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CIiLE PRACE

Teoreticka a prakticka cast
1) Literarni reSersi na téma vyskytu a funkce PPO u rostlin.
2) Klonovani PPO1 genu hrachu do expresniho vektoru.

3) Heterologni exprese PPO1 proteinu, biochemicka charakterizace PPO proteinu.



1 UVOD

Hrach sety (Pisum sativum L.) patii mezi luSténiny, které tvoii téméf téetinu svétové
produkce kulturnich plodin (Graham a Vance, 2003). Slouzi pfedevsim jako krmivo pro
zvitata a potrava pro lidi. Z poloviny jej tvoti skrob, velké zastoupeni maji také bilkoviny
a vlaknina, naproti tomu ale obsahuje nizké mnozstvi tukti (Bastianelli et al., 2010). Bylo
(Rungruangmaitree a Jiraungkoorskul, 2017). Hrach pochazi z oblasti HabeSe (dne$ni
Etiopie a Eritrea) a Afganistanu odkud se dostal diky kolonizaci do oblasti Stfedozemniho
moie a dal do Evropy a Asie (R. Cousin, 1997). Tato lusténina slouzila Gregoru Johannu
Mendelovi jako modelovy organismus k objeveni zdkont dé&dicnosti a chovani
studovanych 7 gent tak dalo zaklad klasické genetice (Smykal et al., 2012).

Plané a kulturni druhy hrachu se od sebe lisi pfedev§im v morfologickych znacich.
Plané druhy jsou vysoké, maji malé lusky, fialové kvéty a rizné barevné osemeni. P.
sativum je letnicka doristajici 2-3 m. Lusky jsou dlouhé 2,5-10 cm obsahujici zelené
kulaté plody s hladkym povrchem (Pavek, 2012).

Semena hrachu musi byt schopna pfezit v pudé i pies vliv biotického 1 abiotického
stresu. V semenech byla tedy vyvinuta obrana i na chemické urovni souvisejici se
zvysenou hladinou flavonoidi, které jsou oxidovany 1,2-benzendiol:O> oxidoreduktasou
(polyfenoloxidasa, PPO, EC 1.10.3.1) (Fuerst et al., 2011). U kulturniho genotypu hrachu
je exprese PPO oproti planému genotypu snizena. Zaroven bylo zjisténo, ze delece v PPO
genu souvisi se ztratou pigmentu v oblasti hila coz byl vyznamny znak pii domestikaci

hrachu pravdépodobné z diivodu chuti ¢i vzhledu (Balarynova et al., 2022).



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Polyfenoloxidasa (PPO)

PPO je enzym fadici se do tfidy oxidoreduktas vyskytujici se pfedev§im v rostlinach a
houbach (Yoruk a Marshall, 2003), ale i v bakteriich, bezobratlych a obratlovcich, véetné
cloveéka. Geny kodujici PPO vsak nebyly nalezeny v zelenych tasach (Chlamydomonas
reinhardtii, Micromonas pusilla, Ostreococcus lucimarinus, Ostreococcus tauri, Volvox
carteri) a nevyskytuji se v né€kterych vysSich rostlinach jako je napiiklad modelovy
organismus husenic¢ek rolni (Arabidopsis thaliana) (Tran et al., 2012). Bud’ to mize
znamenat, ze je PPO postradatelna pro primarni metabolismus, nebo je neptitomnost PPO
kompenzovana jinymi oxida¢nimi enzymy jako je benzendiol:O2 oxidoreduktasa (lakasa,
LAC, EC 1.10.3.2), pro niz ma huseni¢ek 17 gend (Tran et al., 2012). Vyskyt v buiice se
muze napfi¢ rostlinnymi druhy liSit. MiZze byt vazana na membranu bunécné stény,
v mikrosomech, nebo voln¢ v cytoplasmé. V plodu jablka byla nalezena v membrané
chloroplasti a v mitochondriich (Barrett et al, 1991; Mayer a Harel, 1979). Béhem
procesu zrani jablka, se PPO c¢astéji vyskytuji volné v cytoplasmé nebo ve formé
membranové nevazaného proteinu (Harel et al., 1964).

Pod pojem PPO byva zafazeno vice enzymu jako jsou: L-tyrosin,L-dopa:O-
oxidoreduktasa (tyrosinasa, TYR, EC 1.14.18.1) nachazejici se v lumenu thylakoidu,
apoplasticka LAC a 1,2-benzendiol: O, oxidoreduktasa (katecholoxidasa, CAT, EC
1.10.3.1), ktera je jak v lumenu thylakoidu tak i v Golgiho aparatu (Obr. 1) (Tran et al.,
2012). Vsechno to jsou ve vod¢ rozpustné metaloenzymy. Hlavni aloha PPO je katalyza
spocivajici v pfenosu vodikovych atoml ze substratu (fenoltl) na molekularni kyslik

(akceptor elektronil) za uvolnéni vody.
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Obr. 1 Proteinové 3D struktury enzymu obsahujicich jako kofaktor méd’. A: Proteinova struktura
lakasy izolované z kukutice SloZena ze tii domén. Zluté jsou zobrazeny disulfidické vazby. Ctyfi
atomy mé&di jsou zobrazeny jako hnédé body. TNC oznacuje aktivni misto se tfemi atomy kovu a
T1 sjednim. B: Proteinova struktura CAT z povijnice batatové obsahujici dva atomy médi. C:
Proteinova struktura aktivni formy TYR z ofesdku vlasského se stejnym poctem médi jako CAT
(Ptevzato a upraveno podle Mydy et al., 2021).

Velmi podobny enzym k PPO je tetramer — tyrosinasa - ptenasejici 2 elektrony a
obsahujici dva atomy médi. Tyrosinasa vsak katalyzuje i oxidaci monofenoli za vzniku
o-difenolti a jeji inhibice vede u ¢loveka k absenci melaninu v téle a onemocnéni
albinismu. Melanin je dulezitym pigmentem, ktery se vyskytuje v kizi a ve vlasech.
Poskytuje ptedev§im ochranu pied slune¢nim zatrenim.

Lakasa se spolu s katecholoxidasou a donor:H.O> oxidoreduktasou (peroxidasa, POX,
EC 1.11.1.7) podili na oxidaci flavonoidu (Obr. 2). Obsahuje ¢tyfi atomy médi a prenasi
1 elektron. Od PPO se LAC odlisuje schopnosti katalyzovat také p-difenoly (Obr. 3).
Flavonoidy jsou hlavni sekundarni metabolity rostlin, které rostliné pomahaji pfedevsim
v ochrané pied vnéjSimi biotickymi i abiotickymi vlivy (Pourcel et al., 2007). Hraji
dilezitou roli v lidském zdravi, protoze umoziuji pfedejit degenerativnim onemocnénim

spojenym s oxida¢nim stresem (Santos-Buelga a Scalbert, 2000).
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(2007).

SN



2.1.1 SlozZeni a struktura PPO

M¢d’ je dalezitym enzymovym kofaktorem tcastnici se aerobniho metabolismu rostlin.
Rostlinné genomy obsahuji vice nez 70 gend kdodujicich metaloenzymy obsahujicich
tento stopovy prvek (Mydy et al., 2021). Metabolismus zavisly na metaloenzymech byl
evoluéné vyvinut v zavislosti na mnozstvi kysliku v atmosféfe a to tak, ze plivodné
enzymy obsahovaly hlavné kov Zeleza a az s vétsi dostupnosti kysliku v atmosféte zacaly
vyuzivat jako hlavni kofaktor méd’. To je také divod, pro€ i dnes v ne€kterych ptipadech
existuje vice alternativnich cest, které vyuzivaji jiny typ kovu v zavislosti na podminkéch
a jeho dostupnosti (Bertini et al., 1994). Mezi metaloenzymy tohoto typu se kromé¢ PPO
fadi také naptiklad askorbatoxidasa (EC 1.10.3.3), cytochrom c oxidasa (EC 1.9.3.1) nebo
aminooxidasa (EC 1.4.3.2) (Mydy et al., 2021). Méd’ se G¢astni reakci, ve kterych dochazi
k transportu elektront. Ve fyziologickych podminkach mé oxidaéni ¢islo +1, nebo se
vyskytuje jako rozpustnd forma s oxidacnim ¢islem +II. Jeji pfitomnost se uplatiiuje
hlavné proto, Ze redoxni potencial pro Cu(II)/Cu(I) je v rozmezi od 0,0 eV do 0,8 eV a
muze tak dojit k redukci molekularniho kysliku v reakci vystupujiciho jako oxidaéni
¢inidlo (Kaim a Rall, 1996).

Prvni, kdo popsal strukturu, funkci a dilezitost méd’natych iontt ve struktuie PPO byl
Mason (1956). Enzym PPO u vétsiny dosud studovanych rostlin obsahuje tfi
konzervované domény (N-terminalni ¢cTP — chloroplast transitni peptid, CUA a CuB),
kazdou se tfemi histidinovymi residui, které koordinuji ionty médi, zptistupnuji aktivacni
misto a diky tomu mize dojit k interakci s kyslikem a substraty (Steffens et al., 1994)
(Obr. 4). CuA doména je variabilngjsi a diky tomu je schopna ovliviiovat vybér substratu
(Tran et al., 2012). V CuB doméné se vyskytuje tzv. tyrosinovy motiv (dva tyrosiny),
ktery je velmi konzervovany. Jeden ztyrosini muze byt nahrazen fenylalaninem
(Marusek et al., 2006). Prvni tyrosin se Gcastni interakce s argininem na N-konci (také
vysoce konzervovany) a je pravdépodobné dulezity pro integritu této domény.
Tyrosinovy motiv indikuje konec N-termindlni domény. cTP je typickd vysokym
obsahem serinovych residui. V jeji blizkosti se nachazi doména pro transfer PPO proteinu
do tylakoidi (TTD) a misto s alaninem pro proteolytické $tépeni. C-terminalni ¢ast
proteinu je slozena ze dvou ¢asti (DWL obsahujici 50 aminokyselin a KFDV s 140-150

aminokyselinami) jejichz pfesny vyznam neni dostate¢né prozkouman, ale jsou v pfimém



kontaktu s aktivnim mistem a jejich postranni Fetézce zamezuji pfistupu substratu do

aktivniho mista (Marusek et al., 2006).
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Obr. 4 Znazornéni domén PPO genu. Zelené N-terminalni transitni peptid, ktery je po transportu
do lumen thylakoidu proteolyticky odstépen na rozhrani s Sedou ¢asti obsahujici alaninovy motiv.
Domény CuA a CuB s histidinovymi zbytky jsou zobrazeny modife a C-terminalni ¢ast Sedé.
Pfevzato a upraveno podle Tran et al. (2012).



2.1.2 Funkce PPO

PPO se pravdépodobné t¢astni obranného metabolismu rostlin, metabolismu reaktivnich
forem kysliku, podili se na biosyntéze latek potfebnych pro ochranu a na zesitovani
extracelularnich matrix (Almagro et al., 2009). Zodpovida také za zménu barvy
rostlinnych pletiv Vv diisledku mechanického poskozeni a tim paddem 1 za ztraty
vypéstovanych plodin, které jsou nasledné povazovany za méné kvalitni. Se vznikem
tmavého zabarveni v osemeni je spojena oxidace flavonolid a kondenzovanych tanindg,
které jsou jednémi z mnoha substrati PPO (Obr. 5) (Marles et al., 2008). PPO se tc¢astni
I sklerotizace télniho povrchu u hmyzu (Gillespie et al., 1997). Svou funkci hraje PPO
také pii biosyntéze pigmentu auronu v kvétech, betalainu, ligninu, ve fenylpropanoidové
draze, metabolismu tyrosinu a zvy$ena exprese enzymu je indukovana béhem stresového
pusobeni napft. stresu ze sucha. Ten vede k degradaci chlorofylu nebo bunééné smrti.
Také diky PPO nedochazi k fotoinhibici neboli nadmérnému posSkozeni rostliny vlivem
nadbytku sluneéniho zateni (Thipyapong et al., 2007). PPO je pravdépodobné potiebna
pii Mehlerove reakci, kterd je aktivovana stresem ze sucha (Strizh 2008). Jedna se o
reakci jejimz vysledkem je pohlceni piebytecnych elektrontl pii fotosyntéze a sniZzuje se
asimilace uhliku. V posledni ¢asti linearniho transportu elektronti pfechazeji elektrony
z ferredoxinu na kyslik misto NADP*. Pokud je tato hypotéza o dilezitosti PPO pfi

Mehlerové reakci spravna, potvrzovala by teorii, Ze zvySena aktivita PPO podporuje

Oxidace flavonoidd m_-“lro.nm_entalm

oxidace pomoci l neenzymatickd Obrana proti patogenim a

toleranci vuci stresu.

enzymi reakce predatoriim
‘ Hnédnuti Obrana proti abiotickému
> «x F stresu
2 .
/ g Alopatic 1
¢/ o .
3
Pi R

Y dievo
osemeni "

,;'f =
3k Q)

- produkce antibiotickych chinond
- odstranéni volnych radikalda

- zpevnéni nebo zvyseni
nepropustnosti

kofeny

Obr. 5 Hnédé zabarveni tkani v dasledku oxidace flavonoidd LAC, CAT a POX. Produkce
chinonii, volnych radikalti a snizend propustnost membran jsou faktory spojené s bojem proti
patogentiim ¢i abiotickému stresu. Pievzato a upraveno dle Pourcel et al. (2007).
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Semena rostlin jsou vyhledavanym zdrojem potravy, jelikoz obsahuji velké mnoZstvi
zivin. Tyto vSak lékaji také skiidce. Proto je dilezité, aby byla semena chranéna pted
bylozravei a hmyzem. Detailni uc¢inek tohoto zptisobu ochrany ptisobenim PPO neni
dosud podrobné popsan (Mishra a Gautam, 2016), vi se ale, Ze jako substrat pro ochranu
rostliny pied bylozravci slouzi podle Haruta et al. (2001) katechol vznikly z fenolickych
glykosidi.

2.1.2.1 PPO v kosmetickém a potravinarském pramyslu
Pozornost této skupiné enzymd je vénovana v kosmetickém a potravinaiském pramyslu,
jelikoz hnédnuti potravin neni zadouci. Je tedy snaha o jeho inhibici a ptfipadné vyuziti
rostlin s potlacenou expresi PPO. ProtoZe se ale tento enzym rovnéz podili na ochrané
pted patogeny, bylo by dobré omezit jeho aktivitu pouze na n¢které organy. Inhibice PPO
Vv cukrové titiné by mohla snizit naklady na vyrobu cukru (konkrétné snizeni nakladt pfti
rafinaci, potfebnou pro typicky bilou barvu cukru) (Vickers et al., 2005). Hnédnuti
osemeni a snizeni poskliziiové zivotnosti bylo také studovano u bobovitych rostlin
(vyhonky fazolu), kdy se ukazalo, Ze oSetfeni kyselinou askorbovou zlepSuje kvalitu
(Sikora a Swieca, 2018). Hnédnuti je naopak Zadouci proces pii vyrobé erného &aje,
kavy a kakaa, protoZze vzniklé produkty enzymatického hnédnuti doddvaji témto
potravindm potiebné aroma a chut’ (Yoruk a Marhall, 2003). Intenzita zabarveni zalezi
na typu substratu (zluté katecholy zptisobuji intenzivnéj$i hnédou nez ostatni fenoly), na
pH a dalSich faktorech prostiedi (Lee a Jaworski, 1988).

Bylo prokézéano, Zze dlouhodobd konzumace polyfenoll slouzi jako ochrana proti
rakoving, cukrovce a neurodegenerativnim a kardiovaskuldrnim onemocnéni (Arts a
Hollman, 2005). Proto by bylo idealni mit v potravinach vysoky obsah fenoli ale zaroven

nizké koncentrace PPO, aby byla zachovana kvalita potravin.

2.1.2.2 Uloha PPO v obranném systému rostlin

Semena maji n¢kolik druhti obrannych systému. Piedevsim jde o ochranu na fyzikalni a
chemické trovni. Primarni ochranou je bariéra na povrchu semene, ktera je nepropustna
pro patogeny. Reakci PPO vznikaji polyfenolické latky podléhajici zesitovani a tvofi se
tak fyzikalni bariéra proti patogenim. Jistou formou ochrany je také schopnost rostliny

vykli¢it za co nejkratsi ¢as (Constabel a Barbehenn, 2008). Mezi chemickou ochranu se



fadi endogenni chemické ochrana, ochrana zaloZena na pfitomnosti metabolitii, naptiklad
taninu a fenoli nachazejicich se v osemeni (Dalling et al., 2010).

Bylo prokazano, ze pfitomnost patogenu indukuje expresi PPO v osemeni (Jerkovic et
al., 2010). Takto se chrani semena predevsim ve fazi dormance, ktera je nezbytnou
vlastnosti pro pfeZiti za neptiznivych podminek. Procesu se ucastni i dal§i enzymy: POX,
chitinasa (EC 3.2.1.14) a protease rezistentni oxalatoxidasa (EC 1.2.3.4) (Rani et al.,
2001). Exprese POX je indukovana poranénim i pfitomnosti patogenu, zatimco exprese
oxalatoxidasy je indukovana pouze piitomnosti biotrofniho parazita (Dumas et al., 1995).
Rostliné tento obranny mechanismus zfejmé pomaha zamezit mikrobidlnimu rozkladu
semen.

Aktivace PPO je indukovana biotickym (hmyz, poranéni) i abiotickym stresem (sucho,
zvysena koncentrace soli). Na rostlinu mize souc¢asné pusobit n¢kolik stresovych faktort
najednou, proto je dulezita vysoka flexibilita obrannych schopnosti. Pro takto naro¢nou
ulohu musi byt PPO stabilni a v neposledni fad¢ by se meéla uvoliovat pomalu a
nepietrzité. Jeji indukce spociva v interakci semene a patogena (Constabel a Barbehenn,
1998). Interakce je dvojiho typu. Bud’to se jedna o nekompatibilni interakci vedouci
k rezistenci nebo o kompatibilni interakci, kterd vede k onemocnéni. V ptipad¢ hrachu
setého se mezi vyznamné choroby fadi bila hniloba (Sclerotinia sclerotiorum), plisen
hrachu (Peronospora pisi), rzivost hrachu (Uromyces pisi) a fuzariézy hrachu (Fusarium
Sp.) zpusobujici jeho vadnuti, usychani a tvorbu nekr6z. Odolnost k témto chorobam je
kontrolovana geneticky pomoci gent rezistence, diky ¢emuz vznikd rezistence
Kk patogenu, ktery obsahuje gen avirulence. Rezistence muze vzniknout na zakladé
produkce specifické latky avirulentnim genem patogenu nebo diky elicitortim aktivujicim
obranné reakce (Zhao et al., 2005; Garcia-Brugger et al., 2006). Dulezitost PPO
v rezistenci potvrdili Thipyapong et al. (2007), ktefi pfipravili transgenni rostliny se
snizenou aktivitou PPO (o 40 % az k nule). Vysledkem bylo, Ze rostliny se sniZenou
hladinou PPO a nedetekovatelnym mnozstvim mRNA byly na patogen Pseudomonas
syringae pii kompatibilnich i nekompatibilnich interakcich vyrazné citlivéjsi nez

kontrolni rostliny s normalni hladinou PPO.

2.1.3 Signalni draha interakce semeno-patogen
Obranna reakce rostliny mtize byt bud’ pasivni, nebo miize vyZadovat syntézu proteint

de novo, pak se jedna o aktivni obrannou reakci. Takova draha aktivovana patogenem je
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pak regulovéana systémem signalnich drah, kterych se ucastni molekuly jako kyselina
salicylova, jasmonova a etylen (Almagro et al., 2008). Cilem rostliny je zpevnéni bunééné
stény, lignifikace, produkce antimikrobialnich fytoalexinti a oxidativni vzplanuti (tvorba
reaktivnich forem kysliku a dusiku) k cilenému usmrceni patogent.

Signalni draha po napadeni organismu je u rostlin a zivo¢icht velmi podobna. Lisi se
Vv zavislosti na typu patogena (Ton et al., 2002). Systémova exprese proteinti spojenych
s patogenezi (PPO, POX) je indukovana endogennimi riistovymi 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). Nekrotrofni organismy spousti reakce, ve kterych vystupuje etylen a
kyselina jasmonova (Lecourieux-Ouaked et al., 2000) a naopak Kyselina salicylova je
pfitomna v draze aktivované biotrofnimi patogeny (Thomma et al., 2001). PPO je
syntetizovana Vv cytoplasmé, stabilizovana chaperony a mize byt nasledné translokovana
do thylakoidni membrany (Yalovsky et al., 1992). Podle Fuersta et al. (2014) je latentni
PPO na povrchu obilky planého ovsa aktivovana a solubilizovana proteolytickym
Stépenim na C-konci (Obr. 6). Tuto domnénku potvrdili pomoci frakcionace proteint,
Western blotu a peptidového sekvenovani.

& —

Signalizace

Latentni PPO
Melanin
A/ T

Polymerizace

Vioéjii podnét

Povreh semene

Protealytické Aktivovana
Stépent PPO

\Juhﬂrﬁt,\' PPO o-chinon /
(fenoly) 0 o
\ A
C-terminalui
konee

Obr. 6 Mechanismus aktivace latentni PPO pomoci proteolytického $tépeni na povrchu obilky
planého ovsa (Avena sativa). Aktivovana PPO reaguje s fenoly za vzniku antimikrobialnich o-
chinon, které polymerizuji mimo jiné na melanin. Pfevzato a upraveno podle Fuerst et al. (2014).
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Také PPO rajcete je proteolyticky Stépena. Tato PPO ma velikost 67 kDa, po
transportu do stromatu je Stépena stromalnimi peptidasami na velikost 62 kDa,
transportovana do lumenu, kde je Sté€pena na velikost 59 kDa do finalni podoby (van
Gelder et al., 1997).

Aktivaci PPO dojde ke vzniku o-chinont a reaktivnich forem kysliku. Ty zptsobuji
piimé oxidativni poskozeni, kovalentni modifikace buné¢nych aminokyselin a proteint,
polymerizaci fenoli, jsou toxické pro mikroby a v neposledni fad€ naruSuji absorpci zivin
ve stfevech hmyzu. PPO redukuje nemoc zplisobenou patogenem a/nebo vznika také
imunita proti tomuto patogenu. Pisobenim PPO na hmyz dojde k jeho smrti ¢i minimalné
inhibici rastu larev. Tato inhibice spoc¢iva v oxidaci kyseliny chlorogenové (katalyza
PPO), ktera zpusobi snizeni hladin volnych NH2 skupin a v koneéném dusledku

znehodnoceni proteini a snizeni nutri¢nich hodnot potravin (Thipyapong et al., 2007).

2.1.4 Katalyza PPO

Subcelularni lokalizace PPO ma vliv na fungovani PPO (Mayer a Harel, 1979). Pusobeni
PPO pfti poranéni/poSkozeni buniky spoc¢iva v tom, Ze enzym je sekretovan jako neaktivni
forma a je ulozen v thylakoidni membrané chloroplastii a vezikulech s nezelenymi
plastidy, zatimco jeho substraty (mono a difenoly) jsou lokalizovany v jinych ¢astech
bunky (vakuola). Pti poskozeni bunky (naptiklad pfi predaci zivocichy) dojde ke smiseni
enzymu s jeho substratem za piitomnosti kysliku. Enzym je tak aktivovan a prob&hne
reakce, jejimz vysledkem je hnédé zabarveni casti rostliny. S tim souvisi zména
nutricnich a organoleptickych vlastnosti, které¢ jsou dusledkem interakce chinonti
S postrannimi fetézci aminokyselin, pfedevsim s thiolovou a amino skupinou (Mathew a
Parpia 1971, Matheis a Whitaker, 1984). PPO katalyzuje dv¢ reakce: o-hydroxylaci
monofenold a Castéji oxidaci difenolti za vzniku 0-chinonu (Obr. 7) (Mayer a Harel,
1979).

pH a teplotni optimum PPO se napfi¢ studovanymi rostlinnymi druhy 1isi a pohybuje
se od pH 4,00 (pro fazol polni) do pH 8,00 (Spenat) a od 20 °C do 45 °C (Yoruk a
Marshall, 2003). Siroké spektrum substratii ¢ini PPO flexibilni. Nejéast&j§imi substraty
jsou katechol a flavonoly. K hydroxylaci a dehydrogenaci fenold pro vznik barevnych
sloucenin vyzaduje PPO kyslik, ktery se vaze mezi atomy médi v aktivnhim centru
enzymu. Katalyza PPO spociva tedy Vv jeji schopnosti pfenést jeden atom kysliku na

monofenoly a redukovat druhy za vzniku vody. P#i tvorbé o0-chinond se redukuji dva
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atomy kysliku na vodu. O-chinony mohou reagovat s jinym fenolem a vznikaji tak dimery
puvodnich fenolt, jejichz reoxidace vede k oligomerim se zcela odlisnou barvou i
vlastnostmi (Obr. 8) (Singleton 1987).

-—O PPO ’O PPO

monofenol o-difenol o-chinon

Obr. 7 Katalyticka reakce PPO. Prvni typ reakce vyuzivajici PPO je hydroxylace monofenol na
o-difenoly. Druhou reakci je dalsi oxidace o-difenolti 0-chinony. Reakce produkujici o-chinony
je pro PPO castéjsi.
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Obr. 8 Reakce o-chinonu s fenoly (katalyza PPO, pfitomnost kysliku a vznik vody) za vzniku
dimert a polymerd, které maji hnédé zabarveni.

Chinony jsou silnymi elektrofily schopny alkylovat nukleofilni skupiny a jejich
schopnost podléhat polymeraci je dilezita pii reakcich vyzadujici rychlé zesiténi jako je
napiiklad koagulace latexu u pampelisky (Wahler et al., 2009). Zaroven jejich
polymerace a degradace ovliviluje hnédnuti.

Velka pozornost je vénovana tvorbé melaninu u ¢lovéka. Pigmentace kize totiz
piedstavuje hlavné spolecensky problém. Tato pigmentace je zptisobena tim, ze polymery
5,6-dihydroxyindol (DHI) a 5,6-dihydroxyindol-2-karboxylova kyselina (DHICA) davaji
vzniku eumelaninu s typickym tmaveé hnédym zabarvenim. Feomelanin z DOPAchinonu
zpusobuje rezavou barvu. (Obr. 9). O-chinony se mohou kovalentn¢ adovat
k nukleofilnim latkdim v buiice a také mohou byt neenzymaticky dismutovany na
semichinonovy radikal. Ten redukuje kyslik za vzniku superoxidového anion-radikalu,
z n¢j pak vznikaji reaktivni formy kysliku (Steffens et al., 1994). Kromé redukce kysliku

muze opét dojit k adici na dalsi latky.
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Obr. 9 Melanogeneze. Biosyntéza melaninu katalyzovana enzymem PPO. Substratem reakce je
tyrosin a kyslik. Kritickym krokem probihajicim pomalu je pfeména tyrosinu na prekursor 3,4-
dihydroxydenylalanin (DOPA). Pomalymi reakcemi je i pfeména DOPA-chromu na DHI a
indol-5,6-chinonu na melanin. Upraveno podle Lerner a Fitzpatrick (1953).

V ochrané¢ pied oxidativnim stresem se kromé PPO objevuji také dal§i dva
metaloenzymy peroxid tvofici oxalatoxidasa a POX odstranujici peroxid vodiku (Fuerst
et al., 2014). Ten pusobi sam o sob¢ antimikrobialné a zaroven muze hrat roli v signalni
draze, jelikoz ptsobi jako induktor genti s obrannymi vlastnostmi. Katalyticka funkce
dalsich PPO jako L-tyrosin,L-dopa:O. oxidoreduktasy (kresolasa, TYR, EC 1.14.18.1),
TYR a L-tyrosin,L-dopa:O- oxidoreduktasy (monofenoloxidasa, EC 1.14.18.1) spociva v
hydroxylaci monofenold na difenoly do polohy ortho. CAT vystupuje
v dehydrogenacnich reakcich 0-dihydroxyfenoli na o-chinony (Obr. 10) (Thipyapong et
al., 2007).

OH OH O
OH 0
+ 12 0,, kresolasa + 120, katecholasa
) y kitee
H,0
R R R
monofenol o-difenol o-chinon

Obr. 10 Hydroxylace monofenoli v pfitomnosti kresolasy za vzniku o-difenold, které jsou
dehydrogenovany CAT na o-chinony za vzniku vody. V obou reakcich vystupuje kyslik.
14



2.2 Genomicka organizace PPO genii a genova exprese

Klastrovani PPO genii je dikazem toho, ze béhem evoluce doslo ke genové duplikaci.
PPO je obvykle kédovana multigenovymi rodinami a jedna se o vysoce konzervované
geny (Steffens et al., 1994). Stejné sekvence genu PPO obsahuji vSechny druhy celedi
lilkovitych a jinou sekvenci obsahuji druhy celedi razovitych. Geny kodujici PPO byly
studovany u jablong, fazolu, ananasu, batatu, vinné révy, merunky, avokadu, salatu a
dalsich (Bucheli et al., 1996). U rajcete je na jednom lokusu na chromosomu 8 sedm genti
kodujicich PPO, u bramboru je jich pét a u tetraploidni sdji jich je 11 (Thipyapong et al.,
1997). PPO geny V tetraploidni sdji jsou ze ¥ duplicitni a jsou uspofadany linearné za
sebou (jako tandemové repetice). Takovato variabilita se nevyskytuje u zadného jiného
oxida¢niho enzymu, coz naznacuje dilezitost PPO.

Rozdilny je i vyskyt enzymu v rostlin€. Zatimco u jablka je PPO enzym soustfedén
kolem semeniku, v hrusce je rozlozen v celém oplodi (Nishimura et al., 2003).

Kazdy PPO gen vykazuje rozdilnou miru exprese. Kupfikladu pii nadmérném
pusobeni UV zafeni se aktivita PPO snizi, aby nedochazelo k jesté vétSimu oxidativnimu
stresu (Balakumar et al., 1997). Nejvyssi exprese PPO byva obvykle v mladych pletivech
jako jsou kvéty nebo listy a v oblastech s délicimi se bunkami, které jsou nachylné na
poskozeni (Cary et al., 1992). Za nedostatku vody je nejvyssi exprese ve starsich listech
a Vv abscisni zon¢ (prokazano u rajcete a kokosové palmy), aby byla podpoiena bunécna
smrt a nedochazelo tak k dalsim ztratam vody (Thipyapong et al., 2004). Naproti tomu
existuji rostliny, které maji béhem ristu stabilni hladinu vSech genti PPO, ktera je obvykle

Vv latentni formé& (Dry a Robinson, 1994).

2.2.1 Regulace exprese na transkrip¢ni a transla¢ni drovni

PPO ma v riiznych rostlinach, ¢astech rostlin 1 stadiich ristu rostliny rozdilnou aktivitu.
Vytvofeny enzym mitize byt aktivovany konformacnimi zménami, disociaci komplexu
inhibitor navazanych na enzym nebo proteolyzou. Mezi posttranslaéni modifikace PPO
patii modifikace postrannich fetézcli aminokyselin jako je fosforylace fosfotransferasami
(EC 2.7), glykosylace a myristoylace (Jukanti, 2017). N-glykosylace asparaginovych
postrannich fetézcli a O-glykosylace serinovych a threoninovych postrannich fetézct
hraji dilezitou roli ve funkci bunky. N-glykosylace na dvou koncich je potiebna pro

spravné skladani a aktivitu savéi TYR. Myristoylace je adice myristoyl skupiny CHs-
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(CH2)14-CO- k amino skupiné glycinu na N-konci, pokud je adice myristoylu k SH

skuping cysteinu, jedna se o palmitoylaci.

2.2.2 Regulace enzymatické aktivity

Latentni proenzym PPO muze byt aktivovan in vitro proteasami, kyselym pH (5,00-7,50),
mastnymi kyselinami nebo uméle pomoci detergentu jako je dodecylsiran sodny (SDS)
(Yoruk a Marshall, 2003). Vétsi pozornosti nez aktivaci se vénuje inhibici PPO, a to
predevsim z diitvodli minimalizace hnédnuti. NejaktivnéjSimi inhibitory se ukazaly byt
glabridin (jiz pii koncentraci 1 pmol-I) a isoliquiritigenin (8 pumol-I"t) (Nerya et al.,
2003). Na inhibi¢ni aktivitu chalkonu ma vliv pocet a poloha hydroxylovych skupin na
obou kruzich A i B (Nerya et al., 2004). Avsak pouziti derivati chalkonu jako prevence
hnédnuti nékterych hub se ukazalo jako net¢inné (Nerya et al., 2006). U N-
benzylbenzamidl je zasadni hydroxylace na B kruhu, kterd ur¢uje miru inhibice TYR.
Podobné maji inhibic¢ni aktivitu i nékteré flavanoly, které jsou pravdépodobné chelatory
médi (Kubo et al., 2000). Prokyanidiny maji rovnéz schopnost inhibovat PPO z jablka
(Le Bourvellec et al., 2004) a PPO inhibuji i nizké koncentrace produkti oxidace kyseliny
kafeoylchinové. Mezi jiné skupiny inhibitori patii tetraketony, derivaty dekanoatu a
analogy 1,3,4-oxadiazolu (Khan et al., 2006). Stilbeny se G¢astni kompetitivni inhibice,
ale nemaji tak velkou inhibi¢ni aktivitu. V pfitomnosti chitosanu sice byla snizena hladina
PPO v longanu (Dimocarpus longan) béhem skladovani, ale spi§ diky tomu, ze chitosan
vytvoril ochranny povlak, nez ze by byl u¢innym inhibitorem PPO (Jiang a Li, 2001). Pfi
velmi nizkych teplotach se uplatituje pii prevenci hnédnuti cystein, ktery ale zapacha i pti
malych koncentracich. Pfirodni inhibitory, které nemaji nezadouci zdpach a nejsou zdravi
Skodlivé, jsou med, ananasovy dzus a rebarborova §t'ava obsahujici chelator médi (Chen
et al., 2000; Lozano-De-Gonzalez et al., 1993; Son et al., 2000a).

Nejucinnéj§imi inhibitory hnédnuti pouzivajici se u zeleniny a ovoce jsou vSak
redukéni ¢inidla — oxid sificity a sifiitany (sifi¢itan sodny, hydrogensifi¢itan sodny a
disiti¢itan sodny) (Eskin et al., 1971). Pouziti sifi¢itand bylo ale omezeno Svétovou
zdravotnickou organizaci, protoze se ukazaly byt alergenni. Zptsobuji bolesti zaludku,
hlavy a vyrazku. Vhodnou alternativou je kyselina askorbova, kterd se pouziva na
nakrajené ovoce nebo se pridava do ovocné stavy (Yoruk a Marshall, 2003). Redukuje

chinon a snizuje pH na 3,00 a méné (stejné tak i kyselina jablecnd a fosforecna). Jeji
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ucinek je posilen soucasnym piisobenim s Kyselinou citronovou. Mezi fyzikalni metody

inhibice se fadi zahtivani, dehydratace a vysokotlaké chlazeni (Ashie et al., 1996).

2.2.3 Expresni systémy
Piiprava rekombinantnich proteind je na rozdil od jeho izolace z organismu velmi
ucinnym a také snadnéj$im zptisobem. Ziska se vétsi mnozstvi proteinu, ktery lze snadnéji
purifikovat, biochemicky charakterizovat a pouZit jej pro dalsi ugely. Uskali tohoto
pfistupu muze byt napiiklad v ovlivnéni rustu hostitelského organismu v dasledku
nadmérné funkce rekombinantniho proteinu, mize dochdzet k zneSkodnéni ciziho
proteinu odeslanim do inkluznich télisek nebo k rychlé degradaci proteinu. Jednim
Z nejcastéji vyuzivanych organismt pro piipravu rekombinantnich proteint je bakterie
Escherichia coli. Za vhodnych podminek Zivin a aerace je bakterie schopna zdvojnasobit
své mnozstvi jednou za asi 20 minut (Sezonov et al., 2007). Existuje velké mnozstvi
expresnich plasmidi, bakterialnich kment i zpasobu kultivace (Rosano a Ceccarelli,
2014). Prokaryotni expresni systémy vsak nejsou vhodné pro produkei proteint, které ke
své spravné funkci musi byt posttranslaéné modifikovany (naptiklad glykosylaci).
Plasmidy, které se nyni pouzivaji jsou navrzeny tak, aby obsahovaly rtizné typy
promotord, selekénich markert a proteinovych faznich kotev. Plasmidy puvodné
zamyslené k pouziti v experimentalni ¢asti této prace jsou pPGEM-T (TA klonovani) a
PGEX-4T-1 (tradi¢ni klonovani za pouziti restrik¢nich enzymii, v tomto piipad¢ enzymy
Xhol a EcoRl) (Obr. 11). Klonovaci oblast v plasmidu pGEM-T je ohrani¢ena promotory
pro T7 a SP6 RNA polymerasu. pPGEM-T umoznuje i piipravu jednovlaknové DNA diky
pocatku replikace f1 a je také vhodny pro blue/white screening Gispésnosti vlozeni inzertu.
Exprese u plasmidu pGEX-4T-1 je pod kontrolou promotoru tac a je spusténa piidavkem
IPTG (isopropyl-B-D-1-thiogalaktopyranosid) do kultivaéniho média. Aby nedoslo
operator tac promotor ¢imz expresi znemozni (Arfman et al., 1992). Tento plasmid
obsahuje ¢ast kodujici glutathion S-transferasu (GST), ktera slouzi k zachyceni vzniklého
proteinu na kolonu, a to diky vysoké afinité k imobilizovanému glutathionu v agarosové
matrici. Takto zachyceny protein je eluovan redukovanym glutathionem. Oba plasmidy
obsahuji gen rezistence vii¢i ampicilinu pro naslednou selekci. Po vlozeni do vhodnych
kompetentnich bun¢k E: coli jako jsou E. coli DH5-alpha, ale spise bunky E. coli kmen

BL21 Star™ (DE3) apod. Pro rutinni klonovani se nejéast&ji vyuZivaji chemicky
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kompetentni E. coli bunky DHS5-alpha. Mutace genti recAl a endAl pomahaji k lepsi
stabilité vlozeného plasmidu a zabrafuji jeho degradaci. Buniky E. coli kmen BL21 Star™
(DE3J) jsou oproti tomu navrzeny pro co nejucinnéjsi expresi vSech proteint, které jsou
pod kontrolou promotoru T7. Diky T7 RNA polymerase (T7 RNAP) je transkripce
osmkrat rychlejsi nez za pouziti bézné polymerasy v E. coli (Zhang et al., 2015). Vznikly
protein se z bunék nejéastéji ziskava ptisobenim ultrazvukového sonikatoru, ktery rozrusi
jeji membranu.
DGEX-4T-1 422:4580-01)

Chrombip)

Leu Val Pro Ar lGly SerlPro Glu Phe Pro Gly Arg Leu Glu Arg Pro His Arg Asp

CTG GTT CCG CGT GGA TCC CCG GAATTC CCG GGT CGA CTC GAG,CGG CCG CAT CG, C IGA
“BamH T EcoR D5 Sal | Goy Notl Stop codons

— ‘ Thi11 |
Xmnl 1994 Ball olerdse Aatll
c,\x of -
Scal Nael
1875 \ 2692
17 Placs— s
fori ! 1 start BspM 1
Apal 14 pbj‘OJB am7Stop?
Aatll 20 st
\ Sphl 26
Amp' BstzI 31
PGEM®-T lacZ Neol | 37 PGEX '
Vector T Sacll 46 \
(3,000bp) WY
Spel 55
Notl 62
BstZI 62 a
Pstl 73
Sall 75 O ~ pis —
Ndel 82 &
Sacl 94
on BstXl |103
Nsil 112 poRse2
126
A T spe B

Obr. 11 Schémata plasmidi pGEM-T a pGEX-4T-1. A: plasmid pGEM-T o velikosti 3000 bp.
Plasmid obsahuje gen rezistence vii¢i ampicilinu a pfesah thymind, ktery je zaroven mistem pro
vlozeni inzertu po klasické PCR amplifikaci. B: plasmid pGEX-4T-1. Velikost plasmidu je
4900 bp, plasmid obsahuje gen rezistence vé¢i ampicilinu a GST dulezitou pro afinitni
purifikaci vzniklého proteinu. Cervené zobrazeny sekvence, které §tépi enzymy EcoRlI, Xhol
(misto pro vlozeni inzertu) a trombin.
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2.2.4 Charakterizace exprimovaného PPO

Pro charakterizaci PPO je potifeba velkého mnozstvi dostatecné Cistého enzymu.
V nékolika studiich bylo ale dokazéano, ze izolace enzymu pfimo z ptivodniho pletiva je
velmi obtizna a taktéZ pak nasledné skladovani enzymu (Derardja et al., 2017). Proto zde
nachdzi wuplatnéni heterologni exprese, kterd poskytuje stabilni zdroj dobte
charakterizovaného enzymu, ktery si zachovava vSechny vlastnosti enzymu z ptirodnich
zdroju (Panis et al., 2020). Z mnoha rostlinnych druht se jiz podatilo naklonovat PPO
geny (piehled viz tabulka 1) a nasledné je dale studovat. Haruta et al. (2001) exprimovali
dva PPO geny z jablka (z listi a plodi) v E. coli a purifikovali je z inkluznich télisek.
Zjistili, ze zatimco v listech je velikost PPO 57 kDa, Vv plodu je velikost 65 kDa, coz
neodpovida piedpokladané molekulové hmotnosti 59 kDa (Haruta et al., 1998). Rozdilna
molekulova hmotnost enzymt PPO v riznych tkanich tedy potvrzuje, ze se v jablku
vyskytuje vétsi mnozstvi PPO gent, které po translaci mohou podléhat posttranslacnim
modifikacim.

Ne vSechny fenolické latky pfitomny v rostling tak predstavuji substraty pro PPO.
Hlavnimi pfedpokladanymi endogennimi substraty jsou katechol, epikatechol a
prokyanidiny typu B (dimerni derivaty katechol), a to z divodu jejich rychlejsi oxidace
oproti jinym fenolickym slou¢enindim. Hned za nimi se rychle oxiduji také kyseliny
chlorogenova a neochlorogenova (Derardja et al.,, 2022). Slabymi substraty jsou
tetramery prokyanidinu (prokyanidin A a C), kyselina 3-feruloylchinova a fenolové
glykosidy (Derardja et al., 2022). Substratova specifita zavisi na vlastnostech slouc¢eniny
(preferovanéjsi difenoly pied trifenoly), prostiedi, form¢ (latentni nebo aktivni enzym) a

také se 1i8i v tom, kde se PPO nachazi (Yoruk a Marshall, 2003).

Tab. 1 Ptiklady rostlin, ze kterych byly klonovany PPO geny. Velikost gent, jejich pocet
Vv organismu, velikost transkriptu a ptedpokladana velikost vysledného proteinu v kDa.

. Typ . . Poset ~ Lruméma Priméma

Rostlina DNA Rostlinné pletivo PPO wenil velikost velikost
& transkriptu (kb) proteinu (kDa)

Lilek brambor cDNA list, mlada hliza 6,0 2,0 67,0-68,0
Tabak cDNA stigma 1,0 2,3 68,0
Jablon gDNA list, slupka, mlady plod 2,0 2,0-2,2 65,0-66,0
Asijska hrusen gDNA list 1,0 - 66,0
Ananas cDNA duzZina 2,0 2,1 69,0
Vinna réva cDNA nezralé plody 1,0 2,2 67,0
Bananovnik  ¢cDNA duZina, slupka 4.0 2,1 67,0
Spenat CDNA primarni a délozni listy 2,0 2,5 73,0

19



3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material a chemikalie

3.1.1 Pouzité chemikalie a roztoky

2-merkaptoethanol (Thermo Fisher Scientific, USA)

Absolutni ethanol (BDH chemicals, Velka Britanie)

Agarosa (Bioline, UK)

Akrylamid/bis (30%T, 2,67% C, Bio-Rad, USA)

Amonium persulfat (Sigma-Aldrich, Némecko)

Ampicilin (100 mg ampicilinu rozpustit v1 ml ethanolu, Duchefa Biochemie,
Nizozemsko)

Askorbat sodny (c = 2 mol-It, Sigma-Aldrich, Némecko)

Bromfenolova modf (Avantor, USA)

Coomassie Blue G-250 (¢ = 200 mg-I™, Aly(SO4)s(H20)16 50 g-1™, HsPO4 20 g1,
ethanol 10% v/v)

D(+)glukosa (1 mol-I"t — 18 g glukosy + 90 ml vody, Fluka, Svycarsko)
Dihydrogenfosfore¢nan sodny, monohydrat (Merck, Némecko)

Disodna siil kyseliny sukcinové (c = 0,1 mol-I', Fluka, Svycarsko)
Dodecylsiran sodny (c=100 mmol-I"t, SDS, Carl Roth, Némecko)

Pentahydrat siranu méd’natého (Carl Roth, Némecko)

SYPRO Orange Protein Gel Stain (5000x%, Sigma-Aldrich, Némecko)

Glycerol (40% v/v, Sigma-Aldrich, Némecko)

Glycin (Carl Roth, Némecko)

HCI (10 mol-It, Thermo Fisher Scientific, USA)

Hydrat siranu hlinitého - Al2(SO4)3:(H20)16 (Carl Roth, Némecko)
Hydrogenfosforecnan disodny, dihydrat (Carl Roth, Némecko)

Chlorid draselny (250 mmol-I"*- 1,86 g KCI + 100 ml vody, Merck, Némecko)
Chlorid hotecnaty (Merck, Némecko)

Chlorid sodny (1%, Sigma-Aldrich, Némecko)

Chlorid vapenaty (Merck, Némecko)

Kvasni¢ny extrakt (Thermo Fisher Scientific, USA)
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Kyselina citronova (Merck, Némecko)

Kyselina octova (Carl Roth, Némecko)

Kyselina trihydrogenfosforecna (Sigma-Aldrich, Némecko)

Methylethylketon (Sigma-Aldrich, Némecko)

Odbarvovaci roztok pro Coomassie Blue (10% v/v ethanol, 1%o v/v methylethylketon,
20 g1t H3PO4)

Siran hlinity (Carl Roth, Némecko)

Tetramethylethylendiamin (Sigma-Aldrich, Némecko)

Tris (Carl Roth, Némecko)

Trypton (Duchefa Biochemie, Nizozemsko)

3.1.2 Pouzité pristroje a vybaveni

AKTApurifier P-900 (Amersham Pharmacia Biotech, Velké Briténie)
Aparatura pro SDS-PAGE (Bio-Rad, USA)

Autoklav (Systec DX-23, Némecko)

Automatické pipety (Eppendorf, Némecko)

Centrifuga (Centrifuge 5415 R, Eppendorf, Némecko)

Centrifuga (Centrifuge 5810 R, Eppendorf, Némecko)

Centrifuga (Avanti J-26 XP, Beckman Coulter, USA)

Digestoi (Merci s.r.0., Ceska republika)

Elektroforéza (Widi Mini Sub; Bio-Rad, USA)

Flowbox (Telstar PV-100, Spanélsko)

Inkubator (Memmert, Némecko)

Kyvety z kiemiku (C-9792, Sigma-Aldrich, Némecko)

Multifunkéni modularni reader INFINITE M200 (Tecan, Svycarsko)
pH metr (Thermo Fisher Scientific, USA)

Protein LoBind Tube (1,5 ml, Eppendorf, Némecko)

Mastercycler epgradient S (realplex?, Eppendorf, Némecko)

Ttepaci inkubator GFL 3031 (GFL, Némecko)

Ttepacka (Mixing Block MB-102, Bioer, Cina)

Ultrazvukovy sonikéator S10 (Elmasonic, Némecko)
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ChemiDoc XRS+ System (Bio-Rad, USA)

UV/VIS Spektrofotometr (DU Series 700, Beckman Coulter, USA)

Vortex (Ika® MS3 basic, Némecko)

Vivaspin 20 ml (Sartorius, Velka Britanie)

Zdroj stejnosmérného napéti (Electrophoresis Power Supply EPS-601, Amersham

Pharmacia, Svédsko)

3.1.3 Pouzity software

FastPCR (Primer Digital, Finsko)
Image Lab (Bio-Rad, USA)

Tecan i-control (Tecan, Svycarsko)
UVProbe 2.33 (Shimadzu, Japonsko)

3.1.4 Pouzité kity

DNA Insert Ligation into Vector DNA (Thermo Fisher Scientific, USA)
Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, USA)
PureLink™ Plant RNA Reagent (Invitrogen, USA)

PureYield™ Plasmid Miniprep System (Promega, USA)

3.1.5 Reagencie pro molekularni biologii

2,2'-bichinolin (¢ = 0,001 mol-I", Sigma-Aldrich, Némecko)
2,6-dimetoxyfenol (¢ = 0,05 mol-I, Sigma-Aldrich, Némecko)
2-ethansulfonova kyselina (Fluka, Svycarsko)

Adrenalin (c = 0,01 mol-I"tv 10 mM HCI, Sigma-Aldrich, Némecko)
ATP (Carl Roth, Némecko)

Benzamidin (Sigma-Aldrich, Némecko)

Blue/Orange 6x Loading Dye (Promega, USA)

CutSmart Buffer (New England BioLab, Velka Britanie)

diH20

DNasa | (Panreac AppliChem, Némecko)

dNTP mix (c = 10 mmol I, New England BioLab, Velka Britanie)
Dopamin (0,5 mol-I", Sigma-Aldrich, Némecko)
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Dithiotreitol (Carl Roth, Némecko)

EDTA (c = 0,001 mol-It, Sigma-Aldrich, Némecko)

Epikatechol (c = 0,01 mol-I, Sigma-Aldrich, Némecko)

Xmnl (10 U-pl, Thermo Fisher Scientific, USA)

Esp3l (10 U ul™, New England BioLab, Velka Briténie)

EZ-Vision® Bluelight DNA Dye (VWR Life Science, CR)
Fenylmethylsulfonyl fluorid (Carl Roth, Némecko)

Floretin (c = 0,005 mol-I! v absolutnim ethanolu, Cyaman, Michigen)
GeneRuler 1 kb DNA Ladder (0,5 pg-pl™, Thermo Fisher Scientific, USA, USA)
GeneRulerTM 100 bp Plus DNA Ladder (0,5 pg-ul™, Thermo Fisher Scientific, USA,
USA)

High range DNA Ladder (200 to 12 000 bp, VWR, USA)
isopropyl-p-D-1-thiogalaktopyranosid (IPTG, Carl Roth, Némecko)
Katechol (c = 0,01 mol-I"%, Sigma-Aldrich, Némecko)

Koniferylalkohol (c = 0,02 mol-I"%, Sigma-Aldrich, Némecko)

Kyselina 4-hydroxybenzoova (c = 0,02 mol-I", Sigma-Aldrich, Némecko)
Kyselina gallové (c = 0,1 mol-pl™, Sigma-Aldrich, Némecko)

Kyselina chlorogenova (c = 0,05 mol-I%, Sigma-Aldrich, Némecko)
Kyselina kivové (¢ = 0,1 mol:I v absolutnim ethanolu, Sigma-Aldrich, Némecko)
Kyselina kojova (c = 0,001 mol-I", Sigma-Aldrich, Némecko)

Kyselina syringova (c = 0,02 mol-I, Sigma-Aldrich, Némecko)

Lysozym (Thermo Fisher Scientific, USA)

Na;EDTA (Thermo Fisher Scientific, USA)

N-fenylthiomocovina (¢ = 0,001 mol-I%, Sigma-Aldrich, Némecko)

PEG 4000 (50% w/v, Thermo Fisher Scientific, USA)

Precision Plus Protein Standards 10-250 kD (Bio-Rad, USA)

Primer 1492 (¢ = 10 pmol-I, Sigma-Aldrich, Némecko)

Primer 1493 (¢ = 10 pmol-I}, Sigma-Aldrich, Némecko)

Primer 153 (¢ = 10 pmol-I}, Sigma-Aldrich, Némecko)

Primer 262 (c = 10 pmol-I*, Sigma-Aldrich, Némecko)

Primer 378 (c = 10 pmol-I, Sigma-Aldrich, Némecko)
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Primer 434 (c = 10 pmol-I, Sigma-Aldrich, Némecko)

Primer pETG-for (c = 10 pmol-I"t, Sigma-Aldrich, Némecko)

Primer T7 term (¢ = 10 umol-I, Sigma-Aldrich, Némecko)

Primer QE-for (c = 10 umol-I, Sigma-Aldrich, Némecko)

Pufr T4 DNA Ligase (10x, Thermo Fisher Scientific, USA)

Pyrogallol (c = 1 mol-I"t, Merck, Némecko)

Q5 High-Fidelity DNA Polymerase (¢ = 2 U-ul?, New England BioLab, Velki
Britanie)

Q5 Reaction Buffer (New England BioLab, Velka Britanie)

Redukovany L-glutathion (Carl Roth, Némecko)

Sacharosa (2,5 mol-I"t v diH20, Carl Roth, Némecko)

SensiFAST™ ¢DNA Synthesis Kit (reverzni transkriptasa, pufr 5x TransAmp Buffer,
Meridian Bioscence, USA)

T4 DNA Ligase (5 U-ul, Thermo Fisher Scientific, USA)

Tropolon (¢ = 0,001 mol-I, Sigma-Aldrich, Némecko)

Tyramin (0,5 mol-I%, Sigma-Aldrich, Némecko)

B-thujaplicin (c = 0,001 mol-I*}, Sigma-Aldrich, Némecko)

Proteasa GST-HRYV 3C (piipravena v laboratoii podle Pretzler et al., 2017)

IAbPPO4 (exprimovana v laboratofi podle Pretzler et al., 2017, latentni

polyfenoloxidasa ¢islo 4 ze zampionu Agaricus bisporus, var. bisporus)

3.1.6 Biologicky material

Buiiky E. coli kmen BL21 Star™ (DE3) (Thermo Fisher Scientific, USA)
Bunky E. coli kmen MDS42 (New England Biolabs, Velka Britanie)

Bunky E. coli kmen SHuffle T7 (New England Biolabs, Velka Britanie)
Bunky E. coli kmen TOP10 (Thermo Fisher Scientific, USA)

Genomova DNA z genotypu JI64 planého hrachu (Pisum elatius)
pGEX-4T-1 (Sigma-Aldrich, Némecko)

pPGEX-6P-SG (upraven z vychoziho pGEX 6P-1, Sigma-Aldrich, Némecko)
PGEX-6P-SG Del (upraven z pGEX-6P-SG, Sigma-Aldrich, Némecko)
pPSG (IBA Lifesciences, Némecko)
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3.2 Experimentalni metody

3.2.1 lzolace PePPO genu
PePPO gen z genotypu hrachu JI64 byl pivodné vlozen do plasmidu pGEX-4T-1.
Vzhledem ale kneuspésné expresi konstruktu obsahujiciho cely gen pro PePPO
(sekvence viz Tab. 2), byl PePPO inzert z plasmidu pGEX-4T-1 upraven PCR tak, ze byl

ptreklonovan bez N-terminalniho konce PPO proteinu.

Tab. 2 Sekvence PePPO genu. Cervené vyzna¢ena oblast kodujici N-terminalni ¢ast proteinu,
ktera byla pro dalsi praci odstranéna.

Sekvence celého PePPO genu 5°-3¢

ataaatttcttcattagttcattataaaaggactagaaaagtgtcttaagtcttcataatcaaaaaacCATGGCATCTATCTCA
CCTCTTTCCTTCAATGTAATCTCTTCCAACTCAAACATTTCCCCTTCTTTGCTTCCA
TTACACAAATATTCTAAACATAGCAAACTATCAAAACGCCATGTGATCACATGTA
GTGTCAATAATAGTAACCAAAACAACCCTAAAGAAGAACAAGAACTACCAAACA
TTGTTGGACATAGGAGAAATGTCCTCATAGGCCTTGGAGGACTTTATGGTACTTT
TGCCACTAACCCTTTTGCCCTAGCTTCTCCAATATCTCCACCAGACCTATCCACAT
GTGGTCCACCTGACCTACCCTCAGATGCAACACCTCCCAATATTAACTGTTGTCC
ACCAAATTCCACAAAAATCATAGATTTCAAAATCCCTTCTTCAAATCAACCCTTG
AGAATAAGACAAGCAGCACATTTAGTGAATGATGAATATCTAGCAAAATACAAA
AAGGCCATTCAACTCATGAAAGCCTTACCTTCCAATGATCCACGTAGCTTCACAC
AACAAGCAAATATCCATTGTGCTTATTGTGATGGTGCATATTCCCAAGCAGGTTT
CCCTGACCTTGATCTTCAAGTTCATAACTCTTGGCTCTTTTTTCCCTTTCATAGATG
GTACCTTTATTTCCATGAAAGAATCTTGGGTAGCTTGATCAATGATCCAACCTTTG
CTTTACCATTTTGGAACTATGATGCTCCAGATGGCATGCAATTTCCCTCGATTTAC
ACCGACAGTGCACCGCCTCTTTACGACAAACTCCGAAGTGCGAGTCATCAACCTC
CAACAATCATAAACCTAGACTTTAACGATGTTGATGGTGATGCAAGTGAGCTAAT
CTCCAATAACCTTACTATAATGTATAGACAAGTTGTTTCTAATGGAAAAACCTCA
AAGCTTTTCCTTGGAAACACTTATCGTGCCGGTGATGAATCCGATCCCGGTCCTG
GATCAGTAGAGAATGTTCCACATGGAGTAGTTCATAGATGGAGTGGTGATGATA
CTCAACCTAACCTTGAGAACATGGGAACTTTCTATGCAGCTGCAAGAGATCCTAT
TTTTTTCTCTCACCATTCAAACATTGATAGGTTTTGGTCTATATGGAAAACACTTG
GTGGGAAAAGAAAAGATTTCAACGACAAAGATTGGTTGGAATCAGGGTTTCTTTT
CTATGATGAGAATAAGAATCTTGTTAGGGTTAAGGTGAAGGATTGTCTTGACTCA
AAAAATCTAGGTTATGTTTATCAAGATGTTGAAATTCCATGGCTAAATGCTAAAC
CTACGCCAAGTAGGACAAAGGTACAAAAAAAGGTGCAAGTTGCACAAGGAAATT
TATTTGGTATTGGTGAAGCACATGCAGCTGAGATTAATGAGAAATCAACTAACTC
AAGAAAATATGTTAAGTTTCCATTGGTTTTGGATAATGTTGTGAGTGCTATTGTG
AAGAGGCCAAAGAAATCAAGGAGCAAGAAGGAGAAAGAAGAAGAGGAAGAGG
TTTTATTGATTGATGGGATTGAGTTTGAGAAGAATATAGCCATTAAGTTTGATGTT
TTTATTAATGATGAAGATGATAAAGTGATTGGACCAGGGAATACTGAGTTTGCTG
GAAGCTTTGTGAATGTGCCTCATTCATCACATGGAAACAAGAAGAAGAAGATTA
ATAGTTGTTTAAGACTCGGATTAACGGATTTGTTGGAAGATTTGGATGTTGATGG
AGATGATAGTGTTGTGGTTACGTTGGTACCAAGATGTGGGAAAGGACTTGTCAAA
ATCAAAAACATCAAGATAGTGCTTGAAGATTGA
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Nejdiive bylo tfeba ziskat tekutou kulturu bunék BL21 Star™ (DE3) s plasmidem
PGEX-4T-1 obsahujici cely PePPO gen nutnou pro izolaci plasmidu. LB médium pro
kultivaci bylo ptipraveno z 2,50 g tryptonu, 2,50 g NaCl, 1,25 g kvasni¢ného extraktu a
3,75 g agaru. pH bylo upraveno na 7,50 pomoci NaOH a upraveno doplnénim vodou do
250 ml. Ve sterilnim boxu vysviceném na 30 min pomoci UV bylo do dvou zkumavek
odpipetovano vzdy 10 ml autoklavovaného vychladlého LB média, spolu s20 pul
ampicilinu (c = 100 pg-plt). Z Petriho misky byla odebrana sterilni vyzihanou klickou
mala ¢ast kultury a spolu s klickou vlozena do zkumavek. Takto ptipravené kultury byly
postaveny na tfepacku a inkubovany 24 hodin pii 37 °C. 400 pl kultury, kterd nebyla
pouzita pro izolaci plasmidu, byla smichana s 200 pl glycerolu, vlozena do tekutého
dusiku a po zamrazeni byla takto kultura neporusen¢ uchovavana pii -80 °C. V piipadé
potfeby mohla byt znovu pouzita.

Pted izolaci plasmidu byla zmétena absorbance obou vzorkt kultur. Méfeni probihalo
pii vinové délce 600 nm, objem vzorku byl 1 ml a tloustka kyvety 1 cm. Jako blank
slouzilo LB médium (pH = 7,00). Pro vzorek €. 1 byla absorbance 0,671 a pro vzorek €.
2 0,782. To odpovida doporucené vinové délce vyrobei kitu pro izolaci plasmidu. Plasmid
byl izolovan pomoci PureYield™ Plasmid Miniprep System (katalogové &islo A1222).

Pro zjisténi koncentrace ziskaného plasmidu byla provedena agarosova elektroforéza.
1,2 g agaru bylo povafenim rozpusténo v 80 ml 0,5% pufru TBE (Tris-borat kyseliny
ethylendiaminotetraoctové). K rozpusténému neztuhlému gelu byly pfidany 2 pl barviva
GelRed, které slouzi ke zobrazovani DNA. Po 30 minutach tuhnuti byl 1,5% agarosovy
gel vlozen do vodivostni cely se stejnym pufrem tak, Ze jamky byly u zaporn¢ nabité
elektrody (DNA je zaporn¢ nabita, putuje tak ke kladné nabité elektrod€). Do prvni jamky
byl pomoci pipety nanesen DNA zebiik 0 objemu 6 ul, vzorek plasmidu byl pied
nanesenim smichan s Blue/Orange 6x Loading Dye v poméru 10 pl plasmidu:2 pl
barviva. Elektroforéza probihala pii 100 V 39 minut. Po odpojeni od zdroje se gel prenesl
do pfistroje ChemiDoc XRS+ System a byla provedena vizualizace gelu s vyhodnocenim
koncentrace pomoci programu Image Lab. Koncentrace plasmidu byla
108 ng-pl™ = 25,8 fmol-pl™.

Pro PCR PePPO genu ze ziskaného plasmidu s cilem odstranéni ¢asti kodujici
N-konec vzniklého proteinu byly pouzity primery 1492 a 1493 (sekvence viz Tab. 4), Q5

DNA polymerasa, koncentrace plasmidu pro 1. jamku 60 fmol-ul?, pro 2. 4 fmol-ul™.
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Reak¢ni smés byla piipravena podle Tab. 3 a PCR probihala za podminek Tab. 5. Nejdiiv
probéhla denaturace (2 minuty, 98 °C), poté se ptidala polymerasa a pokracovalo se

s dal§imi kroky.

Tab. 3 Objemy roztokl potiebnych pro piipravu 8x zfedéné reakéni smési do PCR. Zbytek
roztokl byl stale ve stejném objemu.

Roztok Objem (ul)  Findlni koncentrace
5x QS5 reakeéni pufr 2,0 5x

Sterilni diH,O 5,9 0,1 umol-I*

dNTP 0,3 3,0 mmol-I*
Primer 1492 0,7 0,7 umol-I*

Primer 1493 0,7 0,7 umol-I*

Q5 DNA polymerasa (2 U-ul?) 0,1 0,2 U-pl?
pGEX-4T-1 obsahujici PePPO gen 0,3 60,0 fmol-ul*!
Celkovy objem 10,0 -

Tab. 4 Sekvence primerd 1492 a 1493 pro PCR PePPO genu a odstranéni tak ¢asti kodujici
N-terminalni konec proteinu.

Primer Sekvence 5¢-3¢

(1;1 3 rzw) agctCGTCTCcaatgTCTCCAATATCTCCACCAGACCTATCC
%égs) agctCGTCTCatcccTCAATCTTCAAGCACTATCTTGATGTTTTTGATTTTGAC

Tab. 5 Jednotlivé kroky PCR reakce a podminky, za kterych probihaji (teplota a ¢as). Pocet cyklt
mezi denaturaci a elongaci byl 35.

Kroky cyklu Teplota (°C) Cas (min)
Inicia¢ni denaturace 98 2,00
Denaturace 98 0,25
Annealing 69 0,50
Elongace 72 1,00
Finalni elongace 72 6,00
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Takto upraveny PCR fragment o velikosti 1548 bp byl z gelu vyfezan a extrahovan
pomoci kitu Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (katalogové ¢islo A9281). Po
extrakci byla provedena elektroforéza pro zjisténi koncentrace (88 ng-2 ul?), z toho
prepocet pomoci molekulové hmotnosti 975 046,2 g-mol™ na vyslednou koncentraci

v fmol-pl™ (45 fmol-ul?).

3.2.2 Priprava a ovéreni konstruktu pro expresi PePPO genu v E. coli
Pouzitim jednoho restrikéniho enzymu (Esp3I) bylo moZné provést ligaci 1 restrikci
zaroven. Pro ligaci byla pouzita T4 DNA ligasa v CutSmart pufru potiebujici ke své
¢innosti ATP. Pro gen PePPO byly zvoleny plasmidy pPSG, pGEX-6P-SG a pGEX-6P-
SG Del (upraven deleci z pPGEX-6P-SG). Objemy pro reakce jsou uvedeny v tabulce 6.

Tab. 6 Jednotlivé kroky PCR reakce a podminky, za kterych probihaji (teplota a ¢as). Pocet cykla
mezi denaturaci a elongaci byl 35. Vysledna koncentrace PePPO genu byla vzdy 0,22 fmol-ul? a
plasmida 2,00 fmol-ul?. Celkovy objem reakce byl pokazdé 8,0 pl.

PPSG  pGEX-6P-SG pGEX-6P-SG Del

Sterilni diH,O 4,8 51 4,8
pPSG 0,3 - -
pGEX-6P-SG - 0,1 -
pGEX-6P-SG Del - - 0,3
PePPO 0,2

Esp3l 0,1

ATP 1,0

Pufr CutSmart 0,8

T4 DNA ligasa 0,8
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3.2.3 Transformace konstruktu do chemicky kompetentnich bunék E.

coli pomoci teplotniho Soku

Pro transformaci bylo piipraveno SOC medium (Super Optimal Broth). 20 g tryptonu
bylo smichano s 5 g kvasni¢ného extraktu, 0,5 g NaCl a doplnéno na objem 950 ml.
Roztok KCI (chloridu draselného) byl pfipraven smichanim 1,86 g KCI a 100 ml
deionizované vody. 10 ml tohoto roztoku bylo pfidano k prvnimu roztoku a pH bylo
upraveno na 7,00 pomoci NaOH. Roztok byl doplnén vodou na objem 1000 ml. Pred
pouzitim bylo pfidano 5 ml 2M sterilniho roztoku MgCl> (chlorid hotec¢naty) a roztok byl
upraven vodou na 100 ml. Nasledovalo autokldvovani (20 min) a poté zchlazeni na 60 °C.
Nakonec bylo pfidano 20 ml 1M roztoku glukosy. 100 ml roztoku bylo sterilizovano
pomoci filtru 0,22 pum.

K chemicky kompetentnim bunikdim MDS42 a TOP10 o objemu 100 ul rozmrazenych
na ledu byly pfidany 4 ul vektoru pPSG, pGEX-6P-SG a pGEX-6P-SG Del s inzertem.
Téchto 6 ruznych kombinaci bun¢k s vektory se nechaly stat na ledu 30 min, poté byly
zahtaty na 42 °C po dobu 45 s a opét vraceny na led na 5 min. Ke kazdému vzorku bylo
napipetovano 900 pul SOC média a roztok byl inkubovan 1 hod pii 37 °C. Takto
transformované bunky byly opatrné centrifugovany pfi nizkych otackach, supernatant byl
z velké casti slit a pelet byl rozpustén ve zbytku asi 200 pl. Tento objem byl rozetfen na
misky s LB médiem a ampicilinem. Petriho misky byly kultivovany ptes noc pii 37 °C a

poté uchovavany pii 4 °C po nekolik tydnt.

3.2.4 Ovéreni pritomnosti inzertu pomoci C-PCR

Pro ovéfeni, zda dana kolonie obsahovala inzert nebo jen prazdny plasmid, byla
provedena culture-PCR (C-PCR). Pro plasmidy pGEX-6P-SG a pGEX-6P-SG Del byly
pouzity primery 434 a 387 a pro plasmid pPSG primery 153 a 262 (sekvence primerQ
Tab. 8). Z kazdé misky (6 misek, kazda s jinou kombinaci bun¢k — MDS42 a TOP10
s plasmidem - pPSG, pGEX-6P-SG a pGEX-6P-SG Del) byla odebrana ¢ast 6 rtiznych
kolonii do reak¢ni smési pro C-PCR (Tab. 7, kolonie ocislovany cisly od 1 do
37 —omylem vynechano ¢islo 13). Reakce probihala za stejnych podminek jako PCR
v piedchozi kapitole 3.2.1, jen pocet cykli byl zvySen na 40. Tyto vzorky byly naneseny
na gel (1%) a pomoci agarosové elektroforézy bylo ovéieno, ktera z kolonii obsahovala

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

Primer Sekvence 5¢-3¢

434 (Forw) TCGGATCTGGAAGTTCTGTTCC
387 (Rev) GCATCCGCTTACAGACAAGC
153(Forw) GGAAGTTCTGTTCCAGGGG

262 (Rev) CTTCCTTTCGGGCTTTGTTAGC

Tab. 8 Objemy potiebné pro PCR. Pro plasmidy pGEX-6P-SG a pGEX-6P-SG Del byly pouzity
primery 434 a 378, pro plasmid pPSG primery 153 a 262. Veskeré objemy uvedeny v pl.

Roztok pGEX-6P-SG pGEX-6P-SG Del pPSG
OneTag 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
diH.0 94,5 94,5 54,0
OneTag QuickLoad DNA polymerasa 0,7 0,7 0,4

Z kolonii, které podle gelu obsahuji inzert (kolonie ¢. 7, 12, 16, 24, 30 a 34, 35), byl
izolovan plasmid, ktery byl opét podroben agarosové elektroforéze, pro zjisténi jeho
koncentrace. Diky znalosti koncentrace byly pfipraveny vzorky pro sekvenaci — pro
kazdy plasmid vybrana jedna kolonie. Tyto 3 vzorky maji obsahovat 40 ng-ul* plasmidu
v 15 ul roztoku. Primery pro sekvenaci plasmidi pGEX-6P-SG a pGEX-6P-SG Del byly
pPETG-for a QE-for, pro plasmid pPSG to byly primery pETG-for a T7 term (Tab. 9).
Plasmidy izolované z kolonii ¢. 7 (plasmid pGEX-6P-SG), 16 (pGEX-6P-SG Del) a 24
(pPSG) byly transformované do bunék E. coli BL21 Star™ (DE3) a SHuffle. Tyto buiiky
jsou totiz vhodnéjsi pro expresi nez bunky MDS42 a TOP10.

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

Primer Sekvence 5¢-3°

pETG-for CTGGCAAGCCACGTTTGG
QE-for CCCGAAAAGTGCCACCTG
T7 term GCTAGTTATTGCTCAGCGG
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3.2.5 Ovéreni pritomnosti inzertu pomoci restrikéniho Stépeni

Diky vysledkii sekvenovani a restrikce se vybraly spravné kolonie obsahujici plasmid
S inzertem bez mutaci. Pro dalsi praci byly pouzity jen plasmidy pGEX-6P-SG (kolonie
¢. 7) a pGEX-6P-SG Del (kolonie ¢. 16). Diky klonovani in silico pomoci programu
SnapGene byly vybrany restrikéni enzymy pro plasmidy pGEX-6P-SG a pGEX-6P-SG
Del s inzertem z ovétenych kolonii (7 a 16) tak, aby byly ziskané fragmenty viditelné na
gelu a potvrdilo se, Ze plasmid nemél zadné chybé&jici nebo nadbyvajici ¢asti. Pro oba
plasmidy pGEX-6P-SG a pGEX-6P-SG Del byl pouzit stejny enzym Xmnl. Pro tento
enzym jsou v obou plasmidech 2 mista, ktera rozeznava s §tépi. Na gelu se tedy ukazou
2 fragmenty pro kazdy plasmid. Na zdklad€ porovnani velikosti ziskanych fragment( na
gelu a v programu SnapGene bylo vyhodnoceno, Ze oba mohou byt pouzity na expresi.

Stépeni probihalo v pufru CutSmart p¥i 37 °C pies noc.

3.2.6 Exprese PePPO proteinu v E. coli s naslednou lyzi
Pro expresi bylo pfipraveno médium 2x YT (Yeast Extract Tryptone) o objemu 1,2 |. Toto
médium obsahovalo trypton (19,2 g-I"%), kvasniény extrakt (12,0 g-I"t), NaCl (12,0 g-I}),
NH.CI (6,0 g-I'Y), glycerol (5,0 %o V/v), MgCl2 (2,0 mmol-I"), CaCl, (1,0 mmol-I*) a jeho
pH bylo upraveno na 7,50 pomoci NaOH. Ze zmrazené kultury kolonie ¢. 16 bylo
odebrano 300 pl do 20 ml média 2x YT s 500 ul ampicilinu (100 g-I™). Pies noc narostlé
kultufe bylo zméfeno ODsoo (2,64). Pro start exprese v 500 ml média byla kultura zfedéna
tak, aby bylo ODeo 0,05. Do 500 ml 2x YT média s ampicilinem bylo inokulovano 10
ml kultury (vysledné ODsoo 0,0528, vzorek 16.1). Do druhych 500 ml bylo inokulovano
6 ml stejné kultury (vysledné ODeoo 0,032, vzorek 16.2). Kultura rostla pii 37 °C za
stalého tfepani. AZ bylo ODeooV rozmezi od 0,6-1,0 byla zapocata exprese piidanim IPTG
(finalni koncentrace 0,5 mmol-I"), CuSOs (finalni koncentrace 0,5 mmol-It) pro
produkci GST-PePPO (PePPO s GST kotvou). Tyto kultury rostly 65 hodin pii 16 °C.
Po 65 hodinach bylo zméteno ODeoo Obou kultur 16.1 (1,98) a 16.2. (1,43) i pH
(5,20 - vhodné pH pro konec exprese 4,50-8,00). Vzorky 16.1 a 16.2 byly spojeny v jeden
a stoCeny v centrifuze vychlazené na 4 ° po dobu 30 min pii 8 000 g. Pelet byl rozpustén
pipetovanim v 35 ml lyzaéniho pufru (50 mmol-I"t TRIS, 200 mmol-I* NaCl, 1 mmol-I*
Na,EDTA, 50 mmol-I"! sacharosy, pH=8,00 upraveno 2 mol-It HCI) s lysozymem (1

g-11), benzamidinem (2 mmol-I?, inhibitor serinovych a cysteinovych proteas) a
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fenylmethylsulfonylfluoridem (1 mmol-I", inhibitor serinovych proteas). Po rozpusténi
byl roztok 5x zmrazen v tekutém dusiku a rozmrazen ve vodé o pokojové teploté. Po
tfetim rozmrazeni byl piidin roztok DNasy (10 mg-*?, MgCl, 3 mmol-I1 a CaCl,
10 mmol-I"t). Nakonec byl lyzat centrifugovan 60 minut pro 4000 g. Vzhledem k tomu,
ze roztok nad sedimentem stéale nebyl ¢iry, byl jesté filtrovan ptes filtr pod vakuem. Diky
ODsoo bylo spoéitano, ze pro vzorek obsahujici 50 mg proteinu bylo potieba sto¢it 17,7
ml supernatantu. Pelet byl vysuSen a jak supernatant, tak pelet byly pouzity pro SDS-
PAGE. Prefiltrovany vzorek byl pouzit pro afinitni chromatografii (AC) k ovéteni
ptitomnosti PePPO.

3.2.7 Purifikace a detekce rekombinantni PePPO s genem pro GST

Pro afinitni chromatografii jsou zapotiebi 2 pufry, vazebny pufr [A] a elu¢ni pufr [B].
Prvni pufr se sklad4 z TRIS (50 mmol-I"t) a 200 mmol-I"t NaCl. Elu¢ni pufr bylo potieba
pfipravit pro kazdou chromatografii ¢erstvy. Jeho slozeni bylo stejné jako pro pufr [A],
navic ale obsahoval 20 mmol-I* glutathionu. Pted pouzitim bylo upraveno pH obou pufiti
na 7,35 pomoci 2 mol-I"* HCI. Pufry byly filtrovany ve vakuu a pomoci stejného systému
zbaveny nezadoucich vzduchovych bublin. Chromatograficky systém obsahoval mimo
jiné kolonu, ktera byla pfed samotnou chromatografii naplnéna pufrem [A]
(konzervacéniho roztoku) misto 20% ethanolu s 2% methaproethanolem. Byly nastaveny
veskeré parametry chromatografie (Tab. 10) pro 5 ml GSTrap FF kolonu o velikosti pora
90 um. Pted touto kolonou se v chromatografickém systému nachazi filtr s 0,45 pm pory,
ktery branil ucpani kolony. Tento systém byl zalozen na purifikaci proteinti zna¢enych
GST a produkovanych vektory pGEX. Afinitni chromatografie pomoci systému AKTA
purifier P-900 ACL1 slouzila pro ziskani exprimovaného proteinu GST-PePPO. AC1
probihala 6 hodin pii 4 °C. Protein byl diky tomuto sytému ziskan jako funk¢éni v

nedenaturujicim prostiedi.
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Tab. 10 Parametry AC pro vzorek exprese obsahujici GST-PePPO. Jedna se o pelet rozpustény
v 35 ml lyzac¢niho pufru a nasledné supernatant ziskana centrifugaci a vakuovou filtraci.

Parametry Hodnota
Objem kolony 5,027 mi
Limit tlaku kolony 0,550 MPa
Limit tlaku pumpy 0,550 MPa
uvD1 280,000 nm
uvD2 260,000 nm
uvD3 345,000 nm
Pritok 0,500 ml-min-t
Objem vzorku 35,000 ml
Promyti pufrem [A] 75,405 ml
Objem eluéni frakce 1,000 ml
Promyti po eluci pufrem [B] 45,000 ml

Jednotlivé frakce byly sbirany do 96 jamkové desticky. byly podle chromatogramu
vybrany ty pozice, které odpovidaji kiivce pro GST-PePPO 280nm A3-B12. Ty byly
pfeneseny jako jeden vzorek do zkumavek s polyethersulfonovou membranou —
Vivaspin 20 ml (plocha membrany byla 6,0 cm?). Pomahaji ke zbaveni se soli a
mikromolekul a slouZi tedy k zakoncentrovani proteind. Jesté pfed nanesenim vzorki
byla zkumavka promyta destilovanou vodou centrifugaci pro zbaveni se roztoku
glycerinu s azidem sodnym a pro ovéieni jeji funkénosti. Po naneseni vzorkl byla
zkumavka centrifugovana 50 minut pii 4000 g. Pro zbaveni se elu¢niho pufru
obsahujiciho redukovany glutathion (GSH) a zakoncentrovani proteinu byl vzorek
centrifugovan 2 hodiny s 3x 5 ml pufru [A], ve kterém byl pak nasledné skladovan
(1000x ziedéna GST-PePPO). GST-PePPO zustala zachycena na membrané (objem asi
0,5 ml) a byla pfenesena do pfedem zvazené Protein LoBind Tube 1,5 ml. Pokud by byl
vzorek proteinu pienesen do klasické zkumavky, mohl by byt skladovan max. 24 hodin,
nez by doslo k jeho navazani na povrch z plastu. Nasledné byla zkumavka zvazena i se
vzorkem (585,71 mg) a poté bez 100 ul vzorku GST-PePPO (481,49 mg). Toto slouzilo
ke zjisténi hustoty (585,71 mg : 481,49 mg = 1,0422 g-cm™®) a nasledné& vypoctu
piesnému objemu ziskané GST-PePPO (585,71 mg-1",0422 g-cm™ = 561,99 pl).

3.2.8 Spektrofotometrické méreni koncentrace GST-PePPO

Pfed samotnym méfenim s pfipravenym PPO enzymem bylo dulezité znat maximalni
vlnovou délku absorbance. Pro toto zjisténi byl pouzit aktivitni test s IAbPPO4 (latentni
polyfenoloxidasa ¢islo 4) ze Zampionu (Agaricus bisporus, var. bisporus) (Pretzler et al.,

2017). Ve 3 ml reakce bylo 0,75 mmol-I SDS (7,5 ul), 50 mmol-I* 2-ethansulfonového
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pufru (MES, 500 pl), 1 mmol-I* dopaminu (6 pl), 2 ug IAbPPO4 (0,1 pl) a doplnéni do
3 ml diH20. Zasobni MES pufr mé&l koncentraci 300 mmol-I™ a byl piipraven rozpusténim
2,3429 g MES ve 400 ml diH2O a pH upravenym na 6,00. Pfed pfidanim substratu byla
kyveta se vzorkem vloZena do spektrofotometru, absorbance byla vynulovana, ptidal se
dopamin a probihalo méfeni pfi vinovych délkach od 200-950 nm. Maximalni vlnova
délka, pii které vznikd finalni produkt ptisobenim PPO byla 475 nm.

Pro zjisténi koncentrace GST-PePPO byla pouzita ultra-micro kiemicita kyveta. Ta
byla promyta 200 ul pufru [A] a s dalsimi 200 pl pufru [A] byla zaznamenana zakladni
linie (baseline) vrozmezi 950-200 nm, pfi 850 nm blank. Diky plose kiivky
(12783,2285 mAU'ml) a celkovému objemu proteinu (561,99 ul), byla vypocitana
absorbance pii 280 nm (podil plochy pod kiivkou a objemu vzorku = 23) nasledné fedéni
vzorku tak, aby byla absorbance 0,4; kdy pfistroj méfi s nejvyssi piesnosti (absorbance
pti 280 nm délena 0,4 = 57x, pro pracovni ucely 60x). 147,5 ul pufru [A] bylo méfeno
s 2,5 ul vzorku proteinu. Ze ziskanych hodnot byla vypoctena koncentrace vzorku GST-

PePPO.

3.2.9 Spektrofotometrické stanoveni specifické aktivity GST-PePPO
Pro specifickou aktivitu (Aspec) GST-PePPO pii 475 nm bylo odebrano 60 ul vzorku
z kyvety z predchoziho méfeni pro zjisténi koncentrace, piidalo se 0,75 mmol-I* SDS,
1 mmol-I* dopamin, 50 mmol-I"* pufr MES a do 1 ml byl roztok doplnén diH20. Jako
blank slouzil vzorek o stejném slozeni, ale pied pfidanim enzymu. Absorbance byla
meéfena do té doby, nez byla kfivka aspon 3 cm linearni.

Pro vliv médi na Aspec GST-PePPO byl pokus opakovan s piidavkem 100 pmol-I Cul.
Ze ziskanych hodnot byly vypoéteny hodnoty Aspec.

3.2.10 Proteolytické Stépeni GST-PePPO a purifikace s detekei
rekombinantni PePPO

Takto ptipraveny protein GST-PePPO s otestovanou aktivitou a zméfenou koncentraci
bylo nutné podrobit proteolytickymu Stépeni, aby doslo k odstépeni GST kotvy pro
ziskani PePPO proteinu. Pro $tépeni byla pouzita proteasa GST-HRV 3C, ktera rozeznava
sekvenci 8 aminokyselin: Leu-Glu-Val-Leu-Phe-GIn-Gly-Pro a $t€pi mezi Gln a Gly.

Stépeni probéhlo Vv poméru enzym:proteinu 1:100 hmotnostnich jednotek. K celému
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ziskanému objemu PePPO (558,52 pl) bylo pfidani 57,28 pl proteasy, 1,53 ul
dithiotreitolu (DTT, 1 mol-I) a 146,5 ul pufru [A]. Stépeni probihalo 20 hodin pii 4 °C.

Po $tépeni byly odebrany 1,3 ul vzorku, které obsahuji 20 mg proteinu pro pozdéjsi
SDS-PAGE. Tentokrat byla AC2 vyuzita pro oddéleni PePPO a GST z GST-PePPO. Cely
objem vzorku pro proteolytické $té€peni byl ptepipetovan do super loop (smycky),
prevrstven pufrem [A] a zapojen do chromatografického systému. Byly nastaveny
parametry AC2 (Tab. 11). Tato chromatografie slouzila k purifikaci PPO proteinu od
GST a proteasy, ktera taktéz obsahovala GST. Ziskany protein tudiz nebyl v elu¢nim

pufru, ale v pufru [A], jelikoz se na kolonu nevaze. AC2 probihala po dobu 1 hod.

Tab. 11 Parametry AC2 pro proteolyticky $tépeny vzorek PePPO od GST kotvy pomoci proteasy
GST-HRV 3C

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
Pritok 1,000 mlI-mint
Objem vzorku 6,000 ml
Promyti pufrem [A] 10,054 ml
Objem elu¢ni frakce 1,000 ml
Promyti po eluci pufrem [B] 30,000 ml
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Po ziskani chromatogramu bylo pro SDS-PAGE odebrano z jamky A6 (PePPO) v 96
jamkové desticce 12,59 ul a z C6 (GST) 17,37 pl. Pro ziskani vzorku PePPO v pufru [A]
byly odebrany frakce A2-B4 a koncentrovany pomoci zkumavek Vivaspin 20 ml —
naneseni vzorku do zkumavky s filtrem a centrifugace 1,5 hod 4000 g pii 4 °C. Tentokrat
pufr nemusel byt ménén a navdzanad PePPO na membrané byla pienesena do zkumavky
Protein LoBind Tube 1,5 ml. Takto ziskany finalni protein PePPO byl pouzit pro
biochemickou charakterizaci.

3.2.11 Méreni koncentrace finalni PePPO

Pro zjisténi koncentrace kone¢ného produktu PePPO byla pouzita ultra-micro kiemicita
kyveta. Promyti kyvety a nastaveni zakladni linie bylo stejné jako v kapitole 3.2.8. Diky
plose pod kiivkou (8987 mAU-ml) a celkovému objemu proteinu (529 ul), byla
vypocitana absorbance pii 280 nm (podil plochy pod kiivkou a objemu vzorku = 17) a
nasledn¢ fedéni vzorku (42x, pro pracovni ucely 40x). 136,5 ul pufru [A] bylo méteno
s 3,5 pl vzorku proteinu. Ze ziskanych hodnot byla vypoctena koncentrace vzorku PePPO
po AC2.

3.2.12 Spektrofotometrické  stanoveni  aktivity PePPO po
proteolytickém Stépeni
Pro specifickou aktivitu (Aspec) PEPPO bez GST kotvy se piedpoklada, ze bude vyssi nez
Vv pfedchozim méfeni po ACI. Poprvé bylo odebrano stejné mnozstvi jako pfi prvnim
méfeni aktivity (60 ul z kyvety pro koncentraci), ale reakce byla velmi rychla. Proto bylo
z kyvety pro méfeni koncentrace odebrano jen 20 pl vzorku, pfidalo se 0,75 mmol-I*
SDS, 1 mmol-I"t dopamin, 50 mmol-I* pufr MES a do 1 ml byl roztok doplnén diH-O.
Jako blank opét slouzil vzorek o stejném slozeni, ale pred pfidanim enzymu. Absorbance

byla méfena do té doby, nez byla kiivka aspon 3 c¢m linearni. Nasledn¢ byla vypoctena

Aspec-

3.2.13 SDS-PAGE
Pted samotnou elektroforézou byly pfipraveny veskeré roztoky potiebné pro SDS-PAGE.
10% (w/v) SDS byl pfipraven rozpusténim 10 g SDS ve 100 ml vody. 10% (w/v)

amonium persulfat (APS) se vzdy pfipravuje Cerstvy rozpusténim 100 mg APS v 1 ml
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vody. Zbylé roztoky byly pfipraveny podle tabulky 12. Elektrodovy pufr mél koncentraci

Ix a pfipravuje se vzdy Cerstvy.

Tab. 12 Pfiprava roztok Tris-HCI (pH = 8,00 1,5M a 6,80 0,5M), vzorkovaciho pufru a 10x
elektrodového pufru.

) Tris-HCI 10% 0,5% . .. ,

Roztok Tris (pH=6,80) Glycerol SDS  bromfenolové Glycin SDS Deionizovana

(9) (ml) (ml) (MD)  mod (ml) @) (9)  voda (ml)
Tris-HCI
oH=ggo 218 - - - - - - 80,00
Tris-HCI
pH = 6,80 6,00 - - - - - - 60,00
;’Lff‘;rkova“ - 1,25 250 2,00 0,20 - - 3,55
10x el. pufr 30,30 - - - - 144,00 10,00 -

Po sestaveni aparatury na gel byly pfipraveny roztoky pro zaostfovaci (4%) a délici
(10%) gel. Zaosttovaci byl pfipraven z 6,1 ml deionizované vody, 1,3 ml AA/Bis (30%,
2,67%), 2,5 ml Tris-HCI (pH=6,80) a 0,1 ml 10% (w/v) SDS. Délici gel byl pfipraven
smisenim 4,1 ml deionizované vody, 3,3 ml AA/Bis (30%, 2,67%), 2,5 ml Tris-HCI
(pH=8,80) a 0,1 ml 10% (w/v) SDS. Pied pouzitim bylo k délicimu gelu piidano 10 pl
TEMEDu (tetramethylethylendiamin) a 100 ul 10% APS. Roztok byl pomoci pipety nalit
mezi sklicka aparatury, prevrstvil se vodou a nechal hodinu tuhnout. Poté byla voda slita,
K roztoku pro zaostfovaci gel bylo pfidano 10 pl TEMEDu a 50 pl 10% APS. Roztok byl
pomoci pipety pfenesen na jiz ztuhly délici gel. Gel tuhl 20 min.

Vzorky lyzati z kultur 16.1 a 16.2. (kultury obsahujici kolonii €. 16, ktera narostla pies
noc ziedéna do dvou vzorkt pro expresi — 16.1 a 16.2) byly zahtaty na 60 °C a
centrifugovany 5 min, 4000 g. Supernatanty byly odebrany do nové zkumavky a pelet byl
rozpustén v 300 pl 10% SDS. Velmi viskézni vzorky byly nékolikrat protdhnuty pies
Hamiltonovu injek¢éni mikrostiikacku. Pro SDS-PAGE bylo nutné znat koncentrace
jednotlivych vzorki, aby bylo na gel naneseno 20 pg proteinu po AC a 100 pg proteinu
pro vzorky lyzath a peleti. Za ucelem zjisténi koncentrace vzorkii byla zméfena
absorbance vSech vzorka lyzath a pelett pii 280 nm. Ze ziskané absorbance vztazené na
1 cm byl vypocten objem vzorkt potiebny pro SDS-PAGE (Tab. 13). Koncentrace vzorku
GST byla vypoctena z plochy pod kiivkou. Ke vSem vzorkim bylo pfidano 8 pl
vzorkovaciho pufru a cely objem vzorkl byl nanesen na gel. Elektroforéza bézela 10 min

pfi 80 V a 60 min pii 120 V. Gel byl pienesen do nadoby s destilovanou vodou, po
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proplachnuti byl promyvan barvivem Coomassie Blue-G250
s Al2(SO4)3:(H20)135-15 (50 g-1"). Piidavek hliniku slouzi k citlivéji detekci. Barveni
probihalo pfes noc na tifepacce. Poté byl gel oplachnut vodou a ptenesen do

odbarvovaciho roztoku. Odbarvovani trvalo také pies noc.

Tab. 13 Objemy jednotlivych vzorki vypoctenych z absorbance potiebnych pro SDS-PAGE tak,
aby koncentrace proteini byla 100 ug.

Vzorek Azgo (cm™) Objem (ul)
16.2 lyz. 39,137 2,6
16.1lyz 7,295 13,7

16.1 pel. 8,425 11,9

16.2 pel. 38,654 2,6

3.2.14 Stanoveni obsahu Cu'v PePPO

Pro stanoveni po¢tu atomtt médi ve vzorku podle Hanna et al., 1988 bylo nutné redukovat
Cu*'"na Cu*" Stanoveni pti vlnové délce 546 nm spo¢ivalo v denaturaci enzymu pomoci
kyseliny octové, redukci askorbatem sodnym a ve vzniku rizového zabarveni diky vazbé
2,2'-bichinolinu na atom médi. Diky zmén¢ barvy vzorku mohla byt spektrofotometricky
méfena absorbance vzorku. Po pfipraveni vzorku v triplikatu (Tab. 14) a blanku se
nechaly vzorky stat 10 minut nez byly méteny. Blank byl pfipraven stejnym zptisobem

jako vzorek, misto PePPO pufr [A].

Tab. 14 Objemy roztokli potfebnych pro pftipravu vzorku ke spektrofotometrickému méfeni
koncentrace Cu'.

Roztok Objem (ul)
PePPO 25,4
Askorbat sodny 1,00 mol-I* 18,8

Puft fosfore¢nanu sodného 0,50 mol-I*, pH =6,00 15,0
diH.O 0,8

2,2"-bichinolin 0,50 g-I"*v bezvodé kyselin& octové 90,0
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3.2.15 Stanoveni pH optima pro PePPO

Pro stanoveni pH optima PePPO enzymu byl pouzit pufr o sloZzeni kyseliny fosfore¢né
(100 mmol-I"Y), kyseliny sukcinové (100 mmol-I™) a glycinu (100 mmol-I"t) (PSG pufr).
Tento pufr byl pfipraven o riznych pH (od 2,00 do 12,00). pH vsech roztoki bylo ovéteno
pH metrem i pH papirky. Pro jednu reakci byl pouzit 50 mmol-I* PSG pufr, 0,75 mmol-I*
SDS, 4 mmol-I™* tyramin a 1 pl PePPO. Celkovy objemu reakce byl 200 pl. Prvni méfeni
bylo v rozmezi pH od 2,00 do 12,00. Méfeni probihala vzdy v triplikatech pfi vinové
délce 475 nm po dobu 2,5 hodiny. Pro ptesnéjsi vysledky bylo méfeni opakovano

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

3.2.16 Stanoveni koncentrace SDS pro aktivaci latentni PePPO

Enzym PePPO piechazi v piirodé z latentni do aktivni formy proteolytickym $t€penim.
In vitro se misto proteas pouziva SDS, i kdyz pfesny mechanismus neni ani v jednom
ptipad¢ popsan. Proto bylo dilezité znat idealni koncentraci SDS, kdy je aktivita PePPO
nejvyssi. Pro spektrofotometrické zjisténi vhodné koncentrace SDS bylo pouzito 12
ruznych reakci PePPO s tyraminem (vZdy triplikaty) o téchto koncentracich SDS: 0,000
mmol-I*, 0,025 mmol-I*; 0,050 mmol-I*; 0,200 mmol-I%; 0,250 mmol-1*; 0,500 mmol-I*;
0,750 mmol-I"%; 1,000 mmol-I"; 1,500 mmol-I*; 2,000 mmol-I%; 3,000 mmol-I?;
4,000 mmol-I™.

3.2.17 Testovani reaktivity PePPO s katecholy a fenoly jako substraty

Pro ptibliZeni reaktivity PePPO bylo pouzito 12 piedpovézenych substratii (jak fenoli tak
katechol). Ty byly rozpustény v kyselin€ chlorovodikové (adrenalin), ethanolu (kyselina
kavova, floretin) a vod¢. Vétsinu vzorkl bylo tfeba pro celkové rozpusténi sonikovat a
zahiat na 40 °C. Samotné pozorovani probihalo v pfitomnosti 0,25 mmol-I* SDS, pH 6,00
(50 mmol-I* pufr MES), 3 ul PePPO (3,93 g:I'"), 1 mmol-I* substratu a doplnéni do 200
ul diH20. V case byly fotograficky zaznamendvany zmény zabarveni zptisobené reakci
PePPO se substratem. Pozorovani poskytlo informace o tom, které substraty enzym
akceptuje, které reaguji nejrychleji a které davaji vzniku intenzivniho zabarveni — aktivita

enzymu je vysoka.

39



3.2.18 Zjisténi Amax & & pro spektrofotometrické méreni inhibi¢nich

reakci PePPO

Pro spektrofotometrické stanoveni inhibice specifické aktivity PePPO je potieba znat jak
vinovou délku, tak absorpéni koeficient. Pro toto bylo potieba nejdiiv zjistit, zda je
pribéh reakce s oxida¢nim ¢inidlem NalOg stejnd jako priitbéh enzymatické reakce. Pro
reakci 2,5 mmol-1"t NalO4 v 50 mmol-I pufru MES, 0,25 mmol-I* SDS s 0,5 mmol-I*
dopaminem byla métfena vinova délka od 200 do 600 nm. Pro stejnou reakci s PePPO
byly pouzity 2 pl tohoto enzymu.

Pro zjisténi absorpcniho koeficientu bylo pfipraveno 5 reakci o riznych koncentracich
dopaminu (100; 200; 300; 400 a 500 umol-It) s 2,5 mmol-It NalOa. Pii 475 nm byla

meéfena absorbance a diky ni byl zji$tén absorp¢éni koeficient.

3.2.19 Testovani inhibitoru pro PePPO
Reakcemi 0,25 mmol-It SDS, 50 mmol-I? pufru MES, 0,1 ul PePPO s tyraminem
(0,2 mmol-I"t; 0,5 mmol-I"%; 1,0 mmol-I"%; 10,0 mmol-I") nebo 0,1 ul 1:1000 roztoku
PePPO dopaminem (0,2 mmol-It; 0,5 mmol-I; 1,0 mmol-I"t; 10,0 mmol-I?) byla ziskana
hodnota Michealisovy konstanty (Km). Ta je pro dopamin i tyramin od 0,5-1,0. Pro
inhibi¢ni reakce tedy musi byt koncentrace tyraminu a dopaminu 1x vétsi, nez je K.
Koncentrace vSech predpokladanych inhibitort (tropolon, thujaplicin, EDTA, kyselina
kéjova a fenylthiokarbamid) ve 200 pl reakéni smési byla 0,1 mmol-I", koncentrace
tyraminu 2 mmol-I* (1 ul PePPO), dopaminu 1 mmol-It (10 pl 1:1000 PePPO),
50 mmol-I* MES pufru a opét 0,25 mmol-I* SDS. Vsechny reakce byly pfipraveny
v triplikatech. Aktivita PePPO byla métena spektrofotometricky pfi 475 nm 1 hodinu.
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4 VYSLEDKY

4.1 Editace PePPO genu z vektoru pGEX-4T-1
Po zjisténi koncentrace plasmidu s inzertem (pGEX-4T-1 + PePPO gen, 25 fmol-ul™)
diky elektroforéze (Obr. 12A) byl ovéfen PCR produkt o velikosti 1548 bp viz Obr. 12B.

Ziskané fragmenty odpovidajici PPO genu byly z gelu extrahovany a koncentrace

ziskaného vzorku cist¢tho PCR produktu byla zjiSténa opét pomoci agarosové
elektroforézy (Obr. 12C). PePPO gen byl zaklonovan do novych plasmidi (pPSG, pGEX-
6P-SG a pGEX-6P-SG Del) a transformovan do chemicky kompetentnich bunék MDS42
a TOP10.

Obr. 12 Vysledky agarosové elektroforézy pro zisk PePPO genu bez ¢asti kodujici N-terminalni
konec proteinu PPO. A: 1 — vzorek plasmidu pGEX-4T-1 (4900 bp) s inzertem PePPO genem
(1809 bp). Srovnanim s koncentracemi fragmenti DNA Zebiiku byla zjisténa koncentrace
plasmidu (25 fmol-ult). 2 — 100 bp DNA Zebiik. B: Vysledek PCR. 1 — 1 kb DNA zebiik. 2-5
vzorky po PCR — PePPO gen bez N-terminalniho konce, velikost 1548 bp. C: 1 —gen pro PePPO
vystépeny z pPGEX-4T-1 a extrahovany z gelu. 2 — 1 kb DNA Zebiik s pfislusnymi koncentracemi
fragmentt. Program vyhodnotil na zakladé srovnani koncentrace fragmenti zebtiku koncentraci
vzorku (88 ng-2 plt).
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4.2 Ovéreni plasmidii s inzertem pomoci C-PCR

Transformace vSech kombinaci plasmidi s inzerty do bun¢k byly uspésné. Pocet kolonii
bun¢k MDS42 s plasmidem pPSG bylo 450, s plasmidem pGEX-6P-SG 39 a s plasmidem
pGEX-6P-SG Del 56. Buiikky TOP10 daly ve vSech ptipadech nepocitatelné mnozstvi
kolonii. Z kazdé misky s kombinacemi plasmidti a bun€k bylo vybrano 6 kolonii (celkem
36, ocislované od 1-37, ¢&islo 13 vynechano). Tyto byly ovéfeny pomoci C-PCR a
naneseny na gel (Obr. 13). Kolonie ¢. 7 (pGEX-6P-SG v MDS42), ¢. 12 (pGEX-6P-SG
v MDS42) a ¢. 16 (pGEX-6P-SG Del v MDS42) obsahovaly plasmid s inzertem. Kolonie
bun¢k TOP10, které obsahovaly inzert byly ¢. 21, 23, 24 (pPSG), ¢. 30 (pGEX-6P-SG) a
¢. 34, 35 (obé plasmid pGEX-6P-SG Del). Blank pro pPSG na gelu A ve druhé jamce

nebyl zcela prikazny.

1 2 &&E&EEE S§TWIIA2E3 14 $516 73819 20

123458678 & 10111213114 151617 18 1920

Obr. 13 Vysledek C-PCR pro ovéteni piitomnosti inzertu v plasmidech. A: bunky MDS42,

1 -1 kb DNA Zebiik, 2 — blank pro pPSG, 3 — pozitivni kontrola, 4-9 — pPSG (kolonie ¢.1-6),
10-15 — pGEX-6P-SG (kolonie 7-12), 16-21 - pGEX-6P-SG Del (kolonie ¢. 14-19). B: bunky
TOP10, 1 — 1 kb DNA Zebiik, 2 — blank pro oba pGEX, 3 — pozitivni kontrola, 4-9 — pPSG
(kolonie ¢. 20-25), 20-25 — pGEX-6P-SG (kolonie ¢. 26-31), 16-21 - pGEX-6P-SG Del (kolonie
&. 32-37). Cervené jsou zvyraznény inzerty (1548 bp).
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4.3 Ovéreni pritomnosti inzertu a spravnosti sekvence pomoci
restrikéniho Stépeni

Byly vybrany 3 kolonie (¢. 7, 16 a 24), kazda sjinym plasmidem, které byly

transformovany do E. coli bungk BL21 Star™ (DE3) a SHuffle, a pfipraveny tak pro

expresi. Z vysledkii sekvenovani bylo ale zjisténo, Ze plasmid pPSG z kolonie ¢. 24

neobsahovala inzert, proto byly dal pouzity jen kolonie ¢. 7 a 16.

Tyto vybrané klony byly pfed samotnou expresi jesté orientatné ovéreny restrikénim
Stépenim enzymem Xmnl (Obr. 14). Plasmid pGEX-6P-SG s inzertem z kolonie ¢. 7 byl
po Stépeni enzymem Xmnl rozdélena na 2 fragmenty. Jeden mél velikost 2363 bp, druhy
4056 bp. Plasmid pGEX-6P-SG Del s inzertem z kolonie ¢. 16 byl po $tépeni rozdélen na
fragment o velikosti 2363 bp a druhy 3383 bp. Pro oba vzorky byly fragmenty oznac¢ené
2461,6 bp stejné. Jejich velikost by méla byt 2363 bp. Nejednalo se o vyznamnou
odchylku piedevs§im z divodu, ze oba fragmenty byly vyhodnoceny stejné, jednalo se
spi$ o chybu vyhodnoceni pfistrojem. Druhy fragment plasmidu pGEX-6P-SG Del byl
op¢t velmi blizko ptedpokladané velikosti (misto 3383 bp 3590,9 bp). Pro plasmid
PGEX-6P-SG mél ziskany fragment velikost stanovenou kalkulaci 4332 bp misto 4056
bp. Muzeme tedy fici, ze ziskané fragmenty mély pfiblizné stejnou velikost jaka byla
piedpokladana a v kombinaci s vysledky sekvenovanim tyto dva plasmidy mohly byt

pouzity pro expresi PePPO.
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Obr. 14 Vysledek restrikéniho §tépeni pro ovéfeni spravnosti plasmidi obsahujicich inzert.
1 - 1 kb DNA Zebtik, 2 - plasmid pGEX-6P-SG Del, kolonie ¢. 16, 3 - plasmid pGEX-6P-SG,
kolonie ¢. 7. Velikosti v bp uvedeny u kazdého fragmentu.
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Pro prvni Gspé&$nou expresi v 2x YT médiu s 0,5 mmol-I* IPTG a 0,5 mmol-I"t CuSO4
pii 16 °C po dobu 65 hodin byl nakonec pouzit plasmid pGEX-6P-SG Del (Obr. 15)
z kolonie ¢. 16. Tento plasmid vychazejci z plasmidu pGEX-6P-SG byl upraven fizenou
mutagenezi ve dvou krocich. Nejdiiv byla odstranéna dvé mista, kterd jsou rozpoznévana
enzymem Esp3l. Jedno pomoci tiché bodové mutace v lacl genu a druhé pomoci delece
121 bp (Biundo et al., 2020).

(5551) HindIII AmpR promoter

(5272) Apol

(5199) Apol Xmnl (522)

~

\ N . (AmpR

(4838) HindIII

pGEX-6P-SG_Del-IPePPO

(4288) Apol 5746 bp

HRV 3C site|”

(3905) XmnI~

. |” > sapl (2127)
(3591) Sapl . .,.;_: N Apol (2191)
lac operator| lacI promoter
tac promoter

(2901) Apol

Obr. 15 Schéma plasmidu pGEX-6P-SG Del a inzertem pro PePPO gen (modie) pouzitého pro
expresi PePPO v burikach BL21 StarTM (DE3). Ampicilinova rezistence zelené, GST kotva
ruzove, pocatek replikace ZIute a lacl operon vinove. Mezi GST a PePPO je misto §tépeno
proteasou GST-HRV 3C.
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4.4 Vysledky afinitni chromatografie po expresi a proteolytickém $tépeni GST-PePPO na PePPO

Vzorek lyzatu ziskany po expresi PePPO byl podroben AC pomoci chromatografického systému AKTApurifier P-900. Vysledek vidime na
chromatogramu Obr. 16. Prvni modra kfivka znazornuje bakterialni proteiny lyzatu nenavazané na kolonu, zatimco druha odpovidala GST-PePPO,
které byl na kolonu navéazan diky afinitni GST kotvé a nasledné eluovan pufrem [B] obsahujicim redukovany glutation. Diky sbéru elu¢nich frakei

do 96 jamkové desticky byly vybrany pozice A3-B12, které odpovidaji kiivce PePPO. Celkovy elu¢ni objem v maximum kiivky byl 120,76 ml.

2023 01 30 AC IPePPO 16 001:10_UV1_280nm

2023 01 30 AC IPePPO 16 001:10_Fractions
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Obr. 16 Chromatogram po AC1. Zavislost absorbance (mAU) na objemu (ml) Cést nalevo zobrazuje frakei, ktera se na kolonu nenavazala a modra kiivka
vpravo GST-PePPO zachyceny a nasledné eluovany z kolony. Zelena kiivka znazoriiuje koncentraci eluéniho pufru [B].
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Pies noc $tépeny GST-PePPO proteasou GST-HRV 3C byl vy¢istén od odstépené GST kotvy a proteasy diky nasledné afinitni purifikaci (AC2).
Na chromatogramu Obr. 17 vidime nalevo kiivku pro PePPO, ktery se na koloné nezachytil — jiz neobsahoval GST kotvu. Modra ktivka vpravo

zobrazuje zachyceny GST a proteasu. Elu¢ni objem v maximum kiivky byl 5,36 ml.
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Obr. 17 Chromatogram po AC2. Zavislost absorbance (mAU) na objemu (ml) Modra kiivka nalevo zobrazuje frakci, ktera se na kolonu nenavazala — PePPO.
Modra kiivka vpravo znazoriiuje navazané a nasledné eluované GST a GST-HRV 3C proteasu. Jako vzorek byly odebrany frakce v jamkach A2-B4. Zelena
ktivka znazoriiuje koncentraci elu¢niho pufru [B].
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4.5 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace GST-PePPO a PePPO

Me¢éteni maximalni vinové délky s enzymem IAbPPO v rozmezi 200-950 nm ukazalo, ze

maximalni vinova délka byla 475 nm (Obr. 18).
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Obr. 18 Graf zavislosti absorbance na vinové délce pro méteni IAbPPO s 1 mmol-It
dopaminem pro zji§téni vhodné vinové délky méteni s PePPO. Z grafu bylo patrné, ze max.
vilnova délka, kde vznika finalni stabilni produkt, byla 475 nm.
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Po spektrofotometrickém méfeni fedéného vzorku (1:60 GST-PePPO a 1:40 PePPO)
byl ze ziskanych hodnot sestaven graf zavislosti absorbance na vinové délce (Obr. 19).
Vinova délka, ve které PePPO (proteiny) absorbuji zafeni je 280 nm, zde také mtizeme
vidét vrchol kiivky. Absorbance pro GST-PePPO pfi Amax. byla 0,4510 a pro PePPO
0,1153. Pro vypocet koncentrace bylo nutné nejdiive zjistit absorpéni koeficient pomoci
poctu tryptofand, tyrosinii a cystind v proteinu. Absorp¢ni koeficient byl vydélenim
molekulovou hmotnosti proteinu pieveden na g-I. Vysledna koncentrace byla vypodtena

diky absorpénimu koeficientu, absorbanci pii 280 nm a faktoru fedéni.
05

—  5T- PePPO AC 1:80
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A [nm)

Obr. 19 Grafické zobrazeni méfeni koncentrace GST-PePPO (po AC1) a koncentrace finalni
PePPO (po AC2) v pufru [A]. Tyto dvé kiivky nelze kvili rozdilnému fedéni porovnavat co do
intenzity absorbance.
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Vypocet absorpéniho koeficientu pro GST-PePPO po ACL1:
&g0(M1cm™) = pocet Trp-5500+pocet Tyr-1490+pocet cystinii-125
&go(M1ecm™) = 12:5500+30-1490+6 -125=111450 M1cm'!

£g0(M1eml) 111450 Mem™?

_ -1
Mr 84589,49 Da =1318¢1

&g0(g-171) =

Vypocet koncentrace a hmotnosti pro GST-PePPO po AC1:

Ao _ 04510

60= -1
Aggo(glh) ~— 1,318gl-1 60=20,51 g'l

Cgst-peppo (g1 ) =
MGsT-pepp0 =CGsT-Pepp0’ VasT-Pepp0=20,51 mg:ml™ -0,561 ml=11,51 mg
Vypocet absorpéniho koeficientu a koncentrace pro PePPO po AC2:

&g0(M1ecm™) =8:5500+16-1490+4 -125=68340 M'cm?

£g0(M1em!) 68340 Mtem™?

-1 — _ e
£00(g- 17 ) = = =", = L175 gl
-1y _ _ Asg o 01153 o -1
cpeppo (g717) = ae(el 1) F= 177 e 40=3,93 g'l

Mpeppo =Cpepp0'Vpeppo=3,93 mg-ml'l 0,529 ml=2,08 mg
Jak se dalo piedpokladat, koncentrace rekombinantniho PePPO proteinu byla 3,93 g-I*
a byla nizsi, nez koncentrace GST-PePPO z divodu odstépeni GST, dalsiho precisténi a

zakoncentrovani diky AC2.

4.6 Spektrofotometrické stanoveni specifické aktivity GST-PePPO a
PePPO

Ze ziskanych spekter pro méteni Aspec. byly odecteny Casy odpovidajici linedrni zméné
absorbance. Délka optické drahy (I) byla 1 cm, absorpéni koeficient 3300 M*cm™ a
celkovy objem reakce 1 ml. Vysledky méfeni Aspec pro GST-PePPO,
GST-PePPO + 100 pmol-I't Cul a PePPO uvedeny v tabulce 15.

Tab. 15 Vysledky méfeni Aspec pro GST-PePPO, GST-PePPO + Cul a PePPO. Casovy tisek
linearity je uveden v sekundach, smérnice pfimky je znacena k, R? je koeficient determinace.

Parametr GST-PePPO GST-PePPO + Cul PePPO
tstart (S) 45 56 130
tionec (S) 65 65 150

k (min?) 0,413 0,287 0,191

d (Ears) -0,087 -0,134 -0,139
R? 0,999 0,999 0,999
Mproteinu (ug) 20,50 20,50 2,00
Aspec (U'mg?) 6,105 4,252 29,545
Aspec (U) 70,300 48,940 61,300
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Vypocet Aspec:

k \Y 0,413 min”" 1 ml
1 06 . celk J— 6 .

Agpec(Umg™) = =6,105 U'mg™

earsl  Mooreima 3300 Mem Lem 20,5 ug
Agpec(U) =Agpec (Umg™) Mypoteiny (Mg)=6,105 U'mg+11,51 mg=70,3 U
Porovnanim Aspec GST-PePPO a Aspec po piidani 100 pmol-I't Cul bylo zjisténo, ze
Aspec klesla na 69,7 %. Ptidani Cul v této koncentraci tedy nemelo pozitivni vliv na Aspec
enzymu PePPO, Aspec po jeho pfidani vyrazn€ klesla. Aktivita po odstranéni GST

z PePPO vzrostla 4,8x.

4.7 SDS-PAGE

Jednotlivé vzorky, které byly sesbirany béhem ziskavani rekombinantni PePPO byly
vizualizovany na gelu pomoci SDS-PAGE (Obr. 20). Tento krok slouzil jak pro dalsi
ovéteni pritomnosti PePPO (diky znalosti jeji molekulové hmotnosti) tak pro zjisténi
Cistoty proteinu. Rozdé€leni vzorku v jamce ¢. 6 naznacuje, Ze jiz zde je bez piidavku
proteasy nejspis ¢ast proteinu PePPO odstépena od GST. Jamka ¢. 10 obsahuje kromé
pripravené rekombinantni PePPO také dalsi bakterialni proteiny. Purifikace tedy nebyla

100 % ucinna.

250 W
150 w—
100 s
7S w—
PePPO
50 Wy -

Obr. 20 Snimek SDS-PAGE. 1 — proteinovy zebtik (10-250 kDa), 2 — lyzat vzorku 16.1, 3 —
lyzat 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 §tépeni pted AC2 (smés PePPO a
odstépené GST), 8 — GST (25 kDa) oddélené pomoci AC2, 10 — finalni PePPO (57,9 kDa) bez
GST po purifikaci AC2. Do jamky 9 nebyl nanesen zadny vzorek.
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4.8 Analyza obsahu Cu' v PePPO

Po spektrofotometrickém meéteni byla spocitana koncentrace medi. VSechny potiebné

veli¢iny pro vypocet koncentrace i vysledky jsou uvedeny jsou uvedeny v tabulce 16.

Tab. 16 Veli¢iny potiebné pro zjisténi koncentrace Cu' v PePPO. Mg&feni bylo provedeno
v triplikatu. Vysledek uveden jako primémy pocet médi v proteinu plus minus smérodatna
odchylka méfteni (o).

Vzorek 1  Vzorek 2 Vzorek 3

M (Da) 58176,79
Veelk. (HI) 150,00

Mproteinu (Hg) 100,00

Cproteinu (gll) 3,93

Vproteinu (P-I) 25,48

Esas (cM™) 0,237 0,244 0,222
Ceyt (umol-1) 37,10 38,20 34,70
Cu'/proteinu 3,2 33 3,0
Primérny pocet Cu'/proteinu 3,2+0,2
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Vypocet koncentrace a nasledné& také primérmého poétu Cu' v rekombinantnim proteinu

PePPO:

m
MV 100 pg
AP, =(280 Mt-cm1)-b- MY — 280 M-cm™!-1 cm- = 0,00321
sa6=( em)b =5 o ' 58176,79 Da 150 ul
1 ASeAbe 0237000321 5 el 1
[Cu]= (6300M-1-cm1)b ~ 6300Ml-cml-1cm 3,71-10°mol "= 37,1 pmol-]

37,1:10°% mol-I'
100106 g
58176,79 Da-150 10701

=3,24

ER

Cu! /proteinu =

=

v
ASsi6 je absorbance blanku, APss slouzi ke korekci absorbance v piitomnosti
makromolekul, D je faktor zfedéni, b je délka drahy, 6300 M*-cm™ reprezentuje
absorpéni koeficient komplexu bis(bichinolin)Cu'. Veli¢iny m (hmotnost proteinu), M
(molekulova hmotnost) a V (objem) slouzi k vypoctu koncentrace proteinu.
Primérny pocet mé&di v proteinu byl tedy 3,201 + 0,156. Relativni smérodatna
odchylka byla 4,9 %.

4.9 pH optimum enzymu PePPO

Z prvniho métfeni (pH 2,00-12,00) bylo zjisténo pH optimum 6,00 (Obr. 21)
(Aspec 1,616 + 0,065 U-mg™). Protoze u pH 5,00 byla aktivita PePPO rovna nule a pak
nastalo prudké zvySeni aktivity, bylo méfeni zopakovano v uz§im rozmezi pH. Diky
tomuto méfeni bylo zjisténo, Ze PePPO je aktivni od pH 5,20 (Aspec 0,113 + 0,028 U-mg™)
do pH 7,00 (Aspec1,103+0,044 Umgl) smaximem vpH 6,00
(Aspec 1,878 + 0,095 U-mg™L).

20 T
l LR
(]
16 1 11%1g
A 1 1 I
£12 - =3
e 1 =
308 1 ®
<m T T e o
0,4 -
1 ®
0,0 e+H++o+HHo+H-+HHI-HH-HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHEO D

2,00 3,00 4,00 500 6,00 7,00 8,00 9,00 10,00 11,00 12,00
pH ()

Obr. 21 Zavislost aktivity PePPO na pH. Modfe zobrazeno méfeni pro rozmezi pH od 2,00 do
12,00 s piirtistkem pH po 1,00 a oranzové pH od 5,00 do 7,00 s piirtstkem pH po 0,20. Aktivita
pro oba méfeni byla nejvyssi u pH 6,00.
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4.10 Stanoveni vhodné koncentrace SDS pro aktivaci PePPO

Pro aktivaci latentni PePPO pomoci SDS bylo provedeno méfeni s koncentracemi SDS
od 0,000 mmol-I"t do 4,000 mmol-I"t. Z Obr. 22 vyplynulo, Ze nejvyssi specificka aktivita
PePPO (6,566 + 0,1543 U-mg?) je pfi koncentraci SDS 0,250 mmol-I. P¥i vyssich

koncentracich SDS zacina aktivita PePPO pozvolna klesat.

0 1 2 3 4
CSDS (mm01'|'l)

Obr. 22 Zavislost specifické aktivity PePPO na koncentraci SDS. Bez pouziti SDS byla aktivita
PePPO nulova. Nejvyssi aktivita byla naméfena pro koncentraci SDS 0,25 mmol-I.

53



4.11 Reaktivita PePPO s katecholy a fenoly jako substraty

Z fotografického zaznamu jednotlivych reakénich smési byla vyhodnocena reaktivita
PePPO (Obr. 23).

2 min
3 min
4 min
5 min
6 min
8 min
10 min

12 min

Obr. 23 Zobrazeni reaktivity jednotlivych substratt v ¢ase. 1-adrenalin, 2-k. kavova, 3-K.
4-hydroxybenzoova, 4-k. chlorogenova, 5-floretin, 6-k. gallova, 7-epikatechol, 8-katechol,
9-pyrogallol, 10-k. syringova, 11-2,6-dimetoxyfenol, 12-koniferylalkohol.
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V case 0 zreagoval adrenalin (dodan aZ po 1 hodiné a 17 minutéach), floretin,
epikatechol a pyrogallol. Po 1 minuté zreagovala kyselina kavova a katechol, po dvou
minutach kyselina chlorogenova. Po 8 minutach reagoval 2,6-dimetoxyfenol a po 47
minutach reagovala také kyselina gallova. Po 24 hodinach se objevilo zabarveni i u
kyseliny 4-hydroxybenzoové. V ¢ase u reagujicich substratll intenzita zabarveni rostla.

S PePPO nereagovala kyselina syringova ani koniferylalkohol, jak se pfedpokladalo.

4.12 Zjisténi Amax a € pro spektrofotometrické méreni inhibi¢nich reakci
PePPO

Pro ovéfeni stejného prubéhu reakce s NalO4 a PePPO bylo provedeno méteni v rozsahu
vlnovych délek od 200 nm do 600 nm. V obou piipadech byla maximalni vinova délka
475 nm (Obr. 24).

4000

A()

2000 H

20000

Obr. 24 Grafy zavislosti absorbanci na vinovych délkach pro zjisténi vhodné vinové délky
méfeni inhibi¢nich reakci s PePPO. A: reakce dopaminu s NalOs, maximum kiivky 475 nm. B:
reakce dopaminu s PePPO, maximum ktivky 475 nm. Maxima kfivek zvyraznéna cervenymi
Sipkami.
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Z méteni absorbance pii 475 nm reakci NalO4 s dopaminem byl pomoci
Lambert-Beerova zakona vypocitan absorp¢ni koeficient pro kazdou koncentraci
dopaminu (Tab. 17). Z rovnice piimky (y = 0,0027x + 0,0498; R?=0,9999, d=0,0498
cm™) byl vypogitan absorpéni koeficient: 2 651 Mt-cm™,

Tab. 17 Vysledné absorpéni koeficienty z méfeni absorbanci.

Caopamin (pmol-lY) | Ags (cm™) | e (Mt-cm?)
100 0,314 3143
200 0,585 2922
300 0,843 2808
400 1,105 2761
500 1,370 2759
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4.13 Inhibice aktivity PePPO

Inhibice byla méfena reakci PePPO s tyraminem nebo dopaminem jako substraty, vzdy v

triplikatech. Vysledné procento inhibice uvedeno v Tab. 18. 100% inhibice znamena, ze

inhibitor kompletn¢ zamezil reakci enzymu PePPO se substratem. Nejsilnéj$im

inhibitorem pro reakci PePPO s fenoly a katecholy je tropolon a jeho derivat — thujaplicin.

Zaporna hodnota u inhibitoru EDTA pfi reakci s tyraminem znamena, ze po jeho ptidani

byla namétfena vyssi aktivita enzymu nez bez néj. Pro tento inhibitor by bylo vhodné

pouzit jesté jeho jiné koncentrace.

Tab. 18 Vysledky méfeni inhibi¢nich reakci s PePPO. Vypocet inhibice na zakladé porovnani
aktivity PePPO bez a s inhibitorem.

Inhibitor Substrat ?G’?er;g'l) ?{? spn:;_l) (I?,/E)D E(r,]/? )|b|ce o (inhibice, %)
Tropolon Tyramin 0,035 0,034 95,00 99,00 1,40
Dopamin 0,000 0,000 - 100,00 0,00
Kyselina kéjova Tyramin 2,336 0,185 8,00 1,00 7,80
Dopamin 7,311 3,460 47,00 90,00 4,90
. .. Tyramin 1,106 0,106 10,00 53,00 450
Fenylthiokarbamat D>(/)pamin 0,000 0,000 - 100,00 0,00
EDTA Tyramip 2,557 0,849 33,00 -8,00 35,80
Dopamin 31,405 6,144 20,00 55,00 8,80
Thujaplicin Tyramip 0,318 0,123 39,00 87,00 5,20
Dopamin 0,000 0,000 - 100,00 0,00
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5 DISKUZE

Hlavnim cilem této prace bylo exprimovat PePPO z planého hrachu kultivaru JI64, ktery
ma na rozdil od kulturniho hrachu tento enzym aktivni. Po amplifikaci a upravé PePPO
genu (odstranéni ¢asti kodujici N-konec proteinu) se podafilo optimalizovat expresi a
ziskat rekombinantni PePPO. Pfipravena tyrosinasa byla biochemicky charakterizovana
pfedevsim pomoci spektrofotometrickych metod. Tato prace pojednava o prvni expresi a
zakladni charakterizaci PPO z planého hrachu viibec.

Polyfenoloxidasa je v sou¢asné dob¢ intenzivné studovanym enzymem nachazejici se
u prokaryot i eukaryot. Pro tyto ucely se ji podafilo exprimovat z rajcete (Kampatsikas et
al., 2019), vlasského ofechu (Panis a Rompel, 2020), oliv (Sanchez et al., 2023) i
meruniky (Derardja et al., 2017). Jeji dulezita role je jak zapojeni v imunitnim systému,
tak v biosyntéze melaninu (Lerner a Fitzpatrick, 1953). Ugastni se reakci, ve kterych
dochazi k hydroxylaci monofenoli pies difenoly az na chinony. Podle toho, zda akceptuje
fenoly ¢i katecholy se fadi mezi katecholasy nebo tyrosinasy. Reakcemi enzymu PePPO
s 12 teoretickymi substraty se ocekavalo, ze ty, které maji velké substituenty na uhlicich
vedle uhliku s OH skupinou budou reagovat velmi pomalu ¢i viibec. Takovymi substraty
jsou naptiklad kyselina syringova, koniferylalkohol a 2,6-dimetoxyfenol. Prekvapivé ale
PPO z hrachu akceptovala i 2,6-dimetoxyfenol. Podle predpokladii diky znalosti struktur
nejrychleji reagoval adrenalin. Pro dalsi studie by bylo vhodné vybrat nejlépe reagujici
substraty a zméfit absorbance pro ziskani konkrétnich kinetickych dat, kterd by bylo
mozné porovnavat. Pfirozené substraty PPO ale stale nejsou zcela objasnény.

Rostlinné PPO se skladaji ze 3 domén. Signalni sekvence, doména s katalytickou
funkci a C-terminalni konec. PePPO m4 ve svém aktivnim misté dva atomy médi vazané
koordinacné diky tfem histidinovym zbytkim. PePPO exprimovany v této praci
obsahoval o jeden atom médi vic. Jeho pravdépodobna lokalizace je pobliz aktivniho
mista u disulfidickych mustkt cysteinu. Pro klonovani je vétsinou PPO gen upraven za
ucelem snadnéjsi exprese odstranénim signalni sekvence na N konci (velikost kolem 4-9
kDa), ktera piimo nesouvisi s aktivitou enzymu (Tran et al., 2012). Velikost exprimované
latentni formy PePPO bez N-terminalniho konce byla podle SDS-PAGE 57,9 kDa. In vivo
jsou latentni PPO exprimovany jako 64-68 kDa proteiny (Tran et al., 2012). SDS-PAGE
také ukazala, ze Cistota ziskaného proteinu neni 100%. Aktivita latentni formy PPO in

vitro se blizi nule, proto je nutné tento enzym aktivovat proteasami (tento zpusob je
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pravdépodobné vyuzit v pfirodé), kyselym pH, mastnymi kyselinami ¢i detergenty jako
je SDS. Ukazalo se, ze aktivace kyselym pH neni tak ucinna jako aktivace latentniho
enzymu ptidavkem SDS (Kampatsikas et al., 2017). Aktivace cetylpyridinium chloridem
(CPC) poskytuje sice jesté vyssi aktivitu enzymu nez ptisobenim SDS, v jeho piitomnosti
ale dochazi k precipitaci enzymu (Pretzler et al., 2017). Je pravdépodobné, Ze aktivace
latentniho enzymu spociva v proteolytickém $tépeni na C-konci ¢i v jeho konformacni
zméné diky ¢emuz dojde k zptistupnéni aktivniho mista. Je ovSem diilezité znat optimalni
podminky (koncentrace, slozeni) téchto aktivatorti, vyssi koncentrace mohou mit
inhibi¢ni u¢inky (Yoruk a Marshall, 2003). Exprese je v ptipadé PPO ze zampionu
jedinym zpiisobem, jak jej ziskat v latentni formé, jelikoz vSechny izolované enzymy jsou
jiz aktivovany (Faccio et al., 2013).

Mnozstvi ziskaného proteinu v této praci z exprese o objemu 1 litru bylo 2,08 mg.
Ziskané mnozstvi bylo velmi podobné zisku PPO pii heterolognich expresich z jinych
rostlin (PPO z krasnoocka 5,0-6,0 mg, PPO6 a PPO2 z pampelisky 1ékaiské 0,5-2,0 mg
a 8,7 mg) (Dirks-Hofmeister et al., 2012; Dirks-Hofmeister et al., 2013; Kaintz et al.,
2014). Nejlepsi vytézek byl zexprese probihajici pii 20 °C po dobu 24 hodin
(koncentrace 24 g-1"%, aktivita 55,00 U-mg™). NiZsi teploty expresi jsou voleny za uéelem
lepsi stability a spravného slozeni proteint chaperony. Zaroven je pii nizsich teplotach
snizena aktivita proteas, které by mohly vznikajici protein degradovat.

pH optimum PPO z hrachu je slabé kyselé az neutralni (5,20-7,00), coz je v souladu
PPO ze zampionu (5,00-10,00) (Pretzler et al., 2017).

Inhibi¢nimi reakcemi bylo potvrzeno, Ze nejucinngj$im inhibitorem, ktery uplné
zamezuje aktivit¢ PePPO s fenoly i katecholy, je tropolon a jeho derivat thujaplicin.
Utinek tropolonu na aktivitu PPO byl predikovan jiz pti reakci PPO z hroznu, kdy
inhibice tropolonem byla 87,50% (Li et al., 2019). Jinym derivatem tropolonu je také
2-chlorcykloheptratrien, ktery mé substituci Cl misto OH skupiny a sila jeho inhibice je
pouze 6%. Z toho je usuzovano, ze OH skupina hraje pfi inhibi¢ni reakci dulezitou roli a
pravdépodobné se ptimo vaze na enzym (Li et al., 2019). Ve stejné studii byl zaroven
prokazan benzamidin jako jeden z nejslabsich inhibitori (15%). Pro reakci s dopaminem
je také dobrym inhibitorem fenylthiokarbamat a kyselina kojova. Co se tyce vlivu EDTA,

tento experiment by mél byt opakovan s riznymi koncentracemi tohoto inhibitoru. Z
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reakce EDTA s tyraminem a PePPO totiz plyne, Ze aktivita je o 8 % vySsi, nez u reakce
bez inhibitoru. Vysledkem tohoto méfeni tedy bylo, ze EDTA byl pro reakci s fenolem
aktivatorem enzymu.

Studium vlastnosti tohoto enzymu je v zajmu hlavné potravinarského primyslu. Jeho
ucast na syntéze hnédych chinonovych polymert totiz zptisobuje sniZeni kvality potravin
a prispiva tak k plytvani potravin (Mayer a Harel, 1979). Enzymatické hnédnuti ovliviiuje
organoleptické (vzhled, viing, chut’) 1 nutrini vlastnosti zejména ovoce (Whitaker a Lee,
1995). Inhibice PPO by mohla usetiit velké mnoZzstvi potravin i financi. U&innym
netoxickym inhibitorem se na aktivitu PPO z jablka ukazal byt extrakt ze zeleného ¢aje
(Soysal, 2019). Ptitomnost PPO v rostlinach je ale zaroven velmi dulezitym zptisobem
ochrany pred Skidci ¢i stresem (Boss et al., 1995). Ziskané poznatky diky této praci
mohou do budoucna slouzit jako vychozi material studia vlastnosti PePPO tieba pro

nalezeni jeho ptirozenych substratli a také jako vychozi antigen pro ziskani protilatky.
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6 ZAVER

Byla vypracovana literarni reSerse na téma vyskytu a funkce PPO, jeji uCasti v obranném
metabolismu rostlin a vyuzitim v pramyslu. Byla také popsana struktura PPO,
znazornény metabolické pfemény substrati PPO a signalizace interakce semeno patogen.

Pro expresi PePPO enzymu byla pouzita DNA z genotypu planého hrachu JI164, ktery
ma tento enzym aktivni. Pomoci PCR byla ¢ast PePPO genu amplifikovana tak, aby byla
odstranéna N-signalni ¢ast vzniklého proteinu. Tento PCR produkt byl ligovan do dvou
riznych plasmidi, stim ze po ovéfeni sekvenovanim byla spravna sekvence pouze
v plasmidu pGEX-6P-SG Del. Tento plasmid byl transformovan do chemicky
kompetentnich bunék E. coli MDS42 a z nich do bunék pro expresi BL21 Star™ (DE3).
Expresi piidavkem IPTG a CuSO4 byl afinitni chromatografii ziskan témét Cisty protein
PePPO (Cistota vizualizovana pomoci SDS-PAGE). Spektrofotometricky byla zméfena
jeho koncentrace (3,93 g:1) a specificka aktivita (29,545 U-mg™t). Primé&rmy pocet médi
ve struktute proteinu byl 3,201 + 0,156. Pro zjisténi pH optima byla nejvyssi aktivita
nameéiena pii pH 6,00 (rozmezi pH optimum je od 5,20 do 7,00). Také byla namétena
idealni koncentrace SDS, kdy prechazi latentni PePPO do aktivni formy (0,25 mmol-I?).

Diky tomu, ze pfipraveny enzym reagoval jak s dopaminem, tak styraminem
(katecholem 1 pfislusnym fenolem) mohlo byt feceno, Ze je tento konkrétni enzym
tyrosinasa, ne katecholasa (reagoval by jen s katecholy). Dale bylo pozorovano, jak
enzym reaguje s 12 riznymi substraty. Jak se piedpokladalo, nejrychleji reagoval
s adrenalinem, epikatecholem, floretinem a pyrogallolem. Substraty PePPO
nebyla kyselina syringova ani koniferylalkohol. Toto bylo diky znalosti struktury také
predpovézeno (oba maji na uhlicich vedle OH skupiny velkého substituenta).

Testovanim 5 rlznych substrati bylo zjisténo, Ze nejsilnéjSim inhibitorem aktivity
enzymu PePPO styraminem i dopaminem je tropolon a thujaplicin. Pro reakci
S dopaminem je také silnym inhibitorem kyselina kdjova a fenylthiokarbamat.
0,1 mmol-I* EDTA nemélo na reakci s PePPO a tyraminem 4dny inhibi¢ni vliv.

Byly splnény veskeré cile teoretické i praktické ¢asti. PePPO gen z kultivaru hrachu
JI64 byl amplifikovan pomoci PCR, naklonovan do plasmidu pGEX-6P-SG Del a
uspésné transformovan do bakterialniho systému E. coli. Také byla provedena exprese
tohoto proteinu, kterd byla nakonec i optimalizovéana. Ziskany protein byl purifikovan

pomoci GST afinitni chromatografie, vizualizovan na elektroforéze SDS-PAGE a
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biochemicky charakterizovan pfedevsim diky spektrofotometrickym metodam. Jedna se
o prvni uspé$nou expresi a popis tohoto enzymu z planého kultivaru hrachu JI64. Ziskané
poznatky mohou slouzit jako podklad pro dalsi studium tohoto enzymu nebo pro expresi

jinych PePPO gend.
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8 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

°C

AC
Aspec
AUR
CAT
cDNA
CPC
cTP
DHI
DHICA
diH20
DNA
DOPA
DTT
eV

Fw

g

g
gDNA

GST-PePPO

IPTG
KCI

Km

I
IAbPPO4
LAC

LB

MES

stupen Celsia

afinitni chromatografie
specificka aktivita
auronsyntasa
katecholoxidasa
komplementarni DNA
cetylpyridinium chlorid
chloroplast transitni peptid
5,6-dihydroxyindol
5,6-dihydroxyindol-2-karboxylova kyselina
deionizovana voda
deoxyribonukleova kyselina
3,4-dihydroxydenylalanin
dithiotreitol

elektronvolt

forward primer

gramy

tihové zrychleni

genomova DNA

PePPO s GST kotvou

isopropyl-p-D-1-thiogalaktopyranosid
chlorid draselny

Michaelisova konstanta

litr

latentni polyfenoloxidasa ¢islo 4 z Agaricus bisporus
lakasa
Luria-Bertani

2-ethansulfonova kyselina
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MgCl;
min

ml
mmol
MRNA
NaCl
PePPO
POX
PPO
Rev
rpm
RSD
SDS
SOC
TBE
TYR
uv

YT

umol

chlorid hotecnaty

minuty

mililitry

milimol

mediatodova ribonukleova kyselina
chlorid sodny

PPO z hrachu

peroxidasa

polyfenoloxidasa

reverse primer

revolutions per minute
relativni smérodatna odchylka
dodecylsiran sodny

Super Optimal Broth
Tris-borat kyseliny ethylendiaminotetraoctové
tyrosinasa

ultrafialové

volty

Yeast Extract Tryptone
mikrolitr

mikromol

smérodatné odchylka
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