

• Dodecylsíran sodný (c=100 mmolT 1 , SDS, Carl Roth, Německo) 

• Pentahydrát síranu meďnatého (Carl Roth, Německo) 

• S Y P R O Orange Protein Gel Stain (5000x, Sigma-Aldrich, Německo) 

• Glycerol (40% v/v, Sigma-Aldrich, Německo) 

• Glycin (Carl Roth, Německo) 

• H C l (10 mol-ľ 1 , Thermo Fisher Scientific, U S A ) 

• Hydrát síranu hlinitého - Ab(S04)3 - (H20)i6 (Carl Roth, Německo) 

• Hydrogenfosforečnan di sodný, dihydrát (Carl Roth, Německo) 

• Chlorid draselný (250 m m o l T 1 - 1,86 g K C l + 100 m l vody, Merck, Německo) 

• Chlorid horečnatý (Merck, Německo) 

• Chlorid sodný (1%, Sigma-Aldrich, Německo) 

• Chlorid vápenatý (Merck, Německo) 

• Kvasničný extrakt (Thermo Fisher Scientific, U S A ) 
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• Kyselina citrónová (Merck, Německo) 

• Kyselina octová (Carl Roth, Německo) 

• Kyselina trihydrogenfosforečná (Sigma-AIdrich, Německo) 

• Methylethylketon (Sigma-Aldrich, Německo) 

• Odbarvovací roztok pro Coomassie Blue (10% v/v ethanol, l%o v/v methylethylketon, 

20 g-1"1 H 3 P O 4 ) 

• Síran hlinitý (Carl Roth, Německo) 

• Tetramethylethylendiamin (Sigma-Aldrich, Německo) 

• Tris (Carl Roth, Německo) 

• Trypton (Duchefa Biochemie, Nizozemsko) 

3.1.2 Použité přístroje a vybavení 

• ÁKTApurifier P-900 (Amersham Pharmacia Biotech, Velká Británie) 

• Aparatura pro S D S - P A G E (Bio-Rad, U S A ) 

• Autokláv (Systec D X - 2 3 , Německo) 

• Automatické pipety (Eppendorf, Německo) 

• Centrifuga (Centrifuge 5415 R, Eppendorf, Německo) 

• Centrifuga (Centrifuge 5810 R, Eppendorf, Německo) 

• Centrifuga (Avanti J-26 X P , Beckman Coulter, U S A ) 

• Digestoř (Merci s.r.o., Česká republika) 

• Elektroforéza (Widi M i n i Sub; Bio-Rad, U S A ) 

• Flowbox (Telstar PV-100, Španěl sko) 

• Inkubátor (Memmert, Německo) 

• Kyvety z křemíku (C-9792, Sigma-Aldrich, Německo) 

• Multifunkční modulární reader INFINITE M200 (Tecan, Švýcarsko) 

• p H metr (Thermo Fisher Scientific, U S A ) 

• Protein L o B i n d Tube (1,5 ml, Eppendorf, Německo) 

• Mastercycler epgradient S (realplex 2, Eppendorf, Německo) 

• Třepací inkubátor G F L 3031 (GFL, Německo) 

• Třepačka (Mixing Block M B - 1 0 2 , Bioer, Čína) 

• Ultrazvukový sonikátor S10 (Elmasonic, Německo) 
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• ChemiDoc X R S + System (Bio-Rad, U S A ) 

• UV/VIS Spektrofotometr ( D U Series 700, Beckman Coulter, U S A ) 

• Vortex (Ika® M S 3 basic, Německo) 

• Vivaspin 20 ml (Sartorius, Velká Británie) 

• Zdroj stejnosměrného napětí (Electrophoresis Power Supply EPS-601, Amersham 

Pharmacia, Švédsko) 

3.1.3 Použitý software 

• FastPCR (Primer Digital, Finsko) 

• Image Lab (Bio-Rad, U S A ) 

• Tecan i-control (Tecan, Švýcarsko) 

• UVProbe 2.33 (Shimadzu, Japonsko) 

3.1.4 Použité kity 

• D N A Insert Ligation into Vector D N A (Thermo Fisher Scientific, U S A ) 

• Wizard S V Gel and P C R Clean-Up System (Promega, U S A ) 

• PureLink™ Plant R N A Reagent (Invitrogen, U S A ) 

• PureYield™ Plasmid Miniprep System (Promega, U S A ) 

3.1.5 Reagencie pro molekulární biologii 

• 2,2'-bichinolin (c = 0,001 mold" 1, Sigma-Aldrich, Německo) 

• 2,6-dimetoxyfenol (c = 0,05 mol-1"', Sigma-Aldrich, Německo) 

• 2-ethansulfonová kyselina (Fluka, Švýcarsko) 

• Adrenalin (c = 0,01 moM"'v 10 m M HC1, Sigma-Aldrich, Německo) 

• A T P (Carl Roth, Německo) 

• Benzamidin (Sigma-Aldrich, Německo) 

• Blue/Orange 6x Loading Dye (Promega, U S A ) 

• CutSmart Buffer (New England BioLab, Velká Británie) 

• d i H 2 0 

• DNasa I (Panreac AppliChem, Německo) 

• dNTP mix (c = 10 mmoH" 1 , New England BioLab, Velká Británie) 

• Dopamin (0,5 mold" 1, Sigma-Aldrich, Německo) 
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• Dithiotreitol (Carl Roth, Německo) 

• E D T A (c = 0,001 mol-1"1, Sigma-Aldrich, Německo) 

• Epikatechol (c = 0,01 mol-1"1, Sigma-Aldrich, Německo) 

• Xmnl (10 U-pl" 1 , Thermo Fisher Scientific, U S A ) 

• Esp3l (10 U ul" 1, N e w England BioLab, Velká Británie) 

• EZ-Vision® Bluelight D N A Dye ( V W R Life Science, ČR) 

• Fenylmethylsulfonyl fluorid (Carl Roth, Německo) 

• Floretin (c = 0,005 mold" 1 v absolutním ethanolu, Cyaman, Michigen) 

• GeneRuler 1 kb D N A Ladder (0,5 ug-ul"1, Thermo Fisher Scientific, U S A , U S A ) 

• GeneRulerTM 100 bp Plus D N A Ladder (0,5 ug-ul"1, Thermo Fisher Scientific, U S A , 

U S A ) 

• High range D N A Ladder (200 to 12 000 bp, V W R , U S A ) 

• isopropyl-P-D-l-thiogalaktopyranosid (IPTG, Carl Roth, Německo) 

• Katechol (c = 0,01 mol-1"1, Sigma-Aldrich, Německo) 

• Koniferylalkohol (c = 0,02 mol-1"1, Sigma-Aldrich, Německo) 

• Kyselina 4-hydroxybenzoová (c = 0,02 mol-1"1, Sigma-Aldrich, Německo) 

• Kyselina gallová (c = 0,1 mol-ul" 1, Sigma-Aldrich, Německo) 

• Kyselina chlorogenová (c = 0,05 mol-1"1, Sigma-Aldrich, Německo) 

• Kyselina kávová (c = 0,1 mol-1"1 v absolutním ethanolu, Sigma-Aldrich, Německo) 

• Kyselina kojová (c = 0,001 mol-1"1, Sigma-Aldrich, Německo) 

• Kyselina syringová (c = 0,02 mol-1"1, Sigma-Aldrich, Německo) 

• Lysozym (Thermo Fisher Scientific, U S A ) 

• N a 2 E D T A (Thermo Fisher Scientific, U S A ) 

• /V-fenylthiomočovina (c = 0,001 mol-1"1, Sigma-Aldrich, Německo) 

• P E G 4000 (50% w/v, Thermo Fisher Scientific, U S A ) 

• Precision Plus Protein Standards 10-250 k D (Bio-Rad, U S A ) 

• Primer 1492 (c = 10 uxnol-1"1, Sigma-Aldrich, Německo) 

• Primer 1493 (c = 10 umoH" 1 , Sigma-Aldrich, Německo) 

• Primer 153 (c = 10 umoH" 1 , Sigma-Aldrich, Německo) 

• Primer 262 (c = 10 umoH" 1 , Sigma-Aldrich, Německo) 

• Primer 378 (c = 10 umoH" 1 , Sigma-Aldrich, Německo) 
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• Primer 434 (c = 10 p m o ľ ľ 1 , Sigma-Aldrich, Nemecko) 

• Primer pETG-for (c = 10 p m o ľ ľ 1 , Sigma-Aldrich, Nemecko) 

• Primer T7 term (c = 10 pmol-ľ 1 , Sigma-Aldrich, Nemecko) 

• Primer QE-for (c = 10 pmol-ľ 1 , Sigma-Aldrich, Nemecko) 

• Pufr T4 D N A Ligase (lOx, Thermo Fisher Scientific, U S A ) 

• Pyrogallol (c = 1 m o l T 1 , Merck, Nemecko) 

• Q5 High-Fidelity D N A Polymerase (c = 2 U-pľ 1 , New England BioLab, Velká 

Británie) 

• Q5 Reaction Buffer (New England BioLab, Velká Británie) 

• Redukovaný L-glutathion (Carl Roth, Německo) 

• Sacharosa (2,5 m o ľ ľ 1 v diH20, Carl Roth, Německo) 

• SensiFAST™ c D N A Synthesis K i t (reverzní transkriptasa, pufr 5x Trans Amp Buffer, 

Meridian Bioscence, U S A ) 

• T4 D N A Ligase (5 U-pľ 1 , Thermo Fisher Scientific, U S A ) 

• Tropolon (c = 0,001 m o ľ ľ 1 , Sigma-Aldrich, Německo) 

• Tyramin (0,5 m o ľ ľ 1 , Sigma-Aldrich, Německo) 

• B-thujaplicin (c = 0,001 m o ľ ľ 1 , Sigma-Aldrich, Německo) 

• Proteasa G S T - H R V 3C (pripravená v laboratoři podle Pretzier et al, 2017) 

• l A b P P 0 4 (exprimována v laboratoři podle Pretzier et al., 2017, latentní 

polyfenoloxidasa číslo 4 ze žampionu Agaricus bisporus, var. bisporus) 

3.1.6 Biologický materiál 

• Buňky E. coli kmen B L 2 1 Star™ (DE3) (Thermo Fisher Scientific, U S A ) 

• Buňky E. coli kmen M D S 4 2 (New England Biolabs, Velká Británie) 

• Buňky E. coli kmen SHuffle T7 (New England Biolabs, Velká Británie) 

• Buňky E. coli kmen TOP10 (Thermo Fisher Scientific, U S A ) 

• Genomová D N A z genotypu JI64 planého hrachu (Pisum elatius) 

• p G E X - 4 T - l (Sigma-Aldrich, Německo) 

• p G E X - 6 P - S G (upraven z výchozího p G E X 6P-1, Sigma-Aldrich, Německo) 

• p G E X - 6 P - S G De l (upraven z p G E X - 6 P - S G , Sigma-Aldrich, Německo) 

• pPSG ( IBA Lifesciences, Německo) 
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3.2 Experimentální metody 

3.2.1 Izolace PePPO genu 

PePPO gen z genotypu hrachu JI64 byl původně vložen do plasmidu p G E X - 4 T - l . 

Vzhledem ale k neúspěšné expresi konstruktu obsahujícího celý gen pro PePPO 

(sekvence viz Tab. 2), byl PePPO inzert z plasmidu p G E X - 4 T - l upraven P C R tak, že byl 

překlonován bez N-terminálního konce PPO proteinu. 

Tab. 2 Sekvence PePPO genu. Červeně vyznačena oblast kódující N-terminální část proteinu, 
která byla pro další práci odstraněna. 

Sekvence celého PePPO genu 5'-3'  
ataaatttcttcattagttcattataaaaggactagaaaagtgtcttaagtcttcataatcaaaaaaccATGGCATCTATCTCA 
C C T C T T T C C T T C A A T G T A A T C T C T T C C A A C T C A A A C A T T T C C C C T T C T T T G C T T C C A 
T T A C A C A A A T A T T C T A A A C A T A G C A A A C T A T C A A A A C G C C A T G T G A T C A C A T G T A 
G T G T C A A T A A T A G T A A C C A A A A C A A C C C T A A A G A A G A A C A A G A A C T A C C A A A C A 
T T G T T G G A C A T A G G A G A A A T G T C C T C A T A G G C C T T G G A G G A C T T T A T G G T A C T T T 
T G C C A C T A A C C C T T T T G C C C T A G C T T C T C C A A T A T C T C C A C C A G A C C T A T C C A C A T 
G T G G T C C A C C T G A C C T A C C C T C A G A T G C A A C A C C T C C C A A T A T T A A C T G T T G T C C 
A C C A A A T T C C A C A A A A A T C A T A G A T T T C A A A A T C C C T T C T T C A A A T C A A C C C T T G 
A G A A T A A G A C A A G C A G C A C A T T T A G T G A A T G A T G A A T A T C T A G C A A A A T A C A A A 
A A G G C C A T T C A A C T C A T G A A A G C C T T A C C T T C C A A T G A T C C A C G T A G C T T C A C A C 
A A C A A G C A A A T A T C C A T T G T G C T T A T T G T G A T G G T G C A T A T T C C C A A G C A G G T T T 

G T A C C T T T A T T T C C A T G A A A G A A T C T T G G G T A G C T T G A T C A A T G A T C C A A C C T T T G 
C T T T A C C A T T T T G G A A C T A T G A T G C T C C A G A T G G C A T G C A A T T T C C C T C G A T T T A C 
A C C G A C A G T G C A C C G C C T C T T T A C G A C A A A C T C C G A A G T G C G A G T C A T C A A C C T C 
C A A C A A T C A T A A A C C T A G A C T T T A A C G A T G T T G A T G G T G A T G C A A G T G A G C T A A T 
C T C C A A T A A C C T T A C T A T A A T G T A T A G A C A A G T T G T T T C T A A T G G A A A A A C C T C A 
A A G C T T T T C C T T G G A A A C A C T T A T C G T G C C G G T G A T G A A T C C G A T C C C G G T C C T G 
G A T C A G T A G A G A A T G T T C C A C A T G G A G T A G T T C A T A G A T G G A G T G G T G A T G A T A 
C T C A A C C T A A C C T T G A G A A C A T G G G A A C T T T C T A T G C A G C T G C A A G A G A T C C T A T 

G T G G G A A A A G A A A A G A T T T C A A C G A C A A A G A T T G G T T G G A A T C A G G G T T T C T T T T 
C T A T G A T G A G A A T A A G A A T C T T G T T A G G G T T A A G G T G A A G G A T T G T C T T G A C T C A 
A A A A A T C T A G G T T A T G T T T A T C A A G A T G T T G A A A T T C C A T G G C T A A A T G C T A A A C 
C T A C G C C A A G T A G G A C A A A G G T A C A A A A A A A G G T G C A A G T T G C A C A A G G A A A T T 
T A T T T G G T A T T G G T G A A G C A C A T G C A G C T G A G A T T A A T G A G A A A T C A A C T A A C T C 
A A G A A A A T A T G T T A A G T T T C C A T T G G T T T T G G A T A A T G T T G T G A G T G C T A T T G T G 
A A G A G G C C A A A G A A A T C A A G G A G C A A G A A G G A G A A A G A A G A A G A G G A A G A G G 
T T T T A T T G A T T G A T G G G A T T G A G T T T G A G A A G A A T A T A G C C A T T A A G T T T G A T G T T 
T T T A T T A A T G A T G A A G A T G A T A A A G T G A T T G G A C C A G G G A A T A C T G A G T T T G C T G 
G A A G C T T T G T G A A T G T G C C T C A T T C A T C A C A T G G A A A C A A G A A G A A G A A G A T T A 
A T A G T T G T T T A A G A C T C G G A T T A A C G G A T T T G T T G G A A G A T T T G G A T G T T G A T G G 
A G A T G A T A G T G T T G T G G T T A C G T T G G T A C C A A G A T G T G G G A A A G G A C T T G T C A A A 
A T C A A A A A C A T C A A G A T A G T G C T T G A A G A T T G A 
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Nejdříve bylo třeba získat tekutou kulturu buněk B L 2 1 Star (DE3) s plasmidem 

p G E X - 4 T - l obsahující celý PePPO gen nutnou pro izolaci plasmidu. L B médium pro 

kultivaci bylo připraveno z 2,50 g tryptonu, 2,50 g N a C l , 1,25 g kvasničného extraktu a 

3,75 g agaru. p H bylo upraveno na 7,50 pomocí N a O H a upraveno doplněním vodou do 

250 ml . V e sterilním boxu vysvíceném na 30 min pomocí U V bylo do dvou zkumavek 

odpipetováno vždy 10 ml autoklávovaného vychladlého L B média, spolu s 20 pl 

ampicilinu (c = 100 pg-pľ 1 ) . Z Petriho misky byla odebrána sterilní vyžíhanou kličkou 

malá část kultury a spolu s kličkou vložena do zkumavek. Takto připravené kultury byly 

postaveny na třepačku a inkubovány 24 hodin při 37 °C. 400 pl kultury, která nebyla 

použita pro izolaci plasmidu, byla smíchána s 200 pl glycerolu, vložena do tekutého 

dusíku a po zamražení byla takto kultura neporušeně uchovávána při -80 °C. V případě 

potřeby mohla být znovu použita. 

Před izolací plasmidu byla změřena absorbance obou vzorků kultur. Měření probíhalo 

při vlnové délce 600 nm, objem vzorku byl 1 ml a tloušťka kyvety 1 cm. Jako blank 

sloužilo L B médium (pH = 7,00). Pro vzorek č. 1 byla absorbance 0,671 a pro vzorek č. 

2 0,782. To odpovídá doporučené vlnové délce výrobci kitu pro izolaci plasmidu. Plasmid 

byl izolován pomocí PureYield™ Plasmid Miniprep System (katalogové číslo A1222). 

Pro zjištění koncentrace získaného plasmidu byla provedena agarosová elektroforéza. 

1,2 g agaru bylo povařením rozpuštěno v 80 m l 0,5% pufru T B E (Tris-borát kyseliny 

ethylendiaminotetraoctové). K rozpuštěnému neztuhlému gelu byly přidány 2 pl barviva 

GelRed, které slouží ke zobrazování D N A . Po 30 minutách tuhnutí byl 1,5% agarosový 

gel vložen do vodivostní cely se stejným pufrem tak, že jamky byly u záporně nabité 

elektrody ( D N A je záporně nabitá, putuje tak ke kladně nabité elektrodě). Do první jamky 

byl pomocí pipety nanesen D N A žebřík o objemu 6 pl, vzorek plasmidu byl před 

nanesením smíchán s Blue/Orange 6x Loading Dye v poměru 10 pl plasmidu:2 pl 

barviva. Elektroforéza probíhala při 100 V 39 minut. Po odpojení od zdroje se gel přenesl 

do přístroje ChemiDoc X R S + System a byla provedena vizualizace gelu s vyhodnocením 

koncentrace pomocí programu Image Lab. Koncentrace plasmidu byla 

108 ng-pľ 1 = 25,8 fmol-pľ 1 . 

Pro P C R PePPO genu ze získaného plasmidu s cílem odstranění části kódující 

N-konec vzniklého proteinu byly použity primery 1492 a 1493 (sekvence viz Tab. 4), Q5 

D N A polymerasa, koncentrace plasmidu pro 1. jamku 60 fmol-pľ 1 , pro 2. 4 fmol-pľ 1 . 
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Reakční směs byla připravena podle Tab. 3 a P C R probíhala za podmínek Tab. 5. Nejdřív 

proběhla denaturace (2 minuly, 98 °C), poté se přidala polymerasa a pokračovalo se 

s dalšími kroky. 

Tab. 3 Objemy roztoků potřebných pro přípravu 8x zředěné reakční směsi do PCR. Zbytek 
roztoků byl stále ve stejném objemu. 

Roztok Objem (ul) Finální koncentrace 
5x Q5 reakční pufr 2,0 5x 
Sterilní d iH 2 0 5,9 0,1 umoH 1 

dNTP 0,3 3,0 mmolT 1 

Primer 1492 0,7 0,7 umol-ľ 1 

Primer 1493 0,7 0,7 umol-ľ 1 

Q5 D N A polymerasa (2 U-ul 1 ) 0,1 0,2 U-ul ' 1 

pGEX-4T- l obsahující PePPO gen 0,3 60,0 fmol-uľ1 

Celkový objem 10,0 -

Tab. 4 Sekvence primerů 1492 a 1493 pro PCR PePPO genu a odstranění tak části kódující 
N-terminální konec proteinu. 

Primer Sekvence 5'-3' 
1492 
Z ^ agctCGTCTCcaatgTCTCCAATATCTCCACCAGACCTATCC (Forw) 
1493 
Z \ agc tCGTCTCatcccTCAATCTTCAAGCACTATCTTGATGTTTTTGATTTTGAC (Rev)  

Tab. 5 Jednotlivé kroky PCR reakce a podmínky, za kterých probíhají (teplota a čas). Počet cyklů 
mezi denaturací a elongací byl 35. 

Kroky cyklu Teplota (°C) Čas (min) 
Iniciační denaturace 98 2,00 
Denaturace 98 0,25 
Annealing 69 0,50 
Elongace 72 1,00 
Finální elongace 72 6,00 
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Takto upravený P C R fragment o velikosti 1548 bp byl z gelu vyřezán a extrahován 

pomocí kitu Wizard S V Ge l and P C R Clean-Up System (katalogové číslo A9281). Po 

extrakci byla provedena elektroforéza pro zjištění koncentrace (88 ng-2 p ľ 1 ) , z toho 

přepočet pomocí molekulové hmotnosti 975 046,2 g-moľ 1 na výslednou koncentraci 

v fmol-pľ 1 (45 fmol-ul"1). 

3.2.2 Příprava a ověření konstruktu pro expresi PePPO genu v E. coli 

Použitím jednoho restrikčního enzymu (Esp3l) bylo možné provést ligaci i restrikci 

zároveň. Pro ligaci byla použita T4 D N A ligasa v CutSmart pufru potřebující ke své 

činnosti A T P . Pro gen PePPO byly zvoleny plasmidy pPSG, p G E X - 6 P - S G a p G E X - 6 P -

S G D e l (upraven delecí z pGEX-6P-SG) . Objemy pro reakce jsou uvedeny v tabulce 6. 

Tab. 6 Jednotlivé kroky PCR reakce a podmínky, za kterých probíhají (teplota a čas). Počet cyklů 
mezi denaturací a elongací byl 35. Výsledná koncentrace PePPO genu byla vždy 0,22 fmol-ul"1 a 
plasmidů 2,00 fmol-ul"1. Celkový objem reakce byl pokaždé 8,0 ul. 

pPSG pGEX-6P-SG pGEX-6P-SG Del 
Sterilní d iH 2 0 
pPSG 
pGEX-6P-SG 
pGEX-6P-SG Del 
PePPO 
Esp3l 
ATP 
Puf r CutSmart 
T4 D N A ligasa 

0,2 
0,1 
1,0 
0,8 
0,8 
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3.2.3 Transformace konstruktu do chemicky kompetentních buněk E. 

coli pomocí teplotního šoku 

Pro transformaci bylo připraveno SOC medium (Super Optimal Broth). 20 g tryptonu 

bylo smícháno s 5 g kvasničného extraktu, 0,5 g N a C l a doplněno na objem 950 ml. 

Roztok KC1 (chloridu draselného) byl připraven smícháním 1,86 g KC1 a 100 ml 

deionizované vody. 10 ml tohoto roztoku bylo přidáno k prvnímu roztoku a p H bylo 

upraveno na 7,00 pomocí N a O H . Roztok byl doplněn vodou na objem 1000 ml. Před 

použitím bylo přidáno 5 ml 2 M sterilního roztoku M g C b (chlorid horečnatý) a roztok byl 

upraven vodou na 100 ml. Následovalo autoklávování (20 min) a poté zchlazení na 60 °C. 

Nakonec bylo přidáno 20 m l 1 M roztoku glukosy. 100 ml roztoku bylo sterilizováno 

pomocí filtru 0,22 um. 

K chemicky kompetentním buňkám M D S 4 2 a TOP10 o objemu 100 ul rozmražených 

na ledu byly přidány 4 ul vektoru pPSG, p G E X - 6 P - S G a p G E X - 6 P - S G De l s inzertem. 

Těchto 6 různých kombinací buněk s vektory se nechaly stát na ledu 30 min, poté byly 

zahřátý na 42 °C po dobu 45 s a opět vráceny na led na 5 min. K e každému vzorku bylo 

napipetováno 900 ul SOC média a roztok byl inkubován 1 hod při 37 °C. Takto 

transformované buňky byly opatrně centrifugovány při nízkých otáčkách, supernatant byl 

z velké části slit a pelet byl rozpuštěn ve zbytku asi 200 ul. Tento objem byl rozetřen na 

misky s L B médiem a ampicilinem. Petriho misky byly kultivovány přes noc při 37 °C a 

poté uchovávány při 4 °C po několik týdnů. 

3.2.4 Ověření přítomnosti inzertu pomocí C-PCR 

Pro ověření, zda daná kolonie obsahovala inzert nebo jen prázdný plasmid, byla 

provedena culture-PCR (C-PCR) . Pro plasmidy p G E X - 6 P - S G a p G E X - 6 P - S G Del byly 

použity primery 434 a 387 a pro plasmid p P S G primery 153 a 262 (sekvence příměrů 

Tab. 8). Z každé misky (6 misek, každá s j inou kombinací buněk - M D S 4 2 a TOP10 

s plasmidem - pPSG, p G E X - 6 P - S G a p G E X - 6 P - S G Del) byla odebrána část 6 různých 

kolonií do reakční směsi pro C - P C R (Tab. 7, kolonie očíslovány čísly od 1 do 

37 - omylem vynecháno číslo 13). Reakce probíhala za stejných podmínek jako P C R 

v předchozí kapitole 3.2.1, jen počet cyklů byl zvýšen na 40. Tyto vzorky byly naneseny 

na gel (1%) a pomocí agarosové elektroforézy bylo ověřeno, která z kolonií obsahovala 

inzert (gen pro PPO) a která ne. 
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Tab. 7 Sekvence primerů 434, 387, 153 a 262 pro C-PCR. 

Primer Sekvence 5'-3' 
434 (Forw) T C G G A T C T G G A A G T T C T G T T C C 
387(Rev) G C A T C C G C T T A C A G A C A A G C 
153(Forw) G G A A G T T C T G T T C C A G G G G 
262(Rev) CTTCCTTTCGGGCTTTGTTAGC 

Tab. 8 Objemy potřebné pro PCR. Pro plasmidy pGEX-6P-SG a pGEX-6P-SG Del byly použity 
primery 434 a 378, pro plasmid pPSG primery 153 a 262. Veškeré objemy uvedeny v ul. 

Roztok pGEX-6P-SG pGEX-6P-SG Del pPSG 
OneTaq Quick Reaction Buffer 5x 28,0 28,0 16,0 
dNTPs 2,8 2,8 1,6 
Primer 1 7,0 7,0 4,0 
Primer 2 7,0 7,0 4,0 
d iH 2 0 94,5 94,5 54,0 
OneTaq QuickLoad D N A polymerasa 0,7 0,7 0,4 

Z kolonií, které podle gelu obsahují inzert (kolonie č. 7, 12, 16, 24, 30 a 34, 35), byl 

izolován plasmid, který byl opět podroben agarosové elektroforéze, pro zjištění jeho 

koncentrace. Díky znalosti koncentrace byly připraveny vzorky pro sekvenaci - pro 

každý plasmid vybrána jedna kolonie. Tyto 3 vzorky mají obsahovat 40 ng-ul"1 plasmidu 

v 15 pl roztoku. Primery pro sekvenaci plasmidů p G E X - 6 P - S G a p G E X - 6 P - S G Del byly 

pETG-for a QE-for, pro plasmid pPSG to byly primery pETG-for a T7 term (Tab. 9). 

Plasmidy izolované z kolonií č. 7 (plasmid pGEX-6P-SG) , 16 ( p G E X - 6 P - S G Del) a 24 

(pPSG) byly transformované do buněk E. coli BL21 Star™ (DE3) a SHuffle. Tyto buňky 

jsou totiž vhodnější pro expresi než buňky M D S 4 2 a TOP 10. 

Tab. 9 Sekvence primerů 434, 387, 153 a 262 pro C-PCR. 

Primer Sekvence 5'-3' 
pETG-for C T G G C A A G C C A C G T T T G G 
QE-for C C C G A A A A G T G C C A C C T G 
T7 term G C T A G T T A T T G C T C A G C G G 
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3.2.5 Ověření přítomnosti inzertu pomocí restrikčního štěpení 

Díky výsledků sekvenování a restrikce se vybraly správné kolonie obsahující plasmid 

s inzertem bez mutací. Pro další práci byly použily jen plasmidy p G E X - 6 P - S G (kolonie 

č. 7) a p G E X - 6 P - S G Del (kolonie č. 16). Díky Honování in silico pomocí programu 

SnapGene byly vybrány reštrikční enzymy pro plasmidy p G E X - 6 P - S G a p G E X - 6 P - S G 

Del s inzertem z ověřených kolonií (7 a 16) tak, aby byly získané fragmenty viditelné na 

gelu a potvrdilo se, že plasmid neměl žádné chybějící nebo nadbývající části. Pro oba 

plasmidy p G E X - 6 P - S G a p G E X - 6 P - S G Del byl použit stejný enzym Xmnl. Pro tento 

enzym jsou v obou plasmidech 2 místa, která rozeznává s štěpí. N a gelu se tedy ukážou 

2 fragmenty pro každý plasmid. N a základě porovnání velikostí získaných fragmentů na 

gelu a v programu SnapGene bylo vyhodnoceno, že oba mohou být použily na expresi. 

Štěpení probíhalo v pufru CutSmart při 37 °C přes noc. 

3.2.6 Exprese PePPO proteinu v E. coli s následnou lýzí 

Pro expresi bylo připraveno médium 2x Y T (Yeast Extract Tryptone) o objemu 1,21. Toto 

médium obsahovalo trypton (19,2 g T 1 ) , kvasničný extrakt (12,0 g T 1 ) , N a C l (12,0 g T 1 ) , 

N H 4 C 1 (6,0 g-ľ 1 ) , glycerol (5,0 %o v/v), M g C k (2,0 mmolT 1 ) , C a C k (1,0 mmolT 1 ) ajeho 

p H bylo upraveno na 7,50 pomocí N a O H . Ze zmražené kultury kolonie č. 16 bylo 

odebráno 300 ul do 20 ml média 2x Y T s 500 ul ampicilinu (100 g-ľ 1 ) . Přes noc narostlé 

kultuře bylo změřeno ODÔOO (2,64). Pro start exprese v 500 ml média byla kultura zředěna 

tak, aby bylo ODÔOO 0,05. Do 500 ml 2x Y T média s ampicilinem bylo inokulováno 10 

ml kultury (výsledné ODÔOO 0,0528, vzorek 16.1). Do druhých 500 ml bylo inokulováno 

6 ml stejné kultury (výsledné ODÔOO 0,032, vzorek 16.2). Kultura rostla při 37 °C za 

stálého třepání. Až bylo ODÔOOV rozmezí od 0,6-1,0 byla započata exprese přidáním I P T G 

(finální koncentrace 0,5 mmolT 1 ) , CUSO4 (finální koncentrace 0,5 mmolT 1 ) pro 

produkci GST-PePPO (PePPO s G S T kotvou). Tyto kultury rostly 65 hodin při 16 °C. 

Po 65 hodinách bylo změřeno ODeoo obou kultur 16.1 (1,98) a 16.2. (1,43) i p H 

(5,20 - vhodné p H pro konec exprese 4,50-8,00). Vzorky 16.1 a 16.2 byly spojeny v jeden 

a stočeny v centrifuze vychlazené na 4 0 po dobu 30 min při 8 000 g. Pelet byl rozpuštěn 

pipetováním v 35 ml lyzačního pufru (50 m m o l T 1 TRIS, 200 m m o l T 1 N a C l , 1 m m o l T 1 

N a 2 E D T A , 50 m m o l T 1 sacharosy, pH=8,00 upraveno 2 m o l T 1 HC1) s lysozymem (1 

g-ľ 1 ) , benzamidinem (2 mmolT 1 , inhibitor serinových a cysteinových proteas) a 
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fenylmethylsulfonylfluoridem (1 m m o ľ ľ , inhibitor serinových proteas). Po rozpuštění 

byl roztok 5x zmražen v tekutém dusíku a rozmražen ve vodě o pokojové teplotě. Po 

třetím rozmražení byl přidán roztok DNasy (10 mg-ľ 1 , M g C k 3 mmol -ľ 1 a C a C b 

10 mmol-ľ 1 ) . Nakonec byl lyzát centrifugován 60 minut pro 4000 g. Vzhledem k tomu, 

že roztok nad sedimentem stále nebyl čirý, byl ještě filtrován přes filtr pod vakuem. Díky 

ODÔOO bylo spočítáno, že pro vzorek obsahující 50 mg proteinu bylo potřeba stočit 17,7 

ml supernatantu. Pelet byl vysušen a jak supernatant, tak pelet byly použity pro SDS-

P A G E . Přefiltrovaný vzorek byl použit pro afinitní chromatografii (AC) k ověření 

přítomnosti PePPO. 

3.2.7 Purifikace a detekce rekombinantní PePPO s genem pro GST 

Pro afinitní chromatografii jsou zapotřebí 2 pufry, vazebný pufr [A] a eluční pufr [B], 

První pufr se skládá z TRIS (50 m m o ľ ľ 1 ) a 200 m m o ľ ľ 1 N a C l . Eluční pufr bylo potřeba 

připravit pro každou chromatografii čerstvý. Jeho složení bylo stejné jako pro pufr [A], 

navíc ale obsahoval 20 m m o ľ ľ 1 glutathionu. Před použitím bylo upraveno p H obou pufrů 

na 7,35 pomocí 2 m o ľ ľ 1 H C l . Pufry byly filtrovány ve vakuu a pomocí stejného systému 

zbaveny nežádoucích vzduchových bublin. Chromatografický systém obsahoval mimo 

jiné kolonu, která byla před samotnou chromatografii naplněna pufrem [A] 

(konzervačního roztoku) místo 20% ethanolu s 2% methaproethanolem. By ly nastaveny 

veškeré parametry chromatografie (Tab. 10) pro 5 m l GSTrap F F kolonu o velikosti pórů 

90 pm. Před touto kolonou se v chromatografickém systému nachází filtr s 0,45 pm póry, 

který bránil ucpání kolony. Tento systém byl založen na purifikaci proteinů značených 

G S T a produkovaných vektory p G E X . Afinitní chromatografie pomocí systému A K T A 

purifier P-900 A C 1 sloužila pro získání exprimovaného proteinu GST-PePPO. A C 1 

probíhala 6 hodin při 4 °C. Protein byl díky tomuto sytému získán jako funkční v 

nedenaturujícím prostředí. 
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Tab. 10 Parametry A C pro vzorek exprese obsahující GST-PePPO. Jedná se o pelet rozpuštěný 
v 35 ml lyzačního pufru a následně supernatant získaná centriřugací a vakuovou filtrací. 

Parametry Hodnota 
Objem kolony 5,027 ml 
Limit tlaku kolony 0,550 MPa 
Limit tlaku pumpy 0,550 MPa 
UVD1 280,000 nm 
UVD2 260,000 nm 
UVD3 345,000 nm 
Průtok 0,500 m i m i n 1 

Objem vzorku 35,000 ml 
Promytí pufrem [A] 75,405 ml 
Objem eluční frakce 1,000 ml 
Promytí po eluci pufrem [B] 45,000 ml 

Jednotlivé frakce byly sbírány do 96 jamkové destičky, byly podle chromatogramu 

vybrány ty pozice, které odpovídají křivce pro GST-PePPO 280nm A3-B12 . Ty byly 

přeneseny jako jeden vzorek do zkumavek s polyethersulfonovou membránou -

Vivaspin 20 ml (plocha membrány byla 6,0 cm 2 ). Pomáhají ke zbavení se solí a 

mikromolekul a slouží tedy k zakoncentrování proteinů. Ještě před nanesením vzorků 

byla zkumavka promyta destilovanou vodou centriřugací pro zbavení se roztoku 

glycerinu s azidem sodným a pro ověření její funkčnosti. Po nanesení vzorků byla 

zkumavka centrifugována 50 minut při 4000 g. Pro zbavení se elučního pufru 

obsahujícího redukovaný glutathion (GSH) a zakoncentrování proteinu byl vzorek 

centrifugován 2 hodiny s 3x 5 ml pufru [A], ve kterém byl pak následně skladován 

(lOOOx zředěná GST-PePPO). GST-PePPO zůstala zachycená na membráně (objem asi 

0,5 ml) a byla přenesena do předem zvážené Protein L o B i n d Tube 1,5 ml . Pokud by byl 

vzorek proteinu přenesen do klasické zkumavky, mohl by být skladován max. 24 hodin, 

než by došlo k jeho navázání na povrch z plastu. Následně byla zkumavka zvážena i se 

vzorkem (585,71 mg) a poté bez 100 ul vzorku GST-PePPO (481,49 mg). Toto sloužilo 

ke zjištění hustoty (585,71 mg : 481,49 mg = 1,0422 g-cm"3) a následně výpočtu 

přesnému objemu získané GST-PePPO (585,71 mg-ľ 1 ,0422 g-cm"3 = 561,99 ul). 

3.2.8 Spektrofotometrické měření koncentrace GST-PePPO 
Před samotným měřením s připraveným PPO enzymem bylo důležité znát maximální 

vlnovou délku absorbance. Pro toto zjištění byl použit aktivitní test s l A b P P 0 4 (latentní 

polyfenoloxidasa číslo 4) ze žampionu (Agaricus bisporus, var. bisporus) (Pretzler etal., 

2017). V e 3 ml reakce bylo 0,75 mmol -ľ 1 SDS (7,5 ul), 50 mmol -ľ 1 2-ethansulfonového 
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pufru ( M E S , 500 pl), 1 mmol -ľ 1 dopaminu (6 pl), 2 pg l A b P P C H (0,1 pl) a doplnění do 

3 ml d i tbO. Zásobní M E S pufr měl koncentraci 300 mmol-ľ 1 a byl připraven rozpuštěním 

2,3429 g M E S ve 400 ml d i ľ h O a p H upraveným na 6,00. Před přidáním substrátu byla 

kyveta se vzorkem vložena do spektrofotometru, absorbance byla vynulována, přidal se 

dopamin a probíhalo měření při vlnových délkách od 200-950 nm. Maximální vlnová 

délka, při které vzniká finální produkt působením PPO byla 475 nm. 

Pro zjištění koncentrace GST-PePPO byla použita ultra-micro křemičitá kyveta. Ta 

byla promyta 200 pl pufru [A] a s dalšími 200 pl pufru [A] byla zaznamenána základní 

linie (baseline) v rozmezí 950-200 nm, při 850 nm blank. Díky ploše křivky 

(12783,2285 mAU-ml) a celkovému objemu proteinu (561,99 pl), byla vypočítána 

absorbance při 280 nm (podíl plochy pod křivkou a objemu vzorku = 23) následně ředění 

vzorku tak, aby byla absorbance 0,4; kdy přistroj měří s nej vyšší přesností (absorbance 

při 280 nm dělena 0,4 = 57x, pro pracovní účely 60x). 147,5 pl pufru [A] bylo měřeno 

s 2,5 pl vzorku proteinu. Ze získaných hodnot byla vypočtena koncentrace vzorku GST-

PePPO. 

3.2.9 Spektrofotometrické stanovení specifické aktivity GST-PePPO 

Pro specifickou aktivitu ( A s p e c ) GST-PePPO při 475 nm bylo odebráno 60 pl vzorku 

z kyvety z předchozího měření pro zjištění koncentrace, přidalo se 0,75 mmol - ľ 1 SDS, 

1 mmol -ľ 1 dopamin, 50 mmol -ľ 1 pufr M E S a do 1 ml byl roztok doplněn d i thO. Jako 

blank sloužil vzorek o stejném složení, ale před přidáním enzymu. Absorbance byla 

měřena do té doby, než byla křivka aspoň 3 cm lineární. 

Pro v l i v mědi na A s p e c GST-PePPO byl pokus opakován s přídavkem 100 p m o ľ ľ 1 C u l . 

Ze získaných hodnot byly vypočteny hodnoty A s p e c . 

3.2.10 Proteolytické štěpení GST-PePPO a purifikace s detekcí 

rekombinantní PePPO 

Takto připravený protein GST-PePPO s otestovanou aktivitou a změřenou koncentrací 

bylo nutné podrobit proteolytickýmu štěpení, aby došlo k odštěpení G S T kotvy pro 

získání PePPO proteinu. Pro štěpení byla použita proteasa G S T - H R V 3C, která rozeznává 

sekvenci 8 aminokyselin: Leu-Glu-Val-Leu-Phe-Gln-Gly-Pro a štěpí mezi G in a Gly. 

Štěpení proběhlo v poměru enzym:proteinu 1:100 hmotnostních jednotek. K celému 

34 



získanému objemu PePPO (558,52 pl) bylo přidání 57,28 pi proteasy, 1,53 pl 

dithiotreitolu (DTT, 1 mol-ľ 1 ) a 146,5 pl pufru [A]. Štěpení probíhalo 20 hodin při 4 °C. 

Po štěpení byly odebrány 1,3 pl vzorku, které obsahují 20 mg proteinu pro pozdější 

S D S - P A G E . Tentokrát byla A C 2 využita pro oddělení PePPO a G S T z GST-PePPO. Celý 

objem vzorku pro proteolytické štěpení byl přepipetován do super loop (smyčky), 

převrstven pufrem [A] a zapojen do chromatografického systému. By ly nastaveny 

parametry A C 2 (Tab. 11). Tato chromatografie sloužila kpurif ikaci PPO proteinu od 

G S T a proteasy, která taktéž obsahovala GST. Získaný protein tudíž nebyl v elučním 

pufru, ale v pufru [A], jelikož se na kolonu neváže. A C 2 probíhala po dobu 1 hod. 

Tab. 11 Parametry AC2 pro proteolyticky štěpený vzorek PePPO od GST kotvy pomocí proteasy 
G S T - H R V 3 C 

Parametry Hodnota 
Objem kolony 5,027 ml 
Limit tlaku kolony 0,550 MPa 
Limit tlaku pumpy 0,550 MPa 
UVD1 280 nm 
UVD2 345 nm 
UVD3 600 nm 
Průtok 1,000 m i m i n 1 

Objem vzorku 6,000 ml 
Promytí pufrem [A] 10,054 ml 
Objem eluční frakce 1,000 ml 
Promytí po eluci pufrem [B] 30,000 ml 
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Po získání chromatogramu bylo pro S D S - P A G E odebráno z jamky A 6 (PePPO) v 96 

jamkové destičce 12,59 ul a z C6 (GST) 17,37 ul. Pro získání vzorku PePPO v pufru [A] 

byly odebrány frakce A 2 - B 4 a koncentrovány pomocí zkumavek Vivaspin 20 ml -

nanesení vzorku do zkumavky s filtrem a centrifugace 1,5 hod 4000 g při 4 °C. Tentokrát 

pufr nemusel být měněn a navázaná PePPO na membráně byla přenesena do zkumavky 

Protein L o B i n d Tube 1,5 ml . Takto získaný finální protein PePPO byl použit pro 

biochemickou charakterizaci. 

3.2.11 Měření koncentrace finální PePPO 

Pro zjištění koncentrace konečného produktu PePPO byla použita ultra-micro křemičitá 

kyveta. Promytí kyvety a nastavení základní linie bylo stejné jako v kapitole 3.2.8. Díky 

ploše pod křivkou (8987 mAU-ml) a celkovému objemu proteinu (529 ul), byla 

vypočítána absorbance při 280 nm (podíl plochy pod křivkou a objemu vzorku = 17) a 

následně ředění vzorku (42x, pro pracovní účely 40x). 136,5 ul pufru [A] bylo měřeno 

s 3,5 ul vzorku proteinu. Ze získaných hodnot byla vypočtena koncentrace vzorku PePPO 

po A C 2 . 

3.2.12 Spektrofotometrické stanovení aktivity PePPO po 

proteolytickém štěpení 

Pro specifickou aktivitu ( A s p e c ) PePPO bez GST kotvy se předpokládá, že bude vyšší než 

v předchozím měření po A C 1 . Poprvé bylo odebráno stejné množství jako při prvním 

měření aktivity (60 ul z kyvety pro koncentraci), ale reakce byla velmi rychlá. Proto bylo 

z kyvety pro měření koncentrace odebráno jen 20 ul vzorku, přidalo se 0,75 mmol -ľ 1  

SDS, 1 mmol -ľ 1 dopamin, 50 mmol-ľ 1 pufr M E S a do 1 ml byl roztok doplněn d i thO. 

Jako blank opět sloužil vzorek o stejném složení, ale před přidáním enzymu. Absorbance 

byla měřena do té doby, než byla křivka aspoň 3 cm lineární. Následně byla vypočtena 

Aspec 

3.2.13 SDS-PAGE 

Před samotnou elektroforézou byly připraveny veškeré roztoky potřebné pro S D S - P A G E . 

10% (w/v) SDS byl připraven rozpuštěním 10 g SDS ve 100 ml vody. 10% (w/v) 

amonium persulfát (APS) se vždy připravuje čerstvý rozpuštěním 100 mg A P S v 1 ml 
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vody. Zbylé roztoky byly připraveny podle tabulky 12. Elektrodový pufr měl koncentraci 

l x a připravuje se vždy čerstvý. 

Tab. 12 Příprava roztoků Tris-HCl (pH = 8,00 1,5M a 6,80 0,5M), vzorkovacího pufru a lOx 
elektrodového pufru. 

~ . Tris-HCl ~ 10% 0,5% . . . T „ ^ . Tns , T T , „„. Glycerol , _ , Glycin SDS Deionizovana Roztok . . (pH=6,80) , SDS bromíenolova , x , . , , 
(g) ) n (ml) , n n (g) (g) voda (ml) & (ml) (ml) modr (ml) & &  

Tris-HCl 
pH = 8,80 
Tris-HCl 
pH = 6,80 
Vzorkovací 
pufr 
lOxelpufr 30,30 - 144,00 10,00 

27,23 - - - - - - 80,00 

6,00 - - - - - - 60,00 

1,25 2,50 2,00 0,20 - - 3,55 

Po sestavení aparatury na gel byly připraveny roztoky pro zaostřovací (4%) a dělící 

(10%) gel. Zaostřovací byl připraven z 6,1 ml deionizované vody, 1,3 ml A A / B i s (30%, 

2,67%), 2,5 m l Tr i s -HCl (pH=6,80) a 0,1 ml 10% (w/v) SDS. Dělící gel byl připraven 

smísením 4,1 ml deionizované vody, 3,3 ml A A / B i s (30%, 2,67%), 2,5 ml T r i s -HCl 

(pH=8,80) a 0,1 ml 10% (w/v) SDS. Před použitím bylo k dělícímu gelu přidáno 10 pl 

T E M E D u (tetramethylethylendiamin) a 100 pl 10% A P S . Roztok byl pomocí pipety nalit 

mezi sklíčka aparatury, převrstvil se vodou a nechal hodinu tuhnout. Poté byla voda slita, 

k roztoku pro zaostřovací gel bylo přidáno 10 pl T E M E D u a 50 pl 10% A P S . Roztok byl 

pomocí pipety přenesen na j iž ztuhlý dělící gel. Ge l tuhl 20 min. 

Vzorky lyzátů z kultur 16.1 a 16.2. (kultury obsahující kolonii č. 16, která narostla přes 

noc zředěná do dvou vzorků pro expresi - 16.1 a 16.2) byly zahřátý na 60 °C a 

centrifugovány 5 min, 4000 g. Supernatanty byly odebrány do nové zkumavky a pelet byl 

rozpuštěn v 300 pl 10% SDS. Ve lmi viskózni vzorky byly několikrát protáhnuty přes 

Hamiltonovu injekční mikrostříkačku. Pro S D S - P A G E bylo nutné znát koncentrace 

jednotlivých vzorků, aby bylo na gel naneseno 20 pg proteinu po A C a 100 pg proteinu 

pro vzorky lyzátů a peletu. Z a účelem zjištění koncentrace vzorků byla změřena 

absorbance všech vzorků lyzátů a peletu při 280 nm. Ze získané absorbance vztažené na 

1 cm byl vypočten objem vzorků potřebný pro S D S - P A G E (Tab. 13). Koncentrace vzorku 

G S T byla vypočtena z plochy pod křivkou. Ke všem vzorkům bylo přidáno 8 pl 

vzorkovacího pufru a celý objem vzorků byl nanesen na gel. Elektroforéza běžela 10 min 

při 80 V a 60 min při 120 V . Gel byl přenesen do nádoby s destilovanou vodou, po 
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propláchnutí byl promýván barvivem Coomassie Blue-G250 

s Al2(S04)3"(H20)i3,5-i5 (50 g-1"1). Přídavek hliníku slouží k citlivější detekci. Barvení 

probíhalo přes noc na třepačce. Poté byl gel opláchnut vodou a přenesen do 

odbarvovacího roztoku. Odbarvování trvalo také přes noc. 

Tab. 13 Objemy jednotlivých vzorků vypočtených z absorbance potřebných pro SDS-PAGE tak, 
aby koncentrace proteinů byla 100 ug. 

Vzorek A28o (cm"1) Objem (fxl) 
16.2 lyz. 39,137 2,6 
16.1 lyz 7,295 13,7 
16.1 pel. 8,425 11,9 
16.2 pel. 38,654 2,6 

3.2.14 Stanovení obsahu Cu 1 v PePPO 

Pro stanovení počtu atomů mědi ve vzorku podle Hanna et al, 1988 bylo nutné redukovat 

C u + n na C u + I Stanovení při vlnové délce 546 nm spočívalo v denaturaci enzymu pomocí 

kyseliny octové, redukci askorbátem sodným a ve vzniku růžového zabarvení díky vazbě 

2,2'-bichinolinu na atom mědi. Díky změně barvy vzorku mohla být spektrofotometricky 

měřena absorbance vzorku. Po připravení vzorku v triplikátu (Tab. 14) a blanku se 

nechaly vzorky stát 10 minut než byly měřeny. Blank byl připraven stejným způsobem 

jako vzorek, místo PePPO pufr [A]. 

Tab. 14 Objemy roztoků potřebných pro přípravu vzorku ke spektrofotometrickému měření 
koncentrace Cu 1. 

Roztok Objem (ul) 
PePPO 25,4 
Askorbát sodný 1,00 molT 1 18,8 
Pufr fosforečnanu sodného 0,50 molT 1 , pH = 6,00 15,0 
d iH 2 0 0,8 
2,2'-bichinolin 0,50 gT 1 v bezvodé kyselině octové 90,0 
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3.2.15 Stanovení pH optima pro PePPO 

Pro stanovení p H optima PePPO enzymu byl použit pufr o složení kyseliny fosforečné 

(100 mmolT 1 ) , kyseliny sukcinové (100 mmolT 1 ) a glycinu (100 mmolT 1 ) (PSG pufr). 

Tento pufr byl připraven o různých p H (od 2,00 do 12,00). p H všech roztoků bylo ověřeno 

p H metrem i p H papírky. Pro jednu reakci byl použit 50 m m o l T 1 P S G pufr, 0,75 m m o l T 1 

SDS, 4 m m o l T 1 tyramin a 1 ul PePPO. Celkový objemu reakce byl 200 ul. První měření 

bylo v rozmezí p H od 2,00 do 12,00. Měření probíhala vždy v triplikátech při vlnové 

délce 475 nm po dobu 2,5 hodiny. Pro přesnější výsledky bylo měření opakováno 

v intervalech p H po 0,20 od p H 5,00 do p H 7,00. 

3.2.16 Stanovení koncentrace SDS pro aktivaci latentní PePPO 

Enzym PePPO přechází v přírodě z latentní do aktivní formy proteolytickým štěpením. 

In vitro se místo proteas používá SDS, i když přesný mechanismus není ani v jednom 

případě popsán. Proto bylo důležité znát ideální koncentraci SDS, kdy je aktivita PePPO 

nejvyšší. Pro spektrofotometrické zjištění vhodné koncentrace SDS bylo použito 12 

různých reakcí PePPO s tyraminem (vždy triplikáty) o těchto koncentracích SDS: 0,000 

mmolT 1 ,0 ,025 mmol-ľ 1 ; 0,050 mmol-ľ 1 ; 0,100 mmol-ľ 1 ; 0,250 mmol-ľ 1 ; 0,500 mmol-ľ 1 ; 

0,750 mmol-ľ 1 ; 1,000 mmol-ľ 1 ; 1,500 mmol-ľ 1 ; 2,000 mmol-ľ 1 ; 3,000 mmol-ľ 1 ; 

4,000 mmol-ľ 1 . 

3.2.17 Testování reaktivity PePPO s katecholy a fenoly jako substráty 

Pro přiblížení reaktivity PePPO bylo použito 12 předpovězených substrátů (jak fenolů tak 

katecholů). Ty byly rozpuštěny v kyselině chlorovodíkové (adrenalin), ethanolu (kyselina 

kávová, floretin) a vodě. Většinu vzorků bylo třeba pro celkové rozpuštění sonikovat a 

zahřát na 40 °C. Samotné pozorování probíhalo v přítomnosti 0,25 m m o l T 1 SDS, p H 6,00 

(50 mmol-11 pufr M E S ) , 3 ul PePPO (3,93 g-ľ 1 ) , 1 mmol -ľ 1 substrátu a doplnění do 200 

ul diH20. V čase byly fotograficky zaznamenávány změny zabarvení způsobené reakcí 

PePPO se substrátem. Pozorování poskytlo informace o tom, které substráty enzym 

akceptuje, které reagují nejrychleji a které dávají vzniku intenzivního zabarvení - aktivita 

enzymu je vysoká. 
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3.2.18 Zjištění Amax a s pro spektrofotometrické měření inhibičních 

reakcí PePPO 

Pro spektrofotometrické stanovení inhibice specifické aktivity PePPO je potřeba znát jak 

vlnovou délku, tak absorpční koeficient. Pro toto bylo potřeba nejdřív zjistit, zda je 

průběh reakce s oxidačním činidlem NaI04 stejná jako průběh enzymatické reakce. Pro 

reakci 2,5 m m o b ľ 1 N a I 0 4 v 50 m m o b ľ 1 pufru M E S , 0,25 m m o b ľ 1 SDS s 0,5 mmold" 1 

dopaminem byla měřena vlnová délka od 200 do 600 nm. Pro stejnou reakci s PePPO 

byly použity 2 pl tohoto enzymu. 

Pro zjištění absorpčního koeficientu bylo připraveno 5 reakcí o různých koncentracích 

dopaminu (100; 200; 300; 400 a 500 pmold"1) s 2,5 m m o b ľ 1 N a I 0 4 . Při 475 nm byla 

měřena absorbance a díky ní byl zjištěn absorpční koeficient. 

3.2.19 Testování inhibitorů pro PePPO 

Reakcemi 0,25 m m o ľ ľ 1 SDS, 50 mmold" 1 pufru M E S , 0,1 pl PePPO s tyraminem 

(0,2 m m o ľ ľ 1 ; 0,5 m m o ľ ľ 1 ; 1,0 m m o ľ ľ 1 ; 10,0 m m o ľ ľ 1 ) nebo 0,1 pl 1:1000 roztoku 

PePPO dopaminem (0,2 m m o ľ ľ 1 ; 0,5 m m o ľ ľ 1 ; 1,0 m m o ľ ľ 1 ; 10,0 m m o ľ ľ 1 ) byla získána 

hodnota Michealisovy konstanty ( K m ) . Ta je pro dopamin i tyramin od 0,5-1,0. Pro 

inhibiční reakce tedy musí být koncentrace tyraminu a dopaminu l x větší, než je K m . 

Koncentrace všech předpokládaných inhibitorů (tropolon, thujaplicin, E D T A , kyselina 

kójová a fenylthiokarbamid) ve 200 pl reakční směsi byla 0,1 m m o ľ ľ 1 , koncentrace 

tyraminu 2 m m o ľ ľ 1 (1 pl PePPO), dopaminu 1 m m o ľ ľ 1 (10 pl 1:1000 PePPO), 

50 m m o ľ ľ 1 M E S pufru a opět 0,25 m m o ľ ľ 1 SDS. Všechny reakce byly připraveny 

v triplikátech. Aktivita PePPO byla měřena spektrofotometricky při 475 nm 1 hodinu. 
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4 VÝSLEDKY 

4.1 Editace PePPO genu z vektoru pGEX-4T-l 

Po zjištění koncentrace plasmidu s inzertem ( p G E X - 4 T - l + PePPO gen, 25 fmol-uľ 1 ) 

díky elektroforéze (Obr. 12A) byl ověřen P C R produkt o velikosti 1548 bp viz Obr. 12B. 

Získané fragmenty odpovídající PPO genu byly z gelu extrahovány a koncentrace 

získaného vzorku čistého P C R produktu byla zjištěna opět pomocí agarosové 

elektroforézy (Obr. 12C). PePPO gen byl zaklonován do nových plasmidů (pPSG, p G E X -

6P-SG a p G E X - 6 P - S G Del) a transformován do chemicky kompetentních buněk M D S 4 2 

a TOP10. 

1 2 • 1 2 3 4 5 1 1 2 

i 

Obr. 12 Výsledky agarosové elektroforézy pro zisk PePPO genu bez části kódující N-terminální 
konec proteinu PPO. A : 1 - vzorek plasmidu pGEX-4T- l (4900 bp) s inzertem PePPO genem 
(1809 bp). Srovnáním s koncentracemi fragmentů D N A žebříku byla zjištěna koncentrace 
plasmidu (25 fmol-ul1)- 2 - 100 bp D N A žebřík. B: Výsledek PCR. 1 - 1 kb D N A žebřík. 2-5 
vzorky po PCR - PePPO gen bez N-terminálního konce, velikost 1548 bp. C: 1 - gen pro PePPO 
vyštěpený z pGEX-4T- l a extrahovaný z gelu. 2 - 1 kb D N A žebřík s příslušnými koncentracemi 
fragmentů. Program vyhodnotil na základě srovnání koncentrace fragmentů žebříku koncentraci 
vzorku (88 ng-2 ul"1). 
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4.2 Ověření plasmidů s inzertem pomocí C-PCR 

Transformace všech kombinací plasmidů s inzerty do buněk byly úspěšné. Počet kolonií 

buněk M D S 4 2 s plasmidem pPSG bylo 450, s plasmidem p G E X - 6 P - S G 39 a s plasmidem 

p G E X - 6 P - S G Del 56. Buňky TOP10 daly ve všech případech nepočitatelné množství 

kolonií. Z každé misky s kombinacemi plasmidů a buněk bylo vybráno 6 kolonií (celkem 

36, očíslované od 1-37, číslo 13 vynecháno). Tyto byly ověřeny pomocí C - P C R a 

naneseny na gel (Obr. 13). Kolonie č. 7 (pGEX-6P-SG v MDS42) , č. 12 ( p G E X - 6 P - S G 

v MDS42) a č. 16 (pGEX-6P-SG Del v MDS42) obsahovaly plasmid s inzertem. Kolonie 

buněk TOP10, které obsahovaly inzert byly č. 21, 23, 24 (pPSG), č. 30 (pGEX-6P-SG) a 

č. 34, 35 (obě plasmid p G E X - 6 P - S G Del). Blank pro p P S G na gelu A ve druhé jamce 

nebyl zcela průkazný. 
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Obr. 13 Výsledek C-PCR pro ověření přítomnosti inzertu v plasmidech. A : buňky MDS42, 
1 - 1 kb D N A žebřík, 2 - blank pro pPSG, 3 - pozitivní kontrola, 4-9 - pPSG (kolonie č. 1-6), 
10-15 - pGEX-6P-SG (kolonie 7-12), 16-21 - pGEX-6P-SG Del (kolonie č. 14-19). B: buňky 
TOP10, 1 - 1 kb D N A žebřík, 2 - blank pro oba pGEX, 3 - pozitivní kontrola, 4-9 - pPSG 
(kolonie č. 20-25), 20-25 - pGEX-6P-SG (kolonie č. 26-31), 16-21 - pGEX-6P-SG Del (kolonie 
č. 32-37). Červeně jsou zvýrazněny inzerty (1548 bp). 
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4.3 Ověření přítomnosti inzertu a správnosti sekvence pomocí 

restrikčního štěpení 

B y l y vybrány 3 kolonie (č. 7, 16 a 24), každá s j iným plasmidem, které byly 

transformovány do E. coli buněk BL21 Star™ (DE3) a SHuffle, a připraveny tak pro 

expresi. Z výsledků sekvenování bylo ale zjištěno, že plasmid p P S G z kolonie č. 24 

neobsahovala inzert, proto byly dál použity jen kolonie č. 7 a 16. 

Tyto vybrané klony byly před samotnou expresí ještě orientačně ověřeny restrikčním 

štěpením enzymem Xmnl (Obr. 14). Plasmid p G E X - 6 P - S G s inzertem z kolonie č. 7 byl 

po štěpení enzymem Xmnl rozdělena na 2 fragmenty. Jeden měl velikost 2363 bp, druhý 

4056 bp. Plasmid p G E X - 6 P - S G Del s inzertem z kolonie č. 16 byl po štěpení rozdělen na 

fragment o velikosti 2363 bp a druhý 3383 bp. Pro oba vzorky byly fragmenty označené 

2461,6 bp stejné. Jejich velikost by měla být 2363 bp. Nejednalo se o významnou 

odchylku především z důvodu, že oba fragmenty byly vyhodnoceny stejně, jednalo se 

spíš o chybu vyhodnocení přístrojem. Druhý fragment plasmidu p G E X - 6 P - S G Del byl 

opět velmi blízko předpokládané velikosti (místo 3383 bp 3590,9 bp). Pro plasmid 

p G E X - 6 P - S G měl získaný fragment velikost stanovenou kalkulací 4332 bp místo 4056 

bp. Můžeme tedy říci, že získané fragmenty měly přibližně stejnou velikost jaká byla 

předpokládaná a v kombinaci s výsledky sekvenováním tyto dva plasmidy mohly být 

použity pro expresi PePPO. 
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Obr. 14 Výsledek restrikčního štěpení pro ověření správnosti plasmidů obsahujících inzert. 
1 - 1 kb D N A žebřík, 2 - plasmid pGEX-6P-SG Del, kolonie č. 16, 3 - plasmid pGEX-6P-SG, 
kolonie č. 7. Velikosti v bp uvedeny u každého fragmentu. 
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Pro první úspěšnou expresi v 2x Y T médiu s 0,5 m m o l T 1 I P T G a 0,5 m m o l T 1 CuS04 

při 16 °C po dobu 65 hodin byl nakonec použit plasmid p G E X - 6 P - S G De l (Obr. 15) 

z kolonie č. 16. Tento plasmid vycházejcí z plasmidu p G E X - 6 P - S G byl upraven řízenou 

mutagenezí ve dvou krocích. Nejdřív byla odstraněna dvě místa, která j sou rozpoznávána 

enzymem Esp3l. Jedno pomocí tiché bodové mutace v lad genu a druhé pomocí delece 

121 bp (Biundo et al, 2020). 

(2901) Apol 

Obr. 15 Schéma plasmidu pGEX-6P-SG Del a inzertem pro PePPO gen (modře) použitého pro 
expresi PePPO v buňkách BL21 StarTM (DE3). Ampicilinová rezistence zeleně, GST kotva 
růžově, počátek replikace žlutě a l ad operon vínově. Mezi GST a PePPO je místo štěpeno 
proteasou GST-HRV 3C. 
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4.4 Výsledky afinitní chromatografie po expresi a proteolytickém štěpení GST-PePPO na PePPO 

Vzorek lyzátu získaný po expresi PePPO byl podroben A C pomocí chromatografického systému ÄKTApurifier P-900. Výsledek vidíme na 

chromatogramu Obr. 16. První modrá křivka znázorňuje bakteriální proteiny lyzátu nenavázané na kolonu, zatímco druhá odpovídala GST-PePPO, 

které byl na kolonu navázán díky afinitní GST kotvě a následně eluován pufirem [B] obsahujícím redukovaný glutation. Díky sběru elučních frakcí 

do 96 j amkové destičky byly vybrány pozice A3-B12 , které odpovídají křivce PePPO. Celkový eluční objem v maximum křivky byl 120,76 ml . 
~ 2023 01 30 A C I P e P P O 1 6 001 :10 UV1 280ni - 2023 01 30 A C I P e P P O 16 001 :10 Com 2023 01 30 A C I P e P P O 1 6 001 :10 Fractiorm 

Obr. 16 Chromatogram po AC1 . Závislost absorbance (mAU) na objemu (ml) Část nalevo zobrazuje frakci, která se na kolonu nenavázala a modrá křivka 
vpravo GST-PePPO zachycený a následně eluovaný z kolony. Zelená křivka znázorňuje koncentraci elučního pufru [B], 
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Přes noc štěpený GST-PePPO proteasou G S T - H R V 3C byl vyčištěn od odštěpené GST kotvy a proteasy díky následné afinitní purifikaci (AC2) . 

Na chromatogramu Obr. 17 vidíme nalevo křivku pro PePPO, který se na koloně nezachytil - j iž neobsahoval G S T kotvu. Modrá křivka vpravo 

zobrazuje zachycený GST a proteasu. Eluční objem v maximum křivky byl 5,36 ml. 

0.0 10 .0 2 0 . 0 3 0 . 0 4 0 . 0 

Obr. 17 Chromatogram po AC2. Závislost absorbance (mAU) na objemu (ml) Modrá křivka nalevo zobrazuje frakci, která se na kolonu nenavázala - PePPO. 
Modrá křivka vpravo znázorňuje navázané a následně eluované GST a GST-HRV 3C proteasu. Jako vzorek byly odebrány frakce v jamkách A2-B4. Zelená 
křivka znázorňuje koncentraci elučního pufru [B], 
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4.5 Spektrofotometrické stanovení koncentrace GST-PePPO a PePPO 

Měření maximální vlnové délky s enzymem l A b P P O v rozmezí 200-950 nm ukázalo, že 

maximální vlnová délka byla 475 nm (Obr. 18). 

0.0182 
313.85 350.00 400.00 450.00 500.00 543.31 

k (nm) 

Obr. 18 Graf závislosti absorbance na vlnové délce pro měření lAbPPO s 1 mmolT 1 

dopaminem pro zjištění vhodné vlnové délky měření s PePPO. Z grafu bylo patrné, že max. 
vlnová délka, kde vzniká finální stabilní produkt, byla 475 nm. 
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Po spektrofotometrickém měření ředěného vzorku (1:60 GST-PePPO a 1:40 PePPO) 

byl ze získaných hodnot sestaven graf závislosti absorbance na vlnové délce (Obr. 19). 

Vlnová délka, ve které PePPO (proteiny) absorbují záření je 280 nm, zde také můžeme 

vidět vrchol křivky. Absorbance pro GST-PePPO p ř i i m a x . byla 0,4510 a pro PePPO 

0,1153. Pro výpočet koncentrace bylo nutné nejdříve zjistit absorpční koeficient pomocí 

počtu tryptofanů, tyrosinů a cystinů v proteinu. Absorpční koeficient byl vydělením 

molekulovou hmotností proteinu převeden na g-ľ 1 . Výsledná koncentrace byla vypočtena 

díky absorpčnímu koeficientu, absorbanci při 280 nm a faktoru ředění. 

A(-) 

250 300 350 400 450 

Obr. 19 Grafické zobrazení měření koncentrace GST-PePPO (po AC1) a koncentrace finální 
PePPO (po AC2) v pufru [A]. Tyto dvě křivky nelze kvůli rozdílnému ředění porovnávat co do 
intenzity absorbance. 
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Výpočet absorpčního koeficientu pro GST-PePPO po A C 1 : 

£ 2 8 0 ( M " 1 cm" 1) = poče t T r p - 5 5 0 0 + p o č e t T y r - 1 4 9 0 + p o č e t cys t inů-125 

£ 2 8 o ( M W 1 ) = 12-5500+30-1490+6 -125=111450 M " 1 cm" 1 

W g " I " 1 ) = f 2 8 0 ( M " W ) = 1 1 1 4 5 0 M W =1,318 g - ľ 1 

/ a u v & J Mr 84589,49 Da ' & 

Výpočet koncentrace a hmotnosti pro GST-PePPO po A C 1 : 

c G S T P e P P o ( g - l " 1 ) = ^ f 1 T ; - F = ° ' 4 5 1 ,° -60=20,51 g-ľ 1 

bbl PePPUV& J A 2 8 o(g-l" 1 ) 1,318 g-1 - 1 & 

mGST-PePPO =CGST-PePPO-VGsT-PePPO=20,51 m g - m ľ 1 -0,561 m l = l l , 5 1 mg 

Výpočet absorpčního koeficientu a koncentrace pro PePPO po A C 2 : 

£ 2 8 o ( M ^ c m 1 ) = 8-5500+16-1490+4 -125=68340 M ^ c m 1 

fbanCR'i J = = = 1,175 g-1 
/ a u v & y Mr 58176,79 Da ' & 

Cpeppo (g-1" 1) = A 2 8 ° -F= ° ' 1 1 5 3 -40=3,93 g -ľ 1 

PePPO v& y AzsoCg-l"1) 1,175 g-1" 1 8 

m P e P P 0 = c P e P P O l v T p e p p o = 3 , 9 3 m g - m ľ 1 -0,529 ml=2,08 mg 

Jak se dalo předpokládat, koncentrace rekombinantního PePPO proteinu byla 3,93 g-ľ 1  

a byla nižší, než koncentrace GST-PePPO z důvodu odštěpení GST, dalšího přečištění a 

zakoncentrování díky A C 2 . 

4.6 Spektrofotometrické stanovení specifické aktivity GST-PePPO a 

PePPO 

Ze získaných spekter pro měření A s p e c . byly odečteny časy odpovídající lineární změně 

absorbance. Délka optické dráhy (1) byla 1 cm, absorpční koeficient 3300 M ^ c m " 1 a 

celkový objem reakce 1 ml. Výsledky měření A s p e c pro GST-PePPO, 

GST-PePPO + 100 umol - ľ 1 C u l a PePPO uvedeny v tabulce 15. 

Tab. 15 Výsledky měření A s p e c pro GST-PePPO, GST-PePPO + Cul a PePPO. Časový úsek 
linearity je uveden v sekundách, směrnice přímky je značena k, R 2 je koeficient determinace. 

Parametr GST-PePPO GST-PePPO + Cul PePPO 
tstart (s) 45 56 130 
tkonec (s) 65 65 150 
k (min 1) 0,413 0,287 0,191 
d (E 4 7 5 ) -0,087 -0,134 -0,139 
R 2 0,999 0,999 0,999 
niproteinu (|lg) 20,50 20,50 2,00 
ASpec (U-mg-1) 6,105 4,252 29,545 
ASpec (U) 70,300 48,940 61,300 
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Výpočet Aspe C : 

» i n k k 1 _6 V c e i k 0,413 m i n 1

 1 _6 1 ml , , „ r I I i 
A q n e c ( U - m g x ) = 10 £ £ i ^ = —,—: 10 = 6,105 U-mg 1 

specv & J g ^ . j m p r o t e i n u 3300 IVTcm"1 -1 cm 20,5 ug ' & 

A s p e c ( U ) = A s p e c (U-mg 1 ) - m p r o t e i n u ( m g ) = 6 , 1 0 5 U - m g ^ - l l ^ l mg=70,3 U 

Porovnáním A s p e c GST-PePPO a A s p e C p o přidání 100 u m o l T 1 C u l bylo zjištěno, že 

A Spec klesla na 69,7 %. Přidání C u l v této koncentraci tedy nemělo pozitivní v l iv na A s p e c 

enzymu PePPO, A s p e c po jeho přidání výrazně klesla. Aktivita po odstranění G S T 

z PePPO vzrostla 4,8x. 

4.7 SDS-PAGE 

Jednotlivé vzorky, které byly sesbírány během získávání rekombinantní PePPO byly 

vizualizovány na gelu pomocí S D S - P A G E (Obr. 20). Tento krok sloužil jak pro další 

ověření přítomnosti PePPO (díky znalosti její molekulové hmotnosti) tak pro zjištění 

čistoty proteinu. Rozdělení vzorku v jamce č. 6 naznačuje, že j iž zde je bez přídavku 

proteasy nejspíš část proteinu PePPO odštěpena od GST. Jamka č. 10 obsahuje kromě 

připravené rekombinantní PePPO také další bakteriální proteiny. Purifikace tedy nebyla 

100 % účinná. 

í 5 6 7 8 9 1 0 

100 GST-PePPO 

PePPO PePPO 

GST GST 

50 ^ 

37 % | 

Obr. 20 Snímek SDS-PAGE. 1 - proteinový žebřík (10-250 kDa), 2 - lyzát vzorku 16.1, 3 -
lyzát vzorku 16.2,4 - pelet vzorku 16.1, 5 - pelet vzorku 16.2, 6 - vzorek po AC1 (GST-
PePPO, velikost 82,9 kDa), 7 - vzorek po proteolytickém štěpení před AC2 (směs PePPO a 
odštěpené GST), 8 - GST (25 kDa) oddělené pomocí AC2, 10 - finální PePPO (57,9 kDa) bez 
GST po purifikaci AC2. Do jamky 9 nebyl nanesen žádný vzorek. 
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4.8 Analýza obsahu Cu 1 v PePPO 

Po spektrofotometrickém měření byla spočítána koncentrace mědi . Všechny potřebné 

veličiny pro výpočet koncentrace i výsledky j sou uvedeny j sou uvedeny v tabulce 16. 

Tab. 16 Veličiny potřebné pro zjištění koncentrace Cu 1 v PePPO. Měření bylo provedeno 
v triplikátu. Výsledek uveden jako průměrný počet mědí v proteinu plus mínus směrodatná 
odchylka měření (o). 

Vzorek 1 Vzorek 2 Vzorek 3 
M (Da) 58176,79 
Vcelk. ((JÍ) 150,00 
mproteinu (Ug) 100,00 
Cproteinu (g"l 0 3,93 
Vproteinu ((J-l) 25,48 
E 546 (cnr1) 0,237 0,244 0,222 
c C u i (umol-ľ 1) 37,10 38,20 34,70 
CuVproteinu 3,2 3,3 3,0 
Průměrný počet CuVproteinu 3,2 ± 0,2 
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Výpočet koncentrace a následně také průměrného počtu Cu 1 v rekombinantním proteinu 

PePPO: 
m 

• 100 us 
= 0,00321 A^ 4 6 =(280 M - 1 - c m - 1 ) - b - ^ - = 280 M^-cm" 1 - ! cm-

79 Da-150 ul 

[Cu'] = "
i

546'
ň

546 

(óSOOM-i-cm"1)^ 

c 
m 

ivFv 

p _ 0,237-0,00321 Q 7 1 , n - S _ - , , - 1 ,.,-1 

óSOOM-i-cm"1-! cm = 3,71-10 _ : , mol-ľ 1 = 37,1 umol-ľ 

n i , , . c 37.1-10-6 mol-r1 „ „ . 
CuVproteinu = — = ——- a =3,24 

58176,79 Da-150-10"
b

 1 

A S 546 je absorbance blanku, A P 5 4 6 slouží ke korekci absorbance v přítomnosti 

makromolekul, D je faktor zředění, b je délka dráhy, 6 3 0 0 M^-cm" 1 reprezentuje 

absorpční koeficient komplexu bis^ichinol injCu 1 . Veličiny m (hmotnost proteinu), M 

(molekulová hmotnost) a V (objem) slouží k výpočtu koncentrace proteinu. 

Průměrný počet mědí v proteinu byl tedy 3 , 201 ± 0 , 1 5 6 . Relativní směrodatná 

odchylka byla 4 , 9 %. 

4.9 pH optimum enzymu PePPO 

Z prvního měření (pH 2 , 0 0 - 1 2 , 0 0 ) bylo zjištěno p H optimum 6 , 0 0 (Obr. 2 1 ) 

( A s p e c 1,616 ± 0 , 0 6 5 U-mg" 1). Protože u p H 5 , 0 0 byla aktivita PePPO rovna nule a pak 

nastalo prudké zvýšení aktivity, bylo měření zopakováno v užším rozmezí pH. Díky 

tomuto měření bylo zjištěno, že PePPO j e aktivní od p H 5 , 2 0 ( A s p e c 0 , 1 1 3 ± 0 , 0 2 8 U-mg"1) 

do p H 7 , 0 0 (A S pec 1,103 ± 0 , 0 4 4 U-mg 1 ) s maximem v p H 6 ,00 

(A S pec 1,878 ± 0 , 0 9 5 U-mg 1 ) . 

2,0 t 

1,6 i 

B 1,2 -f 
g , 

""a0,8 •• 

0,4 4, 

0,0 

I 

i i i I » I i i I » I i i i . i i i i l i i i i l i i i i l i i i i l i i i i l i i i i + i i i i » 

2,00 3,00 4,00 5,00 6,00 7,00 8,00 9,00 10,00 11,00 12,00 
pH (-) 

Obr. 21 Závislost aktivity PePPO na pH. Modře zobrazeno měření pro rozmezí pH od 2,00 do 
12,00 s přírůstkem pH po 1,00 a oranžově pH od 5,00 do 7,00 s přírůstkem pH po 0,20. Aktivita 
pro oba měření byla nejvyšší u pH 6,00. 
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4.10 Stanovení vhodné koncentrace SDS pro aktivaci PePPO 

Pro aktivaci latentní PePPO pomocí SDS bylo provedeno měření s koncentracemi SDS 

od 0,000 m m o ľ ľ 1 do 4,000 m m o l T 1 . Z Obr. 22 vyplynulo, že nej vyšší specifická aktivita 

PePPO (6,566 ± 0,1543 U - m g 1 ) je při koncentraci SDS 0,250 mmol-ľ 1 . Při vyšších 

koncentracích SDS začíná aktivita PePPO pozvolna klesat. 

7 T 
1 i i 6 -• 

5 -• 

E 4 

^3 : : I 
o, • • T 

2 Ť 

1 

0 i i i i i i i i i l i i i i i i i i i l i i i i i i i i i l i i i i i i i i i 

0 

cSds (mmolT 1) 

Obr. 22 Závislost specifické aktivity PePPO na koncentraci SDS. Bez použití SDS byla aktivita 
PePPO nulová. Nejvyšší aktivita byla naměřena pro koncentraci SDS 0,25 mmolT 1 . 
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4.11 Reaktivita PePPO s katecholy a fenoly jako substráty 

Z fotografického záznamu jednotlivých reakčních směsí byla vyhodnocena reaktivita 

PePPO (Obr. 23). 

1 ? ^ 4. 5 

0 min 

1 min 

17 min 

27 min 

47 min 

1 hod 17 min, start 

pro adrenalin 

1 hod 47 min £ 

24 hod * 
Obr. 23 Zobrazení reaktivity jednotlivých substrátů v čase. 1-adrenalin, 2-k. kávová, 3-k. 
4-hydroxybenzoová, 44c. chlorogenová, 5-floretin, 64c. gallová, 7-epikatechol, 8-katechol, 
9-pyrogallol, 104c. syringová, 11-2,6-dimetoxyfenol, 12-koniferylalkohol. 
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V čase O zreagoval adrenalin (dodán až po 1 hodině a 17 minutách), floretin, 

epikatechol a pyrogallol. Po 1 minutě zreagovala kyselina kávová a katechol, po dvou 

minutách kyselina chlorogenová. Po 8 minutách reagoval 2,6-dimetoxyfenol a po 47 

minutách reagovala také kyselina gallová. Po 24 hodinách se objevilo zabarvení i u 

kyseliny 4-hydroxybenzoové. V čase u reagujících substrátů intenzita zabarvení rostla. 

S PePPO nereagovala kyselina syringová ani koniferylalkohol, jak se předpokládalo. 

4.12 Zjištění Amax a s pro spektrofotometrické měření inhibičních reakcí 

PePPO 

Pro ověření stejného průběhu reakce s NalCU a PePPO bylo provedeno měření v rozsahu 

vlnových délek od 200 nm do 600 nm. V obou případech byla maximální vlnová délka 

475 nm (Obr. 24). 

k (nm) k (nm) 
A B 

Obr. 24 Grafy závislostí absorbancí na vlnových délkách pro zjištění vhodné vlnové délky 
měření inhibičních reakcí s PePPO. A : reakce dopaminu s NalO/j, maximum křivky 475 nm. B: 
reakce dopaminu s PePPO, maximum křivky 475 nm. Maxima křivek zvýrazněná červenými 
šipkami. 
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Z měření absorbance při 475 nm reakcí NaI04 s dopaminem byl pomocí 
Lambert-Beerova zákona vypočítán absorpční koeficient pro každou koncentraci 
dopaminu (Tab. 17). Z rovnice přímky (y = 0,0027x + 0,0498; R 2=0,9999, d=0,0498 
cm"1) byl vypočítán absorpční koeficient: 2 651 M^-cm" 1 . 

Tab. 17 Výsledné absorpční koeficienty z měření absorbancí. 

Cdopamin (umoH 1) A475 (cm'1) E (M' -cm 1 ) 
100 
200 
300 
400 
500 

0,314 
0,585 
0,843 
1,105 
1,370 

3143 
2922 
2808 
2761 
2759 
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4.13 Inhibice aktivity PePPO 

Inhibice byla měřena reakcí PePPO s tyraminem nebo dopaminem jako substráty, vždy v 

triplikátech. Výsledné procento inhibice uvedeno v Tab. 18. 100% inhibice znamená, že 

inhibitor kompletně zamezil reakci enzymu PePPO se substrátem. Nej silnějším 

inhibitorem pro reakci PePPO s fenoly a katecholy je tropolon a jeho derivát - thujaplicin. 

Záporná hodnota u inhibitoru E D T A při reakci s tyraminem znamená, že po jeho přidání 

byla naměřena vyšší aktivita enzymu než bez něj. Pro tento inhibitor by bylo vhodné 

použít j eště j eho j iné koncentrace. 

Tab. 18 Výsledky měření inhibičních reakcí s PePPO. Výpočet inhibice na základě porovnání 
aktivity PePPO bez a s inhibitorem. 

Inhibitor Substrát As pec 

(U-mg 1) 
CjAspec 

(U-mg 1) 
RSD 
(%) 

Inhibice 
(%) o (inhibice, %) 

Tropolon Tyramin 0,035 0,034 95,00 99,00 1,40 Tropolon Dopamin 0,000 0,000 - 100,00 0,00 

Kyselina kójová Tyramin 
Dopamin 

2,336 
7,311 

0,185 
3,460 

8,00 
47,00 

1,00 
90,00 

7,80 
4,90 

Fenylthiokarbamát 
Tyramin 
Dopamin 

1,106 
0,000 

0,106 
0,000 

10,00 53,00 
100,00 

4,50 
0,00 

E D T A Tyramin 
Dopamin 

2,557 
31,405 

0,849 
6,144 

33,00 
20,00 

-8,00 
55,00 

35,80 
8,80 

Thujaplicin Tyramin 
Dopamin 

0,318 
0,000 

0,123 
0,000 

39,00 87,00 
100,00 

5,20 
0,00 

57 



5 DISKUZE 

Hlavním cílem této práce bylo exprimovat PePPO z planého hrachu kultivaru JI64, který 

má na rozdíl od kulturního hrachu tento enzym aktivní. Po amplifikaci a úpravě PePPO 

genu (odstranění části kódující N-konec proteinu) se podařilo optimalizovat expresi a 

získat rekombinantní PePPO. Připravená tyrosinasa byla biochemicky charakterizována 

především pomocí spektrofotometrických metod. Tato práce pojednává o první expresi a 

základní charakterizaci PPO z planého hrachu vůbec. 

Polyfenoloxidasa je v současné době intenzivně studovaným enzymem nacházející se 

u prokaryot i eukaryot. Pro tyto účely seji podařilo exprimovat z rajčete (Kampatsikas et 

al, 2019), vlašského ořechu (Panis a Rompel, 2020), oliv (Sánchez et al, 2023) i 

meruňky (Derardja et al, 2017). Její důležitá role je jak zapojení v imunitním systému, 

tak v biosyntéze melaninu (Lerner a Fitzpatrick, 1953). Účastní se reakcí, ve kterých 

dochází k hydroxylaci monofenolů přes difenoly až na chinony. Podle toho, zda akceptuje 

fenoly či katecholy se řadí mezi katecholasy nebo tyrosinasy. Reakcemi enzymu PePPO 

s 12 teoretickými substráty se očekávalo, že ty, které mají velké substituenty na uhlících 

vedle uhlíku s O H skupinou budou reagovat velmi pomalu či vůbec. Takovými substráty 

jsou například kyselina syringová, koniferylalkohol a 2,6-dimetoxyfenol. Překvapivě ale 

PPO z hrachu akceptovala i 2,6-dimetoxyfenol. Podle předpokladů díky znalosti struktur 

nejrychleji reagoval adrenalin. Pro další studie by bylo vhodné vybrat nejlépe reagující 

substráty a změřit absorbance pro získání konkrétních kinetických dat, která by bylo 

možné porovnávat. Přirozené substráty PPO ale stále nejsou zcela objasněny. 

Rostlinné PPO se skládají ze 3 domén. Signální sekvence, doména s katalytickou 

funkcí a C-terminální konec. PePPO má ve svém aktivním místě dva atomy mědi vázané 

koordinačně díky třem histidinovým zbytkům. PePPO exprimovaný v této práci 

obsahoval o jeden atom mědi víc. Jeho pravděpodobná lokalizace je poblíž aktivního 

místa u disulfidických můstků cysteinu. Pro Honování je většinou PPO gen upraven za 

účelem snadnější exprese odstraněním signální sekvence na N konci (velikost kolem 4-9 

kDa), která přímo nesouvisí s aktivitou enzymu (Tran et al, 2012). Velikost exprimované 

latentní formy PePPO bez N-terminálního konce byla podle S D S - P A G E 57,9 kDa. In vivo 

jsou latentní PPO exprimovány jako 64-68 kDa proteiny (Tran et al, 2012). S D S - P A G E 

také ukázala, že čistota získaného proteinu není 100%. Aktivita latentní formy PPO in 

vitro se blíží nule, proto je nutné tento enzym aktivovat proteasami (tento způsob je 
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pravdepodobne využit v přírodě), kyselým pH, mastnými kyselinami či detergenty jako 

je SDS. Ukázalo se, že aktivace kyselým p H není tak účinná jako aktivace latentního 

enzymu přídavkem SDS (Kampatsikas etai, 2017). Aktivace cetylpyridinium chloridem 

(CPC) poskytuje sice ještě vyšší aktivitu enzymu než působením SDS, v jeho přítomnosti 

ale dochází kprecipitaci enzymu (Pretzler et al, 2017). Je pravděpodobné, že aktivace 

latentního enzymu spočívá v proteolytickém štěpení na C-konci či v jeho konformační 

změně díky čemuž dojde k zpřístupnění aktivního místa. Je ovšem důležité znát optimální 

podmínky (koncentrace, složení) těchto aktivátorů, vyšší koncentrace mohou mít 

inhibiční účinky (Yoruk a Marshall, 2003). Exprese je v případě PPO ze žampionu 

jediným způsobem, jak jej získat v latentní formě, jelikož všechny izolované enzymy jsou 

již aktivovány (Faccio et al, 2013). 

Množství získaného proteinu v této práci z exprese o objemu 1 litru bylo 2,08 mg. 

Získané množství bylo velmi podobné zisku P P O při heterologních expresích z j iných 

rostlin (PPO z krásnoočka 5,0-6,0 mg, PP06 a PP02 z pampelišky lékařské 0,5-2,0 mg 

a 8,7 mg) (Dirks-Hofmeister et al., 2012; Dirks-Hofmeister et al., 2013; Kaintz et al., 

2014). Nejlepší výtěžek byl z exprese probíhající při 20 °C po dobu 24 hodin 

(koncentrace 24 g-1"1, aktivita 55,00 U-mg" 1). Nižší teploty expresí j sou voleny za účelem 

lepší stability a správného složení proteinů chaperony. Zároveň je při nižších teplotách 

snížena aktivita proteas, které by mohly vznikající protein degradovat. 

p H optimum PPO z hrachu je slabě kyselé až neutrální (5,20-7,00), což je v souladu 

s p H optimy PPO z j iných rostlin. Nejširší rozmezí optimálního p H mají jednoznačně 

PPO ze žampionu (5,00-10,00) (Pretzler et al, 2017). 

Inhibičními reakcemi bylo potvrzeno, že nejúčinnějším inhibitorem, který úplně 

zamezuje aktivitě PePPO s fenoly i katecholy, je tropolon a jeho derivát thujaplicin. 

Účinek tropolonu na aktivitu PPO byl predikován j iž při reakci PPO z hroznu, kdy 

inhibice tropolonem byla 87,50% ( L i et al., 2019). Jiným derivátem tropolonu je také 

2-chlorcykloheptratrien, který má substituci C l místo O H skupiny a síla jeho inhibice je 

pouze 6%. Z toho je usuzováno, že O H skupina hraje při inhibiční reakci důležitou roli a 

pravděpodobně se přímo váže na enzym (L i et al., 2019). V e stejné studii byl zároveň 

prokázán benzamidin jako jeden z nej slabších inhibitorů (15%). Pro reakci s dopaminem 

je také dobrým inhibitorem fenylthiokarbamát a kyselina kójová. Co se týče vl ivu E D T A , 

tento experiment by měl být opakován s různými koncentracemi tohoto inhibitoru. Z 
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reakce E D T A s tyraminem a PePPO totiž plyne, že aktivita je o 8 % vyšší, než u reakce 

bez inhibitoru. Výsledkem tohoto měření tedy bylo, že E D T A byl pro reakci s fenolem 

aktivátorem enzymu. 

Studium vlastností tohoto enzymu je v zájmu hlavně potravinářského průmyslu. Jeho 

účast na syntéze hnědých chinonových polymerů totiž způsobuje snížení kvality potravin 

a přispívá tak k plýtvání potravin (Mayer a Harel, 1979). Enzymatické hnědnutí ovlivňuje 

organoleptické (vzhled, vůně, chuť) i nutriční vlastnosti zejména ovoce (Whitaker a Lee, 

1995). Inhibice PPO by mohla ušetřit velké množství potravin i financí. Účinným 

netoxickým inhibitorem se na aktivitu PPO z jablka ukázal být extrakt ze zeleného čaje 

(Soysal, 2019). Přítomnost PPO v rostlinách je ale zároveň velmi důležitým způsobem 

ochrany před škůdci či stresem (Boss et al, 1995). Získané poznatky díky této práci 

mohou do budoucna sloužit jako výchozí materiál studia vlastností PePPO třeba pro 

nalezení jeho přirozených substrátů a také jako výchozí antigén pro získání protilátky. 
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6 ZÁVĚR 

B y l a vypracována literární rešerše na téma výskytu a funkce PPO, její účastí v obranném 

metabolismu rostlin a využitím v průmyslu. B y l a také popsána struktura PPO, 

znázorněny metabolické přeměny substrátů PPO a signalizace interakce semeno patogen. 

Pro expresi PePPO enzymu byla použita D N A z genotypu planého hrachu JI64, který 

má tento enzym aktivní. Pomocí P C R byla část PePPO genu amplifikována tak, aby byla 

odstraněna N-signální část vzniklého proteinu. Tento P C R produkt byl ligován do dvou 

různých plasmidů, s tím že po ověření sekvenováním byla správná sekvence pouze 

v plasmidu p G E X - 6 P - S G Del . Tento plasmid byl transformován do chemicky 

kompetentních buněk E. coli M D S 4 2 a z nich do buněk pro expresi B L 2 1 Star™ (DE3). 

Expresí přídavkem I P T G a CuS04 byl afinitní chromatografií získán téměř čistý protein 

PePPO (čistota vizualizována pomocí S D S - P A G E ) . Spektrofotometricky byla změřena 

jeho koncentrace (3,93 g T 1 ) a specifická aktivita (29,545 U-mg" 1). Průměrný počet mědí 

ve struktuře proteinu byl 3,201 ± 0,156. Pro zjištění p H optima byla nejvyšší aktivita 

naměřena při p H 6,00 (rozmezí p H optimum je od 5,20 do 7,00). Také byla naměřena 

ideální koncentrace SDS, kdy přechází latentní PePPO do aktivní formy (0,25 mmolT 1 ) . 

Díky tomu, že připravený enzym reagoval jak s dopaminem, tak s tyraminem 

(katecholem i příslušným fenolem) mohlo být řečeno, že je tento konkrétní enzym 

tyrosinasa, ne katecholasa (reagoval by jen s katecholy). Dále bylo pozorováno, jak 

enzym reaguje s 12 různými substráty. Jak se předpokládalo, nejrychleji reagoval 

s adrenalinem, epikatecholem, floretinem a pyrogallolem. Substráty PePPO 

nebyla kyselina syringová ani koniferylalkohol. Toto bylo díky znalosti struktury také 

předpovězeno (oba mají na uhlících vedle O H skupiny velkého substituenta). 

Testováním 5 různých substrátů bylo zjištěno, že nej silnějším inhibitorem aktivity 

enzymu PePPO s tyraminem i dopaminem je tropolon a thujaplicin. Pro reakci 

s dopaminem je také silným inhibitorem kyselina kójová a fenylthiokarbamát. 

0,1 m m o l T 1 E D T A nemělo na reakci s PePPO a tyraminem žádný inhibiční vl iv . 

B y l y splněny veškeré cíle teoretické i praktické části. PePPO gen z kultivaru hrachu 

JI64 byl amplifikován pomocí P C R , nakloňován do plasmidu p G E X - 6 P - S G De l a 

úspěšně transformován do bakteriálního systému E. coli. Také byla provedena exprese 

tohoto proteinu, která byla nakonec i optimalizována. Získaný protein byl purifikován 

pomocí GST afinitní chromatografie, vizualizován na elektroforéze S D S - P A G E a 
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biochemicky charakterizován především díky spektrofotometrickým metodám. Jedná se 

o první úspěšnou expresi a popis tohoto enzymu z planého kultivaru hrachu JI64. Získané 

poznatky mohou sloužit jako podklad pro další studium tohoto enzymu nebo pro expresi 

j iných PePPO genů. 
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umol mikromol 

o směrodatná odchylka 

70 


