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Abstrakt

Glykosidasy jsou hydrolytické enzymy, které lze pii vhodné tupravé reakcénich
podminek vyuzit v laboratoii pii syntéze oligosacharidi. Mezi glykosidasy fadime enzymy
mikrobidlniho, rostlinného 1 Zivoc¢isSného pivodu. V ramci této prace jsou zkoumany
- N- acetylhexosaminidasy patiici do skupiny glykosidas. V lidském organismu se uc¢astni
patofyziologie osteoartritidy nebo chronické myeloproliferativni nemoci. Jejich absence vede
k zavaznym vrozenym porucham metabolismu, jako je Tay-Sachs a Sandhoffova choroba,
a v poslednich studiich se prokazala i souvislost mezi mutacemi B-N-acetylhexosaminidas
a patofyzologii Alzheimerovy choroby. Vyzkum téchto enzymii by mohl napomoci budouci

1é¢be prave téchto onemocnéni [1; 2; 3].

Cilem teoretické Casti prace byla literarni reSerSe enzyml glykosidas a vyuziti
genetického inzenyrstvi ke zméné jejich substratové specifity. Prakticka Cast prace zahrnuje
PCR, izolaci a manipulaci s DNA, transformaci a kultivaci E. coli a P. pastoris,
chromatografickou purifikaci jedné mutantni enzymové varianty a jeji biochemickou

charakterizaci.

V ramci této prace byla v hostiteli Pichia pastoris heterologné exprimovana,
produkovana a charakterizovdna mutantni B-N-acetylhexosamidasa z Talaromyces flavus,
TfHex R2I8H. Druhd cast prace je vénovana analyze sekvenci geni mutantnich
- N- acetylhexosaminidas pfipravenych fizenou evoluci s cilem identifikovat vnesené

mutace.

Klicova slova

B-N-Acetylhexosaminidasy; cilend mutageneze; enzymova syntéza; Escherichia coli;

glykosidasy; heterologni exprese; Pichia pastoris, purifikace; substratova specifita.



Abstract

Glycosidases are hydrolytic enzymes that may be used for the laboratory synthesis of
oligosaccharides by appropriate adjustment of reaction conditions. They are enzymes of
microbial, plant and animal origin. In the frame of this work, we focus on
- N- acetylhexosaminidases, belonging to the group of glycosidases. In the human organism,
- N-acetylhexosaminidases may be involved in the pathophysiology of osteoarthritis or
chronic myeloproliferative disease. The absence of B-N-acetylhexosaminidases leads to
severe congenital metabolic disorders, such as Tay-Sachs and Sandhoff's diseases, and recent
studies have also shown a link between B-N-acetylhexosaminidase mutations and the
pathophysiology of Alzheimer's disease. Research on these enzymes might help to treat these
diseases in the future [1; 2; 3].

The aim of the theoretical part of this work is a literature review of glycosidase
enzymes and the use of genetic engineering to change their substrate specificity. The practical
part includes PCR, isolation and DNA manipulation, transformation and cultivation of E. coli
and P. pastoris, chromatographic purification of one mutant enzyme variant and its

biochemical characterization.

In this work, the mutant B-N-acetylhexosamidase from Zalaromyces flavus, TfHex
R218H, was heterologously expressed in the Pichia pastoris host, produced and
characterized. The second part of the work is devoted to the analysis of the sequences of the
genes of B-N-acetylhexosaminidase mutant variants prepared by directed evolution in order

to identify the introduced mutations.

Keywords

B-N-Acetylhexosaminidases; enzymatic synthesis; Escherichia coli; glycosidases;

heterologous expresion; Pichia pastoris; purification; substrate specificity.
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1 UVOD

Glykosidasy jsou enzymy patfici mezi hydrolasy, neboli enzymy katalyzujici
rozkladné reakce, kterych se ucastni molekula vody. Pfirozené se vyskytuji jak rostlinného,
tak v zivo¢isSného ptvodu. Jsou pfitomny v mikroorganismech, houbach, vysSich
organismech a mnohé jsou dostupné komeréné€. Mezi glykosidasy fadime naptiklad celulasy,

chitinasy, isoamylasy, B-galaktosidasy aj. [1; 2; 4].

V ramci této prace jsou zkoumany B-N-acetylhexosaminidasy, enzymy patfici do
skupiny glykosidas. Tyto enzymy se nachazeji napti¢ vSemi organismy na Zemi. Jsou typické
Stépenim mnoha riznych substratl, jako jsou chitooligomery, chitin, glykokonjugaty a dalsi
glykopolymery. B-N-acetylhexosaminidasy $tépi glykosidovou vazbu B-vézaného
N- acetyl- D-glukosaminu (GIcNAc) nebo N-acetyl-D-galaktosaminu (GalNAc), vyznacuji se
tedy dudlni substratovou aktivitou. Aktivita pro oba substraty je povétSinou srovnatelna.
Pomér mezi substraty se da upravit vhodnou zménou reakénich podminek nebo genetickym

inZenyrstvim [1; 2; 5].

Prozatim jsou nejvice studovany B-N-acetylhexosaminidasy bakteridlniho piivodu,
zastavaji funkci hlavné recyklani. Obecn€ patfi mezi nejaktivngj$i lysozomalni
- N- hexosaminidasy a v lidském organismu se podileji naptiklad na fertilizaci oocytil,
jejich absence vede ke vrozenym metabolickym porucham jako je Tay-Sachsova
a Sandhoffova choroba, nebo jejich hladina souvisi s rozvojem Alzheimerovy choroby.
Studium a vyzkum B-N-acetylhexosaminidas by mohl pozitivné ptispét budouci 1é€bé prave

téchto onemocnéni [1; 2; 3].
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2 SOUCASNY STAV

2.1 Glykosidasy

2.1.1 Charakterizace

Glykosidasy (EC  3.2.1) jsou hydrolytické enzymy schopné Stépit
oligo- a polysacharidy tak, ze pienaseji glykosyl (sacharidovy zbytek) na molekulu vody.
Pro pouziti v laboratoii je v mnoha smérech povazujeme za vyhodné, zejména diky jejich
snadné dostupnosti, vysoké stereoselektivité a stabilité. Jsou znamé svym Sirokym spektrem
donorii a akceptort a toleranci k modifikacim v substratové molekule. Ackoliv tyto enzymy
v piirodé glykosidovou vazbu §tépi, lze je vhodnou upravou reakénich podminek pouzit
1 k syntéze glykosidové vazby. Potencidlni nevyhody pfi syntetické aplikaci spocivaji
v nizké regioselektivit¢ a nizSim vytézku, coz muze byt kompenzovano napf. pouzitim
kosolventii nebo jinymi metodami potlacujicimi aktivitu vody v reak¢i smési [1].

Mezi glykosidasy fadime enzymy rostlinného 1 ZivociSného piivodu. Nachazeji se
v mikroorganismech, houbach i vysSich organismech a mnohé jsou jako hrubé enzymové
preparaty dostupné komeréné [1].

Prikladem glykosidasy je chitinasa Stépici chitin - polysacharid pfirozené se
vyskytujici v houbéach, hmyzu a korysich. B-Galaktosidasa katalyzuje hydrolyzu laktosy na
glukosu a galaktosu; celulasa, nachéazejici se jako enzymatické vybaveni prvoki v travicim
systému prezvykavci, katalyzuje hydrolyzu celulosy. Dalsimi ptiklady jsou B-amylasy
ziskané pfevazné z rostlin nebo isoamylasy, které je mozno izolovat z gramnegativnich
bakterii [2; 4].

Rada glykosidas se b&zné nachazi i v lidském téle. Jednim ze zastupcti jsou travici
enzymy, napf. o-amylasa vyskytujici se ve dvou formach jako slinny a pankreaticky
izoenzym. Katalyzuje $tépeni a-1,4-vazby, kterd se nachazi v oligo- 1 polysacharidech
pfijimanych v potravé. Glykosidasy se v lidském organismu podileji 1 na syntéze
oligosacharidovych fetézcli glykoproteinli, a zaroven se UCastni patologickych procesii

nékterych vrozenych metabolickych vad nebo neurodegenerativnich onemocnéni [1; 4].
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Obrdzek 15chéma reakci katalyzovanych glykosidasami (pfevzato z [1]) BEhem reverzni hydrolyzy (kondenzace) se
volny monosacharid spojuje s nukleofilem za odstepeni molekuly vody. Transglykosylace spocivd ve vyuZiti
aktivovaného glykosidu s vhodnou odstupujici skupinou (R?) jako donoru glykosylu [1].

2.1.2 B-N-Acetylhexosaminidasy
2.1.2.1 Charakteristika

B-N-Acetylhexosaminidasy (EC 3.2.1.52) jsou v systému CAZy

(Carbohydrate- Active enZYmes, http://www.cazy.org/ [6]) zastoupeny ve tiech rodinéch,

a to GH3, 20 a 84. Enzymy patfici do jedné rodiny jsou si funkéné podobné. Piestoze
nemuseji mit nutné vysokou homologii v aminokyselinové sekvenci, vyskytuji se u vSech
zakladni spole¢né rysy jak strukturniho charakteru, tak katalytického mechanismu [3].

B-N-Acetylhexosaminidasy  jsou  zndmé pod  systematickym  nazvem
2- acetamido- 2- deoxy-B-D-hexopyranosid-2-acetamido-2-deoxyhexahydrolasy. Patii mezi
exo-glykosidasy, to znamena, Ze odstépuji koncovy glykosyl z fady rtiznych substratt, jako
je chitin, chitooligomery, glykosfingolipidy a dals$i glykokonjugaty a glykopolymery
[1; 2; 3].

Fungélni enzymy z rodiny GH 20 obsahuji dvé katalytické podjednotky a dva
propeptidy. Ty se Ucastni regulace a extracelularni sekrece. Bliz§i informace o struktuie
synteticky nejvyuzivanéjSich p-N-acetylhexosaminidas zrodiny GH20 nam poskytuje

krystalova struktura enzymu z kropidlaku ryzového (Aspergillus oryzae), zndzornéna
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na Obr. 2. Nicméné¢ je dostupna i krystalicka struktura enzymil z gramnegativnich bakterii,

jako je Serratia marcescens nebo Bacteroides fragilis [7; 8].

Obrdzek 2 Krystalovd struktura 8-N-acetylhexosaminidasy z Aspergillus oryzae (pfevzato z [9]), rozliSeni 2,30- 2.44
A. (A) Celkovd struktura monomeru AoHex. Modre je zobrazen propeptid a misto aktivované peptidasou je
oznaceno Sipkou. Ta zdroven zobrazuje vzddlenost mezi C-koncem propeptidu a N-koncem katalytické
podjednotky. (B) Zobrazeni AoHex dimeru. Monomer A je zeleny s tmavé modrym propeptide,;NGT (thiazolin
odvozeny od N-acetylglukosaminu) je zobrazen cervené. Monomer B je sedy s propeptidem i NGT v Cerné barve.
(C) Aktivni misto s navdzanym NGT pomoci poldrnich interakci. Sedé jsou oznaceny pfimé vodikové vazby.
Vodikové vazby tvorené prostrednictvim vody jsou oznaceny modre a prostrednictvim siry Zluté. (D) Zobrazeni
mapy elektronové hustoty NGT [9].

2.1.2.2 Dualni substratova specifita

B-N-Acetylhexosaminidasy katalyzuji hydrolytické S$tépeni glykosidové vazby
koncovych zbytkl B-vazaného N-acetyl-D-glukosaminu (GIecNAc)
a N- acetyl- D- galaktosaminu (GalNAc). Tyto enzymy vykazuji vétSinou srovnatelnou
aktivitu pro oba tyto substraty, neuptednostituji hydrolyzu GlcNAc ani GalNAc. Standardni
pomér mezi jednotlivymi aktivitami pro oba substraty se pohybuje mezi 1,44 [3].
Substratovou specifitu je mozné zvysit Upravou reakénich podminek nebo genetickym

inzenyrstvim [5].
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Obrdzek 3 Schéma katalytického mechanismu B-N-acetylhexosaminidas (prevzato z [10]). Katalyticky
mechanismus 6-N-acetylhexosaminidas je variantou retenujiciho mechanismu s dvoji zménou anomerni
konfigurace. Nedochdzi zde ke vzniku kovalentniho glykosyl-enzymového meziproduktu, jak je tomu u
klasickych retenujicich glykosidas, ale meziprodukt se stabilizuje 2-acetamidovou skupinou samotného
substrdtu za vzniku oxazoliniového meziproduktu [1].

2.1.2.3 B-N-Acetylhexosaminidasy in vivo

vy

-N-Acetylhexosaminidasy jsou Siroce zastoupeny ve vSech organismech Zijicich na
Zemi. Nachazeji se v rostlindch, zivociSich, houbach 1 mikroorganismech. Jedinou vyjimku
tvoti prokaryotické jednobunécné organismy patfici do skupiny Archea. Funkce téchto
enzymu je Uzce spjata s organismem, ve kterém se nachdzeji. Prozatim byly nejvice
studovany p-N-acetylhexosaminidasy bakteridlniho piivodu, kde zastavaji funkci hlavné
recyklaéni a maji roli v degradaci bunéfné stény. Obecné patii mezi nejaktivnéjsi
lysozomalni hexosaminidasy a jsou nezbytné pro metabolismus chitinu [1; 3].

V lidském organismu jsou nejvice studovany dvé f-N-acetylhexosaminidasy, HexA
(aP) a HexB (BP). Béhem fertilizace oocytil zajist'uji interakci gamet. Uastni se té riiznych
modifikaci proteintl podilejicich se na starnuti mozkovych bungk, a jejich hladina souvisi
i s rozvojem Alzheimerovy choroby. Mtizeme je sledovat jako markery dalSich onemocnéni
hlavné z oblasti pediatrie, urologie a neurologie, jako napf. osteoartritidy nebo chronické

myeloproliferativni choroby [1; 2; 3].

2.2 Heterologni exprese glykosidas

Heterologni exprese spoc¢iva ve vneseni genu nebo ¢asti genu do jiného organismu,
ktery tento gen ¢i fragment pfirozené neobsahuje, a nasledné transkripci a translaci genu
v hostitelském organismu. Inzerce genu je zajiStovana rekombinantnimi DNA technologiemi.
Hostitelské organismy mohou byt kvasinky, bakterie, sav¢i nebo rostlinné buiiky. K expresi
glykosidas se nejCastéji vyuzivaji kvasinky, jako jsou Pichia pastoris nebo Saccharomyces

cerevisiae, z bakterii to jsou Escherichia coli a Streptomyces lividans [11].
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2.2.1 Pichia pastoris
2.2.1.1 Charakteristika

Jednim ze zplsobil, jak heterologné exprimovat geny pro synteticky zajimavé
houbové B-N-acetylhexosaminidasy, je exprese v methylotrofni kvasince Pichia pastoris,
kterd vyuziva methanol jako zdroj uhliku. Exprese genu vlozeného ve vhodném vektoru,
napt. pPICZa, je indukovana piitomnosti methanolu. Indukce methanolem spousti
u kvasinky novou metabolickou drdhu, kterd zahrnuje enzym alkoholoxidasu (AOX).
V prvnim kroku je methanol v peroxisomu za katalyzy AOX oxidovan na formaldehyd
a peroxid vodiku. Ddle je vznikly peroxid vodiku rozklddan katalasou na volny kyslik
a vodu. Cast formaldehydu vzniklého v prvni reakci unika z peroxisomu a je oxidovéna na
oxid  uhli¢ity.  Zbytek  formaldehydu  vstupuje do reakce a  reaguje
s xylulosou- 5- monofosfatem za vzniku glyceraldehyd-3-fosfatu a dihydroxyacetonfosfatu.

Tato reakce je katalyzovana enzymem dihydroxyacetonsynthasou [7; 12].

CH,OH

Obrdzek 4 Schéma metabolické drahy methanolu v Pichia pastoris (pfevzato z [13]). CAT — katalasa, AOX
- alkoholoxidasa, FMD — formaldehyddehydrogenasa, DHAS — dihydroxyacetonsynthasa.

2.2.1.2 Heterologni exprese v Pichia pastoris

Rizeni exprese genu nami poZzadovaného rekombinantniho proteinu, zajiStuje AOX;
promotor, nachazejici se na genu pro transkripci alkoholoxidasy na expresnim vektoru
vneseném do genomu P. pastoris. Pfitomnost metanolu je nezbytna pro vyvolani vysoké

urovné transkripce [7].
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Plasmidy neboli expresni vektory s fadou volitelnych parametra jsou v fadé pripada
dostupné komerc¢né. Pro heterologni expresi fungalnich p-N-acetylhexosaminidas jsou
vhodné vektory pHIL-D2, pAOSIS, pPIC3K, pGAPa, pPICZo A, B, & C. Pro préci byly
vybrany vektory pPICZo A, B, & C. Tyto vektory maji velikost 3 500 bazi, obsahuji
promotory 4A0X;, sekvenci kodujici rezistenci k antibiotiku zeocin, a-faktor slouzici jako
signalni sekvence, C-koncovy peptid obsahujici epitop c-myc a polyhistidin vyuzitelny pro
detekci a purifikaci rekombinantniho fizniho proteinu, sadu klonovacich mist pro vlozeni

pozadovaného genu a dalsi prvky [12; 14; 15].

3593 nukleotidd

Obrdzek 5 Schéma vektoru pPICZa — A, B, C s popisy sekvenci (pfevzato z [15])

K expresi je dostupnych mnoho rtiznych kment kvasinek. Vybér konkrétniho kmenu
zavisi na vysledném vyuziti. VéEtSina z téchto kmenti mé jednu nebo vice auxotrofnich
mutaci, které umoziuji vybér expresnich vektorti obsahujici vhodny selekéni markerovy gen.
Pted transformaci kmeny rostou na komplexnich médiich a pro riist na minimalnich médiich
potfebuji suplementaci Zivinami pro optimalni rist. Casto vyuzivanymi kmeny jsou
napt.: KM71, SMDI168, GS115, MC100-3 nebo X-33 (divoky kmen) s riznymi typickymi
genotypy [12].

Proteiny heterologné exprimované kvasinkou P pastoris jsou exprimovany

intracelularné, nebo jsou vylucovany do kultivacniho média. Sekrece do kultivaéniho média
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je vyhodna zejména diky tomu, Ze samotnd kvasinka neprodukuje velké mnozstvi
endogennich proteint, a tudiZ médium obsahuje prevazné protein naSeho zajmu. Piesto je

nutné provést purifikaci k odstranéni i malého mnozstvi nezddoucich proteinti [14].

Vyhody této exprese spocivaji v relativné snadné produkci oproti expresi pomoci
fungalnich kultur a ve vysokém vytézku enzymu produkovaného do média. Vyhodou je také

fakt, ze k vyslednému ptecisténi staci pouze jeden chromatograficky krok [7].

2.2.2 Escherichia coli
2.2.2.1 Charakteristika

V soucasné dob¢ existuje mnoho heterolognich systému pro expresi proteinti; piesto
exprese pomoci gramnegativni bakterie Escherichia coli stdle zGstava jednou
z nejatraktivnéjSich moznosti, a to zejména diky rychlému rtstu bakterie na levnych a snadno
dostupnych substratech, dobte charakterizovanému genomu a velkému mnozstvi komeréné
dostupnych vektorti a mutantnich kmenti pro klonovani. K produkci je taktéz nutné vybrat
dobfe charakterizovany promotor. Ty se lisi dle produkovaného proteinu. Bakterialni
expresni systémy nejsou vSak vhodné pro vSechny typy proteinti, nebot’ vétSina nedokéaze
provadét posttranskripéni Gpravy, jako je methylace nebo glykosylace. Z tohoto hlediska jsou
vyhodnéjsi expresni systémy kvasinek, vlaknitych hub nebo bunky hmyzu a savci. Dalsi
nevyhodou vyuziti E. coli je akumulace lipopolysacharidu (LPS) — endotoxinu — pfi
poskozeni vngj$i bunééné membrany. Tyto toxiny maji pyrogenni a septické ucinky u lidi
a zvifat. K odstranéni endotoxinu je nutny purifikacni krok navic. Prekazkou v expresi
proteinu je 1 tvorba inkluznich télisek pti nadprodukci proteinu nebo omezené moznosti

sekrece proteinu do média [16; 17; 18; 19].
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2.2.2.2 Heterologni exprese v E. coli

coding sequenca TT Tet Ori
STOP codon
TTGACA [Ny TATAAT ﬂgiu

START cosan UAG

mANA 5 UAMGEAGE (Mg IAUG (91%)
165 ANA 3 oAULCCUCC  GUG (8%)
VUG {1%)

Obrdzek 6 Schéma charakteristickych vlastnosti a prvkd prokaryotického expresniho vektoru (prevzato z [18]).
Schéma zobrazuje hybridni tac promotor (P) skladajici se z dvou cdsti o velikosti 35 a 10 pdri bdzi, oddélenych
distan¢ni &dsti o velikosti 17 pdra bdzi. Sipka zndzorriuje smér transkripce. RBS je usek sklddajici se z SD
(Shine- Dalgarnnova) sekvence s translacni viozkou bohatou na A1T o velikosti 8 par( bazi. Kédujici sekvence je
ohranicena START kodony (AUG, GUG, UUG) a STOP kodony (UAA, UGA, UAG). Termindtor transkripce slouzi ke
stabilizaci mRNA a zdroveri obsahuje gen nesouci rezistenci proti antibiotiku, zpravidla tetracyklinu. PouZiti
plasmidu s takovych genem zajistuje fenotypovou selekci. Represor (R) je kédovdn regulacnim genem. Mize byt
pritomen ve vektoru, nebo je zpravidla integrovdn do hostitelského chromozomu a ovliviiuje aktivitu promotoru.
Sekvence Ori (origin of replication) urcuje pocet kopii vektoru [19; 20].

Promotory pouzivané k expresi proteinli pomoci E. coli musi spliiovat nékolik
podminek. Musi zajiStovat vysokou produkci proteinu, ktera by méla dosahovat alesponl
10- 30 % celkového podilu proteini produkovanych buiikou. Uroveii hladiny bazalni exprese
by méla byt nizkd. Svou roli hraje i financni narocnost procesu, proto by promotory
a induktory mély byt levné. Indukce probiha bud’ teplotné nebo chemicky, typicky pomoci
IPTG (isopropyl-B-D-thiogalaktopyranosidu) [18; 19].

Sekrece proteinu nejcastéji probiha do periplazmatického prostoru nebo cytoplazmy.
Vytézky pii produkci do cytoplazmy byvaji vyssi, proto byva tato forma sekrece prvni volbou
pfi heterologni expresi proteintl. Pro rutinni expresi jsou vyuzivany napt. kmeny E. coli BL21
a K12 vcetné jejich derivati, které se vyznacuji minimalni bazalni expresi. Vyber samotného
hostitelského kmenu zéavisi na proteinu, ktery chceme exprimovat. Protein je casto

pii nadprodukci pro hostitele toxicky [18; 19].

Vybérem vhodnych kodont 1ze dosahnout rychlej§i a presnéjsi translace
u exprimovanych genil; bézné se pouzivaji synonymni kodony. Kodony lze vybrat

z databaze (GenBank). V pfipad¢ exprese neobvyklych kodonti se setkdvame s problémy pfti
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transkripci a translaci. Pfi vlozeni nového kodonu do genomu hostitele mize dojit k zastaveni
transkripce, nezaclenéni kodonu pomoci fRNA pfi translaci, zaméné aminokyselin ¢i
k uplnému pteruseni translace. Vysledkem jsou nizké vytézky exprimovaného proteinu.
Relativni kompenzace 1ze dosdhnout tpravou kultiva¢nich podminek. Kultivaéni podminky
hraji velkou roli v produkci proteinu. Efektivita produkce mlze byt zvySena pouzitim
riznych kultivacnich systémi. Mezi nejznaméjsi patii vsadkovy a kontinudlni systém.
Obecné¢ jsou upiednostiiovany systémy s vysokou bunéénou hustotou. Piebytek koncentrace
bun¢k zajisti efektivni produkci rekombinantniho proteinu. Slozeni média je variabilni
a zmény mohou byt experimentalné testovany. Lze upravovat pH, ptidavky specifickych
substratii, indukeci a dalSi parametry. Nésledné dojde k porovnani vytézka a eventudlni
optimalizaci podminek. Zavérecnou fazi exprese a indukované produkce je purifikace

s charakterizaci proteinu [17; 18; 19].

2.3 Genetické inZenyrstvi

2.3.1 Charakteristika

Genetické inZenyrstvi se zabyva upravami a manipulaci s genetickym materialem,
nejcastéji technikami molekularni biologie, genetiky nebo pfirozené selektivnim vybérem.
Genetické inzenyrstvi 1ze také chapat jako soubor pouzivanych technik k pfimé genetické
modifikaci organisml nebo populaci organismt s vyuzitim rekombinantni DNA. Zatimco
selektivni vybér byl zkoumén a praktikovan po tisice let, molekularni tipravy genetického
materidlu in vitro byly vyvinuty v 80. letech 20. stoleti. V 70. letech doslo k revolu¢nimu
objevu bakterie Agrobacterium tumefacieus, ktera je schopna pienosu fragmenti DNA do

rostlinnych bunék, a v priabehu 80. let byl geneticky modifikovan hlodavec. Od roku 1994 se

ey e

Jednd se o oblast vyzkumu s mnoha potencidlnimi aplikacemi v medicing,
zemed€lstvi a primyslu. V moderni biotechnologii je tato oblast vyuzivand piredevSim
v reprodukéni medicing, k tvorbé vakcin, protilatek, enzymi aj. Je to vSak relativné nova
oblast a ma dosud vétSinou jeden hlavni cil, a to izolovat a namnozit specificky fragment
genetické informace z vhodného déarcovského organismu, ziskat jeho RNA transkript nebo

proteinovy produkt ve v&t§im mnoZstvi, a tim umoznit jeho studium [23].
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V ramci uprav glykosidas a dalSich enzymii je mozné pouzit napiiklad postupti fizené
evoluce. Rizena evoluce je silny nastroj k produkci novych proteinti se zménénymi
fyzikélnimi i chemickymi vlastnostmi. Tato technika je také oznaCovand jako ,,evoluce ve
zkumavce*. Napodobuje principy Darwinovy evoluce zavedenim selektivniho tlaku na velké
populace molekul, takze sekvence s urcitymi zadoucimi vlastnostmi jsou naptiklad pomoci
PCR namnozeny. Nej¢astéji vyuzivanou metodou v ramci fizené evoluce je error-prone PCR.
Princip tohoto typu PCR spociva v provadéni reakce za podminek, které snizuji pfesnost 7ag
DNA polymerasy béhem syntézy nového vlakna, a tudiz jsou do dcefinych vlaken béhem
syntézy vneseny nahodné mutace. Ndhodné mutace jsou pomoci PCR namnoZeny a na
zakladé zmén v sekvenci genu kodujiciho protein zdjmu, jsou zménény jeho vlastnosti.

Zmeéna vlastnosti je poté sledovana na zékladé biochemického screeningu enzymu [24; 25].

2.3.2 Zakladni molekularné biologické metody genetického inZenyrstvi
2.3.2.1 Izolace a Stépeni DNA

Izolovat DNA lze mnoha zptsoby a vybér uzce souvisi s tim, s jakym typem burnky
pracujeme a jak Cistou ¢i kvalitni DNA potiebujeme pro dalsi analyzu. Standardné se provadi
enzymova izolace pomoci DNas, RNas nebo proteas. Levnou variantou je
fenol- chloroformova extrakce s naslednou precipitaci alkoholem. Rutinn€ vyuZivané jsou

zejména mechanické adsorbéni metody kombinované s chemickou a enzymovou izolaci [26].

Po izolaci DNA, at’ uZ mechanické, chemické ¢i enzymové, pfistupujeme k upravam
DNA $tépenim na uréité tiseky. Stépeni se nejéastéji provadi nukleasami nebo restrikénimi
endonukleasami, které jsou pfirozené pfitomny v bakteriich a slouzi jako ochrana pied
cizorodou DNA. Restrik¢éni endonukleasy délime do dvou tiid, nejvyznamnéjsi zastupci jsou
ze tfidy II a je zndmo asi 3500 zastupcl. Stépeni se uskutediuje v mistech se specifickou
sekvenci (rozpoznéavaci misto o 4-8 nukleotidech nejcastéji ve forme palindromu; ¢teci ramec
je zprava do leva a naopak totozny), po St€peni vznikd fragment o definované délce.
Fragment mtZze byt zakonfeny kohezivnim koncem nebo tupym koncem. Piecisténi
jednotlivych fragment se provadi gelovou elektroforézou, eventudlni namnozeni pomoci

polymerasové tetézové reakce (PCR) [26; 27].
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Tabulka 1 Viybrané restrikéni endonukleasy s rozpozndvacimi misty (pfevzato z [26])

Rozpoznavaci misto na sekvenci
DNA
5‘_)36
36<_56

. _ GG|CC
Haelll Haemophilus aegypticus CC1GG

o ) G|AATTC
EcoRI Escherichia coli RY13 CTTAATG

Oznaceni enzymu Producent enzymu

|GATC
Sau3Al Staphylococcus aureus 3 A CTAG?

. . .. CTGCA|G
Pstl Providentia stuartii G1ACGTC

) CCC|GGG
Smal Serratia marcescens GGG1CCC

2.3.2.2 Klonovani a vznik rekombinantni DNA

Klonovéni zahrnuje tfi zdkladni kroky:

1) Ptipravu rekombinantni DNA
2) Pienos rekombinantni DNA do hostitele
3) Selekei klonli obsahujicich rekombinantni DNA

Rekombinantni DNA vznika spojenim koheznich konct fragmentii po Stépeni vlakna
endonukleasami. Takto vzniklou rekombinantni DNA lze namnozit in vivo v hostitelské
bunice (napt: E. coli, P. pastoris) nebo in vitro pomoci PCR. Rekombinantni molekula
taktéz vznika po spojeni fragmentu DNA s klonovacim vektorem, tzv. ligaci. Ligace

probiha nejcastéji in vitro za Gasti T4-DNA ligasy [26; 27].
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rozpoznavaci misto

1 Fragment DNA z jiného zdroje
vznikly $tépenim EcoRl.

CEmE®R AATTCH i
1) GLIMmDm .
BICTTAA Tt :

Obrdzek 7 Spojovdni fragmentu DNA s lepivymi konci DNA ligasou (prevzato z [26])

Vektor musi byt schopen samostatné reprodukce v hostiteli a je ¢asto odvozeny od
bakterii nebo vird. Pro klonovani krat§ich tisekii DNA jsou vhodné bakterialni plasmidy. Ty
se vyznacuji velikosti 2—15 kilo bazi, schopnosti replikace v hostitelské buice, pfitomnosti
selekéniho markeru (napf. pro rezistenci na antibiotikum) a klonovaciho mista pro
pozadovany gen (polylinker). Ke klonovani lze pouZit izolovanou genomovou DNA,
genomovou DNA vybranou z genové banky, komplementarni ¢cDNA, DNA vzniklou

syntézou ¢1 DNA pfipravenou pomoci PCR [26; 27].

2.3.2.3 Transformace
2.3.2.3.1 Teplotni Sok

V pocatku samotné transformace je nutné uvedeni bun€k do stavu kompetence za
ptitomnosti CaCl, a nizké teploty (0—4 °C). Tim se stavaji schopné ptijmout cizorodou DNA.
Nasledné¢ je piidana samotna DNA a dojde k rychlému ohtati na 42 °C, pti kterém dochézi
k ptenosu DNA do buiiky. N4hlé zvySeni teploty vytvafi pory v plazmatické membrané
bakterii a umoZzituje DNA proniknout do bakteridlni buniky. Po transformaci jsou bunky
regenerovany LB nebo SOC médiem pii 26 °C. Selekce probiha na agarovych plotnach
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pomoci antibiotik a transformované kolonie 1ze detekovat chromogennimi substraty, napf.

X- Gal (5-brom-4-chlor-3-indolyl-B-D-galaktopyranosid) (viz téz 2.3.2.4.) [26].

2.3.2.3.2 Elektroporace

Elektroporace probiha tak, ze kompetentni buiiky spolu s vybranymi molekulami jsou
suspendovany ve vodivém roztoku v kovové kyveté. Elektricky impulz s optimalnim
napétim je vyslan do této suspenze. Dojde k naruseni fosfolipidové membrany a vytvoreni
docasnych portii. Zaroven stoupa elektricky potencidl, a tim je umoznéno elektricky nabitym
molekulam, jako je DNA nebo proteiny, vstoupit do buriky. Tato metoda je rychla a umoznuje
transformaci velkého mnozstvi bun¢k. Nevyhodou je vSak velka smrtnost bunék, u kterych
nedojde k reparaci membrany, a proto je nutnd ¢asové naro¢nd optimalizace podminek

a dlouha Setrna regenerace bunék [26; 28].

2.3.2.3.3 Mikroinjekce

Tato metoda je zalozena na zavedeni molekul DNA pies plazmatickou membranu do
buiky pomoci jehly mikromanipulatoru. Tento postup se vyuziva piredev§im v reprodukéni

medicing nebo pfi tvorbé saveich transgennich organismu [26].

2.3.2.4 Identifikace bakteridlnich kolonii nesouci rekombinantni plasmid

Jednim ze zpisobu, jak detekovat kolonie nesouci rekombinantni plasmid, je
restrikéni analyza, pfi které se prokaZe piitomnost inzertu. Jednodus$im zplisobem je a-
komplementace. Této metody se vyuziva piedev§im u transformace do E. coli. Vektor
obsahuje gen lac Z kédujici enzym B-galaktosidasu. B-Galaktosidasa metabolizuje bezbarvy
substrat X-Gal (5-brom-4-chlor-3-indolyl-p-D-galaktopyranosid) na
5- bromo- 4- chloro- indoxyl, ktery oxiduje na modrou barvu. Pokud je tento gen narusen
inzertem, nedochazi k reakci katalyzované [-galaktosidasou a transformované kolonie

Zlistavaji bilé [26].
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2.4 Syntéza pomoci glykosidas

2.4.1 Charakterizace

V soucasné dob¢ neexistuje univerzalni platforma pro jednoduchou definovanou

syntézu glykant a oligosacharidii. Pro syntézu téchto latek je nutny komplexni ptistup [29].

Obecné existuji tii piistupy k syntéze oligosacharidlii: chemickd, chemo-enzymova
a enzymova syntéza. Klasicka organickd syntéza je moznd pomoci moderni syntetické
chemie; postup vyzaduje protek¢ni, aktivacni a deprotekéni kroky. Dusledkem jsou nizké
celkové vytézky, vysoka spotfeba materidlu a Casova narocnost. Pro enzymovou syntézu se
pouzivaji dvé skupiny enzymdi, glykosyltransferasy (EC 2.4) a glykosidasy (EC 3.2.1).
Komplexni sacharidy mohou byt syntetizovany kombinaci nékolika enzymi v jednorazovém
nebo sekvencnim rezimu. Meziprodukty mohou byt bud’ pfimo zpracovany v dal§i enzymové
reakci, nebo je mozné provést purifikaci meziproduktu. Tento zplsob Setii jak cas, tak
naklady, ale je nutné, aby enzymy byly specifické, regioselektivni a reakce probihaly

s vysokym vytézkem [1].

vvvvvv

a enzymové syntézy. Chemo-enzymova syntéza nabizi vyhodu selektivni ptipravy
glykosidické vazby a zaroven umoznuje vnést do molekuly oligosacharidu pozadované
funkéni skupiny, které mohou byt vyuZity napt. pro multivalentni konjugaci, pro detekci

apod. [29; 30].
2.4.2 Syntéza oligosacharidi pomoci glykosidas

Glykosidasy vyuzivaji pfirozen¢ vodu jako akceptor glykosylu. Za urcitych
podminek mize byt tato strategie modifikovana: jako akceptor Ize pouzit molekuly nesouci
alespoil jednu hydroxylovou skupinu a vznikd nové glykosidova vazba. Tento proces lze
podpofit, pokud je aktivita vody potlacena napt. vysokou koncentraci reaktantd, ptidavkem
soli, organickym rozpouStédlem nebo eliminaci produktu. Pokud je donor glykosylu
redukujici cukr a synteticky proces je fizen termodynamicky, nazyva se d¢j "reverzni
hydrolyza" (kondenzace; viz Obr. 1 str. 15). V tomto piipad¢ jsou vytézky obecné nizsi nez 15

%. Pouziva se zvlasté pii glykosylaci alkoholli. Oblibenéjsi je reakéni usporadéani fizené
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kineticky, které vyuziva donort glykosidi aktivovanych vhodnou odstupujici skupinou, jako
je p-nitrofenyl. Tento proces se nazyva transglykosylace. Vytézky transglykosylace jsou
vyssi, cca 20-40 % [30].

2.4.3 Mutantni glykosidasy

Geny glykosidas 1ze modifikovat bodovymi mutacemi nebo tzv. fizenou evoluci za
ucelem zmény vlastnosti enzymu, jako je zejména substratova specifita, regioselektivita
a vytézek transglykosylace. Nejvice je prostudovana pravé moznost zvyseni syntetického

potencidlu téchto enzymi, ktera bude popsana dale [30].

2.4.3.1 Glykosynthasy

Prvni glykosynthasa vznikla z B-glukosidasy z Agrobacterium sp., kterd sama o sobé
prokazovala dobry synteticky potencial, a tudiz byla pouzita jako modelovy enzym pro
optimalizaci glykosyntetickych schopnosti. Mechanismus reakce katalyzované pomoci
glykosyntas je relativné jednoduchy. Pokud je katalyticky nukleofil v aktivnim misté (Asp
nebo Glu) zaménén za nenukleofilni zbytek jako napt. alanin, vznikd mutant, ktery je
hydrolyticky neaktivni a zaroven dokaze piendset glykosyl z donoru s opacnou anomerni
konfiguraci (zde a-glykosylfluorid), a to s vysokymi vytézky (viz [30] str. 68; Schéma 3A).
Typickym akceptorem je aryl-glykosid, ktery se dobfe vaze na aktivni misto, ale sdm o sobé

neni schopny Stépeni [30].

2.4.3.2 Mutantni transglykosidasy

Piirozené¢ se vyskytujici transglykosidasy se vyznaCuji tim, Ze pomér jejich
hydrolytické a transglykosylacni aktivity je ve vétsi ¢i menSi mife vyrazné posunut ve
prospéch syntetické reakce. V piirodée se vyskytuji transglykosidasy pouze ojedinéle a Skala
enzymovych aktivit je omezena. Genetické inZenyrstvi umozinuje pfipravit transglykosidasy
napf. z B-N-acetylhexosaminidas. Hydrolytické Stépeni je v katalytickém centru enzymu
znevyhodnéné tim, Ze je zaménén tyrosinovy aminokyselinovy zbytek, jehoz funkce je
stabilizace vody jako akceptoru pii fazi glykosylacni fazi katalytického mechanismu. Na
rozdil od glykosynthas jsou transglykosidasy schopné vytvaret autokondenzacni produkty.
Mutaci tyrosinového zbytku na fenylalaninovy, histidinovy nebo asparaginovy zbytek byly
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vytvofeny transglykosidasy z B-N-acetylhexosaminidasy z Talaromyces flavus. DalSim
piikladem transglykosidasy je B-glukosidasa z Thermus thermofilus, do niz byly vneseny

nahodné¢ dvé mutace vedouci k vyrazné lepsim transglykosyla¢nim vlastnostem [30; 31].

27



3 CIL PRACE

Cilem prace je piiprava alespont jedné B-N-acetylhexosaminidasy se zménénym
pomérem aktivit vi¢i N-acetylgalaktosaminu (GalNAc) a N-acetylglukosaminu (GlcNAc)
a jeji charakterizace. Teoretickd ¢ast prace bude zaméfena na charakterizaci enzymi
glykosidas a vyuziti genetického inzenyrstvi ke zméné jejich substratové specifity. Prakticka
¢ast prace zahrnuje PCR, izolaci a manipulaci s DNA, transformaci a kultivaci E. coli

a P pastoris, chromatografickou purifikaci enzymu a jeho biochemickou charakterizaci.
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4 METODIKA

4.1 PouzZité ptistroje a materidly

4.1.1 Pristrojové vybaveni

Akta Prime Plus (Amersham Biosciences, Velké Britanie)

Analytické vahy Precisa 80A-200M (Swiss Quality, Svycarsko)

Biometra Thermocycler TPersonal combi (Biotech, USA)

Bio-rad micropulser (Bio-Rad, USA)

Centrifugy — Minicentrifuge Eppendorf MiniSpin, Eppendorf Centrifuge 5804 R
(Eppendorf, USA); Sorvall centrifuge RC G+ (Thermo Scientific, USA)

Kolony na purifikaci (Akta prime plus) — Fractogel EMD SOs -

Laminarni box MSC 9 (Jouan, Velka Britanie)

Magnetickd michacka Arex (VELP Scientifica, Italie)

pH metr — pH 211 Microprocessor pH Meter (Hanna Instruments, Ceska republika)
Qubit fluorimetr (Invitrogen, USA)

Spektrofotometr Sunrise Tecan (Tecan, Svycarsko)

Spektrofotometr UVmini-1240 (Shimadzu, Némecko)

Termomixér Eppendorf Thermomixer Comfort (Eppendorf, USA)

Ttepacka IKA KS 4000 ic control (Schéller, Ceska republika)

UV lampa, UV 240 (A. Kriiss Optronic, Némecko)

Vortex Grant-bio (Grant Instruments, Velké Britanie)

4.1.2 Pouzity material

12% separacni gel na SDS-PAGE — H>0 / 30% akrylamid / 1,5 M Tris-HCI pH 8,8/
10% SDS /10% (NHa4)2S20s/ TEMED

1 M sorbitol

5% zaostfovaci gel na SDS-PAGE — H>O / 30% akrylamid / 1,0 M Tris-HCI1 pH
6,8 /10% (NH4)2S:0s/ TEMED

50xTAE pufr (Tris-acetat-EDTA), (Biogen, USA)
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Ampicilin ™ (Invitrogen, Thermofisher Scientific, USA)

Biotin (Fkua BioChemika, Svycarsko)

Bradfordovo ¢inidlo (fedéno 1:4 s destilovanou vodou) — Protein Assay Dye
Reagent Concentrate (Bio-Rad, USA)

Britton-Robinsontiv pufr (0,04 M H3BOs3, 0,04 M H3PO4 a 0,04 M CH3COOH; pH
2,5-12)

Bunky E. coli TOP10

DTT (1,55 g dithiothreitolu, 10 ml sterilni vody)

Ekvilibraéni pufr A — 10 mM citrat/ fosfatovy pufr pH 3,5

Ekvilibra¢ni pufr B — 10 mM citrat/ fostatovy pufr pH 3,5 /1M NaCl pH 3,5
Elektrodovy pufr — 25 mM Tris / 150 mM glycin / 10% SDS

Gel Loading Dye Fast Blue (6x), (BioLabs, NEB, USA)

GelRed™, (Genbiotech, Francie)

Glycerol (Lachner, Ceska republika)

High Pure Plasmid Isolation Kit (Thermofisher Scientific, USA)

IPTG (isopropyl-1-thio-p-D-galaktopyranosid), (Sigma-Aldrich, USA)

JETquick kit (Thermo Fisher Scientific, USA)

Kyselina octova (Lachner, Ceska republika)

Ligacni pufr Rapid (Thermofisher Scientific, USA)

Ligasa (Thermofisher Scientific, USA)

Methanol (ISOLAB, Némecko)

Minimalni glycerolové medium — 100 mM KH>PO4 pH 6,0 / 1.34% YNB / 4x10°
%% biotin / 1% glycerol

Minimalni methanolové medium — 100 mM KH>PO4 pH 6,0 / 1.34% YNB / 4x10°
3% biotin / 0.5% methanol

Molekulovy marker — Amersham LMW Calibration Kit for SDS Electrophoresis
(GE Healthcare, Velka Britanie)

Obarvovaci roztok — 0,5 g Coomassie Blue Brilliant, CH;0OH / CH3COOH / H>O;
9/1/9

Odbarvovaci lazen — EtOH / H,O / CH3COOH; 7/11/ 2

Pevné LB medium (Luria-Bertani) — 10 g/l trypton / 0,5 g/l NaCl / 5 g/I extrakt z
kvasnic / agar 15 g/l (Sigma-Aldrich, USA)
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e pGEM-TEasy vektor (Promega, USA)

e Plasmid P. pastoris (vektor pPICZaA), (Thermo Fisher Scientific, USA)

e Plasmid Plus Midi Kit (QIAGEn, Némecko)

e pNP-GalNAc (p-nitrofenyl-2-acetamido-2-deoxy-B-D-galaktopyranosid), (Gold
Biotechnology, USA)

e pNP-GIcNAc (p-nitrofenyl-2-acetamido-2-deoxy-B-D-glukopyranosid), (Gold
Biotechnology, USA)

e pufr Mcllvaine — 0,1 M kyselina citronova / 0,2 M Na,HPOs; pH 5,0

e  QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEn, Némecko)

e Qubit™ Protein Assay Kit (Invitrogen, Thermofisher Scientific, USA)

e Resuspendacni pufr (50 mM fosfatovy pufr + 10 mM 2-merkaptoethanol)

e Sacl kit — (BioLabs, NEB, USA)

e T4 DNA polymerasa (Thermofisher Scientific, USA)

e Vzorkovy pufr — 250 mM Tris / 500 mM DTT / 10% SDS / 0,5% bromfenolova
modr / 50% glycerol

e X-gal (5-brom-4-chlor-3-indolyl-B-D-galaktopyranosid)

e YNB (yeast nitrogen base), (Carl-Roth, Némecko)

e YPD médium (yeast extract peptone dextrose, Sigma-Aldrich, USA) — 1% extrakt
z kvasnic /2% pepton/ 2% glukosa

e YPD/HEPES (100 ml YPD médium, 20 ml 1 M HEPES, pH 8)

e Zeocin™ (Invitrogen, Thermofisher Scientific, USA)

e Dalsi bézné chemikalie

4.2 Heterologni exprese mutantni B-/NV-acetylhexosaminidasy v P. pastoris

Bodova mutace R218H p-N-acetylhexosaminidasy z Talaromyces flavus (TfHex
R218H) byla navrzena na zékladé¢ molekularniho modelovani jako perspektivni pro zménu
substratové specifity enzymu. Gen zaklonovany ve vektoru pPICZaA (klonovaci mista Sacl
a Kpnl) byl piipraven synteticky komerénim dodavatelem (Generay, Cina). V piipadé mutace
R218H byl arginin na pozici 218 v aminokyselinové sekvenci enzymu zaménén za histidin
(viz Ptiloha 1). Komeréné dodany lyofilizovany vektor (4 pg) byl pfed dalSim zpracovanim

rozpustén v 10 pl sterilni vody.
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4.2.1 Transformace do kompetentnich bunék E. coli metodou teplotniho Soku I

K transformaci a namnozeni vektoru nesouci mutaci byly pouzity kryokonzervované
kompetentni buiikky E. coli kmen Topl0, které¢ byly pied pouzitim nechany rozmrznout
na ledu a promichany. K 100 pul kompetentnich bun¢k bylo pfidano 0,5 pl rozpusténého
plasmidu. Suspenze byla jemné promichéna a inkubovéana 20 min na ledu. Po 20 minutach
probéhla transformace pii 42 °C po dobu 75 s bez michani. Nasledn¢ bylo nutné bunky
regenerovat, byl pfidan 1 ml LB média a smés se nechala inkubovat pii 37 °C a 350
otackach/min. Celd smés byla zakoncentrovana centrifugaci na 14 500 otac¢ek/min po dobu

10 min, bylo odstranéno 800 pl supernatantu a ve zbyvajicim byl pelet resuspendovan.

Ke kultivaci bun¢k byly pfipraveny 4 misky s pevnym LB médiem (100 ml), které
bylo pfed pouzitim zatepla rozpusténo a nalito na Petriho misky. Po ztuhnuti LB agaru bylo
pfiddno antibiotikum ampicilin (500pl) a buiky naneseny na plotny v riznych koncentracich

(25 pl, 50 pl, 150 pl, 200 pl), probéhla kultivace do druhého dne pti 37 °C.

Druhy den byly misky pfeneseny do lednice, aby byl potlacen dalsi rast, a v druhé
poloving dne byly naockovany do 100 ml LB média (v 500 ml Erlenmayerovych baiikach)
obohaceného o antibiotikum zeocin (200x). Pomoci sterilni kli¢ky byla pfenesena do baiiky

jedna kolonie, rist probihal pti 37 °C a 250 otackach/min.

4.2.2 1Izolace plasmidu metodou midi prep

Izolace probé&hla pomoci kitu ,,Plasmid Plus Midi Kit“. V prvnim kroku izolace bylo
nutné zpracovat kulturu s namnozenymi bunikami E. coli. Obsah baiiky byl steriln¢ pfenesen
do 50 ml centrifuga¢ni zkumavky a 2x centrifugovan pii 5000 otackach/min po dobu 20 min.
Mezitim byly do stojanu pfipevnény kolony s papirovymi filtry. Po centrifugaci byl
supernatant odstranén a do kyvety s buikami bylo pfiddno 8 ml pufru urceného
k resuspendaci bunék. Bunky byly promichany a ke vzniklé suspenzi bylo pfidano 8 ml
lyza¢niho pufru, ktery plsobil 2 min. Nasledné bylo pfidano 8 ml neutralizaéniho pufru

a prob¢hla inkubace na ledu (5 min).

Kolona s filtry byla promyta 2,5 ml ekvilibra¢niho pufru, poté byl lyzat po ¢astech

nanesen na kolonu a protekly supernatant byl jiman do odpadni zkumavky. Na filtr bylo
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naneseno 2x4 ml promyvaciho pufru. Zkumavka s odpadem byla vyménéna za Cistou sterilni,
do které byla provedena eluce. K eluci bylo pouzito 2x1,5 ml elu¢niho pufru prfedehiatého na
50 °C. Kolony s filtry byly odstranény a ke vzorku, ktery bylo nutné vysrazet
a zakoncentrovat, bylo pfidano 3,6 ml isopropanolu. Vzorek byl umistén do lednice do
druhého dne. Druhého dne byl vzorek postupné stocen po 1,5 ml v mikrozkumavce pii 18 000
otackach/min na 30 min. Po dotoceni byl ditkkladné odstranén supernatant a peleta opatrné
oplachnuta 1 ml 70% etanolu (centrifugace 18 000 otacek/min, 10 min, 4 °C). Ethanol byl
odstranén a peleta ususena pii laboratorni teploté. Pro dalsi pouziti byl plasmid

rozpustén v 100 pl sterilni vody.

4.2.3 Charakterizace izolovaného plasmidu

V nasledujicim kroku byla spektrofotometricky zméfena koncentrace DNA pfi

vlnové délce 260 nm v ¢ernych kyvetach pro UV oblast. Vypocet probihal dle vzorce:

c[ug/ml] =50 - fedéni - ABS

Kde 50 je tabelovany extink¢ni koeficient dvou fetézcové DNA; nasobi se hodnotou
fedéni v ultra Cisté vodé a vyslednou absorbanci. Standardni hodnota se pohybuje mezi

500- 3000 pg/ml.

Cistota plasmidu byla taktéZ stanovena spektrofotometricky pii 260 a 280 nm, kde
pii 260 nm absorbuje jak DNA, a pti 280 nm pouze proteiny. Hodnota Cistoty je tedy pomér
mezi absorbancemi pfi jednotlivych vinovych délkach. Standardni hodnota se pohybuje mezi

1,5 — 2,0. Nizsi hodnota pak signalizuje zne€isténi proteiny.

Po precisténi, zméteni koncentrace a Cistoty DNA byl vzorek odeslan na sekvenaci,
kde byla vnesena mutace potvrzena. Na sekvenaci byly odeslany vzorky s min. 500 ng
plasmidu (odpovida vétSinou 0,5—1 pl) s 5 pl ultracisté vody a 5 pl prislusného sekvenacniho

primeru. Sekvenovani bylo provedeno komer¢ni firmou SEQme.
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4.2.4 Stépeni plasmidu restrikénim enzymem Sacl

Pro transformaci do kompetentnich bunék P. pastoris bylo pfed samotnym
precisténim elektroforézou nutné plasmid rozstépit restrikénim enzymem Sacl. K plasmidu
byly pfidany 3 pl enzymu, 3 pl komeréniho pufru s obsahem BSA (soucast kitu) a 11,4 ul

sterilni vody. Stépeni probihalo pies noc pii 37 °C a 300 otackach/min.

K precisténi a izolaci plasmidové DNA byla pouzita horizontdlni elektroforéza na
agarosovém gelu. K ptipraveé 1% agarosového bylo pouzito 1,2 g agarosy, 120 ml destilované
vody a 2,4 ml 50xTAE pufru. Takto pfipraveny gel byl rozpustén zatepla, zchlazen na
pokojovou teplotu a nalit do elektroforetické vanicky s hiebinkem. Po zatuhnuti gelu byla
celd aparatura sestavena a pfipojena ke zdroji. Gel byl zalit pufrem pro elektroforézu
(IXTAE). Do jamek gelu byly naneseny vzorky plasmidu a kontrolni marker. Do
mikrozkumavky bylo k plasmidu napipetovéno 4 pl fast blue loading barvy a 2 pl gel red
barvy. Marker byl pfipraven z 0,5 ul Cistého plasmidu, 2 pl fast blue loading barvy, 2 ul gel
red barvy a 4,5 pl vody. Elektroforéza probihala pii 90 V po dobu piiblizné 1,5 h.
Vyhodnoceni gelu bylo provedeno na UV transluminatoru, kde dle markeru byl sterilné

vyftiznut pozadovany prouzek s plasmidem.

Izolace probéhla pomoci kitu JETquick, metoda je zaloZena na lyzi bun¢k a nasledné
adsorpci na silikdtovou kolonku obsazenou spolu s reagenciemi v kitu, zdvérem izolace je
eluce Cist¢ DNA. Ke kazdym 100 mg gelu bylo ptidano 300 pl roztoku ,,L1%, probéhla
inkubace pfi 500 otackach/min a 50 °C, kdy doslo k rozpusténi agarosového gelu. Nasledné
byl roztok nanesen na kolonu a probéhla centrifugace (13 500 otacek/min, 1 min). Promyti
probéhlo pomoci 500 pl promyvaciho pufru a kolona byla opét odstfedéna (13 500
otacek/min, 1 min). Po promyti byl protekly roztok odstranén a kolona odsttedéna napréazdno
pii stejnych podminkach. Dosavadni mikrozkumavka byla nahrazena ¢istou sterilni a DNA

byla eluovana 30 pl sterilni vodou zahtatou na 65 °C.
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4.2.5 Elektroporace

4.2.5.1 Ptiprava kompetentnich bunék P. pastoris

K expresi mutantu 7fHex R218H byly pouzity builkky P pastoris kmen KM7IH.
Kryokonzervovana kultura (100 pl) byla na ledu rozmrazena, zaoCkovéana do 500 ml YPD
média v 31 Erlenmayerové batice a ponechdna inkubovat pies noc pii 30 °C a 300 otacek/min.
Nasledujici den rano byla narostla kultura stocena pii 4 °C a 3500 otackach/min po dobu
5 min a pii stejnych parametrech po kazdém oplachu. Supernatant byl odstranén a k peleté
bylo ptidano 50 ml sterilniho YPD/ HEPES roztoku, ve kterém byla peleta resuspedovana.
Poté bylo ptfidano 1,25 ml 1 M DTT, které bylo inkubovano spolu s bunikami po dobu 15 min
pti 30 °C. Nasledné bylo ptidano 200 ml ledového 1 M sorbitolu. Po odstranéni supernatantu
byla peleta resuspendovana v 50 ml ledového 1 M sorbitolu a doplnéna sorbitolem do objemu
250 ml. Po centrifugaci byla peleta resuspendovana v 10 ml ledového 1 M sorbitolu a stocena.
Vysledna peleta byla nafedéna v 0,5 ml sterilniho ledového 1 M sorbitolu, vysledny objem
bun¢k by se mé¢l pohybovat okolo 1,5 ml. Takto pfipravené kompetentni bunky jsou uréeny

ihned k elektroporaci.

4.2.5.2 Elektroporace

K cerstvé pfipravenym kompetentnim buitkam KM71H (60 pl) byl pfidan izolovany
plasmid a smés byla inkubovéana na ledu po dobu 5 min. K samotné elektroporaci byl pouzit
pfistroj Biorad micropulser, ktery byl pfed pouZitim nastaven na elektroporaci kvasinek.
Suspenze DNA a kompetentnich bun&k byla pienesena do kovové, pfedem vychlazené
kyvety, urcené k elektroporaci. Kyveta byla umisténa do kolibky drzaku pfistroje a byl vyslan
vyboj. Po vyboji byl k buitkam ihned ptidan 1 ml ledového 1 M sorbitolu. Poté nasledovala
regenerace 1-2h pfi 30 °C, umoznujici buitkdm reparovat bunéénou membranu a pojmout

cizorodou DNA.

4.2.5.3 Screening kolonii po elektroporaci

Kultivace bunék probehla na pevném YPD médiu obsahujicim agar, do néjz bylo
ptidano selekéni antibiotikum zeocin. Transformované buiiky byly naockovany v riznych
koncentracich na misky (50 pl, 100 pl, 150 pl, 200 pl). Kultivace probihala po dobu 5 dnt
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pii 28 °C. Sestnact narostlych kolonii bylo naotkovano do 1 1 sterilniho minimalniho
glycerolového média (viz 4.1.2) v 3 1 Erlenmayerové baiice a kultivovano za stejnych
podminek. Druhy den byla kultura sto¢ena 20 min pii 5 000 otdckéch/min, pelet byl
resuspendovan v 30 ml sterilniho kultivacniho média s obsahem methanolu (minimalni
methanolové médium, viz 4.1.2) v 16 Erlenmayerovych bankach a inkubovan pti 28 °C a 220
otackach/min. Nasledujici dva dny byl rast bunék indukovan ptidavkem 1 ml metanolu

(vysledna koncentrace 0,5 obj. %).

Paty den byly odebrany vzorky (1 ml) z kazdé kultury a stoceny 10 minut pti 5 000
otackach/min. Z odebranych vzorkl bylo pouzito k screeningu aktivit médium obsahujici
extracelularné vyprodukovany enzym. Kolonie s nejlepSim pomérem enzymovych aktivit

(viz 4.2.7.) byly kryokonzervovany.

4.2.5.4 Kryokonzervace bunécnych kultur

Vybrané kultury byly zaockovany na pevné YPD médium s agarem, do néjz bylo
pridano selek¢ni antibiotikum zeocin. Narostlé kultury byly zaockovany do YPD média (500
ml) a kultivovany pii 28 °C. Po centrifugaci (10 min, 5 000 otac¢ek/min) byly sterilné
resuspendovany v 5 ml YPD média s 15% glycerolem a byla ovéfena Cistota kolonii pod

mikroskopem nakapanim na podlozni sklo. Néasledné€ byla buné¢na suspenze alikvotovana po

100 pl do mikrozkumavek a zamrazena pii — 80 °C.

4.2.6 Produkce mutantni f-N-acetylhexosaminidasy v P. pastoris

4.2.6.1 Exprese mutantni B-N-acetylhexosaminidasy v P. pastoris

Kryokonzervovana kultura byla zaockovana do 15 ml YPD média a kultivovadna 4 h
pii 28 °C a 220 otackach/min. Takto ptfipravena prekultura byla zaockovana do 1 1 sterilniho
kultivaéniho média s obsahem glycerolu (minimalni glycerolové médium, viz 4.1.2) v 3 1

Erlenmayerové batce a kultivovana za stejnych podminek.

Druhy den byla kultura sto€ena 20 min pifi 5 000 otaCkach/min, pelet byl
resuspendovan v 200 ml sterilniho kultivacniho média s obsahem methanolu (minimalni

methanolové médium, viz 4.1.2) v 1 | Erlenmayerové baice a inkubovan pii 28 °C a 220
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otackach/min. Nasledujici dva dny byl rast bunék indukovan piidavkem 1 ml metanolu

(o vysledné koncentraci 0,5 obj. %).

4.2.6.2 Purifikace mutantni B-N-acetylhexosaminidasy

Paty den kultivace byla provedena purifikace. Kultura byla postupné stocena pii 5000
otackach/min a 10 °C. Médium obsahujici enzym 7fHex R218H bylo zfedéno destilovanou
vodou v poméru asi 1: 3, pH bylo upraveno na 3,5 pomoci kyseliny citronové a nasledné bylo

zfiltrovano pies papirovy filtr na Biichnerové nalevce.

Rekombinantni enzym 7fHex R218H byl purifikovan pomoci iontové vyménné
chromatografie na silném katexu (Fractogel SO3") za pouziti chromatografické sestavy Akta
Prime Plus. Pfed nanesenim vzorku byla kolona promyta 150 ml ultracisté¢ vody (pratok 10
ml/ min) a 150 ml ekvilibra¢niho pufru A (slozeni viz 4.1.2) pti rychlosti pratoku 10 ml/ min.
Poté byl vzorek nanesen na kolonu a prob&hlo nanaseni vzorku po dobu cca 1,5 h pfi pritoku
1 ml/ min. Po promyti kolony ekvilibracnim pufrem A probé¢hla eluce gradientem elu¢niho
pufru B, obsahujiciho 1 M NaCl (60 ml, 2 ml/min, 0-1 M NaCl). Kolona byla regenerovana
100200 ml 1 M NaOH, ultracistou vodou, 1 M NaCl a 20% etanolem (10 ml/ min).

Na zavér prob&hlo zakoncentrovani proteinu ultracentrifugaci (centrifugaéni kyvety
s filtrem Amicon ultra o velikosti port 10 kDa) pti 3600 otd¢kach/min po dobu 20 min

a prevedeni do pufru Mcllvaine pH 5.

4.2.6.3 SDS elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

Pro ovéfeni pfitomnosti proteinu ve frakci byla provedena SDS elektroforéza, ktera
prob&hla v 12% polyakrylamidovém gelu, ktery byl ptelit vrstvou butanolu a ponechan
ztuhnout. Poté byl pievrstven 5% gelem zaostfovacim. Vzorky byly napipetovany do
mikrozkumavek spolu s 2 pl vzorkového pufru (viz 4.1.2) a 3 ul vody. Jako marker byl pouzit
LMW zasobni roztok a jako kontrola 2 pl enzymu divokého typu 7fHex s 2 ul loading blue
barvy a 4 pl vody. VSechny vzorky byly denaturovany zahtatim na 95 °C po dobu 5 min.
Takto pfipravené vzorky byly naneseny do jednotlivych drah gelu, ktery byl zalit 750 ml
elektrodového pufru (viz 4.1.2). Cela aparatura byla pfipojena ke zdroji a separace spusténa

zpocatku pii napéti 90 V a poté co byly vzorky usazeny do jamek gelu asi na 1 h pti 100 V.
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Po vyplaveni barvy z gelu byla elektroforéza zastavena a gel sejmut ze skla. Nasledovalo
obarveni pomoci barviciho roztoku s obsahem barvy Coomassie blue (viz 4.1.2) po dobu 10
min a odbarveni odbarvovaci lazni s kyselinou octovou, vodou a ethanolem, poté byl gel

uchovan v 1% kyselin€ octové.
4.2.7 Charakterizace mutantni p-N-acetylhexosaminidasy
4.2.7.1 Stanoveni enzymové¢ aktivity a koncentrace proteinu

Enzymova aktivita enzyme T7TfHex R2I8H byla stanovena v tripletu
spektrofotometricky pii vinové délce 420 nm, coz odpovidd absorbanci p-nitrofenolu,
produktu reakce, v bazickém prostiedi. Aktivita této rekombinantni
- N- acetylhexosaminidasy byla stanovena pro dva substraty, pPNP-GIcNAc a pNP-GalNAc
(viz obr. 8).
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/@/ CH>0H
8] 0. OH

p-N-acetylhexosaminidasa D;'/H
0

— NO;
H H HO

+ i-l_?O P"
H NHAc H NHAC
phP-GalNAc GalNAc p-nitrofenol

NO>
CH;0H Q/
OH o_ 0
OH H
H H
H NHAC

Obrdzek 8 (A) Stépeni substrdtu pNP-GalNAc 8-N-acetylhexosaminidasou. (B) Struktura substrdtu pNP-GIcNAC.
(C) Struktura substratu pNP-GalNAc.

Do mikrozkumavky byla napipetovana reakéni smés obsahujici substrat
PNP- GlcNAc nebo pNP-GalNAc (o vysledné koncentraci 2 mM) v Mcllvaine pufru o pH 5.
Smés byla zahtata na 35 °C a reakce byla zahdjena ptidavkem 10 pl enzymu pii 850

otackach/min. Po 10 min byla reakce ukoncena ptidavkem 1 ml 0,1 M Na,COs3, vzniklé zluté
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zabarveni bylo kvatifikovano spektrofotometricky pii 420 nm (spektrofotometr UV-
mini- 1240).

Vypocet vysledné aktivity z primérné absorbance byl uskute¢nén pomoci vzorce:

ABS -tfed - Vc

AKT [U/ml] = ———

Kde AKT je aktivita enzymu v (U/ml), ABS je primér absorbance, red je fedéni
zasobniho roztoku enzymu do reakce, Ve je celkovy objem reakce (50 pl), £ je konstanta
zavislosti absorbance na koncentraci p-nitrofenolu, ¢ je reakéni ¢as (10 min) a Ve je objem

enzymu v reakci (10 pl). Kalibrace

Stanoveni proteind prob¢hlo spektrofotometrickou metodou dle Bradforda. K 1 ml
Bradfordova cinidla (slozeni viz 4.1.2) bylo ptfiddno 100 pl fedéného enzymu. Reakce

probihala pfi laboratorni teploté 10 min. Vysledné zbarveni bylo kvantifikovéno pti 595 nm.

Vypocet koncentrace proteind ve vzorku byl proveden dle vzorce, kde & je konstanta
zavislosti absorbance vzorku na koncentraci hovéziho y-globulinu, ktery byl pouzit jako

kalibracni standard, ABS je primér absorbance a 7ed je fedéni zasobniho roztoku.
Cprot.[mg/ml] = k - ABS - fed

Kde Cprot. je koncentrace proteinu, k je konstanta zavislosti absorbance vzorku na
koncentraci hovéziho y-globulinu, ktery byl pouzit jako kalibra¢ni standard, ABS je pramér

absorbance a red je fedéni zasobniho roztoku.
4.2.7.2 pH optimum

Dalsi ¢ast biochemické charakterizace spoc¢ivala stanoveni pH optima. Ke stanoveni

byl pouzit univerzalni Britton-Robinsoniiv pufr v rozmezi pH od 2,5 do 12. (sloZeni viz 4.1.2
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). Stanoveni probihalo obdobné¢ jako u standardniho stanoveni aktivity (viz 4.2.7.1).
Primérné hodnoty absorbance byly zaneseny do grafu, ze kterého bylo pH optimum

odecteno.
4.2.7.3 Teplotni optimum

K ziskani dat ke stanoveni teplotniho optima byla opét pouzita spektrofotometricka
metoda (viz 4.2.7.1). Stanoveni probihalo od 10 °C do 99 °C po 5 °C. Vysledné hodnoty

aktivit byly zaneseny do grafu, ze kterého bylo odecteno teplotni optimum.

4.2.7.4 Enzymova kinetika

Ke stanoveni enzymové kinetiky byla pouzita upravend spektrofotometricka metoda
(viz 4.2.7.1). Mé&feni probihalo v duplikatu u substratu pNP-GalNAc a v jednom paralelnim
stanoveni u substratu pNP-GIcNAc. Byla stanovena aktivita v rozmezi koncentraci substrata
od 0, mM do 6,5 mM v celkovém objemu 400 pl. Smes substratu v pufru byla preinkubovéana
na 35 °C piti 850 otackach/min. Po pfidani enzymu byly odebirany vzorky (50 pl) v ¢asech
2,4,6, 8,10, 12 a 14 min a reakce byla vzdy okamzité zastavena napipetovanim do jamky
mikrotitraéni desticky s 1 M NaxCOs (100 pl). Nasledné bylo zméfeno Zluté zabarveni pti 420
nm (Spektrofotometr Sunrise Tecan). Grafy byly vyhodnoceny pomoci programu GraphPad
Prism 7.0. Méteni bylo provedeno v mensim poctu paralelnich stanoveni z dlivodu nestability

enzymu, kterd je pravdépodobné zpiisobena vnesenou mutaci.

4.3 Identifikace sekvence genii mutantnich pB-/NV-acetylhexosaminidas

TfHex pripravenych Fizenou evoluci

4.3.1 Izolace chromozomalni DNA pomoci zymolyasy

Pro izolaci chromozomalni DNA z bun€k P. pastoris byla zvolena kombinace dvou
technik, klasické adsorpcni, mechanické pomoci kitu DNeasy Ultraclean Microbial kit
a enzymové. Pomoci enzymu zymolyasy doslo k naruseni bunééné stény kvasinky a poté
byla pouzita adsorpcni metoda, kde doslo k navdzani DNA z rozrusenych buné¢k na
silikatovou kolonku. Ke 4 ml bunécné kultury nafedéné tak, aby opticka hustota odpovidala
20, bylo ptidano 150 pl 50 mM fosfatového pufru s obsahem 10 mM 2-merkaptoethanolu,
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suspenze byla resuspendovana a nasledné bylo pfidano 30 pl zymolyasy, celd smés byla
inkubovéna pii 35 °C a 800 otackach/min po dobu 30 min. Po rozruseni bunécné stény byla
suspenze prenesena do zkumavky obsahujici sklenéné kulicky a vlozena do mixeru Beadmill
pti frekvenci 25 Hz po dobu 8 min. V dalSich krocich bylo postupovano klasickou adsorp¢ni
metodou, DNA byla navazana na silikatovou kolonku obsazenou v kitu, sto¢ena pii 10 000
otackach/min po dobu 1 min. Kolona byla promyta promyvacim roztokem a stoCena
za stejnych podminek. Do ¢isté sterilni mikrozkumavky byla provedena eluce pomoci 50 pl

elu¢niho pufru.

Koncentrace izolované DNA z bunck P. pastoris byla stanovena fluorimetrickou
metodou. Vzorek byl pfipraven smichanim 199 ul nafedéné barvy (Red dye, kit Qubit™
Protein Assay Kit, 200x fedéna reakénim pufrem) s 1 ul DNA. Méteni probéhlo pomoci

Qubit fluorimetru.

4.3.2 Polymerasova ietézova reakce (PCR) a izolace produktii

K namnozeni genu kédujiciho B-N-acetylhexosaminidasu z chromozomalni DNA
izolované z bun¢k P. pastoris byla pouzita amplifikaéni metoda, PCR. Byla pfipravena
reakéni smés obsahujici vzorek DNA v mnoZstvi az 200 pg dle uspéSnosti pfedchozi izolace,
dva primery, deoxyribonukleotidy, pufr, DNA DreamTaq polymerasu a vodu na doplnéni
kone¢ného objemu do 25 ul. PCR probihalo v termocykleru po dobu 30 cyklii. Reakéni
podminky: 1) 95 °C, 2 min — uvodni denaturace; 2) 95 °C, 20 s — denaturace; 3) 65,5 °C,
20 s —nasedani; 4) 72 °C, 40 s — amplifikace; 5) 72 °C, 3 min — kone¢na elongace.

K precisténi a izolaci chromozomalni DNA namnozené pomoci PCR byla pouZita

elektroforéza v agarosovém gelu (1 %). Izolace z gelu (viz 4.2.4).

4.3.3 Ligace mutantnich genu do vektoru pro sekvenaci

Izolovany PCR produkt obsahujici gen B-N-acetylhexosaminidasy bylo nutné vlozit
do vhodného vektoru pro expresi v E. coli. K ligaci byl pouzit komeréné dostupny vektor
pGEM-TEasy. Pred samotnou ligaci probchla adenylace neboli pfipojeni nékolika
adeninovych nukleotidl na konce fetézcti DNA. K PCR produktu bylo pfidano 10 mM dATP,
Dreamtaq pufr, DNA polymerasa a voda. Cela smés byla inkubovéna 15 min pti 70 °C. Takto

41



upravend DNA byla precipitovana pomoci 99 % etanolu (tfetina objemu) a 1/10 objemu
octanu sodného (3.0 M). Inkubace probihala pii —20 °C 1 h a poté byla smés stoc¢ena pii 4 °C
na 14 500 otackach/min dobu 20 minut. Supernatant byl odstranén a peleta oplachnuta 70%

etanolem, sto¢ena za stejnych podminek a pfi laboratorni teploté nechana doschnout.

Samotna ligace do vektoru byla katalyzovana T4 DNA ligasou, k smési ligasy byl
pridan liga¢ni pufr Rapid, precipitovany PCR produkt po adenylaci a pPGEM-TEasy vektor.
Sm¢és byla inkubovana pies noc pii 4 °C. Takto piipraveny vektor bylo mozné transformovat

do hostitelského kmene E. coli.

4.3.4 Transformace do kompetentnich bunék E. coli metodou teplotniho Soku II

K namnozZeni PCR produktu, a tedy i DNA nesouci mutaci, byl pouZzit komeréné
dostupny hostitelsky kmen E. coli TOP10. Buniky byly rozmraZeny na ledu a k 80 pl bun¢k
bylo pfidano 0,5 pl plasmidu obsahujici gen kédujici B-N-acetylhexosaminidasu. Inkubace
probihala 20 min na ledu a teplotni Sok byl proveden pti 42 °C po dobu 75 s. Bunky byly
regenerovany 1 ml SOC média 1 h pti 37 °C. Po regeneraci bylo pfidano selekéni antibiotikum

ampicilin a X-Gal pro snadnou detekci na miskach.

Na Petriho misky bylo nalito rozehfdt¢ LBA medium a po zatuhnuti byly
transformované bunky v objemu od 50 do 150 pl nao¢kovany na plotny za indukce IPTG,
které bylo pfidano k buitkdm spolu s ampicilinem. Rist probihal pfi laboratorni teploté do
druhého dne. Druhy den byly bilé kolonie zaokovany do 4 ml LB média spolu s 4 pl

ampicilinu a inkubovany pti 37 °C a 220 ota¢kach/min.

4.3.5 Izolace plasmidi metodou mini prep

K izolaci DNA z hostitelského kmene E. coli byl pouzit kit ,,QIAprep Spin Miniprep
kit*. Zaockované kultury byly zcentrifugovany na 4 000 ota€kach/min po dobu 10 min.
Supernatant byl odstranén a peleta resuspendovana v 250 pl resuspendacniho pufru
s obsahem RNAasy. Lyze probéhla pomoci 250 pl lyzacniho pufru, smés byla jemné
promichana pfevracenim a inkubovédna 5 min pfi pokojové teploté. K lyzovanému roztoku

byl pfidan vychlazeny pufr (350 ul) zprostiedkovavajici navazani DNA z lyzovanych bunék
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na silikdtovou kolonku uvnitf mikrozkumavky, nasledovala inkubace 5 min na ledu. Smés

byla stocena 10 min na 13 500 otackach/min pfti 4 °C.

Sterilni silikatova kolonka byla vlozena do ¢isté mikrozkumavky a na kolonu byl
nanesen cely supernatant, prob¢hla centrifugace 1 min pti 13 500 otackach/min. Protekly
supernatant byl odstranén, kolona promyta 500 ul promyvaciho pufru A a odstfedéna za
stejnych podminek. Poté probéhlo promyti 700 ul promyvaciho pufru B k odstranéni
nezéadoucich proteinu a dalSich produktli lyze bun€k a centrifugace za stejnych podminek.
V poslednim kroku bylo na kolony napipetovano 30 pl elu¢niho pufru a provedena eluce do
nové sterilni mikrozkumavky. Koncentrace izolované DNA byla stanovena fluorimetricky,

ptesny postup viz 4.3.1.1.

Ke zjisténi mutace v genu B-N-acetylhexosaminidasy integrovaného do chromozomu
kvasinky P. pastoris byla pouzita sekvenace komercni firmou SEQme. Na sekvenaci byly

odeslany vzorky s minimalné 500 ng plasmidu.
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5 VYSLEDKY

5.1 Produkce a purifikace mutantni B-/V-acetylhexosaminidasy 7fHex
R218H

Bodovd mutace R2I8H byla vybrdna na zékladé¢ molekularniho modelovani
(provadéla Ing. Natalia Kulik, Ph.D., MBU AV CR) jako perspektivni pro manipulaci poméru
GalNAcasové/GIlcNAcasové aktivity u B-N-acetylhexosaminidasy z Talaromyces flavus
(TfHex). Komerc¢ni synteticky vektor obsahujici gen tohoto mutantniho enzymu byl
namnozen metodou midi prep a po ovéfeni Cistoty a spravné sekvence byl transformovan do
kompetentnich bunék P. pastoris KM7IH metodou elektroporace. Z Sestndcti narostlych
kolonii byla provedena kultivace v analytickém méfitku pro zjisténi ptitomnosti
produkovaného enzymu a poméru jeho aktivit. Ze screeningu aktivit byly vybrany tfi kolonie,
u kterych byly zjiStény nejvyraznéjsi zmény v pomérech mezi GalNAcasovou
a GlcNAcasovou aktivitou. Konkrétné se jednalo o kolonie 4, 10 a 14. Tyto kolonie byly
kryokozervovany a nasledné pouzity k preparativni produkci a purifikaci enzymu
a charakterizaci jeho vlastnosti. Mutantni B-N-acetylhexosaminidasa 7fHex R218H byla

produkovdna v P. pastoris na minimalnim glycerolovém médiu a na minimalnim

methanolovém médiu za indukce methanolem po dobu 5 dni.

Extracelularni enzym, produkovany do kultivacniho média, byl purifikovan pomoci
iontové vyménné kapalinové chromatografie na silném katexu pii pH 3,5. Prib¢h
chromatografie je zndzornén na chromatogramu (Obr. 8). Pomoci SDS elektroforézy byla
ovéfena pritomnost a Cistota enzymu (Obr. 10). Z 200 ml kultiva¢niho média bylo ziskano

1,6 mg varianty 7fHex R218H-4, 3,2 mg TfHex R218H-10 a 2,2 mg 7fHex R218H-14.



5.1.1 Vysledky purifikace
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Obrdzek 9 Chromatogram pribéhu purifikace mutantniho enzymu TfHex R218H-14 iontoménicovou
chromatografii. Elucni kfivka purifikovaného enzymu (UV detekce) je zndzornéna modre. Zelend cdra zndzorriuje
pribéh gradientu NaCl.

5.1.1.1 Stanoveni enzymové aktivity

Po purifikaci byl enzym zkoncentrovan ultracentrifugaci a pieveden do pufru
Mcllvaine pH 5. Bylo provedeno stanoveni koncentrace proteinti dle Bradforda a enzymové
aktivity (viz. 4.2.7.1) u v§ech vzorki, coz bylo dilezité k vybéru enzymu pro biochemickou

charakterizaci a volbu koncentrace vzorka na SDS elektroforézu.

K zjisténi aktivity purifikovaného enzymu byla pouZita spektrofotometrickd metoda.
Byla stanovena koncentrace p-nitrofenolu - produktu $té€peni substratu pNP-GIcNAc nebo
pNP-GalNAc enzymem (viz Obr. 8). Vysledné hodnoty specifickych aktivit jsou uvedeny

v tabulce 2. Ptiklad vypoctu specifické enzymové aktivity:

ABS+edVcelk 031450050 7842
k-Venzt-Cprot. 07196101022 71,96

AKT,pNPGalNAc [U/mg] = =50U/ml

Tabulka 2 Viysledné aktivity mutantnich enzymi po purifikaci

aﬁf&g%ﬁ; | | TMexR2I8H-4  T/HexR2ISH-I0  TfHex R2ISH-14
pNP-GalNAc 103 86 50
pPNP-GIcNAc 61 54 26
Pomér aktivit 1,68 1,59 1,92
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Obrdzek 10 SDS gel po purifikaci varianty TfHex R218H. V prvni jamce zleva je LMW (low molecular weight)
marker, v jamkdch 1-3 byly naneseny vzorky purifikovanych enzyma. 1 (TfHex R218H-4); 2 (TfHex R218H-10); 3
(TfHex R218H-14) v prvni sérii z média a v druhé sérii po purifikaci na iontové vyménné chromatografii. Z gelu Ize
pozorovat uspésnou purifikaci Cistych enzymd z jednotlivych kolonii 4, 10 a 14. Velikost katalytické podjednotky
je 66,0 kDa.

K biochemické charakterizaci, ke stanoveni pH optima, teplotniho optima
a enzymové kinetiky byl zvolena varianta enzymu 7fHex R218H-14. Tento enzym se
produkoval s dobrym vytézkem a mél nejlepsi vysledny pomér GalNAasové a GIcNAcasové

aktivity po purifikaci (GalNAcasa/ GIcNAcasa 1,92).

5.1.2 Biochemicka stanoveni
5.1.2.1 pH optimum

pH optimum enzymu 7fHex RI8H-14 bylo stanoveno v triplikdtu; hydrolyticka
aktivita enzymu byla métena v jednotlivych pH v teploté 35 °C a 850 otackach/min. Reakce
byla ukonéena po 10 min piidavkem 0,1 M NaCO;. Zluté zabarveni dané uvolnénym
p- nitrofenolem (aglykonem) v bazickém prostiedi bylo méteno spektrofotometricky pii 420
nm. Z naméfenych hodnot absorbance byla vypoctena aktivita pro jednotlivé substraty
a nasledn¢ byly hodnoty zaneseny do grafu. pH optimum je ploché v rozmezi pH 4-5,5. Je
zajimave, ze GalNAcasova aktivita enzymu je relativné stabilni v bazickém prostfedi od pH
7 do 12,5. Oproti tomu GlcNAcasové aktivité bazické prostfedi neprospiva, aktivita rapidné

klesa s pH 7, od pH 9 byla jiz aktivita nemé&fitelna.
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Obrdzek 11 pH optimum mutantni varianty TtHexR218H-14. Graf zndzorriuje zdvislost hydrolytické aktivity enzymu
pro oba substrdty na pH, v némz reakce probihala (pNP-GalNAc oranzove a pNP-GIcNAc modre).

5.1.2.2 Teplotni optimum

Teplotni optimum enzymu 7fHex R2I8H bylo téZ méfeno v triplikatu. Probéhlo
standardni stanoveni hydrolytické aktivity enzymu v jednotlivych teplotach od 10 °C do 90
°C v rozmezi péti stupiiti po dobu 10 min pii 850 otackach/min. Z namétenych hodnot byla
vypoctena aktivita pro oba substraty, ktera byla zanesena do grafu. Pro substrat pNP-GalNAc
bylo nalezeno teplotni optimum mutantni varianty 7fHex R218H-14 pii 55 °C a pro
PNP- GlcNAc v 45 °C.
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Obrdzek 12 Teplotni optimum varianty enzymu TfHex R218H-14. Graf teplotniho optima zndzorriujici oba substrdty
(pNP-GalNAc oranzove; pNP-GIcNAc modre) v zavislosti hydrolytické aktivity na teploté reakce. Teplotni optimum
mutantu TfHex R218H bylo zjisténo pro substrat pNP-GalNAc v 55 °C a pro pNP-GIcNAc v 45 °C.
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5.1.2.3 Stanoveni enzymové¢ kinetiky

Ke stanoveni byla pouzita spektrofotometricka metoda méteni mnozstvi uvolnéného
produktu - p-nitrofenolu. Hydrolyza jednotlivych substratti ve vychozi koncentraci (od 0,10
mM do 6,5 mM) enzymem 7fHexR218H-14 byla sledovéna pii 25 °C a 850 otackach/min od
2 min do 14 minut od zah4jeni reakce. Pro kazdou koncentraci substratu byla z ¢asové
zavislosti mnozstvi uvolnéného p-nitrofenolu zjisténa pocateni rychlost hydrolytické
reakce. Tyto rychlosti byly vyneseny do grafu v zavislosti na koncentraci substratu.
Stanoveni kinetickych parametrit (Km, kcat, viz Obr. 13 a 14) je v tomto piipadé pouze
orientacni. Nemohlo byt provedeno dostatecné mnozstvi paralelnich méfeni z divodu nizké
stability enzymu po dobu méfeni a kfivky nejsou plné saturované z diivodu vysoké hodnoty

Km a omezené rozpustnosti substrati ve vodé.
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Obrdzek 13 Graf enzymoveé kinetiky substratu pNP-GalNAc. Substrdt byl méren v duplikdatech v koncentracich od
0,TmM do 6,5mM. Km =21+ 0,7 mM; keat = 6,60 + 0,9 5.
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Obrdzek 14 Graf enzymové kinetiky substrdtu pNP-GIcNAc. Substrdt byl méren v jednom paralelnim stanoveni v
koncentracich od 0,1 mM do 6 mM. Km = 3,3+ 0,5 mM; keat =12 £ 157,

5.2 Identifikace sekvence genii mutantnich pB-/NV-acetylhexosaminidas
TfHex pripravenych Fizenou evoluci

K identifikaci sekvence genli mutantnich [-N-acetylhexosaminidas T7fHex
pfipravenych fizenou evoluci (provadél Dr. Michal Kotik z Laboratofe biotransformaci) byly
pouzity kultury bun¢k P. pastoris nesouci gen pro B-N-acetylhexosaminidasu s potencialni
mutaci. Zpracovano bylo celkem 5 kultur (28, 33, 35, 38, 43), kter¢ byly vybrany na zaklad¢
zmény poméru vysledné GalNAcasové/ GlcNAcasové aktivity (s odliSnosti vétsi nez 30 %
oproti divokému kmenu). K vysledné sekvenaci byly odeslany tti vzorky (43, 35, 33). 1zolace
chromozomalni DNA z bunék P. pastoris probéhla pomoci adsorpcni metody v kombinaci
s enzymovym Stépenim bunécné stény kvasinky enzymem zymolyasou. Chromozomalni
DNA z lyzovanych bunck byla navdzana na silikatovou kolonku a nasledné eluovéna do
sterilni mikrozkumavky. Izolovany gen kédujici B-N-acetylhexosaminidasu byl namnozen
pomoci amplifikacni metody — PCR, kplnému pokryti aminokyselinové sekvence
a namnoZeni genu byly pouZity dva pary primerti. Reakce probéhla uspésné u kolonii 33,
35, 38, 43. Par 1 mél teplotu tani 7w, = 70,5 °C a velikost 36 part bazi (forward) a 31 part
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bazi (reverse). Par 2 mél teplotu tani 7m = 70,2 °C a velikost 36 part bazi (forward) a 32 para
bazi (reverse). (viz. Obr. 15). Teplota naseddni obou pard primerit byla 65,5 °C a par 2

fungoval podstatné 1épe.

Par primera 1: (Tm 70,5 °C)
forward: 5'-GCTGTTTTGCCATTTTCCAACAGCACAAATAACGGG-3’
reverse: 5'-TGGTCGACGGCGCTATTCAGATCCTCTTCTG-3"

Par primera 2: (Tm 70,2 °C)
forward: 5'-GGGGATTTCGATGTTGCTGTTTTGCCATTTTCCAAC-3’
reverse: 5'-TGATGATGGTCGACGGCGCTATTCAGATCCTC-3’

5-TACTGCTGTTTTATTCGCAGCATCCTCCGCATTAGCTGCTCCAGTCAACACTACAACAGAAGA
TGAAACGGCACAAATTCCGGCTGAAGCTGTCATCGGTTACTCAGATTTAGAAGGGGATTTCGAT
GTTGCTGTTTTGCCATTTTCCAACAGCACAAATAACGGGTTATTGTTTATAAATACTACTATTGCC
AGCATTGCTGCTAAAGAAGAAGGGGTATCTCTCGAGAAAAGAGAGGCTGAAGCTgaattcGTGGCC
GTCAACCCTCTCCCCGCACCGCGGTCGATCACCTGGGGCACCTCAGGTCCCATCTCCGTGCCACA
CAACGTGGATGTCAAACTGCCCAAGAACGCGATTATCAACGACGCCTGGGAACGCGCCTGGACG
AGCATCAAGCAGTTGAGATGGGTCCTCAGGCCACCGAGGCCCCCATCTCGTCGTACGAACCCTT
TCCGACCGTCGCGCCGACATCTGCGTCCACTGCCTCCTCTACGCCCTTACCGTCGTCTTCGGCAG
CTGCTGTTGCGGCCAGGAGCCAGAAGCGTGGCCATCAGAAGGGCAGCCATGAGAAACGCGGCC
ATTCACAGTCAACCCTTAGAACCGTCACGGTTACAGTCTCCGACCTCAATGCGGATCTACAAGCT
GAAGTCGACGAGTCGTATACCCTTGTCCTCGACTCCGGTTCGTCCACACTCGCGATCACCGCCAA
CACCACCTGGGGTGCTTTGCACGCATTTACGACTTTGCAGCAACTCGTGATTTATCAGGACAACA
GCTTAATAATTGAGCAGCCCGTTCACATCGAGGATTCGCCTCTGTACCCCTGGCGCGGCGTCATG
ATTGACACGGGCTACAACTTTATTACTGTCCCCAAAATCAAGGAACAGATTGATGGAATGGCGT
TGTCGAAACTCAACATCTTGCATTGGCATTTGGATGATTCGCAGTCTTGGCCGGTGCATATGGAT
ACATACCCTCAGATGACGAATGATGCGTATTCGCCGTGGCAGACGTATTCGCATGAGGATATTA
AGGATATTATTGAATATGCGCGTGCGCGCGCTGTGCGTGTTGTGCCTGAAGTTGATATGCCCGGT
CATTCGGCTGCGGGTTGGCAGCAGGTTGATCCTAGTATTGTCGCGTGTGCTCATTCTTGGTGGTC
GAATGATAACTGGCCTTACCATACTGCCGTTGAGCCTACCCCCGGTCAACTCGACCCGCTCAACA
ACAAGACGTATGGAGTCGTTGAGAAGGTGTACAATGAGCTTTCGGGCATTTTCACAGATGACTT
TTTCCATGTTGGTGGTGATGAATTGCAGACTGGTTGCTACAACTTTAGTACCTACGTGAGCGATT
ACCTTGCTGCCGACCCGAGCCGCACATACAACGACGTCACGCAGTACTGGGTTGACCATGCATT
CCCTATCTTCAAGAAGATCCAAAACCGTAAACTCGTCATCTGGGAGGATCTCATCATCAACAAT
CCCCACGCACCCAACGTGTCAACAGAAAACCTACTCGTCCAATCCTGGAACAACGGTCTCACCA
ACATCAACAACCTCACCAATTTGGGCTACGACGTCCTCGTCTCTTCTTCAGACTTTATGTACCTC
GACTGCGGCTACGGAGGCTTCGTCACCAACGACCCCCGATACGACGTAATGGTCAACCCAGACG
CCGTCGACGGCCTGGCAAACTTCAACTGGGGCGGAAACGGCGGTAGTTGGTGCGCACCCTACAA
GACCTGGCAACGCATCTACGACTACGATTTTACGACCAACTTGACCGACGCGCAAGCCGCGCAT
GTTAAAGGTGCTGTTGCGCCGTTGTGGTCTGAGCAGGTCGACGATACCGCGATTTCGGGTAAGA
TGTGGCCTCGTGCTGCCGCGCTTGCGGAGTTGGTGTGGTCGGGAAACAAAGATCCCAAGACCGG
GGATAAGAGGACGACGTATATGACGCAGCGAATTTTGAATTTTAGAGAGTATTTGGTTGCGAAT
GGTGTGCAGGCTGCGCCGTTGGTGCCCAAGTATTGCTTGCAGCATCCTCATTCTTGCGATTTGTA
CTATGATCAGACTGCGGTTGTTTGAGGIAEETCGAGCCGCGGCGGCCGCCAGCTTTCTAGAACAAA
AACTCATCTCAGAAGAGGATCTGAATAGCGCCGTCGACCATCATCATCATCATCATTGAGTTTGT
AGCCTTAGACATGACTGTTCCTCAGTTCAAGTTGGGCACTTACGAGAAGACCGGTCTTGCTAGAT
TCTAATCAAGAGGATGTCAGAATGCCATTTGCCTGAGAGATGCAGGCTTCATTTTTGATACTTTT
TTATTTGTAACCTATATAGTATAGGATTTTTTTTG...-3"

Obrazek 14 Sekvence amplifikovaného genu 8-N-acetylhexosaminidasy. Na obrdzku je zobrazena sekvence genomu
P. pastoris se zaklonovanym genem 6-N-acetylhexosaminidasy (Cervené) s vyznacenymi klonovacimi misty EcoRl
(modre) a Kpnl (zelené). Sekvence pouZitych primert (par 1) jsou podtrZeny.
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Pomoci elektroforézy v agarosovém gelu byla ovéiena cCistota pozadovaného

amplifikovaného genu kodujiciho B-N-acetylhexosaminidasu. (Viz Obr. 16)

bp ¥ 2 @A
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Obrdzek 15 Priklad agarosového gelu PCR produkt(. Zleva je marker zobrazujici velikost pdrt bazi, v drahdch Ta 2
byly naneseny PCR produkty z chromozomdlni DNA vzorku 35. V drahdch 3 a 4 jsou PCR produkty z
chromozomdlini  DNA  vzorku 43. Gel prokdzal pritomnost —amplifikovaného  genu  kddujici
B- N- acetylhexosaminidasu  odpovidajici  velikosti cca 2500 pdria bdzi, pficemz samotny gen
8- N- acetylhexosaminidasy ma velikost 1836 part bdzi, zbylych cca 664 pdri bazi jsou presahy s primery.

Geny kodujici B-N-acetylhexosaminidasu namoZené pomoci PCR byly z gelu sterilné
izolovany a ligovany do vektoru pGEMTeasy umoziiujici heterologni expresi pomoci E. coli.
Kolonie se zaligovanym vektorem obsahujicim inzertovany gen byly kultivovany pfi
standardnich podminkach na LBA médiu s ampicilinem a IPTG. Selekce kolonii obsahujici
transformovany gen prob&hla na zakladé o-komplementace. Po vybrani bilych kolonii
obsahujici transformovany gen byly kolonie zao¢kovany do LB média s ampicilinem. Po
namnozeni plasmidl se zaligovanym genem byly plasmidy izolovany z bunééné kultury
E. coli pomoci metody mini prep. Izolace byla n€kolikrat opakovana, jelikoz bylo obtizné
izolovat dostate¢né mnozstvi plasmidové DNA, ptestoZe byly striktné dodrZzeny podminky
kultivace. Po uspésné izolaci byly vzorky odeslany na sekvenaci, kterd byla provedena

komerc¢ni firmou SEQme.
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5.2.1 Vysledné sekvence genii mutantnich B-/N-acetylhexosaminidas
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Obrdzek 16 Priklad vysledné sekvence genu mutantni 8-N-acetylhexosaminidasy. Na obrdzku je vyobrazena
aminokyselinovd sekvence mutantni 6-N-acetylhexosaminidasy vzorku 43. V prvnim fddku s ndzvem
,hexosaminidase” je zobrazena aminokyselinova sekvence ptivodniho divokého kmene TfHex, v druhém rddku
je zobrazena sekvence mutantniho enzymu. Sekvenace odhalila 2 aminokyselinové zdmény, a to na 76. misté
sekvence, kde tyrosin byl nahrazen alaninem, a na 241. misté, kde prolin byl nahrazen serinem.

K sekvenaci byly odeslany vzorky 43, 35 a 33. Sekvenace gent ve vzorcich 35 a 33

neodhalila Zadné bodové mutace, aminokyselinova sekvence se shodovala s genem divokého

kmene.

52



6 DISKUZE

B-N-Acetylhexosaminidasy jsou hydrolytické enzymy patiici mezi exo-glykosidasy.
Tyto enzymy odstépuji koncovy glykosyl ze substratti jako je chitin, glykosfingolipidy a dalsi
glykobiopolymery. B-N-Acetylhexosaminidasy katalyzuji hydrolytické stépeni glykosidové
vazby B-vézanych substrati GIcNAc a GalNAc. V ramci lidského organismu jsou studovany
prevazné B-N-acetylhexosaminidasy Hex A a HexB, jejichz absence zpiisobuje vazné vrozené
poruchy metabolismu jako je Tay Sachs a Sandhoffova choroba. V poslednich letech byla
také prokdzdna spojitost P-N-acetylhexosaminidas se starnutim mozkovych bunék
a rozvojem Alzheimerovy choroby. Vyzkum B-N-acetylhexosaminidas by mohl napomoci

budouci 1€¢bé prave téchto onemocnéni [1; 2; 3].

Vtéto praci je analyzovana spojitost nukleotidové sekvence modelové
- N- acetylhexosaminidasy z Talaromyces flavus s typickou vlastnosti téchto enzymu
— schopnosti $t&pit dva substraty lisici se v poloze hydroxylu na C-4 (ekvatorialni hydroxyl
— GleNAc ¢i axidlni — GalNAc). Tato vlastnost byla zkoumana jednak expresi a studiem
vlastnosti enzymové varianty nesouci bodovou mutaci R2I8H navrzené na zakladé
molekularniho modelovani, jednak analyzou nukleotidové sekvence genl této

- N- acetylhexosaminidasy zmutovanych metodou fizené evoluce.

V ramci této prace byla mutantni B-N-acetylhexosaminidasa z Talaromyces flavus
R218H heterologné exprimovana v kvasince P. pastoris. Vytézek proteinu z 200 ml
kultiva¢niho média byl 1,6 mg u kolonie 4, 3,2 mg u kolonie 10 a 2,2 mg u kolonie 14. Rozdily
v produkci byly pravdépodobné zplsobeny poctem inzertovanych kopii plasmidu béhem
elektroporace. Celkové neni vytézek proteinu pfili§ vysoky, coZ je u mutantnich enzymi
Casty jev. U divokého kmene je mozné touto metodou purifikovat 47 mg proteinu z t€hoz
mnozstvi média [5]. Vzhledem k tomu, Ze pii kultivacich pozorujeme jisté rozdily v poméru
aktivit i u variant se stejnou primarni sekvenci [5], byly blize analyzovany tfi kolonie nesouci

tentyz gen.

Po produkci enzymu byly zkoumény hydrolyticke aktivity vii¢i obéma substratim
v zévislosti na podminkéch, jako je teplota nebo pH. Vybér kolonie k biochemické

charakterizaci probihal na zakladé¢ zmény poméru GalNAcasové/GlcNAcasové aktivity
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mutatni varianty R218H ve srovnani s divokym kmenem 7fHex. Pomér mezi aktivitami
puvodniho kmene byl 1,2 u mutantni varianty R218H-14 byl 1,92, pomér byl tedy zménén na
zakladée vnesené mutace o 60 % ve prospéch pNP-GalNAcasy, coz jsme predikovali i pomoci

molekularniho modelovani.

Stanovenim pH optima obou substratii bylo zjisténo, ze pH optimum pro oba
substraty je mezi pH 4 a 5,5, zaroven byla prokdzana aktivita v bazickém prostfedi pro
substrat pNP-GalNAc, coz je obecné pro p-N-acetylhexosaminidasy neobvyklé.
U pNP- GlcNAcasy zacala aktivita vyrazné klesat s pH 6 (viz Obr. 4 str. 48). Zda se tedy, zZe
jednotlivé aktivity enzymu nemaji zcela stejné vlastnosti a biochemické chovani. To se
potvrdilo 1 u stanoveni teplotniho optima — u GalNAcasy v 55 °C a GlcNAcasy v 45 °C.
K vyraznému poklesu hydrolytické aktivity doslo u teplot pod 25 °C a nad 70 °C. Odhad
kinetickych parametrii ukazuje u substratu pNP-GalNAc hodnoty Km = 2,1 mM, kcat = 6,6 57!,
coz je v porovnani s divokym kmenem 3 % vyS$$i hodnota K a 5,8 x nizs§i hodnota kcat. Je
tteba podotknout, Ze vnesend mutace pravdépodobné zpusobila nestabilitu enzymu — enzym
byl pfi 4 °C aktivni po dobu max. deseti dnii a pak zacala zvlasté¢ GalNAcasova aktivita

vyrazng klesat [5].

V druhé ¢asti prace byl optimalizovan pracovni postup ke zjisténi sekvenci gent
koédujicich mutantni varianty p-N-acetylhexosaminidasy 7fHex pfipravenych fizenou
evoluci, coz prozatim nebylo na glykosidasach nikdy studovano. Byla optimalizovéana
puvodni metoda izolace chromozomalni DNA z bun¢k P. pastoris a pomoci PCR doslo
k namnozeni genu koddujici B-N-acetylhexosaminidasu, ktery byl nasledné ligovan
do vektoru umoznujiciho expresi v E. coli. Gen byl pak namnoZen a zaslan ke komer¢ni

sekvenaci.

Kritickou c¢asti procesu byla izolace chromozomalni DNA, PCR a izolace
dostate¢ného mnozstvi plasmidové DNA (z E. coli) nutné k sekvenaci. V ramci izolace
chromozomalni DNA z bun¢k P. pastoris byly navrzeny dva postupy, adsorbéni spolu
s mechanickym postupem a enzymovy pomoci zymolyasy. Zadny proces sam o sobé nevedl
k ziskdni dostatecného mnozstvi DNA, respektive dostateCné kvalitni DNA. Vytézky
z jednotlivych izolaci se pohybovaly pouze okolo max. 4 pg, kdy 5 pg je hranicni mnozstvi

pro PCR reakci v celkovém objemu 25 pl. Proto byl navrzen alternativni postup, kdy
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ke klasické adsorbéni metodé byla pfidruZzena metoda enzymova. Pfed adsorpci na
silikatovou kolonku doslo k naruSeni stény bunék P. pastoris pomoci enzymu zymolyasy.

Tento postup se osveéd¢il, vedl k izolaci az 14 g chromozoméalni DNA.

Takto ziskand chromozomalni DNA byla podrobena PCR reakci pomoci dvou part
primert (viz kapitola 5.2), PCR reakce prob&hla po tprave reak¢nich podminek spocivajicich
piredevsim v teploté nasedani primert, bylo navrzeno 65,5 °C, coz povazujeme za optimalni
vzhledem k ispéSnosti probéhlych reakcei (4 z 5) a v mnozstvi DNA piidané do reakéni smési.
PCR reakce probehla tispésné u 4 vzorki; obecné se nedatilo navrhnout jednotny postup pro
vSechny vzorky, u kolonie 28 opakované reakce neprobéhla. Optimalizace konecné izolace
plasmidové DNA z E. coli spocivala v navrzeni kultivacnich podminek vhodnych pro rist
bun¢k a opakované eluci plasmidové DNA ze silikatové kolonky na konci izolace, piesto
u kolonie 38 nedoSlo opakované k izolaci dostate¢ného mnozstvi plasmidové DNA

k ptipravé vzorku na sekvenaci.

K sekvenaci byly odeslany tfi vzorky, z nichz dva (vzorky 33; 35) mély stejnou
nukleotidovovou sekvenci jako divoky kmen, a tudiz zména jejich poméru aktivit byla
v ramci prirozené variability, ¢i dalSich vlivil pfi expresi a skladani enzymu. U jedné kultury
(43) sekvenace prokazala ptfitomnost mutaci, konkrétné na 76. mist¢ aminokyselinové
sekvence byl tyrosin nahrazen alaninem a na 241. misté byl prolin nahrazen serinem. Tyto
mutace mohly zptisobit zménu v pomérech aktivit viic¢i obéma substratim. Vyznam téchto

mutaci bude déle analyzovan pomoci molekularniho modelovani.
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7 ZAVER

V teoretické Casti této prace byla provedena literarni reSerSe tykajici se charakterizace

a klasifikace glykosidas a vyuziti genetického inzenyrstvi k uprave vlastnosti enzymti.

V praktické casti byly ziskany tii kolonie B-N-acetylhexosaminidasy z Talaromyces
flavus nesouci bodovou mutaci R218H (7fHex R218H) odpovédnou za zménénou
substratovou specifitou ve prospéch GalNAcasy. Vytézek produkce se pohyboval od 1,6-3,2
mg proteinu na 200 ml kultiva¢niho média. Vytézky po purifikaci se pohybovaly okolo 70%.

Ve druhé casti prace jsme optimalizovali postup vedouci ke zjiSténi mutantnich
sekvenci genti TfHex pfipravenych fizenou evoluci, kterd prozatim nebyla uskute¢néna
u glykosidas. Sekvenace prokazala dvé bodové mutace u vzorku 43. Mutace byla zjisténa na
76. misté aminokyselinové sekvence, kde tyrosin byl nahrazen alaninem, a na 241. misté, kde
byl prolin nahrazen serinem. V ramci dal§iho vyzkumu lze vyuzit poznatki ziskanych v této

praci a vyznam mutaci bude analyzovan pomoci molekularniho modelovani.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

GlcNAc N-Acetyl-D-glukosamin

GalNAc N-Acetyl-D-galaktosamin

PNP- GIcNAc p-Nitrofenyl-2-acetamido-2-deoxy-f-D-glukopyranosid
pNP-GalNAc p-Nitrofenyl-2-acetamido-2-deoxy-p-D-galaktopyranosid

NGT Thiazolin odvozeny od N-acetylglukosaminu
AoHex B-N-Acetylhexosaminidasa z Aspergillus oryzae
TfHex B-N-Acetylhexosaminidasa z Talaromyces flavus
HexA B-N-Acetylhexosaminidasa A

HexB B-N-Acetylhexosaminidasa B

CAT Katalasa

AOX Alkoholoxidasa

FMD Formaldehyddehydrogenasa

DHAS Dihydroxyacetonsynthasa

GMO Geneticky modifikovany organismus

IPTG Isopropyl-p-D-thiogalaktopyranosid

DNA Deoxyribonukleova kyselina

LB Luria-Berthani medium

SOC Super optimal broth medium

YPD Yeast extract-peptone-dextrose, médium
HEPES N-2-Hydroxyethylpiperazin-N'-2-ethansulfonova kyselina
DTT Dithiothreitol

TAE Pufr tris-acetat-EDTA

BSA Hovézi sérovy albumin

dNTPs Deoxyribonukleotidy

PCR Polymerasova fetézova reakce

SDS — page Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu s dodecylsulfatem sodnym

TEMED Tetramethylenethylendiamin
LMW Low molecular weight

uv Ultraviolet

ABS Absorbance

AKT Aktivita
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Hz
kDa

Hertz
KiloDalton
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12 SEZNAM PRILOH

Piiloha 1 - Nukleotidova sekvence vektoru obsahujici gen kédujici p-/V-
acetylhexosaminidasu 7fHex R2I8H. Zlut¢ vyznaena mutace na pozici 218, kde byl
arginin (CGA) zaménén za histidin (CAC)

gaattcGTGGCCGTCAACCCTCTCCCCGCACCGCGGTCGATCACCTGGGGCACCTCAGGTCCCATCTCCGTGC
CACACAACGTGGATGTCAAACTGCCCAAGAACGCGATTATCAACGACGCCTGGGAACGCGCCTGGACGAG
CATCAAGCAGTTGAGATGGGTGCCTCAGGCCACCGAGGCCCCCATCTCGTCGTACGAACCCTTTCCGACCGT
CGCGCCGACATCTGCGTCCACTGCCTCCTCTACGCCCTTACCGTCGTCTTCGGCAGCTGCTGTTGCGGCCAG
GAGCCAGAAGCGTGGCCATCAGAAGGGCAGCCATGAGAAACGCGGCCATTCACAGTCAACCCTTAGAACC
GTCACGGTTACAGTCTCCGACCTCAATGCGGATCTACAAGCTGAAGTCGACGAGTCGTATACCCTTGTCCTC
GACTCCGGTTCGTCCACACTCGCGATCACCGCCAACACCACCTGGGGTGCTTTGCACGCATTTACGACTTTG
CAGCAACTCGTGATTTATCAGGACAACAGCTTAATAATTGAGCAGCCCGTTCACATCGAGGATTCGCCTCTG
TACCCCTGGCGCGGCGTCATGATTGACACGGGCCACAACTTTATTACTGTCCCCAAAATCAAGGAACAGATT
GATGGAATGGCGTTGTCGAAACTCAACATCTTGCATTGGCATTTGGATGATTCGCAGTCTTGGCCGGTGCAT
ATGGATACATACCCTCAGATGACGAATGATGCGTATTCGCCGTGGCAGACGTATTCGCATGAGGATATTAA
GGATATTATTGAATATGCGCGTGCGCGCGCTGTGCGTGTTGTGCCTGAAGTTGATATGCCCGGTCATTCGG
CTGCGGGTTGGCAGCAGGTTGATCCTAGTATTGTCGCGTGTGCTCATTCTTGGTGGTCGAATGATAACTGGC
CTTACCATACTGCCGTTGAGCCTACCCCCGGTCAACTCGACCCGCTCAACAACAAGACGTATGGAGTCGTTG
AGAAGGTGTACAATGAGCTTTCGGGCATTTTCACAGATGACTTTTTCCATGTTGGTGGTGATGAATTGCAGA
CTGGTTGCTACAACTTTAGTACCTACGTGAGCGATTACCTTGCTGCCGACCCGAGCCGCACATACAACGACG
TCACGCAGTACTGGGTTGACCATGCATTCCCTATCTTCAAGAAGATCCAAAACCGTAAACTCGTCATCTGGG
AGGATCTCATCATCAACAATCCCCACGCACCCAACGTGTCAACAGAAAACCTACTCGTCCAATCCTGGAACA
ACGGTCTCACCAACATCAACAACCTCACCAATTTGGGCTACGACGTCCTCGTCTCTTCTTCAGACTTTATGTA
CCTCGACTGCGGCTACGGAGGCTTCGTCACCAACGACCCCCGATACGACGTAATGGTCAACCCAGACGCCG
TCGACGGCCTGGCAAACTTCAACTGGGGCGGAAACGGCGGTAGTTGGTGCGCACCCTACAAGACCTGGCA
ACGCATCTACGACTACGATTTTACGACCAACTTGACCGACGCGCAAGCCGCGCATGTTAAAGGTGCTGTTGC
GCCGTTGTGGTCTGAGCAGGTCGACGATACCGCGATTTCGGGTAAGATGTGGCCTCGTGCTGCCGCGCTTG
CGGAGTTGGTGTGGTCGGGAAACAAAGATCCCAAGACCGGGGATAAGAGGACGACGTATATGACGCAGC
GAATTTTGAATTTTAGAGAGTATTTGGTTGCGAATGGTGTGCAGGCTGCGCCGTTGGTGCCCAAGTATTGCT
TGCAGCATCCTCATTCTTGCGATTTGTACTATGATCAGACTGCGGTTGTTTGAggtacc
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