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Souhrn

a-galaktosidasy jsou enzymy katalyzujici hydrolyzu galaktosovych rezidui
v oligosacharidech a polymernich galaktomananech, pficemz se li§i svou substratovou
preferenci. V minulosti se a-galaktosidasy ziskavaly vyhradné izolaci z mikroorganismil,
kdezto dnes jsou jiz diky metoddam molekularni biologie pfipravovany rekombinantné
v riznych expresnich systémech.

Predkladana bakalétska prace se zabyva ptipravou kvasinkového expresniho systému
Pichia pastoris X-33 pro produkci rekombinantniho enzymu a-galaktosidasy z genu MelA
z Bacillus subtilis var. natto, ktera by se mohla vyuzivat jako aditivum do krmnych smési
pro hospodarské zvitata. Piidavek tohoto enzymu by usnadinoval hydrolyzu obtizné
stravitelnych oligosacharidli obsazenych v sdji.

Experimentalni ¢ast byla zamétena na piipravu dvou konstrukti pPICZoA::MelA
a pGAPZoA::Mel4 vhodnych pro expresi v kvasinkach. Pro jejich ziskani byly pouzity
metody molekularni biologie jako je transformace, izolace DNA, restrikce, ligace ¢i PCR.
Na zavér byly optimalizovany podminky exprese rekombinantni a-galaktosidasy, pti¢emz
jeji ptitomnost Vraznych typech médii byla detekovana pomoci SDS-PAGE nebo

spektrofotometrickym méfenim enzymatické aktivity.



Summary

a-galactosidases are enzymes that catalyze the hydrolysis of galactose residues
in oligosaccharides and polymer galactomannans. They differ in substrate specificity.
In the past, a-galactosidases were obtained just through isolation from microorganisms
but nowadays they can be prepared recombinantly in various expression systems by the use
of molecular biology methods.

Main ambition of the bachelor thesis is the preparation of yeast expression system
Pichia pastoris X-33 for the production of recombinant enzyme o-galactosidase
from Bacillus subtilis var. natto MelA gene. This enzyme could be used as an additive
in fodder mixture for animals. The addition of this enzyme can facilitate the hydrolysis
of bad-digestible oligosaccharides, which can be found in soybeans.

The experimental part is focuse on preparation of two different constructs
PpPICZaA::MelA and pGAPZoA::MelA, which are suitable for expression in yeasts. They
were prepared by the use of molecular biology methods such as transformation, DNA
isolation, restriction, ligation and PCR. Finally, the expression conditions of recombinant
a-galactosidase were optimized.The production of enzyme was monitored by SDS-PAGE
in different media types or by spectrophotometric measurement of enzymatic activity.
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Cile prace
e Vypracovani literarni reSerSe na téma: Sacharidy a jejich metabolismus; enzymy

vném aktivni se zaméfenim na o-galaktosidasy a sdja lustinata jako zdroj

sacharidu.

e Priprava rekombinantni a-galaktosidasy MelA z Bacillus subtilis var. natto

v kvasinkovém expresnim systému.

e Klonovani genu z Bacillus subtilis var. natto, oznaceného jako MelA,

do expresnich vektort pro rekombinantni kvasinkovy systém Pichia pastoris X-33.

e Optimalizace exprese rekombinantni a-galaktosidasy v Pichia pastoris X-33.

e Mc¢feni aktivity o-galaktosidasy.



1 UvVOD

So6ja lustinata se hojné vyuzivd jako financné dostupna slozka krmnych smési
pro hospodarska zvirata. Je bohatym zdrojem bilkovin, sacharid a dusikatych latek.
Na druhou stranu obsahuje také relativné velké mnozstvi antinurti¢nich latek, které brani
plnému vyuziti vSech zivin. Jako hlavni problém se jevi pfitomnost antitrypsinového
faktoru a nestravitelnych oligosacharidl, piedev§im rafinosy, stachyosy a verbaskosy.
Tepelnou upravou se ucinek antitrypsinového faktoru snizuje, ale pfiliSné tepelné
zpracovani ma negativni vliv na kvalitu bilkovin. Nestravitelné oligosacharidy prochézi
travicim traktem monogastrickych zvifat az do tlustého stfeva, kde je mohou Stépit

mikroorganismy produkujici a-galaktosidasu.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Sacharidy
Sacharidy jsou definovany jako polyhydroxyderivaty alkoholid (aldehydti nebo

ketontl) obsahujici tfi a vice uhlikatych atomu (Voet et al., 2005). V Zivych organismech
plni strukturni a metabolickou funkci. Zakladni sacharidovou jednotkou je glukosa.
Rostliny ji ziskavaji fotosyntézou z oxidu uhli¢itého a vody (viz Schéma 1). Ukladat ji
mohou ve formé Skrobu. Zivogichové piijimaji rostlinné sacharidy, tuky a bilkoviny
V potrave, Z nichZz si mohou nasledné syntetizovat nékteré sacharidy sami nebo je mohou

ulozit ve formé glykogenu (viz obrazek 2).

svételna energie

12H,0 + 6CO, — > CsH1206 + 60, + 6H.0
chlorofyl

Schéma 1 — Souhrnna rovnice fotosyntézy

Monosacharidy ptedstavuji nejjednodussi formu sacharidii. Jsou definovany jako
sacharidy, které jiz nemohou byt hydrolyzovany na jednodussi sacharidy. Podle poctu
atomt uhliku je d€lime na triosy, tetrosy, pentosy, hexosy, heptosy nebo oktosy. Dle
pritomnosti aldehydové €1 ketonové skupiny se pak déli na aldosy a ketosy. Patii sem
napiiklad glukosa, fruktosa ¢i ribosa.

Monosacharidy a oligosacharidy se souhrnné oznacuji jako cukry. Oligosacharidy
se skladaji z2-10 monosacharidovych jednotek. Pokud se O-glykosidové vazby
hemiacetalového hydroxylu ucastni pouze jedna jednotka, jedna se o redukujici sacharid.
Pokud se vSak O-glykosidové vazby tUcastni obé monosacharidové jednotky, jedna
se o neredukujici sacharid. Mezi oligosacharidy se fadi napftiklad rafinosa, stachyosa,

¢i verbaskosa (viz obrazek 1) (Mayes, 1998).
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Obrazek 1 — Strukturni vzorce oligosacharida. A — rafinosa, B — stachyosa, C — verbaskosa.

Polysacharidy, oznafované také jako glykany, obsahuji vice nez 10 jednotek
monosacharidi. Dle po¢tu monosacharidovych jednotek, na které jsou hydrolyzovany,
se oznaCuji jako pentosany nebo hexosany. K biologicky nejvyznamnéjSim
polysacharidim patii Skrob, ktery piedstavuje velmi dilezity zdroj sacharid v rostlinné
potravé. Tvoii ho a-glykosidové fetézce amylosy a amylopektinu, coz jsou vétvené fetézce
24-30 glukosovych jednotek spojené a-(1,4) nebo a-(1,6) vazbami v mistech vétveni.
U zivoCichl je zasobni polysacharid tvofen fetézcemi 10-18 o-D-glukopyranosovych
jednotek spojenych a-(1,4) vazbami, které jsou navzajem spojeny o-(1,6) vazbami
v polymery glykogenu (viz obrazek 2). Dalsi je celulosa, ktera piedstavuje hlavni slozku

nerozpustnych rostlinnych pletiv. Pro mnoho savct je nestravitelnd v disledku absence
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enzymu traviciho jeji B-D-glukopyranosové jednotky spojené B-(1,4) vazbami. Bylozravci
proto vyuzivaji symbiotickych mikroorganismi ve stievech, které tyto hydrolasy produku;ji

(Hughes, 1975).

o Vvazbaa-1,4 HO

OH 5
R 0 0 —
s OH OH
OH HO
O%
HO
OH

O <4—— vazba a-1,6

0 0}
OH
HO
OH
O

HO

O
OH

O O
OH

OH
H

Obrazek 2 — Glukosové jednotky glykogenu spojeny a-(1,4) a a-(1,6) vazbami (pievzato
z. https://www.uic.edu/classes/phar/phar332/Clinical_Cases/carbo%20metab%20cases/glycogen%
20metab/Glycogen%20biochemistry.htm, 3. 5. 2016).

Sacharidy jsou schopny vytvafet slouc¢eniny s jinymi latkami i mezi sebou navzajem.
Patii sem glykoproteiny (proteiny s cukernou slozkou) a glykolipidy (lipidy s cukernou
slozkou), které se vyskytuji v bunéénych membranach a tkanich, kde maji strukturalni,
receptorove, signalizacni nebo enzymatické funkce.

Existuji také derivaty sacharidi zvané glykosidy, které vznikaji kondenzaci
hydroxylové skupiny na anomernim atomu uhliku monosacharidové jednotky a druhé
molekuly, kterou mulze byt jiny sacharid nebo v pfipadé aglykonti methanol, sterol,
glycerol, fenol nebo dusikaté baze. Jestlize je druhou kondenzovanou skupinou
hydroxylova skupina, vznikd O-glykosidovd vazba, jestlize ji je amin, vznika
N-glykosidové vazba. Nazvoslovi glykosidii se odviji od sacharidovych jednotek, kterymi
jsou tvofeny. Pokud je touto jednotkou napiiklad glukosa, jedna se o glukosid, galaktosa
— galaktosid apod. (Rees, 1977).

Sacharidy mohou vykazovat nékolik forem isomerie. Konstituéni isomery maji
stejny sumarni vzorec, ale 1i§i se svym vnitinim uspofddanim uhlikatého fetézce.
Slouceniny, které maji stejny strukturni vzorec, ale odliSné prostorové uspotadani
se nazyvaji stereoisomery. Pocet moznych stereoisomerii zavisi na poctu chiralnich atomi
uhliku. Tato chirdlni centra jsou také zodpoveédna za optickou aktivitu. Pravotocivé latky

staceji rovinu polarizovaného svétla ve sméru chodu hodinovych rucicek a oznacuji se (+).
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Levotocivé latky staceji rovinu polarizovaného svétla proti sméru chodu hodinovych
ruc¢icek a maji oznaceni (-). Smes, kterd obsahuje stejné mnozstvi (+) a (-) latek neni
opticky aktivni. D a L isomerie rozliSuje prostorové uspofadani sloucenin ¢ize objekt
a jeho zrcadlovy obraz. Zda sacharid patii k D nebo L fad¢ se urcuje na zaklad¢ Fischerovy
projekce z orientace -H a -OH skupiny. Pokud ma sacharid -OH skupinu napravo, jedna
se o D isomer, pokud ji ma nalevo, jedna se o L isomer (obrazek 3). Enzymy, které jsou

zapojeny v metabolismu téchto slouc¢enin, ptisobi specificky na danou konfiguraci (Mayes,
1998).

@] (0]
B |
(|:—H C|)—H
(lt—H H—
"CH,OH CH,OH
L-glyceraldehyd D-glyceraldehyd

Obrazek 3 — L a D isomer glyceraldehydu. Fisherova projekce.

V roztocich se sacharidy vyskytuji v podobé kruhovych molekul. Kombinaci
aldehydové a alkoholové skupiny vznika hemiacetalova kruhova struktura aldos (u ketos
hemiketalovd). V zavislosti na pozici -OH skupiny na anomernim atomu uhliku v kruhové

formé rozliSujeme a- a B- anomery sacharidd (viz obrazek 4) (Mayes, 1998).

HOCH, HOCH, HOCH,
o OH O
H o
i H ! AHH \E:H 4H H ;
OH H OH H/7 OH H
HO HO HO H
H OH H OH H ©OH
a-anomer acyklicka forma B-anomer

Obriazek 4 — a- a B- anomery glukosy (ptevzato od Mayes et al., 1998).

2.2 Metabolismus sacharidu

Obecné je metabolismus povazovan za soubor latkovych a energetickych premén.

Tyto premény mohou byt nejen rozkladné (katabolismus), ale také syntetizujici

(anabolismus). U&elem metabolismu sacharidi pro heterotrofni organismy je piijem

a nakladéani s energii. V potravé jsou zdrojem energie pfedevsim sacharidy, a to ve formé

mono-, oligo-, i polysacharidi. U savcii probiha traveni hydrolytickym Stépenim
13



glykosidické vazby za ptitomnosti specifickych enzym az na zdkladni monosacharidové
jednotky jako je naptiklad glukosa, fruktosa nebo galaktosa (Campbell a Reece, 2008).

Polysacharidy Skrob a glykogen se zacinaji rozkladat jiz v ustni dutiné¢ a-amylasou
ze slin. Dale pak o-amylasa z pankreatu $tépi a-(1,4) vazbu za vzniku disacharidovych
podjednotek maltosy, které jsou maltasou St€peny na dvé molekuly glukosy. V tenkém
sttevé se vlivem specifickych enzymu $tépi i dal$i disacharidy. Ptrikladem muze byt
sacharasa, ktera Stépi sacharosu na glukosu a fruktosu nebo laktasa, ktera St€pi laktosu
na glukosu a galaktosu.

Rostlinnd slozka potravy obsahuje celulosu, hemicelulosu a dal§i polysacharidy,
které jsou soucdsti bunécné stény rostlinnych bunék. Sacharidové jednotky jsou zde
pospojovany vazbou B-(1,4). Lusténiny obsahuji oligosacharidy spojené vazbou a-(1,6)
(napf. melibiosa, rafinosa, stachyosa). Enzymy Stépici tyto vazby (napf. celulasa,
a-galaktosidasa) si savci sami syntetizovat neumi a museli proto tomu piizpisobit stavbu
své travici soustavy. V predzaludku, ve slepém a tlustém stieve ziji symbiotické anaerobni
organismy, které potfebné enzymy dokdzi produkovat a tim je napomdhaji savcim
rozkladat (Hill et al., 2008).

Vstiebani rozstépenych sacharidii nasledné probihd pres sténu tenkého stieva.
Glukosa je rozvadéna krvi do tkani a v jednotlivych bunikach je déle rozkladana anaerobni
glykolyzou na dvé molekuly pyruvatu za celkového zisku dvou molekul ATP a NADH
(obrazek 5). V prvnim kroku jsou monosacharidy pfeménény na D-fruktosa-6-fosfat.
Navazanim fosfatu se spottebuje jedna molekula ATP. V druhém kroku dochazi ke $té€peni
Sestiuhlikatého D-fruktosa-6-fosfatu za vzniku dvou molekul glyceraldehyd-3-fosfatu.
Ve tfetim kroku se triosy fosforyluji a nasledné oxiduji za vzniku pyruvatu a uvolnéni ¢tyf
molekul ATP a dvou molekul NADH + H*. 2 molekuly ATP jsou v8ak v prib&hu reakce
spotiebovany, takze celkovy energeticky zisk predstavuje 2 molekuly ATP (Holecek,
2006).
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Obrazek 5 - Glykolyza (pievzato
Sacharid%C5%AF; 21. 4. 2016).

Pyruvat, vznikly glykolyzou, je u savcl nasledné odbourdvan aerobné a to oxidacni
dekarboxylaci na acetyl CoA (viz obrazek 6), ktery pak vchazi do Krebsova cyklu
a dychaciho fetézce. Vyslednymi produkty z 1 molekuly glukosy jsou tedy 4 molekuly
CO; a ziskana energie v podobé 6 molekul NADH, 2 molekul FADH> a 2 molekul ATP

(Karlson, 1981).

HLC

Y
0

pyrohroznova
COOH 4+ HS—CoA

koenzym A m

NAD NADH + H ™

]
"

7

Obrazek 6 — Aerobni odbouravani pyruvatu (pievzato z: http://www.mojechemie.cz/Biochemie:

Metabolismus_Sacharid%C5%AF; 21. 4. 2016).
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2.3 a-galaktosidasy

2.3.1 Charakterizace a-galaktosidas

a-galaktosidasy (a-D-galaktosid-galaktohydrolasy, EC 3.2.1.22) jsou enzymy
katalyzujici hydrolyzu neredukujicich a-1,6-galaktosovych zbytkd v oligosacharidech
(obrazek 7A), galaktomanan-oligosacharidech (obrazek 7B) a galaktomanan-
polysacharidech (obrazek 7C) (Ishiguro et al., 2001). Diky této vlastnosti jsou vyznamné
pro jejich Siroké uplatnéni v biotechnologiich, lékafstvi, riznych odvétvich primyslu
(potravinaistvi, zem&dé&lstvi a papirnictvi) pro odstranéni rafinosy a stachyosy (Katrolia et
al., 2014). Nékteré a-galaktosidasy jsou také schopny transglykolace pienosem galaktosy
z darce na molekuly vhodného pfijemce (Spangenberg et al., 2000; Yamashita et al.,

2005).
V literaturé se uvadi nékolik typi o-galaktosidas (Petek a Dong, 1961; Dey
a Pridham, 1969; Balasubramaniam et al., 1974; Williams et al., 1977), kterych klasifikace
je zaloZena na zaklad¢ substratové specificity nebo sekvenéni podobnosti. Prvni kritérium
rozd€luje tyto enzymy na dvé skupiny: skupina | a Il. Substraty enzymu skupiny I jsou
oligosacharidy (rafinosové cukry), zatimco substraty enzymu skupiny II jsou polysacharidy
galakto(gluko)manany (Comfort et al., 2007). Na zakladé¢ sekvence a strukturnich
podobnosti se a-galaktosidasy fadi do jedné ze ¢tyf rodin glykosylovych hydrolas (GH)
a to GH4, GH27, GH36 a GH57 (Henrissat a Bairoch, 1993). GH jsou odpovédné
za hydrolyzu a transglykosylaci glykosidickych vazeb. Pro jejich Siroké vyuZiti
v biotechnologiich a v biomedicing, ptedstavuji jedny z nejpodrobné&ji zkoumanych

enzymatickych rodin (Brandi et al., 2008).
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VétSina enzymt patficich do rodiny GH4 ma bakteridlni pivod jako i napfiiklad
a-galaktosidasa z Bacillus subtilis var. natto. Existuji vSak i zastupci z fad archei (napf.
Thermofilum sp.) (Cantarel et al., 2009). Tato rodina zahrnuje nejen a- (a-glukosidasa,

a-galaktosidasa, a-glukuronidasa) ale i B-glykosidasy (6-fosfo-f-glukosidasa). Na rozdil
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od jinych enzymatickych rodin, se né¢kter¢ GH4 enzymy navzijem li§i v substratové
specificit¢ (Cantarel et al.,, 2009; Henrissat a Davies, 1997). Neékteré preferuji
fosforylované substraty pfed nefosforylovanymi (Henrissat a Davies, 1997; Henrissat
a Bairoch, 1996). Jsou schopny hydrolyzovat piirozené substraty o ruzné anomerni
konfiguraci, coz nebylo u dalSich GH rodin dosud prokazano (Thompson et al., 1994;
Bouma et al., 1997; Raasch et al., 2000; Lodge et al., 2003). GH4 piedstavuje jedinou
rodinu, u které bylo prokazano, ze enzymy v ni jsou schopny katalyzovat hydrolyzu
neaktivovanych thioglykosidovych substratd (Yip a Withers, 2006). Tyto enzymy
nevyuzivaji klasického Koshlandova mechanismu s dvojitym ptesunem (viz obrazek 9)
(Koshland, 1953), ale hydrolyzuji substraty mechanismem zavislym na NAD kofaktoru
(obrazek 8), ktery probiha pies kroky: oxidace, eliminace, adice a redukce prostfednictvim
aniontovych pifechodovych stavi. V pocatecni fazi dochazi k oxidaci 3-hydroxylu
na substratu NAD kofaktorem vdzanym na enzym. Tim se zvysuje kyselost C2 protonu
tak, ze muize dojit k jeho odstranéni pomoci enzymatické baze. Adici vody dochazi
ke vzniku a- a B- nenasycenych meziproduktli na anomernim centru. Poté redukci ketonu
vznik4 C3 cukerny produkt. I kdyZ je glykosidicka vazba St€pena mechanismem eliminace,

celkova reakce se povazuje za hydrolyzu (Yip a Withers, 2006).

| H50

[/ _~ROH
\\

T
2
-4
]
o
z I
W
N
T
5
=
Q
(o]
3

_
B~
XO— H l
sl e e
\,-E A Tho \ H,/ 07 Ho
\
H
Haoc HANOC . |
|_ P N
[(naD | [ NaDH |

Obrizek 8 — Mechanismus zavisly na NAD kofaktoru pro 6-fosfo-g-glukosidasu (pievzato
z: https://www.cazypedia.org/index.php/Glycoside_hydrolases#NAD-dependent_hydrolysis; 15. 4.
2016).
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Rodina GH27 zahrnuje jak bakterialni tak i vétSinu eukaryotnich o-galaktosidas
(Naumoff et al., 2004). Do této enzymatické rodiny patii mimo jiné i lidska
a-galaktosidasa A (Garman, 2006; Garman, 2007). Pomoci protonové nuklearni
magnetické resonan¢ni spektroskopie na p-nitrofenyl-a-galaktopyranosidu
hydrolyzovaném a-galaktosidasou z plisn¢ Phanerochaete chrysosporium byla dokazana
specificita anomerni konfigurace substrati (Brunner, 1999). GH27 enzymy hydrolyzuji
substraty klasickym Koshlandovym mechanismem dvojitého posunu (Sinnott, 1990), ktery
zahrnuje tvorbu kovalentniho meziproduktu glykosyl-enzym (obrazek 9) (Vocadlo et al.,
2001).

Na rozdil od GH27 rodiny GH36 rodina zahrnuje enzymy s a-galaktosidasovou
aktivitou z  archei, bakterii i  eukaryotnich  organismia  (CAZypedia:
http://www.cazy.org/GH36.html, 28. 3. 2016). Do této rodiny patii také né&kolik
houbovych enzymu z Aspergillus niger (Ademark et al., 2001), Gibberilla sp. (Cao et al.,
2009b), Absidia corymbifera (Baik et al., 2000), Penicillium sp. F63 (Mi et al., 2007) nebo
Rhizopus sp. (Cao et al., 2009a), které se lisi od enzyma rodiny GH27 a jsou daleko vice
podobné praveé bakterialnim o-galaktosidasam rodiny GH36 (Comfort et al., 2007).

Organizace GH do rodin nam poskytuje vice informaci 0 katalytickém mechanismu
enzymu. Vysledky biochemickych analyz poukazuji na vysokou podobnost mezi GH36
a-galaktosidasami (napiiklad a-galaktosidasa z Thermotoga maritima, TmGalA) a enzymy
rodiny GH27. Enzymatické rodiny GH27 a GH36 spole¢né tvoii skupinu GH-D, ktera sdili
spole¢ny pivod a katalyticky mechanismus (Comfort et al., 2007). Ob¢ tyto enzymatické
rodiny katalyzuji $tépeni glykosidické vazby ptes Koshlandiv zachytny mechanismus
dvojiho posunu se dvéma asparagovymi kyselinami pusobicimi jako katalyticka rezidua.
V prvnim katalytickém kroku, také nazyvaném glykosyla¢ni, vznika meziprodukt enzym-
glykosyl za uvolnéni sacharidové slozky. Ve druhém katalytickém kroku (deglykosylacni
krok) je meziprodukt rozloZzen exogennim nukleofilem (molekulou vody) na glykan

a katalytické reziduum enzymu (obrazek 9) (Rye et al., 2000).
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Obrazek 9 — Koshlandiv mechanismus. Hydrolyza glykosidické vazby pomoci Koshlandova
mechanismu dvojiho ptfesunuti elektront, ktery probihad u rodin GH27, GH36 a GH57 (pievzato z:
https://www.cazypedia.org/index.php/Glycoside_hydrolases#Classical_Koshland_retaining_mecha
nism, 15. 4. 2016).

Eukaryotické a-galaktosidasy GH27 jsou funkéni v monomerni formé, zatimco
enzymy GH36, zejména prokaryotického ptvodu, jsou uspofddany jako multimerni
komplexy s velkou molekulovou hmotnosti (Cao et al., 2009b). V roce 2002 Lesley et al.
vytesil prvni trojrozmérnou strukturu zastupce této rodiny a to pro a-galaktosidasu
TmGalA z T. maritima (obrazek 10). Porovnani téchto dat s jiz znamymi strukturami
enzymi GH27 odhalilo homologni aktivni mista, véetné¢ dvou kli¢ovych katalytickych
zbytkd kyseliny asparagové. Naslednd podrobné fylogenetickd analyza skupiny GH-D,
ktery ptuvodné zahrnoval pouze GH36 a GH27, ukazala, ze enzymy GH36 z archei jsou
vice podobné rostlinnym a-galaktosidasam, nez bakterialnim nebo houbovym.
Z krystalografickych studii proteinti termofilnich bakterii (TmGalA) vyplynula také
strukturni podobnost GH31 skupiny s GH36 a GH27, coz vedlo k sjednoceni téchto tii
rodin do spole¢né skupiny GH-D (Ernst et al., 2006).
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Obriazek 10 — 3D krystalova struktura a-galaktosidasy (EC 3.2.1.22) z T. maritima. Rozliseni
2.34 A (PDB kod: 1zy9, ptevzato z http://www.proteopedia.org/wiki/index.php/1zy9; 15. 4. 2016).
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a-galaktosidasy z vlaknitych hub maji nizké pH optimum (pH 4,0-6,0), coz je déla
nepostradatelnymi pii praci v kyselém prostiedi pii raznych teplotach (Mi et al., 2007,
Similé et al., 2010). Napiiklad a-galaktosidasa z Penicillium sp. (pH 5,5-6,5) a Penicillium
purpurogenum (pH 4,0-6,0) je aktivni pouze v kyselém az neutralnim prostiedi (Shibuya et
al., 1998; Mi et al., 2007). Glykosylové hydrolasy z Penicillium sp. a Rhizopus sp. rodiny
GH36 vykazuji nizka teplotni optima (40 a 50 °C, v tomto potadi) (Mi et al., 2007; Cao et
al., 2009a) v porovnani s a-galaktosidasam izolovanymi z termofilnich hub Talaromyces
lanuginosus a Talaromyces emersonii, které jsou aktivni pravé pii vysokych teplotach
60-70 °C (Rezessy-Szabo et al., 2007; Similé et al., 2010).

Rodina GH57 vznikla v roce 1996 (Henrissat a Bairoch, 1996) na zakladé dvou
sekvenci a-amylas, které se lisily od typickych a-amylas rodiny GH13 (MacGregor et al.,
2001). Jednalo se o termostabilni eubakterialni amylasu z Dictyoglomus thermophilum
(Fukusumi et al., 1988) a vysoce termostabilni archealni amylasu z Pyrococcus furiosus
(Laderman et al., 1993). Krozsifeni této skupiny doslo piedevsim diky dalsimu
sekvenovani genomi. Dnes je znamo vice nez tisic zastupct prokaryotického ptvodu
v poméru archea:bakterie — 1:4 (Cantarel et al., 2009; Lombard et al., 2014, Blesak
a Janecek, 2012). Aktivita GH57 proteint je zaloZzena na zachovani anomerni konfigurace

pies klasicky Koshlandtv zachytny mechanismus s dvojitym posunem.

2.3.2 Substraty a-galaktosidas

a-galaktosidasy specificky katalyzuji hydrolyzu o-(1,6)-vazanych galaktosovych
zbytkti v oligo- a polysacharidech (Simild et al., 2010). Nekatalyzuji v8ak hydrolyzu
B-vazanych derivata.

Podle substratové specificity mohou byt a-galaktosidasy rozdéleny do dvou skupin
(Dey et al., 1993). Prvni skupina zahrnuje a-galaktosidasy vykazujici aktivitu pouze
s oligosacharidy s nizkym stupném polymerizace (melibiosy, rafinosy, stachyosy)
a s kratkymi fragmenty galakto(gluko)manant. Druhd skupina je tvofend enzymy
preferujicimi polymerni substraty a kratké oligosacharidy (Comfort et al., 2007).

a-galaktosidasy z rodiny GH36 specificky hydrolyzuji malé oligosacharidy.
Nepisobi vsak na polymerni galakto(gluko)manany (Mi et al., 2007; Nakai et al., 2010).
Neschopnost enzymi rodiny GH36 S§tépit polymerni substraty je pravdépodobné

zpusobena jejich velkou, multimerni strukturou, ktera omezuje ptistupnost polymernich

21



substrati kK aktivnimu mistu enzymu (Katrolia et al., 2012). Naproti tomu, rodina GH27
hydrolyzuje galaktomanany za uvolnéni galaktosy (Jindou et al., 2002; Wang et al., 2010).

Simild et al. (2010) ve své studii uvadéji, ze rekombinantni o-galaktosidasa
zT. emersonii vykazuje nejvyssi aktivitu vici oligosacharidim di-galaktomanpentose
a stachyose. Aktivita vuci verbaskose a polysacharidovym substratim (karobové
galaktomanany, karubin a guarova guma) byla vyrazn¢ nizsi.

a-galaktosidasa z termofilni houby Rhizomucor miehei vykazuje vyssi aktivitu
vaci  Syntetickym  substratim (para-nitrofenyl-a-D-galaktopyranosid: PNPG,
ortho-nitrofenyl-a-D-galaktopyranosid: oNPG) ve srovnani s pfirodnimi substraty
(melibiosa, rafinosa, stachyosa) (Katrolia et al., 2012). Nejvyssi substratovou specifitu
vykazuje tato o-galaktosidasa pro paranitrofenyl (pNP) a-D-galaktopyranosid.
S pNP  B-D-galaktopyranosidem, pNP  o-D-mannopyranosidem, ani  pNP
a-D-glukopyranosidem katalyticka reakce neprobihd. V pfitomnosti pfirodnich substratd
se jeji aktivity viiéi pNP a-D-galaktopyranosidu vyrazné snizuje (u stachyosy o 31,3 %,
u rafinosy 0 13,5 % a u melibiosy 0 5,0 %).

Se zdokonalovanim metod purifikace a identifikace bylo prokazéano,
7e a-galaktosidasy z odlisnych organismi mohou preferovat také odlisné typy substrati,
studie probihaly konkrétné u kavového zrna (Coffea arabica) (Petek a Dong, 1961), bobu
obecného (Vicia faba) (Dey a Pridham, 1969), kokosu (Cocos nucifera) (Balasubramaniam
et al., 1974) a u toliky vojtésky (Medicago sativa) (Williams et al., 1977). a-galaktosidasy
z naklicenych semen vikve seté (Vicia sativa) (Petek et al., 1969) hydrolyzuji rafinosu,
planteosu, stachyosu a galaktinol. S melibiosou a galaktomanany nevykazuji aktivitu.
Cocka jedla (Lens culinaris) obsahuje a-galaktosidasy v obdobi dormance semen, které
jsou schopny hydrolyzovat rafinosu, v mensi mife melibiosu, ale ne galaktomanany (Dey
a Wallenfels, 1974). U o-galaktosidas byla také prokazana schopnost pienosu
galaktosylové skupiny na akceptorové cukerné slozky (Anagnostopoulos et al., 1954;
Anagnostopoulos et al., 1955; Courtois a Petek, 1957; Li a Shetlar,1964; Dey a Pridham,
1972).

2.3.3 Biotechnologické vyuziti a-galaktosidas
V poslednich letech byly a-galaktosidasy intenzivné studovany piedevs§im pro jejich
mozné vyuziti v biomediciné a v biotechnologickém vyzkumu. Modifikovana lidska

a-galaktosidasa A byla pouzita pii 1é¢b¢é pacientit s poruchou lysozomalniho ukladani,
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znamou jako Fabryho nemoc, pti niz vede deficit lysozomalni a-galaktosidasy A
k akumulaci glykolipidi s naslednymi multisystémovymi Symptomy. Tato porucha
je vazana na chromozom X a muze vést az k pifedCasnému umrti jak u homozygotnich,
tak i u heterozygotnich jedinct (Rozenfeld, 2009).

a-galaktosidasy byly také pouzity k modifikaci glykomarkeri krevnich skupin
na erytrocytech. Odstranénim o-(1,3) vazanych galaktosovych jednotek z antigent
na bunkach krevni skupiny B pomoci rekombinantni a-galaktosidasy byly ziskany bunky
typu 0 (Ollson et al., 2004), které byly uspé$né testovany transfuzi krve u opic makak
rhesus (Macaca mulatta) a u gibonti (Hylobates sp.) (Zhang et al., 2007).

V cukrovarnickém pramyslu se a-galaktosidasy pouzivaji pro zvySeni vynosu
sacharosy, kde odstraiuji rafinosu, ktera brani jeji krystalizaci (Linden et al., 1982).
Vyznamné je také vyuziti pfi apravé potravin a krmiv vyrabénych z rostlin celedi
bobovitych (Fabaceae). Hydrolyzou cukru rafinosového typu a hemicelulolytickych
galaktomanantl, které jsou obsazeny v s6ji, mizeme zlepsit stravitelnost a nutri¢ni hodnotu
produkt z téchto rostlinnych zdrojii, nebot’ tyto zpravidla vyvolavaji gastrointestinalni
potize a nadymani (Falkoski et al., 2006; Viana et al.,, 2006). Krom¢ toho byly
a-galaktosidasy vyuzivany K béleni mékkého papiru (Clarke et al., 2000) a k vyrobé
biopaliv z lignocelulosové biomasy, kam patii odpady ze zemédélstvi, dievaistvi a i¢elove
péstované energetické plodiny (Gray et al., 2006).

V poslednich letech, bylo identifikovano a purifikovano mnoho a-galaktosidas
z ruznych mikrobialnich zdroju (Ferreira et al., 2011; Comfort et al., 2007; Goulas et al.,
2009). Mezi velmi atraktivni enzymy v biotechnologickych aplikacich patii zejména
extracelularni houbové a-galaktosidasy, pro jejich obecné dobrou stabilitu a vhodné pH
optimum (Maheshwari et al., 2000).

Enzymy =ziskané z termofilnich organismi jsou casto pouzivany v oblasti
biotechnologii, protoZze mohou byt purifikovany tepelnou tpravou, uchovavany delsi dobu
pii pokojové teploté, a vykazuji nizsi ztraty aktivity pii vysokych teplotach, potfebnych
pro zpracovavani V potravinarském pramyslu. Reakce provadéné pii vyssich teplotach,
jsou také méné nachylné k mikrobialnim kontaminacim (Maheshwari et al., 2000; Turner
et al., 2007).
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2.4 Séja jako zdroj sacharidi

Soja lustinata (Glycine max) se fadi do Celedi bobovitych (Fabaceae) patii mezi
vyznamné lusténiny. Je to jednoleté rostlina dosahujici podle odridy a rastovych podminek
vysky 20-150 cm (viz obrazek 11A) (Minkevi¢ a Borkovskij, 1953). U nas se v teplejSich
oblastech péstuje soja Zlutosemenna (obrazek 11B).

Soja je ptivodem z Ciny, ktera byla do poloviny minulého stoleti jejim hlavnim
producentem. Dnes je nejvice pestovana piedevsSim v delt¢ feky Mississippi v USA
(Skornakov et al., 1991). Plodem jsou lusky, ve kterych se tvoii s6jové boby. Namletim
se z nich vyrabi sdjova mouka jakoZzto Svétov€ nejpouzivanéj$i proteinovy doplnék
krmnych smési. S6jové boby také predstavuji zakladni surovinu pro priimyslovou vyrobu

mnoha napoju a pro vyrobu pokrmt bohatych na bilkoviny (Smith a Circle, 1972).

Obrazek 11 — Druhy soji: A — Soja lustinata (foto: Rada, V., 2007), B — Séja Zlutosemenna
(ptevzato z: https://www.bungenorthamerica.com/products/categories/15-soybeans, 2. 5. 2016).

U s6ji byly prokazany mnohé pozitivni ucinky na zdravotni stav (prevence proti
rakoving, srdeénim onemocnénim V podobé snizovani cholesterolu a fidnuti kosti)
(Messina et al., 1999). Sojové boby obsahuji okolo 33-45 % bilkovin, 30 % sacharidd,
15-25 % tuki a 10 % vody. Nejvétsi procentualni zastoupeni v sji ma kyselina asparagova
a glutamova. Pro niz8i obsah esencidlnich aminokyselin, pfedev§im methioninu a cysteinu,
neni sojova bilkovina plnohodnotna. Po kombinaci s obilovinami lze chybéjici
aminokyseliny doplnit, a ziskat tak jejich plnohodnotné spektrum (Smith a Circle, 1972;

Dostalova, 2003). Protoze so6jové boby neobsahuji laktosu, je so6jové mléko
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nizkonakladovou nahrazkou mléénych vyrobkl pro osoby s laktosovou intoleranci
(Biranjan et al., 1987).

So6jova mouka se ve velké mife pouziva také jako zdroj bilkovin v krmnych smésich
pro zvitata. Nicméné€, sdjové boby, stejn¢ jako dalsi luSténiny, obsahuji vysoké
koncentrace rozpustnych oligosacharidi, stachyosy a rafinosy, které lidé a monogastricka
zvirata nedokazou stravit (Girigowda et al., 2007). Tyto cukry prechazi nestravené
do tlustého stfeva, kde zpiisobuji nadymani a gastrointestinalni potize, snizuji nutri¢ni
hodnotu a celkové vstiebani zivin (Ghazi et al., 2003). Nedostate¢na hydrolyza
oligosacharidu je vysledkem deficitu a-galaktosidasy v lidském zazivacim traktu, coz je
také hlavnim problémem v oblasti vyuziti s6jového mléka pro kojeneckou vyzivu
(Biranjan et al., 1987). Vétsina sdji se spotiebuje na vyrobu krmiv pro hospodaiska zvitata
nebo na primyslovou vyrobu mydel, barev, lakid, syntetickych vlaken a kaucuku

(Dostalova, 2003).

2.4.1 Odstranéni antinutri¢nich faktoru ze soji

Soja obsahuje vysoké mnozstvi bilkovin a aminokyselin, ale i navzdory tomu je jeji
nutri¢ni hodnota nizka. Do zna¢né miry je to zplisobeno pfitomnosti antinutri¢nich faktord
jako jsou inhibitory proteas (zejména trypsinu), lektiny, fytosteroly, fytoestrogeny
a tfisloviny. Nejhojnéji zastoupené jsou inhibitory proteas, které¢ se odstranuji pomoci
tepelného zpracovani (Liener, 1994; Osman et al., 2002). Nejpouzivanéjsi metodou
je proces zvany toastovani, pii kterém se inhibitory proteas tepeln¢ inaktivuji horkou vodni
parou. Dal§i moZnosti inaktivace je naptiklad vafeni, prazeni, mikrovinny ohfev a jiné
(Velisek, 1999). Sojové boby obsahuji také hemaglutinujici isolektiny, coz jsou tetramerni
glykoproteiny, jejichz ptitomnost v potravé snizuje tempo ristu mladych monogastrickych
zvirat (Van Damme et al., 1997). Existuji vSak piipady, kdy jsou inhibitory proteas
a lektiny zamérné izolované pro jejich vlastnosti a nasledné vyuziti v biochemii,
molekularni biologii nebo jiné vyrobé (Kumar a Gupta, 1994; Duranti et al., 2003,
Franco-Fraguas et al., 2003).

Dalsi vyznamnou skupinou antinutri¢nich faktord jsou nestravitelné oligosacharidy,
predevsim rafinosa, verbaskosa a stachyosa (Girigowda et al., 2007). Stravitelnost téchto
oligosacharidi se pohybuje kolem 76-88 % u stachyosy, 31-65 % u rafinosy a 32-55 %
u verbaskosy. Endogenni enzymy monogastrickych zivocichi je nedokdzi dostatecné

travit. Tyto cukry prochazi zaludkem a kK jejich fermentaci dochazi az v dolni ¢asti tenkého
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stteva, ve slepém a predevSim v tlustém stievé, kde se vlivem stfevni mikroflory
metabolizuji na tékavé mastné kyseliny (napf. kyselina maselna a octova) (Smiricky et al.,
2002).

K odstranéni tézko stravitelnych oligosacharidii je nutna ptitomnost specifickych
enzymu o-galaktosidas, které jsou produkovany riznymi mikroorganizmy. Jejich deficit
vede ke snaham o doplnéni tohoto enzymu riuznymi formami. Jednou z nich
je 1 enzymatické oSetfeni potravin jako je napiiklad oSetfeni Sojového miéka
a-galaktosidasou a jeho nasledni vyuziti v dietach pro podvyzivené déti ¢i 0soby trpicimi
laktosovou intoleranci (Biranjan et al., 1987). S pouzitim surového extraktu z Aspergillus
oryzae, ktery je zndmym zdrojem a-galaktosidasy, se podatilo ze s6jového mléka odstranit
zna¢né mnozstvi oligosacharidt (Cruz a Park, 1982).

Piiprava a-galaktosidasy je finan¢né narofna a proto se vénuje velka pozornost
snizeni vyrobnich nakladi. Imobilizace o-galaktosidasy na polysacharidech (karagenan,
agarosa a alginat) tvofici hydrogely, by mohla vést k vytvofeni systému S opétovnym
pouzitim. Takto imobilizované enzymy by bylo mozné déale pouzit pro upravu
potravinatrskych vyrobka (Kotiguda et al., 2007, Prashanth et al., 2005, Godbole et al.,
1990).

Diky mnozstvi sdji, kterda se kazdoro¢né spottebuje v krmnych smésich, by Uprava
nestravitelnych oligosacharidli z této plodiny méla velky pozitivni dopad na ekonomiku

a hospodafstvi v rdmci zeméd¢lstvi.
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Material

3.1.1 Biologicky material
e Mikroorganismy:
Escherichia coli TOP10 (E. coli TOP10) — Invitrogen (Carlsbad, USA)
Pichia pastoris X-33 (P. pastoris X-33) — Invitrogen (Carlsbad, USA)

e Pouzité vektory:
Vektor pGAPZaA — Invitrogen (Carlsbad, USA) (viz obrazek 12)
Vektor pPICZaA — Invitrogen (Carlsbad, USA) (viz obrazek 13)

o Gen:
MelA z Bacillus subtilis var. natto (B. subtilis var. natto) — Invitrogen (Carlsbad,
USA)

(3140) NsiTl  BgIII (1)

Tsol (51)
_BfuAl - BspMI (96)
_AvrII (1590)
BspQI - SapI (251)
PasI (301)
PshAI (351)
BspHI (355)

(2830) AIWNI

e

Dral (439)
© _Mfel (469)

_ BstBI (485)
(2617) BciVI .
(2587) BssSI._

_ BStAPI (547)

Psil (688)

EcoRI (750)
* BsaAlI - PmII (767)

(2414) Peil — " sfil (777)
~"_ Ace65I (793)
pGAPZa A K
< - pnl (797)
(@325 Mt — |2 7 oe — PspX1 (798)

(2318) BsrGI . SacIl (807)

(2284) AclT | “. NotI (810)

. Xbal (823)
. Sall (866)

Accl (867)
Agel (547)
(2151) EcoRV ™~ BsmI (988)
(2117) Stul* —
(2109) KAI )
(2066) Dralll- \ o BsiWI (1079)
(1989) Fsel — — %y “.. BclI* (1095)
N Pvull (1113)
(1876) SexAI*
(1827) SgrAl
(1803) Smal —
(1801) TspMI - Xmal —— BamHI (1228)
(1759) AatIl

(1757) Zral ~ _— [ BtgZl (1287)
(1749) BssHII - MauBI
(1716) MscI |
(1711) Neol

(1655) Asel

Obrazek 12 — Mapa vektoru pGAPZoA (pievzato z http://www.snapgene.com/resources/plasmid
files/yeast_plasmids/pGAPZ%28alpha%?29 A/; 6. 4. 2016)
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Obrazek 13 — Mapa vektoru pPICZoA (pievzato z https://www.snapgene.com/resources/plasmid
files/yeast_plasmids/pPICZ%?28alpha%29_A/; 6. 4. 2016)

3.1.2 Chemikalie
4-nitrofenyl-a-D-galakopyranosid — Sigma-Aldrich (Missouri, USA)
6x DNA Loading Dye — Thermo Fisher Scientific (Massachusetts, USA)
Acc651 — NEB (Massachusetts, USA)
Agar — Himedia (Indie)
Agarosa — Qiagen (Hilden, Némecko)
Akrylamid — Sigma-Aldrich (Missouri, USA)
Amoniumperoxodisulfat (APS) — Fluka (Basel, Svycarsko)
Asp718l — Sigma-Aldrich (Missouri, USA)
Avrll — Takara (Kyoto, Japonsko)
Biotin — Sigma-Aldrich (Missouri, USA)
CH3COOH — Lach-Ner (Neratovice, CR)
Citronan sodny — Lach-Ner (Neratovice, CR)
Coomassie Brilliant Blue R-250 — Fluka (Basel, Svycarsko)
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CutSmart® pufr — NEB (Massachusetts, USA)

DreamTaq DNA Polymerasa — Thermo Fisher Scientific (Massachusetts, USA)
Ethanol — Lach-Ner (Neratovice, CR)

Ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA) — Penta (Chrudim, CR)
Fenol-Chloroform-Isoamylalkohol 25:24:1 — Sigma-Aldrich (Missouri, USA)
GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder — Thermo Fisher Scientific (Massachusetts, USA)
Glukosa — Lach-Ner (Neratovice, CR)

Glycerol — Penta (Chrudim, CR)

Kanamycin — Duchefa (Haarlem, Holansko)

K2HPO4— Lach-Ner (Neratovice, CR)

KH2PO4 — Lach-Ner (Neratovice, CR)

Kvasniény extrakt — Sigma-Aldrich (Missouri, USA)

Kvasni¢ny extrakt s obsahem siranu amonného (YNB) — Sigma-Aldrich (Missouri, USA)
Methanol — Lach-Ner (Neratovice, CR)

N, N’-methylenbisakrylamid — Sigma-Aldrich (Missouri, USA)

NaCl — Lach-Ner (Neratovice, CR)

NaOH — Penta (Chrudim, CR)

PageRuler Unstained Protein Ladder — Thermo Fisher Scientific (Massachusetts, USA)
Pepton — Fluka (Basel, Svycarsko)

Sacl, Sacll — NEB (Massachusetts, USA)

SDS — Lach-Ner (Neratovice, CR)

SERVA DNA StainG — BioTech (Praha, CR)

Sorbitol — Sigma-Aldrich (Missouri, USA)

T4 DNA Ligasa pufr — Thermo Fisher Scientific (Massachusetts, USA)
Tetraethylmethylendiamid (TEMED) — Fermentas (Ontario, Kanada)

TRIS — Serva (Heidelberg, Némecko)

Trypton — Duchefa (Haarlem, Holansko)

Zeocin — Duchefa (Haarlem, Holansko)

Komeréni kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System — Promega (Wisconsin, USA)
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3.1.3 Pristroje
Analytické vahy R 200 D — Sartorius (G6ttingen, Némecko)
Autoklav MLS 3020 — Sanyo (Mnichov, Némecko)
Centrifuga Mikro200R — Hettich (Tuttlingen, Némecko)
Centrifuga Rotanta 460R — Hettich (Tuttlingen, Némecko)
Digestot 1800/900M — Merci (Brno, CR)
Elektroforéza Mini-PROTEAN tetra cell - BIO-RAD (Kalifornie, USA)
Elektroporator ECM 630 — BT X Harvard apparatus (Holliston, USA)
Horizontalni elektroforéza ENDURO™ Gel XL — Labnet (New York, USA)
Inkubétor Ecotron — Infors HT (Bottmingen, Svycarsko)
Image Scanner PowerLook 1120 USG — UMAX (Texas, USA)
Laminarni box SCS 2-4 — Faster (Ferrara, Italy)
Laboratorni vahy BWL 51 — Boeco (Hamburg, Némecko)
Michacka magneticka RCT basic — IKA (Staufen, Germany)
Minicentrifuga/vortex CombiSpin FVL-2400N — Biosan (Riga, Lotyssko)
NanoDrop DS-11 spectrophotometer — DeNovix (Delaware, USA)
pH metr pHenomelnal 1100L — VWR (Viden, Rakousko)
Pipety research 1000; 200; 20; 2,5 ul — Eppendorf (Hamburg, Némecko)
Pipety proline 1000; 200; 20; 2,5 ul — Biohit (Helsinki, Finsko)
Spektrofotometr 8453 UV-VIS — Agilent (Santa Clara, USA)
Termoblok AccuBlock™ digital Dry Baths — Labnet (New York, USA)
Termoblok TS-100C — Biosan (Riga, Lotyssko)
Ttepacka Grant Bio PMR-30 — Grant Instruments (Cambridge, England)
Ttrepacka MaxQ-4450 — Thermo Fisher Scientific (Massachusetts, USA)
UV transiluminator GBox — Syngene (Cambridge, UK)
Zdroj MP-300V — Major Science (Saratoga, USA)
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3.2 Metody

3.2.1 Priprava médii, selekénich ploten a zasobnich roztoki antibiotik

Ptiprava vSech roztokti a médii byla provadéna v laminarnim boxu za sterilnich
podminek.

Zasobni roztoky antibiotik o koncentracich 50 mg/ml a 100 mg/ml byly pfipraveny
rozpusténim kanamycinu nebo zeocinu v destilované vod¢ a prefiltrovany pomoci injekéni
stiikacky pftes sterilni 0,2pm filtr Ophthalsart.

100 ml Luria-Bertani (LB) agaru bylo pfipraveno rozpusténim 0,5 g kvasni¢ného
extraktu, 1 g tryptonu a 1 g NaCl v destilované vodé. Pfidanim 1M NaOH byla upravena
hodnota pH na 7,0 a nakonec bylo piidano 1,5 g agaru (1,5 % agar). Po sterilizaci
v autoklavu a vychlazeni na teplotu ptiblizné 55 °C byl roztok pfenesen do laminarniho
boxu a za sterilnich podminek byl pfidan kanamycin o vysledné koncentraci 50 pg/ml.
Takto pfipraveny roztok byl dale rozlit do plastovych Petriho misek a ponechan
ke ztuhnuti.

LB médium se snizenym obsahem soli bylo pfipraveno stejnym zptisobem, avsak bez
ptidavku agaru a s poloviénim mnozstvim NaCl. Na piipravu 100 ml bylo tedy pouzito
0,5 g kvasni¢ného extraktu, 1 g tryptonu, 0,5 g NaCl, pH 7,0.

Pro kultivaci a expresi kvasinek P. pastoris X-33 byla pouzita média YPD
(kvasni¢ny extrakt, pepton, glukosa), 2% YPDS agar, YNB (kvasni¢ny extrakt s obsahem
siranu amonného), MGY (médium S minimalnim obsahem glycerolu), BMG (pufrované
médium s minimdlnim obsahem glycerolu), BMGY (komplexni pufrované médium
s glycerolem), MM (médium s minimalnim pfidavkem methanolu), BMM (pufrované
médium s minimdlnim pfidavkem methanolu) a BMMY (komplexni pufrované médium
s pridavkem methanolu). Média byla pfipravena rozpusténim slozek uvedenych v tabulce 1
V potitebném mnozstvi destilované vody. K upravé pH byl pouzit 1M roztok NaOH.
Po autoklavovani byla podle druhu média piidana sterilni glukosa nebo methanol, biotin
a selekéni antibiotikum zeocin, jejichZz zasobni roztoky byly pfipraveny rozpuSténim
pevnych latek v destilované vodé¢ a prefiltrovany injekéni stiikackou pies sterilni 0,2pm

filtr Ophthalsart.
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Tabulka 1 — Slozeni kultiva¢nich a expresnich médii pro kvasinky P. pastoris X-33.

Médium

SlozZeni

YPD

1 % kvasni¢ného extraktu, 2 % peptonu, 2 % glukosy, 100 pg/ml zeocin, pH 7,5

1,34 % kvasni¢ného extraktu s obsahem siranu amonného, 0,5 % glukosy,

YNB
100 pg/ml zeocinu
1,34 % kvasni¢ného extraktu s obsahem siranu amonného, 1 % glycerolu,
MGY ) .
4.10° % biotinu
BMG 1,34 % kvasni¢ného extraktu s obsahem siranu amonného, 1 % glycerolu,
4.10° % biotinu, 100 MM KH,PO, pH 6,0
BMGY 1 % kvasni¢ného extraktu, 2 % peptonu, 100 mM KH.PO, pH 6,0; 4.10° %
biotinu, 1,34 % kvasni¢ného extraktu s obsahem siranu amonného, 1 % glycerolu
1,34 % kvasni¢ného extraktu s obsahem siranu amonného, 4.10° % biotinu,
MM
0,5 % methanolu
BMM 1,34 % kvasniéného extraktu s obsahem siranu amonného, 4.10° % biotinu,
0,5 % methanolu, 100 mM KH;PO, pH 6,0
1 % kvasni¢ného extraktu, 2 % peptonu, 100 mM KH.PO, pH 6,0; 4.10° %
BMMY | biotinu, 1,34 % kvasni¢ného extraktu s obsahem siranu amonného, 0,5 %
methanolu
MM acar 1,34 % kvasniéného extraktu s obsahem siranu amonného, 4.10° % biotinu,
g 0,5 % methanolu, 1,5 % agaru
1,34 % kvasniéného extraktu s obsahem siranu amonného, 4.10° % biotinu, 2 %
MD agar
dextrosy, 1,5 % agaru
0 FX A 0 0 H
YPDS agar 1 % kvasni¢ného extraktu, 2 % peptonu, 2 % glukosy, 1 M sorbitolu,

100 pg/ml zeocin, pH 7,5, 2 % agaru

3.2.2 Syntéza genu MelA z B. subtilis var. natto

Gen pro o-galactosidasu z B. subtilis var. natto byl syntetizovan specializovanou

firmou GeneArt Gene synthesis, Invitrogen (Carlsbad, USA). Samotny MelA gen byl

navrzen tak, aby se na jeho zacatku i konci nachézela specialni restrikéni mista, ktera

usnadni jeho dalsi ptfeneseni do klonovacich a expresnich vektort (viz obrazek 19)

(provedeno vedoucim bakalatské prace). Synteticky pfipraveny gen byl dodan ve vektoru

PMK-RQ, obsahujicim gen pro rezistenci na kanamycin, ve formeé lyofilizovaného prasku.

5 ug plazmidu pMK-RQ::MelA bylo nasledné rozpusténo v 50 ul ultra ¢isté sterilni vode¢.
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3.2.3 Transformace plazmidu pMK-RQ::MelA do E. coli TOP10

pomoci tepelného Soku

K 50 pl chemokompetentnich bakterii E. coli TOP10 bylo pifidano 5 pl plazmidové
DNA pMK-RQ::MelA. Po 15 min na led¢, byly bakterie vystaveny teplotnimu Soku
na 1 min vlozenim do pifedem vyhiatého termobloku na 42 °C, a poté ihned umistény
na led na dalsi 3 min. Pro regeneraci bylo k transformovanym bunkam pfidano 250 pl SOC
média (2 % trypton; 0,5 % kvasni¢ny extrakt; 0,05 % NaCl; 2,5mM KCI; 9,95mM MgCly;
20mM glukosa). Vzorky byly nasledné¢ pteneseny na tiepacku a inkubovany 1 h pii 37 °C.

Transformované bakterie byly na zavér vysety na agarové plotny S LB médiem
obsahujicim kanamycin o koncentraci 50 pg/ml a inkubovany pii teploté 37 °C

do nasledujiciho dne.

3.2.4 Inokulace E. coli TOP10

Veskera prace s kulturami probihala v ptisné sterilnich podminkach v laminarnim
boxu. Vybrané kolonie E. coli TOP10 transformované plazmidem pMK-RQ::MelA byly
vypichnuty sterilnim pératkem a pfeneseny do zkumavek sLB médiem
s obsahem kanamycinu o koncentraci 50 pg/ml.

Obdobné bylo ze zasobni kultury E. coli TOP10 pPICZaA a E. coli TOP10
pGAPZaA pfipraveno inokulum ve 2 ml LB média snizkym obsahem soli azeocinu
o koncentraci 50 pg/ml.

Vsechny kultury byly inkubovany pifes noc v orbitalnim inkubatoru pii 37 °C

a 160 rpm.

3.2.5 Izolace plazmidové DNA

Bakterialni kultury E. coli, inkubované pies noc, byly pieneseny do 2ml
mikrozkumavek a centrifugovany 5 min pii 5 000 g a 4 °C.

Supernatant byl odlit a pelet byl rozsuspendovan v 0,3 ml roztoku P1 (10mM
Na;EDTA; 50mM Tris/HCI; 0,1 mg/ml RNAasy; pH 8,0). Nasledné¢ bylo pfidano 0,3 ml
roztoku P2 (1% SDS; 0,2M NaOH) a zkumavky byly 4x promichany pfevracenim v ruce
a ponechany 5 min pii pokojové teploté. Po pfidani roztoku P3 (3M KCH.COOH, pH 5,5)
byla suspenze v mikrozkumavkach 4x promichana pfevracenim v ruce a inkubovana 5 min

na led¢ (zabranéni opétovnému rozpousténi vysraZzenych proteint).
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Poté nasledovala centrifugace 10 min pii 10 000 g a 4 °C. Supernatant byl pfenesen
do novych mikrozkumavek, kde knému bylo ptfidano 0,6 ml isopropanolu. Obsah
v mikrozkumavkach byl promichan pfevracenim v ruce proti svétlu do vzniku homogenni
smési a centrifugovan 10 min pii 14 000 g a 4 °C. Supernatant byl odlit a srazenina DNA
byla promyta 0,5 ml 70% ethanolu vychlazeného na -20 °C. Po 5 min centrifugace
pfi 14000 g a 4 °C byl supernatant opét odlit, mikrozkumavky byly kratce stoceny
a zbytky ethanolu odpipetovany. Vyizolovana sraZzenina DNA byla ponechana k suSeni

na 10-15 min v laminarnim boxu a poté rozpusténa v 50 pl ultra ¢isté sterilni vody.

3.2.6 Stanoveni koncentrace DNA
Koncentrace vyizolované DNA byla zméfena pomoci spektrofotometru NanoDrop
DeNovix DS-11. Ptistroj byl nastaven na méd dsDNA a vynulovan na 2 pl ultra Cisté
vody. Poté byly na sty¢nou plochu naneseny 2 pl ultra Cisté vody a pfeméteny (kontrola
spravnosti). Nasledné byla zméfena absorbance vzorku v 1,5-2ul pii vinovych délkach 260

a 280 nm, ze kterych byla findln€ uréena koncentrace a Cistota vyizolované DNA.

3.2.7 Restrikce plazmidové DNA
Endonukleasy Asp718l / Acc65l (rozpoznavaji stejné restrikéni misto) a Sacll
specificky rozeznavaji kratké useky dvouvlaknové DNA a nasledné je $tépi za vzniku
lepivych konct (viz obrazek 14 a 15). Tyto enzymy byly pouzity k restrikci plasmidu
PMK-RQ::MelA a vektori pPICZaA a pGAPZoA pro nasledné vlozeni genu MelA.

5..GYGTAC C.3%
3...C C AT GaG...5

Obrazek 14 — Restrikéni misto endonukleasy Asp718I (Acc65I)

5..CC G C'G G...3.
3..6 GAaC G CC...%

Obrazek 15 — Restrikéni misto endonukleasy Sacll.

Restrikéni reakce byla pfipravena smichanim reagencii podle tabulky 2, probihala
1 h pii 37 °C, pticemz mnozstvi plazmidové DNA v reakci bylo priblizné 1000 ng. Reakce
byla zastavena 20 min inkubaci pii 65 °C (inaktivace endonukleas). Restrikéni produkty

byly nasledn¢ analyzovany pomoci agarosové elektroforézy.
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Tabulka 2 — Nastaveni restrikéni reakce

pPICZoA pGAPZoA pPMK-RQ::MelA
Plazmidova DNA 7,0 ul 7,0 Wl 10 wl
Ultra Cista voda 10,6 wl 10,6 wl 7,6 wl
10x CutSmart pufr 2,0 ul
Asp718I 0,2 ul
Sacll 0,2 pul
Celkovy objem 20 ul

3.2.8 Agarosova elektroforéza

V mikrovinné troubé byla rozpusténa agarosa (1%) v 50 ml 1x koncentrovaného
TAE pufru (40mM Tris/acetat, ImM EDTA, pH 8,0). K roztoku bylo ptimichano 1,5 pl
barviva SERVA DNA Stain G a obsah byl vlit do horizontalni elektroforetické komirky,
kde po zasazeni hiebinku tuhnul pfiblizné¢ 30 minut. Poté byl hiebinek vyjmut, komurka
byla vlozena do elektroforetické cely a prelita 1x TAE pufrem tak, aby byl pfipraveny gel
zcela ponoien pod hladinou pufru.

Vzorky byly pfipraveny smichanim 5-20 pl vyizolované plazmidové DNA s 1-4 pl
nanaseciho pufru 6x DNA Loading Dye (pomér 1:5). Do jamek v gelu byly naneseny
jednotlivé vzorky a 5 pl standardu GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder (viz obrazek 16).
Na celu bylo ptilozeno viko a ptfipojeno ke zdroji elektrického napéti, ktery byl nastaven
na 100 V po dobu 30 min.

Po elektroforetickém rozdéleni DNA fragmentli byla jejich pozice vizualizovana

pomoci UV transiluminatoru a vystupni snimek byl uloZen.

GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder
0’GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder,

ready-to-use
bpng/05pg %
20000 200 40
/10000 200 40
7 7000 200 40
75000 750 150
[~ 4000 200 4.0
73000 200 40
g 2000 200 40
% 1500 80.0 16.0
@
8 — 1000 250 50
2 700 2650 50
g -500 750 150
Y — 400 250 50
— 300 250 50
L —200 250 50
z — 75 250 50
2
&

0.5 pgfane, 8 cm length gel,
1XTAE, 7 Vicm, 45 min

Obrazek 16 — GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder: Standard molekulové hmotnosti DNA
(pievzato z: http://eshop.biogen.cz/ogeneruler-1-kb-plus-dna-ladder-ready-to-use; 22. 4. 2016).
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3.2.9 lzolace DNA z agarosového gelu

Izolace byla provedena pomoci komeréniho kitu (Wizard® SV Gel and PCR
Clean-Up System Kkit). Pasy odpovidajici produktim restrikce byly vyfezany z gelu
skalpelem, vlozeny do mikrozkumavky a zvazeny na analytickych vahach. Na 10 mg gelu
bylo pfidano 10 pl membranu vazebného roztoku. Smés byla zvortexovana a inkubovana
pii 60 °C dokud se gel zcela nerozpustil.

Rozpustény smés byla pfenesena do filtraéni mikrozkumavky a 1 min ponechana
pfi pokojové teploté. Poté byla zkumavka centrifugovana 1 min pti 14 000 g. Supernatant
byl odlit, nasledné bylo ptidano 700 pl membranu promyvajiciho roztoku a znovu stoceno
5 min pii 14 000 g. Supernatant byl odpipetovan a cely proces opakovan jeste¢ jednou
S 500 pl membranu promyvajiciho roztoku.

Poté byl filtr pfenesen do nové 1,5 ml mikrozkumavky. Pro eluci navazané DNA
bylo ptidano 30 pl ultra ¢isté vody. Po 1 min byly zkumavky pieneseny do centrifugy
a stoeny 1 min pii 14 000 g. Filtr byl vyjmut a pomoci NanoDropu byla stanovena

koncentrace izolované DNA.

3.2.10 Ligace

Po restrikci byl do plazmidii pPICZaA a pGAPZaA zaligovan gen pro MelA pomoci
T4 DNA ligasy, ktera katalyzuje tvorbu fosfodiesterovych vazeb v dvouvlaknové DNA
mezi sousednimi 3'-hydroxylovymi a 5'-fosfatovymi konci (Rossi et al., 1997).

Do liga¢ni smési byly napipetovany reagencie uvedené v tabulce 3. Objemy byly
spocitany tak, aby v jedné reakci bylo 50 ng plazmidové DNA a 150 ng genu MelA. Insert
byl tak oproti vektoru v nadbytku v poméru 3:1. Ligace probihala 1 h pti 22 °C. T4 DNA

ligasa byla nasledn¢ inaktivovana inkubaci 10 min pii 65 °C.

Tabulka 3 — Slozeni liga¢nich smési

ul ul
pPICZoA (13,2 ng/pl) 3,8 pGAPZaA (13,7 ng/ul) 3,7
Gen MelA (13,7 ng/ul) 11,0 Gen MelA (13,7 ng/ul) 11,0
T4 DNA Ligasa (5 U/ul) 0,2 T4 DNA Ligasa (5 U/ul) 0,2
10x T4 DNA Ligase buffer 2,0 10x T4 DNA Ligase buffer 2,0
Ultra ¢ista voda 3,0 Ultra ¢ista voda 3,1
Celkovy objem 20,0 Celkovy objem 20,0
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Liga¢ni smés byla transfomovana do E.coli TOP10 pro pomnozeni plasmidu,
nasledn¢ bylo pfipravené inokulum a izolovana plazmidova DNA (viz kapitoly
3.2.3-3.2.8).

3.2.11 Sekvencovani

Piipravené konstrukty pGAPZoA::MelA a pPICZaA::MelA byly izolovany z kultur
E. coli TOP10. Vzorky na sekvencovani byly pfipraveny v 1,5ml mikrozkumavce
smichanim 500 ng plazmidové DNA s5 pl 5 pM roztoku primeru. Pro plazmid
PPICZaA::MelA byly pouzity primery pPICZaAfw a pPICZoArev, a pro plazmid
pGAPZoA::MelA byly pouzity primery pPGAPZaAfw a pPICZaArev (stejny reverse primer
pro oba plazmidy) (viz tabulka 4). Vzorky byly patii¢né popsany (nazev a Cislo vzorku)
a po vyplnéni elektronické objednavky na internetové adrese www.seqme.cz byly vzorky
zaslany do specializované firmy SEQme s.r.0. (Dobii§, CR), kde byla osekvencovanim

ovéfena spravnost nukleotidové sekvence genu MelA.

Tabulka 4 — Slozeni vzorku ptipraveného pro sekvencovani.

ul
Templatova DNA (pGAPZaA::MelA nebo pPICZaA::MelA) 50
Piislusny primer (pGAPZoAfw, pPICZaArev nebo pPICZaAfw) 50
Celkovy objem 10,0

3.2.12 Priprava elektrokompetentnich kvasinek P. pastoris X-33

Veskera manipulace s buiikami byla provadéna ve sterilnim prostfedi laminarniho
boxu. Kvasinkova kultura P. pastoris X-33 byla inokulovana do 3 ml YPD média
a kultivovéana pies noc pii 30 °C a 250 rpm. Dalsi den bylo pfeneseno potfebné mnoZstvi
kultury do 50 ml YPD média tak, aby vysledna hodnota ODsoo byla 0,005. Kultura byla
kultivovana pti 30 °C a 250 rpm do dosazeni optické hustoty 1. Nasledovala centrifugace
ve vychlazené centrifugacni kyveté 5 min pii 3 000 rpm a 4 °C. Supernatant byl odlit
a pelet byl opatrné¢ resuspendovan v 50 ml ledové vychlazené sterilni destilované vody
a centrifugovan ve vychlazené centrifugacni kyveté 5 min pfi 3 000 rpm a 4 °C. Tento krok
byl zopakovan jesté jednou. Pelet byl poté promyt 50 ml ledoveé vychlazeného sterilniho

IM sorbitolu a opét zcentrifugovan. Na zavér byl pelet resuspendovan v 1 ml ledové
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vychlazeném sterilnim 1M sorbitolu, nafedén na ODsoo = 200 15% glycerolem,

rozpipetovan po 80 pl do 1,5ml mikrozkumavek a zamrazen piti -80 °C.

3.2.13 Linearizace

Pro vneseni plazmidu do kvasinkového expresniho systému P. pastoris X-33
je nezbytna jeho linearizace. Plazmid pP/CZaA::MelA byl proto linearizovan restrikCnim
enzymem Sacl a plazmid pGAPZoA::MelA restrikénim enzymem Avrll.

K 15 ul izolované plazmidové DNA o0 piiblizné finalni koncentraci 150 ug byly

pridany reagencie podle tabulky 5 a reakce byla inkubovana ptes noc pii 37 °C.

Tabulka 5 — Reagencie pro linearizaci plazmidt pPICZoA::MelA a pGAPZaA::MelA

ul ul
pPICZoA::Mel4 (9285,4 ng/ul) 15 pGAPZoaA::MelA (10180 ng/ul) 15
Sacl (10 U/ul) 1 Avrll (10 U/ul) 1
10x Cutsmart pufr 5 10x Cutsmart pufr 5
Ultra Cista voda 29 Ultra ¢ista voda 29
Celkovy objem 50 Celkovy objem 50

3.2.14 PrecisSténi linearizovanych konstruktu

Linearizovana plazmidova DNA byla zbavena necistot fenol-chloroformovou
extrakci. Ke vzorku byl pfidan stejny objem smési fenol-chloroform-isoamylalkoholu
v objemovém pomé&ru 25:24:1, smés byla zvortexovana a zcentrifugovana 5 min pii 14 000
g. Vodnd faze byla odebrana do novych mikrozkumavek, kde k ni bylo ptfidano
2,5 nasobku objemu 100% ethanolu a 1/10 objemu 3M octanu sodné¢ho. Smés byla
zvortexovana a nasledné centrifugovana 30 min pii 14 000 g. Supernatant byl znovu
odpipetovan a pelet byl promyt 500 pl 70% ethanolu vychlazeného na -20 °C. Poté byla
smés centrifugovana 10 min pii 14 000 g. Pelet byl zbaven supernatantu, ponechan 10-15
min suSit v laminarnim boxu a na zavér byl rozpustén v adekvatnim mnozstvi ulta Cisté

sterilni vody. Koncentrace byla stanovena pomoci NanoDropu.

3.2.15 Elektroporace kvasinek P. pastoris X-33
Do vychlazenych elektropora¢nich kyvet bylo napipetovano 80 pul
elektrokompetentnich kvasinek P. pastoris X-33 a 1 pl piecistené linearizované

plazmidové DNA pPICZoA::MelA o koncentraci 3,1 pg/ul nebo pGAPZoA::MelA
o koncentraci 2,5 pg/ul.
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Vzorky staly 5 minut na led¢, poté byly postupné vlozeny do elektroporacni cely
a vystaveny elektrickému vyboji 1 500 V po dobu 5 ms. Po elektroporaci byl ptidan 1 ml
sterilniho ledového 1M sorbitolu a cely vzorek byl pienesen do 1,5ml mikrozkumavek.

Vzorky byly nésledné inkubovany 1 h pii 30 °C a rozetieny na YPDS selekcni
agarové plotny s obsahem zeocinu 100 pg/ml, které byly kultivovany ve tmé pii 30 °C.

Vybrané kolonie byly nasledné vypichnuty sterilnim paratkem a inokulovany do 3 ml
YPD média s obsahem zeocinu o koncentraci 100 ug/ml. Kultivace probihala v orbitalnim

inkubatoru bez piistupu svétla do druhého dne pti 250 rpm a 30 °C.

3.2.16 Polymerazova retézova reakce kolonii (Colony PCR)

Pro ovéfeni pozitivnich transformantt byly kolonie P. pastoris X-33 transformované
pPICZaA::MelA nebo pGAPZoA::MelA analyzovany polymerazovou fetézovou reakci.
Kolonie byla suspendovana v destilované vod¢, denaturovana 5 min pii 95°C a poté
pouzita jako templat DNA pro PCR reakci. Pro pPICZaA::MelA byl pouzit forward primer
PICZfw a revers primer PICZrev. Pro pGAPZaA::MelA byl pouzit forward primer
GAPZfw a revers primer PICZrev, ktery byl spole¢ny pro oba vektory (viz tabulka 6). Jako
negativni kontrola byla pouzita netransformovana kultura P. pastoris X-33 a jako pozitivni
kontrola vyizolované plazmidy pPICZaA::MelA nebo pGAPZoA::MelA. Vysledky byly
vizualizovany pomoci agarosové elektroforézy. SloZeni reakéni smési je uvedeno

v tabulce 7.

Tabulka 6 — Sekvence pouzitych primert (primer pPICaArev byl pouZit pro oba plazmidy).

Primer Sekvence 5" — 3’
pPICZoAfw | TTT TTACGACTTTTAACGA
pGAPZoAfw | CTACTATTGCCAGCATTG
pPICaArev TCAATG ATGATG ATG ATG A
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Tabulka 7 — SloZeni PCR smési

ul
Templatova DNA 50
Ultra ¢ista voda 3,9
10x Green pufr 40
25mM MgCl; 2,5
10mM dNTPs 0,4
SuM forward primer 2,0
S5uM reverse primer 2,0
GoTaq polymerasa 0,2
Celkovy objem 20,0

Podminky pro reakci PCR:

1. Pocatecni denaturace 95°C / 2 min

2. Denaturace 95 °C/ 1 min

3. Nasedani primerd 58 °C/ 1 min pro pPICZaA::MelA
60 °C/ 1 min pro pGAPZoA::MelA

4. Elongace 72°C / 2 min
Cykly 2-4 se 30x opakovaly

5. Zé&vérecna elongace 72 °C / 2 min

6. Konec: 4 °C, .

3.2.17 Stanoveni fenotypii Mut* a Mut® u kvasinek P. pastoris X-33
PPICZaA::MelA

Pro spravnou expresi proteinu je vyzadovano, aby P. pastoris X-33 odpovidaly
fenotypu Mut*. Rozliseni fenotypti Mut* a Mut® bylo provedeno vypichnutim vybranych
kolonii P. pastoris X-33 pPICZaA::Mel4 a jejich kultivaci na selek¢énich agarovych
plotnach s MD (médium s minimalnim pfidavkem glukosy) a MM (médium S minimalnim
pfidavkem methanolu) mediem pii 30 °C. Pozice kolonii byla zaznacena a narostlé kolonie

byly pozdéji vyhodnoceny.

3.2.18 Optimalizace exprese genu MelA v P. pastoris X-33
Expresni systém kvasinek P. pastoris X-33 umoznuje na rozdil od bakterii
postranslaéni upravy proteint. Plazmid pGAPZaA obsahuje promotor Pgap, ktery

umoziuje konstitutivni expresi geni, coz znamena, ze gen MelA je neustale v malém
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mnozstvi pfepisovan, a Vv bunice se udrzuje jeho stala hladina, kdezto vektor pPICZaA
exprimuje inducibilné. To znamena, ze Se exprese snizuje nebo zvySuje V zavislosti
na pridavku indukéniho ¢inidla (v nasem piipadé pridavkem methanolu na celkovy objem
0,5 %).

Ze zamrazené kultury P. pastoris X-33 pGAPZaA::MelA byly sterilnim paratkem
inokulovany zkumavky s 2 ml YPD a YNB média s obsahem zeocinu o koncentraci
100 pg/ml. Kultury byly inkubovany v orbitadlnim inkubatoru pii 250 rpm a 30 °C. Dalsi
den byla u kultur pomoci spektrofotometru stanovena hodnota ODeoo a bylo spocitano
mnozstvi vzorku, které bylo pfidano k 50 ml YPD nebo YNB média tak, aby v nich byla
opticka hustota rovna 1. Kultury byly pfeneseny zpét do orbitdlniho inkubatoru
a kultivovany pii 250 rpm a 30 °C. V casovych intervalech 0, 1, 2, 3, 4 a 7 dnl byly
odebrany 2 ml vzorku, centrifugovany 10 min pii 6 500 g, supernatant byl odpipetovan
do novych mikrozkumavek a uchovéavan pii -20 °C.

Kvasinky P. pastoris X-33 pPICZaA::Mel4 fenotypu Mut® byly inokulovany
do 2ml MM, BMM a BMMY média. Kultury byly dale inkubovany v orbitalnim
inkubéatoru pti 250 rpm a 30 °C. Nasledujici den byla u kultur pomoci spektrofotometru
stanovena hodnota ODego a bylo spocitané mnozstvi vzorku, které bylo ptidano k 50 ml
MM, BMM a BMMY média tak, aby v novém médiu bylo ODesoo = 1. Kultury byly
pfeneseny zpét do orbitalniho inkubatoru a kultivovany pii 250 rpm a 30 °C. V ¢asovych
intervalech 0, 1, 2, 3, 4 a 7 dnu byl ptfidan 100% methanol na celkovy objem 0,5 %
pro vyvolani indukce a zaroven byly odebrany 2 ml vzorku. Nasledovala centrifugace
10 min pii 6 500 g, supernatant byl odpipetovan do novych mikrozkumavek a uchovavan
pii -20 °C.

Pro pozitivni kontrolu byla do dvou zkumavek po 2 ml LB média inokulovana
kultura B. subtilis var. natto a kultivovana do dal§iho dne pii 37 °C a 160 rpm. Jeden
vzorek byl ponechdn v podobé bunétné suspenze, druhy vzorek byl centrifugovan 10 min
pii 6 500 g a supernatant byl odpipetovan do nové mikrozkumavky.

Pro analyzu bunéénych peleti byly ziskané pelety bunék P. pastoris X-33
pGAPZaA::MelA rozsuspendovany v 1 ml pufru (300mM NaCl, 50mM Na;HPOs,
5% glycerol, pH 8,0) a zamrazeny v tekutém dusiku. Poté byly vlozeny do pfedem
vyhiatého termobloku na 42 °C. Tento postup byl zopakovan 10x. Nakonec byly
zcentrifugovany 30 min pii 14000 g, 4 °C a supernatant byl pfenesen do novych

mikrozkumavek.
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Exprese o-galaktosidasy byla ze vzork P. pastoris X-33 pGAPZoA::MelA
analyzovana pomoci SDS-PAGE (viz kapitola 3.2.19) a ze vzorkd P. pastoris X-33
pPICZaA::MelA analyzovana pomoci spektrofotometrického méieni aktivity (viz kapitola
3.2.21).

3.2.19 Polyakrylamidova gelova elektroforéza v pritomnosti

dodecylsiranu sodného (SDS-PAGE)
Skla pro ptipravu SDS-PAGE gelt byly vloZzeny do stojanu a mezi né byl nalit

roztok déliciho gelu, ktery byl pfipraven smichanim reagencii z tabulky 8. Poté byla
hladina gelu ptevrstvena nékolika kapkami n-butanolu. Pfiblizné¢ po 30 min dé&lici gel
ztuhnul, n-butanol byl odlit, zbytky byly vysuseny savym papirem a na délici gel byl nalit
zaostiovaci gel (Viz tabulka 8). Pro vytvofeni jamek pro vzorky byl do vznikajiciho gelu
vloZen hiebinek. Po ztuhnuti gelu byla sklicka pfemisténa do elektroforetické vanicky
a zalita 750 ml 1x koncentrovaného déliciho pufru (50 mM Tris-HCI, 384 mM glycin,
0,1% SDS, 2 mM EDTA, pH 8,3).

Vzorky byly ptipraveny smichdnim 20 pl supernatantu z bunééné suspenze s 4 pl
6x koncentrovaného nanaseciho pufru (0,05 mol/l Tris/HCI, 2 mmol/l EDTA, 2% SDS,
10% glycerol, 0,2% bromfenolova modf, 6% merkaptoethanol, pH 6,8). Nasledné byly
vzorky denaturovany 5 min V termobloku pii 99 °C. Do vzniklych jamek po vytazeni
hiebinku bylo naneseno 20 pl vzorku a do jedné jamky bylo vzdy naneseno 5 pl standardu
PageRuler unstained protein ladder.

Vanicka byla prikryta vikem a pfipojena ke zdroji elektrického napéti, které bylo
nastaveno na 100 V.Po zakoncentrovani vzorki bylo napéti zvySeno na 120 V.
Elektroforeticka separace byla ukoncena po doputovani bromfenolové modfi na konec

gelu, coz trvalo pfiblizn€ 90 min.
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Tabulka 8 — SloZeni gelu pro SDS-PAGE (pfiprava 1 gelu)

ml 10% Délici gel

3,63 destilovana voda

2,5 30% akrylamidovy roztok (29,2 % akrylamidu, 0,8 % N,N-bis-methylen-akrylamidu)
1,25 délici pufr (1,5 M Tris-HCI, pH 8,8)

0,075 | 10% SDS

0,375 | 10% persiran amonny

0,0075 | TEMED

ml 4% Zaostiovaci gel

2,565 destilovana voda

0,5 30% akrylamidovy roztok (29,2 % akrylamidu, 0,8 % N,N-bis-methylen-akrylamidu)
0,625 | zaostiovaci pufr (1 M Tris-HCI, pH 6,8)

0,375 | 10% SDS

0,025 | 10% persiran amonny

0,005 | TEMED

3.2.20 Barveni gelu s Coomassie Brilliant Blue
Pro vizualizaci vysledki z SDS-PAGE byly gely barveny 30 min v barvicim roztoku
(0,025% Coomassie Brilliant Blue R-250, 50% methanol, 10% kyselina octova). Poté byly
gely promyty destilovanou vodou a minimalné 15 min promyvany odbarvovacim roztokem
(40% methanol, 10% kyselina octova, destilovana voda). Na zavér byly gely uskladnény
Vv destilované vod¢é. Pomoci scanneru (Image Scanner PowerLook 1120 USG, AP Czech,

CR) byly gely oskenovény a vysledny obraz byl ulozen.

3.2.21 Meéreni aktivity a-galaktosidasy

Aktivita byla méfena piimo na zékladé Kkatalytické reakce a-galaktosidasy
se substratem 4-nitrofenyl-a-D-galakopyranosidem. Absorbance vzniklého produktu
4-nitrofenolu byla detekovana pomoci spektrofotometru pii 410 nm a vysledky byly
zaznamenany do grafi.

Roztoky 2M Na>COsz, 20mM 4-nitrofenyl-a-D-galakopyranosid a 50mM citronanu
sodného byly ptipraveny rozpusténim latek v destilované vodé. pH citronanu sodného bylo
upraveno na 4,5 pomoci CH3COOH. 4-nitrofenyl-a-D-galakopyranosid byl uchovavan
pii -20 °C.

Enzymaticka reakce byla zahdjena smichanim reagencii podle tabulky 9, nasledné
byla zvortexovana a inkubovana 10 min pfi pokojové teploté. Pridanim 750 pl 2M Na2COs

byla reakce zastavena. Spektrofotometr byl vynulovan smési 250 ul 50mM citronanu
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sodného pH 4,5 s 750 pl 2M NaxCOs. Nasledné byly proméfeny vzorky enzymatického
roztoku z dnit 0-7 od zacatku exprese, a také vzorky pozitivni kontroly z B. subtilis var.
natto (odbér vzorka viz kapitola 3.2.18).

Tabulka 9 — SloZeni enzymatické reakce pro méieni aktivity a-galaktosidasy.

Reagencie ul
1| 20mM 4-nitrofenyl-a-D-galakopyranosid 12,5
2| 50mM citronan sodny pH 4,5 187,5
3| Enzymaticky roztok z expresniho média 50,0
41 2M NaxCOs 750,0
Celkovy objem reakce 1000,0
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Pro expresi a-galaktosidasy z genu MelA v P. pastoris X-33 byly pfipraveny dva
konstrukty skladajici se z vektoru pPICZaA / pGAPZoA a sekvence kodujici gen MelA.
Pomoci restrikénich endonukleas Asp718l a Sacll byl gen MelA vystépen
z pMK-RQ::MelA a vloZen do téchto expresnich vektor.

4.1 Priprava konstrukti pPICZaA::MelA a pGAPZaA::MelA
Ze zasobnich kultur E. coli TOP10 splazmidem pPICZaA a pGAPZoA,

kultivovanych v LB médiu s nizkym obsahem soli, byla izolovana plazmidova DNA.
Pro ovéfeni piitomnosti plazmidli byla DNA nasledné podrobena elektroforetické separaci
na agarosovém gelu. Podle manualu vyrobce ma plazmid pPICZaA velikost 3593 bp
a plazmid pGAPZaA 3147 bp. Na gelu byly detekovany produkty o0 velikosti 2000 az 3000
bp, coz odpovida plazmidim v jejich cirkularni form¢, zaroven zde byly slabé viditelné
pasy nad hranici 5000 bp, které pravdépodobné vznikly spojenim vice kopii plazmidu (viz
obrazek 17).

pPICZoA pGAPZaA

1 2 3 4

5000
2000
bp

Obrazek 17 — Izolované vektory pPICZaA a pGAPZaA z E. coli TOP10.

Pro pomnozeni synteticky pfipraveného plasmidu byla provedena transformace
plasmidu pMK-RQ::MelA do E. coli TOP10. Selekce transformantti prob¢hla na LB
agarovych plotnach s kanamycinem, kde narostlo nespocetné mnoho kolonii. Z vybranych
transformovanych bun¢k byla izolovana plazmidova DNA (pMK-RQ::MelA). Vysledky
izolace byly vizualizované pomoci agarosové elektroforézy, kde pasy odpovidajici
cirkularni formé plazmidu byly detekované v rozmezi 2000 az 3000 bp (viz obrazek 18).

Také byl pozorovan i druhy pas o pfiblizné velikosti 5000 bp, coz je zpusobeno

45



pritomnosti agregované formy (spojeni vice kopii plazmidu). Realna velikost plazmidu
PMK-RQ::MelA je 3587 bp. Timto byla ovéfena pfitomnost plazmidi ve vzorcich
a pro dalsi praci byly vybrany kultury E. coli TOP10 pPICZoA ¢islo 1, E. coli TOP10
PGAPZaA ¢islo 4 a E. coli TOP10 pMK-RQ::MelA ¢islo 5.

pMK-RQ::MelA

5000

2000

1500
bp

Obrazek 18 — Izolovana plazmidova DNA pMK-RQ::MelA z riiznych klonti E. coli TOP10.

Izolované vektory pPICZaA a pGAPZaA a plasmid pMK-RQ::MelA byly nasledné
podrobeny restrikci pouzitim specifickych endonukleas Asp718l a Sacll, kterych restrik¢éni
mista se nachazeji v klonovaci kazeté obou vektori a byly také navrhnuta v synteticky
piipravenem genu MelA (viz obrazek 19). Vysledky restrikce byly poté vizualizované

pomoci agarosové elektroforézy.

Asp718I

1 'I' GL RALLGATTAC ATTTATCGGT GCAGGGRGCAR CGATTTTICGC CRALDATGTT

61 TIGGGAGACT GCCIGITAAC AGAAGCACTG AATGGATITG AGITCGCICT TTACGACATT
121 GATCCCRAAC GCCTGCAGGR ATCCCAGCTC ATGCTCGRAL ATCTRAGAGR CCGITATRAC
181 CCAAGTGTGE CCATCAACAG CTATGATGAC AGRALACTCG CCTTGCRALL CGCRGGCTAT
241 GICATCAATG CGATTCAGGT TGGAGGATAC AAACCGAGCH CAGTCATCGA TTTCGAGATT
301 CCTRRACGGT ATGGGCTGCG CCAGACGATC GCCGATACAG TCGGCATCGGE CGGGATATIC
361 AGATCTCTCR GAACRALATCCC GGICTTATTT GATATCGCAL AAGATATGGR GGARATGTGC
421 CCTGACGCAT GGTTCTTAARAR CTATACAARAT CCRATGGCCA CTCTTACAGG CGCCATGCIC
481 CGCTATRCCR ATATCAARRC AATCGGGCTC TGCCACAGTG TTCRAAGTGTG CACGRAGGAT
541 TTATTTRAAG CTCTCGGRAT GGAGCATGAC GGRATTGAGG AARCGCATCGC GGGRATCLAT
601 CATATGGCTT GGCTTITTGGA AGTCAAARAARA GACGGCACAG ATTTATATCC AGAAATCARA
@61 RAGGAGRAGCGR RAGRALLACHE LARRLCRARARG CATCATGATR TGGTGCGGTIT TGRATTALATG
721 GATRAGITCG GCTATTATGT CACGGAATCG TCCGAACATL ACGCAGRGTRA TCACCCATAC
781 TTTATTAAAC GAARATTACCC TGAACTGATC AGCGAGCTGC AARATCCCGCT CGACGAATAT
841 CCGAGRLGGT GCGTCALGCAR GATTGARRAT TGGGLGRARALL TGCGGGATGR TATCGICRAC
501 AATRRARARACC TTACGCACGR ACGCTCAARA GAATATGGIT CARAAGAATTAT AGAAGCAATG
961 GRAACARALCGEG BACCATTCARC CTTCGGAGGA ARARCGTCTTGA ATACAGGGCT GATCGCCAAC
1021 CTTCCITCRAR ARAGCGGTTGT GGRAGTGACAR TGCGTCGCCG ACAGRRLLAR RATTRACACCG
1081 TIGCTICGCCGE GAGAACTGCC TGAGCAGCIT GCCGCCIIAR ACCGGACGAR TATTAATACH
1141 CRAGCTGATGR CRATCGRAGC GGCTIGTCRCAR CGGRARRLALG RRGCGGITTA CCRAGCTGCR
1201 ATGCTTIGATC CGCATACAAG CGCGGAGCTT TCCATGRLGG ACATCATCTC CATGIGIGARC
1261 GATTTATITG CAGCACACGG CGATTGGCIT CCGGAATACA ARAGCCGCGG

Sacll

Obrazek 19 — Sekvence genu MelA s vyzna¢enymi restrikénimi sekvencemi a $t€pnymi misty pro
endonukleasy Asp718l a Sacll.
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Po restrikci vektoru pMK-RQ::MelA (3587 bp) bylo mozné na agarosovém gelu
pozorovat dva relativné slabé viditelné produkty. Spodni pas o velikosti kolem 1400 bp
odpovidal genu MelA o realné velikosti 1299 bp a vrchni pas o ptiblizné velikosti 2500 bp
odpovidal zbytku vektoru pMK-RQ (realna velikost 2288 bp) (obrazek 20).

1 2 3 4 5 6
e cEspE e = =
OMK-RQ — 5000 bp

ol AL

Obrazek 20 — Produkty restrikéni analyzy vektoru pMK-RQ::MelA za pouziti enzymi Asp718I
a Sacll.

Na druhy gel (obrazek 21) byly naneseny vzorky do ¢tyf jamek. Do jamky 1 byl
pro kontrolu pfidan prazdny nenastipany vektor pGAPZaA. Do jamky 2 byl ptidan vektor
pGAPZaA postepeny endonukleasami Asp7181 a Sacll. V jamce 3 byl jako kontrola
nanesen prazdny nenastipany vektor pPICZaA a v jamce 4 byl pPICZaA postepeny
endonukleasami Asp7181 a Sacll. Velikost past u kontrolnich cirkularnich vektord
se pohybovala v rozmezi 2000 az 3000 bp. Linearizované vektory pGAPZaA (jamka 2)
a pPICZaA (jamka 4) dosahovaly na gelu velikosti ptiblizné 3000 bp. Témito pokusy bylo

ovéteno spravné stépeni endonukleas Asp7181 a Sacll.

Obrazek 21 — Restrikce vektori pGAPZoA a pPICZoA za pouziti enzyma Asp718l a Sacll.
1 — cirkularni vektor pGAPZoA, 2 — postépeny vektor pPGAPZaA, 3 — cirkularni vektor pPICZaA,

4 — postépeny vektor pPICZaA.
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Z gelu, na kterém byla vizualizovana restrikce pMK-RQ::MelA (obrazek 20)
a restrikce vektori pGAPZaA, pPICZaA (obrazek 21), byly skalpelem vyiezany pasy
odpovidajici genu MelA z jamek 3 a 4 o piiblizné velikosti 1400 bp a pasy postepenych
vektort pGAPZaA, pPICZaA zjamek 2 a 4 o ptiblizné velikosti 3000 bp. Naslednym
precistenim pomoci Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up Systém — kitu (viz kapitola 3.2.9)
bylo ziskano 30 ul DNA o koncentracich 13,7 ng/ul (MelA 3); 12,2 ng/ul (MelA 4);
13,2 ng/ul (pPICZoA 4); 13,7 ng/ul (pGAPZaA 2).

DNA izolovana z gelu byla nasledné¢ podrobena liga¢ni reakci, kdy gen MelA
byl pomoci T4 DNA ligasy vnesen do postépenych vektort pPICZaA
a pGAPZoA. Takto piipravené konstrukty pPICZoA::Meld a pGAPZoA::MelA byly
transformovany do chemokompetentnich bunék E. coli TOP10 pro jejich pomnozeni.
Kultivace probéhla na LB agarovych plotnach s nizkym obsahem soli, pod selek¢nim
tlakem zeocinu (vektory pPICZaA a pGAPZaA obsahuji gen rezistence vaci tomuto
antibiotiku). Na plotnach vyrostlo n€kolik desitek kolonii, které byly nasledn¢ inokulovany
do tekutého LB média s nizkym obsahem soli.

Pro kontrolu spravnosti ligace byla z kultur E. coli TOP10 pPICZaA::MelA €. 1-7
a E. coli TOP10 pGAPZaA::MelA ¢. 1-5 izolovana plazmidova DNA a podrobena restrikci
endonukleasami Acc65! (ktery rozpoznava stejné §tépné misto jako Asp718l) a Sacll.
Nasledna elektroforeticka separace na agarosovém gelu potvrdila pfitomnost genu MelA
(ptiblizné 1400 bp) a rozstépenych vektorti pPICZaA a pGAPZaA (3000 az 4000 bp) (viz
obrazek 22).

pPICZaA::MelA pGAPZoA::MelA

pPICZaA . —5000bp pGAPZaA

MelA s == 1500 MelA

Obriazek 22 — Analyza restrikce plazmidi pPICZa::MelA a pGAPZaA::MelA za pouziti
enzymi Acc65l a Sacll zruznych bakterialnich kolonii E. coli TOP10 pomoci agarosové
elektroforézy.
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Izolované plazmidy ze vzorki E. coli TOP10 pPICZoA::MelA ¢. 6 a 7
a pGAPZaA::MelA €. 1 a 4 byly zaslany do specializované firmy SEQme S.r.o.
(Dobiis, CR), kde byla osekvencovana nukleotidova sekvence genu MelA za pouziti
primerd rozeznavajich specifickou sekvenci v pPICZoA a pGAPZoA vektoru. U vzorki
PPICZaA::MelA €. 7 a pGAPZoA::MelA €. 4 byla vylou€ena ptitomnost piipadnych mutaci
a tim byla potvrzena spravnost sekvence vlozeného genu MelA (viz obrazek 23).
Na zéklad¢ vysledk sekvencovani byly pro dalSi experimenty (pfiprava expresniho

systému) zvolené prave tyto dva konstrukty pPICZaA::MelA ¢. 7 a pGAPZoaA::MelA €. 4.

ATGAR R A GATTAC AT TTAT CeC TG AGGCAGCACGATTTTCGCCARR A A TRTTTTGEGAGACTGCCTGT
TAA ARG A TR A TGEATTTCAGT TG CTCT T TACGRACATTGAT COCARAACGECTGCAGGRARTCCCA
GCTCATGCTCGAR R A TCTAR ARG CCGTTATAACCCARGTGTGECCAT CARCAGCTATGATGACAGLAR AR
CT eI IGCAR R AT AT I CAT AR TGO GAT TCAGGT T GEAGEAT ACARRCCGAGCACAGTICA
TCGATTTICGAGATTCCTARRCGGTATGGGCTGCGCCAGRCGAT CGCCGATACAGTOGECAT CGGCGGEGAT
ATTCAGATCTCT CAGRLCARTCCCGETCTTATTTGATAT CGCARARGATAT GRAGGARATGTGCCCTGAC
GCATGEITCTITARRCTATACAR A TCCAATGECCACTCTTACAGRCGCCATGCTCOGCTATACCARTATCA
AR AT GGG TCTGCCAC AT TCAAG TG T GCACGARGGATTTATTTARAGCTCTCGGAAT GEAGCR
T eA AT T AR A O AT oG EALTCAATCATATGEGCTTGECTITI GLRALGT CARAR AR RGACEET
ACAGATTTATATCCAGAA AT CAR A AGGAGAGCCGAALGARRAACARR AR L AR ARCATCATGATATGGETGC
GETTIAATTARTCGAT AR GTT GG TATTATGTCACGERATCGTCCOGARCATALMSGCAGAGTATCACCC
ATACTTITATTARRCGAATTACCCTGARCTGAT CAGCGAGCTGCARATCCCGCTOGACGAATAT CCEAGE
AGGTGCEICAAGCRAGATTGRARR A TTEGAGRRRATGOGEEATGATATCGTICARCARTRAADACCTTACEC
ACGAACGCTCAN R R GR TATGETTCAAGALTTATAGAAGC AL TGEARRCARACGARCCATTCACCTICGE
AR CGTCTT AR TACAGEGCTGAT CGCCARCCTTCCTTCARARGTGETI TGTGEARGT GACATGCGTIC
CCGACAGARA R R A TT A ACCGTGCTTCCCGEAGARCTGCCTGAGCAGCTTGCOGCCTTARRCCGGA
CoAATATTAATACRCAGCTGATGACARAT CERAGCGECTGTCACACGGALAR A AGARGCGGTTTACCAAGT
TG AR TGCTTGAT CCGCATAC RSO GCGEAGCTTTCCAT GAAGGRACATCATCTOCATGTGT GACGATITA
ITTECAGCACACGECGATTGECTITICCGGARATACALATAL

Obrazek 23 — Sekvence genu MelA.

4.2 Priprava expresniho systému P. pastoris X-33

Linearizaci plazmidu v mist¢ homologie se mnohonasobné zvysi frekvence jeho
zaClenéni do genomu. Pro ucinnu integraci plazmidu do genomu kvasinek je tedy
nevyhnutelné  vkladany plazmid nejprve linearizovat. Pfipravené plazmidy
pPICZaA::MelA a pGAPZaA::MelA (Kapitola 4.1) byly linearizované restrikénimi enzymy
Sacl a Avrll. Mala cast linearizované smési byla analyzovana pomoci elektroforetické
separace, kdy na gelu byly detekovany pasy o velikosti 4000 az 5000 bp, coz odpovida
témto linearizovanym vektorim o realné velikosti pGAPZaA::MelA 4431 bp
apPICZaA::MelA 4877 bp (viz obrazek 24).
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PpPICZaA::MelA PGAPZaA::MelA

5000 bp

Obrazek 24 — Linearizované plazmidy pPICZaA::MelA a pGAPZaA::MelA analyzované
za pouziti agarosové elektroforézy.

Smés linearizovanych vektoru pPICZaA::Mel4A a pGAPZaA::Mel4 byla ptecisténa
fenol-chloroform-isoamylalkoholovou extrakei pro odstranéni ostatnich reakénich slozek,
které by mohly snizit nebo dokonce inhibovat transformaci elektrokompetentnich bunék
P. pastoris X-33. Po transformaci byly kvasinky s pravdépodobné transformovanymi
plazmidy selektovany na YPDS agarovych plotnach s obsahem zeocinu. Na plotnach
narostlo n€kolik desitek kolonii, z kterychbyly vybrany 4 kolonie od kazdého plazmidu
a nasledné inokulovany do tekutého YPD média s obsahem zeocinu. U kultury P. pastoris
X-33 pPICZoA::MelA narostly vSechny 4 vzorky kdezto u kultury P. pastoris X-33
pPICZoA::MelA narostly pouze 3 ze 4 vzorkd.

Spravnost transformace byla ovéfena metodou Colony PCR (viz kapitola 3.2.16),
kde jako templat byla pouzita cast kolonie narostlé na YPDS agaru, s naslednou
elektroforetickou separaci produkti reakce na agarosovém gelu (obrazek 25). Pozitivni
kontrola (vyizolované plazmidy pPICZoA::MelA a pGAPZoA::MelA) byla v jamkach
oznacenych ¢islem 1. Negativni kontrola (netransformovana kultura P. pastoris X-33) byla
nanesena do jamek 6 a 5. Pasy vzorka pPICZoA::MelA 2-5 byly slabé viditelné, ale ptesto
vySly pozitivné. Na gelu byl vidét produkt odpovidajici genu MelA o velikosti pfiblizné
1500 bp, taktéz vzorky pGAPZaA::Mel4 2-4 vysly pozitivné a byla u nich prokazana

transformace rekombinantniho plazmidu.
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Plazmidy pPICZaA::MelA a pGAPZoA::MelA byly uspésné linearizovany,
ptecistény fenol-chloroform-isoamylalkoholovou extrakci a transformovany do expresniho

systému P. pastoris X-33.

pPICZoA::MelA PGAPZaA::MelA

5000 bp

1500 bp

Obrazek 25 — Ovéieni transformace rekombinantnich plazmidi. 1 — pozitivni kontrola
PPICZaA::MelA; 2-5 vzorky P. pastoris X-33 pPICZoA::MelA; 6 — negativni kontrola P. pastoris
X-33. 1 — pozitivni kontrola pGAPZaA::MelA; 2-4 vzorky P. pastoris X-33 pGAPZaA::MelA,
5 — negativni kontrola P. pastoris X-33.

4.3 Optimalizace exprese MelA v P. pastoris X-33

Po linearizaci, pfeciSténi a UspéSné transformaci vektorGt pGAPZaA::MelA
a pPICZaA::MelA do P. pastoris X-33 byla sledovana exprese a-galaktosidasy v riznych
expresnich médiich. Vyzkouseny byly pfidavky indukénich latek (glukosa
pro pGAPZoA::MelA a methanol pro pPICZaA::MelA) a vzorky byly odebirany ve 24 h

intervalech po dobu 5-7 dn.

4.3.1 Exprese genu MelA z vektoru pGAPZoA

Optimalizace exprese byla provedena pro pozitivné transformované P. pastoris
X-33 plazmidem pGAPZoA::MelA, vici kterym byly jako negativni kontrola pouzity
kvasinky P. pastoris X-33 transfomované prazdnym plazmidem pGAPZoA. Tyto kultury
byly inokulovany do 2 ml YPD a YNB média s obsahem zeocinu. Po rozkultivovani byly
kultury pteneseny do 50 ml YPD a YNB expresniho média tak, aby ODeoo odpovidalo
hodnoté¢ 1 (viz tabulka 10). Po 24 h intervalech byla do jednoho ze vzorka piidavana
glukosa na celkovy obsah 0,5 %, a z kazdého média byly odebrany 2 ml vzorku. Exprese
a-galaktosidasy do média byla detekovana pomoci SDS-PAGE (obrazek 26).
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Na gelech bohuzel nebyly detekovany pasy odpovidajici molekulové velikosti
a-galaktosidasy (49 kDa). Pro piipad skryté exprese byla provedena také analyza pelett
bunék (obrazek 27), avSak bez prokazatelnych vysledkl ptitomnosti a-galaktosidasy.
Jednou z moznych pficin negativni detekce mohla byt nizka koncentrace exprimované
a-galaktosidasy. Ztohoto divodu jsme se dale rozhodli piejit k méfeni aktivity
a-galaktosidasy pomoci spektrofotometrie, coz je vSeobecné povazovano za citliveé)si

metodu, pokud je vznikly protein dostate¢né aktivni.

Tabulka 10 — Inokulace P. pastoris X-33 s ruznymi vektory do expresnich médii YPD a YNB.

Vzorek ¢. Typ vektoru Médium
1 pGAPZaA
pGAPZoA::MelA YPD
pGAPZaA::MeldA + glukosa
pGAPZoA
pGAPZoA::MelA YNB
pGAPZoA::MelA + glukosa

WIN|IFPIW[N

3. 4. 7. den
10 11 12 13 14 1516 17 18
50 kDa YNB
50 kDa
YPD

Obrazek 26 — Analyza exprese YNB a YPD médii kultury Pichia pastoris X-33
PGAPZaA::MelA pomoci SDS-PAGE. Vzorky jsou usporadany po dnech v potradi: 1 — pGAPZaA;
2 — pGAPZoA::MelA; 3 — pGAPZaA::MelA + glukosa. Vzorky pokracuji podle stejného vzorce
az po jamku 18. 0.-7. oznacuji dny, kdy byly vzorky odebirané.
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Obrazek 27 — Analyza exprese peleti bunék Pichia pastoris X-33 pGAPZaA::MelA pomoci
SDS-PAGE. Vzorky jsou uspotfadany po dnech v poradi: 1 — pGAPZaA; 2 — pGAPZoA::MelA;
3 — pGAPZaA::MelA + glukosa. Vzorky pokracuji podle stejného vzorce az po jamku 18.
0.-7. oznacuji dny, kdy byly vzorky odebirané.

4.3.2 Exprese genu MelA z vektoru pPICZaA

Pozitivn¢ transformované P. pastoris X-33 pPICZaA::MelA mohou byt fenotypu
Mut* nebo MutS. Fenotyp Mut* obsahuje geny pro dva typy alkohol oxidasy (AOX1
a AOX2), kdezto Mut®> ma gen pro AOXI pieruSen a vyuzivd pouze AOX2
pro metabolismus methanolu. Kultivace v expresnich médiich vyzaduje funk¢nost obou
AOX, proto byly kvasinky vyselektovany kultivaci na MD a MM agarovych plotnach.
Kolonie, které narostly na obou plotnach, mély funkéni oba geny pro AOX a tudiz byly
fenotypu Mut".

2 vzorky pozitivné transformovanych P. pastoris X-33 pPICZad::MelA fenotypu
Mut* a 1 negativni kontrola (P. pastoris X-33 s prazdnym plazmidem pPICZoA) byly
inokulovany do 2 ml MGY, BMG a BMGY média s obsahem zeocinu. Po rozkultivovani
byly kultury pfeneseny do 50 ml MM, BMM a BMMY expresniho média tak, aby ODeoo
odpovidalo honot¢ 1 (viz tabulka 11). Po 24 h intervalech po dobu 7 dnt byl do jednoho
ze vzorku pozitivné transformovanych P. pastoris X-33 pPICZad.::MelA fenotypu

Mut*k indukci exprese piidavan methanol na celkovy obsah 0,5 %, a z kazdého média byly
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odebrany 2 ml vzorku. Tyto vzorky byly nasledné podrobené spektrofotometrickému
méfeni aktivity a-galaktosidasy jelikoz detekce o-galaktosidasy v médiu pomoci
SDS-PAGE u P. pastoris X-33 transformované plazmidem pGAPZoA::MelA nebyla

mozna.

Tabulka 11 — Inokulace P. pastoris X-33 s rtiznymi vektory do expresnich médii MM, BMM
aBMMY.

Vzorek ¢. Typ vektoru Médium
1 pPICZaA

pPICZaA::MelA MM

pPICZaA::MelA + methanol

pPICZaA

pPICZaA::MelA BMM

PPICZaA.::MelA + methanol

pPICZaA

pPICZoA::MelA BMMY

PPICZaA.::MelA + methanol

WINIRPIWINFRPIWIN

4.3.3 Méreni aktivity a-galaktosidasy

Pritomnost o-galaktosidasy byla ve vzorcich supernatantu média detekovana
spektrofotometrickym métenim absorbance 4-nitrofenolu pii 410 nm (podle studie Katrolia
et al., 2014), ktery vznika Katalytickou reakci a-galaktosidasy se substratem 4-nitrofenyl-
a-D-galakopyranosidem. Naméfena data byla uspofadana do grafi (MM médium
viz obrazek 28; BMM viz obrazek 29; BMMY viz obrazek 30), které zobrazuji miru
exprese V jednotlivych dnech.

Jako pozitivni kontrola byla pouzita kultura B. subtilis var. natto obsahujici gen
MelA, ze kterého je produkovéna a-galaktosidasa pfirozen€. Tento gen byl synteticky
pripraven a pouzit pro piipravu rekombinantniho proteinu v kvasinkach. Pro piipravu
jednotlivych vzorkt pozitivni kontroly byla pouzita bunééna suspenze B. subtilis var. natto
nebo médium, ve kterém byla kultura kultivovana. Negativni kontrola se skladala
ze stejnych reagencii, ale bez ptidavku jakéhokoliv enzymatického roztoku (viz obrazek
31).

Z analyzy MM a BMM média je vidét mirny nartst aktivity a-galaktosidasy
u vzorkl s vloZzenym genem MelA oproti vzorku obsahujicimu pouze prazdny vektor.
V BMMY médiu rostly kvasinky nejrychleji, proto je zde mozné pozorovat zvySené

hodnoty absorbance u vSech analyzovanych vzorkt. Na zakladé namétenych vysledki
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lze vSak vyvodit jenom piedbézny zavér a to, ze pravdépodobné nejvhodnejsi podminky
exprese byly vexpresnim médiu BMM nebo BMMY pro P. pastoris X-33
transformovanou pPICZoA::MelA po indukci methanolem pii kultivaci 3 dny (obrazek 29
a 30). Hodnoty absorbance u médii vSak celkové vykazuji zna¢né vykyvy, a aktivitu
a-galaktosidasy tak nejde jednoznacné vyhodnotit. Dé&je se tak ziejmé¢ kviali chybam
V pipetovani ¢i pti samotném méteni vzorkii. Neni proto mozné vyvodit jasny zavér, které
médium a jaké podminky jsou pro expresi a-galaktosidasy nejvhodnéjsi. Tato problematika

vSak muze byt predmétem dalsiho vyzkumu.

0,04

0,03

0,02

0,01

Absorbance

0,01

Cas [dny]

Obrazek 28 — Absorbance 4-nitrofenolu pii 410 nm ze vzorki expresniho média MM z rtiznych
kultur P. pastoris X-33. Modra kiivka znac¢i vektor pPICZaA, zelena pPICZaA.:MelA + methanol,
Cervend PPICZaA::MelA.
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Obrazek 29 — Absorbance 4-nitrofenolu pii 410 nm ze vzorki expresniho média BMM
z ruznych kultur P. pastoris X-33. Modra kiivka znaci vektor pPICZaA, zelena pPICZaA.:MelA
+ methanol, ¢ervena pPICZaA::MelA.
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Cas [dny]

Obrazek 30 — Absorbance 4-nitrofenolu pii 410 nm ze vzorki expresniho média BMMY
z ruznych kultur P. pastoris X-33. Modra kiivka znaci vektor pPICZaA, zelena pPICZaA.:MelA
+ methanol, ¢ervena pPICZaA.:MelA.

Data naméfena pro pozitivni kontroly podporuji vyse zminené vysledky. Ani zde
nebylo mozné detekovat vyrazny rozdil v absorbanci pti 410 nm (viz obrazek 31). ZvySena
absorbance byla detekovana pouze u kontroly, kde byla pouzita buné¢na suspenze. Pravé
piidavek této bakterialni suspenze mohl zpusobit zvySeni absorbance (zvySeni turbidity
méteného roztoku), a proto neni mozné potvrdit spravnost zvolené detekéni metody
pro méfeni aktivity a-galaktosidasy, coz mtze byt jednim z dalsich dtivodu, pro¢ nebylo

mozné jednoznacné stanovit nejvhodnéjs$i podminky exprese.

Absorbance

mb. suspenze  m supernatant negativni kontrola

Obrazek 31 — Absorbance 4-nitrofenolu pii 410 nm ze vzorkll pozitivni a negativni kontroly.
Modra barva ptedstavuje vzorek bunécné suspenze B. subtilis var. natto, ¢ervena médium kultury
B. subtilis var. natto a zelena negativni kontrolu.
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5 ZAVER

V teoretické ¢asti bakalarské prace byla vypracovana literarni reSerSe zaméfena
na sacharidy a jejich vyskyt v so6ji lustinaté jako soucasti potravy, krmnych smési
s ohledem na jeji nutri¢ni vlastnosti a metabolismus hospodaiskych zvifat. Pozornost byla
také vénovana charakterizaci, funkci a vyuziti a-galaktosidas.

Hlavnim cilem prace bylo pfipravit rekombinantni a-galaktosidasu z Bacillus
subtilis var. natto. Podafilo se nam uspésné piipravit inducibilni pPICZoA::MelA
a konstitutivni pGAPZoA::MelA plazmid, které byly nasledné transformovany do bakterii
E. coli TOP10 pro jejich Gschovu a pomnozeni. Navazujici linearizaci pfipravenych
plazmidi a jejich uspéSnou transformaci pomoci elektroporace do kvasinek P. pastoris
X-33 se nam podafilo pfipravit expresni systém pro piipravu rekombinantni
a-galaktosidasy.

Expresi a-galaktosidasy nebylo vSak mozné detekovat, jak uz bylo vySe zminéno,
pomoci SDS-PAGE, pravdépodobné kvili pfiliS nizké koncentraci a-galaktosidasy
vmédiu. Proto bylo pfistoupeno kcitlivéjsi metodé méfeni aktivity pomoci
spektrofotometru. Zmeétena data vSak také nepfinesla pifimy dikaz aktivity
rekombinantniho enzymu. V budoucnu by bylo mozné pokracovat zakoncentrovanim
ziskaného média, ve kterém by se méla nachazet rekombinantni a-galactosidasa, a opét
prométit vzorky, coz ale nebylo z Casovych diivodi mozné uskutecnit v rdmci této
bakalatské prace. Casové rozmezi pro samotnou kultivaci, nislednou analyzu pomoci
SDS-PAGE a spektrofotometrické prométeni vzorki se pohybuje kolem dvou az tii tydna.

Dalsi moznosti je také optimalizace samotné metody detekce aktivity.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

acetyl-CoA
AOX
ATP
BMG
BMGY
BMM
BMMY
bp
DNA
EDTA
FADH:
Fru

Gal

GH

Glc

kb

Man
MD
MGY
MM
NAD
NADPH
oNPG
PCR
pPNPG
rpm
SDS-PAGE

sp.
TAE

TEMED
TmGalA

acetylkoenzym A

alkohol-oxidasa

adenosintrifosfat

pufrované médium s minimalnim obsahem glycerolu
komplexni pufrované médium s glycerolem
pufrované médium s minimalnim piidavkem methanolu
komplexni pufrované médium s ptidavkem methanolu
pary bazi

deoxyribonukleova kyselina
ethylendiamintetraoctova kyselina
flavinadenindinukleotid redukovana forma

fruktosa

galaktosa

glykosylové hydrolasy

glukosa

kilobaze

manosa

médium s minimalnim ptidavkem glukosy

médium s minimalnim obsahem glycerolu

médium s minimalnim ptidavkem methanolu
nikotinamidadenindinuklotid
nikotinamiduadenindinukleotidfosfat
ortho-nitrofenyl-a-D-galaktopyranosid
polymerdzova fetézova reakce
para-nitrofenyl-a-D-galaktopyranosid

pocet otacek za minutu

polyakrylamidova gelova elektroforéza v pfitomnosti
sodného

druh

tris-acetatovy EDTA pufr (tris acetate EDTA buffer)
tetraethylmethylendiamid

a-galaktosidasa z T. maritima
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dodecylsiranu



var. varianta

YNB medium s kvasni¢nym extraktem s obsahem siranu amonného
YPD medium s kvasnicnym extraktem, peptonem a glukosou
YPDS medium s kvasnicnym extraktem, peptonem, glukosou a sorbitolem
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