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Abstrakt:

Rutinosidy jsou velmi bézné glykosidické prekurzory aromatickych latek.
Navéazané glykosidy ovliviiuji aroma vin, chut’ dzust atd, hydrolyzou glykosidické vazby
je mozno zvysit aroma n¢kterych produktii. Jednim z enzymu schopnych této hydrolyzy je
i B-rutinosidasa produkovana extracelularn¢ kmenem Aspergillus niger. Purifikovana
B-rutinosidasa byla ¢aste¢né sekvenovana (MALDI-TOF/TOF), vysledek analyzy byl
porovnan se sekvencemi v databazich (BLAST). Inzert kodujici B-rutinosidasu byl ligovan
do expresniho vektoru pPICZa A. Jako expresni systém byl pouzit kmen Pichia pastoris
KMT71H. Bylo zjisténo, Ze gen pro B-rutinosidasu obsahuje 1137 bp kodujici protein o 379
aminokyselinach. Elektroforézou v polyakrylamidovém gelu s dodecylsiranem sodnym
byla zjisténa molekulova hmotnost enzymu 60 kDa, deglykosylovana froma 45 kDa.
pH optimum enzymu bylo stanoveno jako 3,0 a teplotni optimum pii teplot¢ 50 °C.

Substratem pro stanoveni enzymové aktivity byl p-nitrofenyl-p-rutinosid.

Abstract:

Rutinosides are very common glycosidic aroma precursors. The glycosidic moiety
influences wine aroma, flavour and taste of juices, so its cleavage has many consequences.
These interesting insights led us to a diglycosidase — the extracellular B-rutinosidase from
Aspergillus niger. The purified p-rutinosidase was partly analyzed by MALDI-TOF/TOF.
The insert encoding for B-rutinosidase was ligated into the expression vector pPICZa A.
Pichia pastoris KM71H was used as an expression system. It was find out, that
B-rutinosidase gene consists of a 1137 bp, encoding protein with 379 amino acids. The
enzyme was determined to have relative molecule mass 60 kDa by sodium
dodecylsulfate-polyacrylamide gel electrophoresis. The pH and temperature optima of the
enzyme were found to be 3,0 and 50 °C, respectively. p-Nitrophenyl-B-rutinoside was used

as a substrate.
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Seznam zkratek
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1. Uvod

Ptiprava a vyroba novych latek se postupné od klasickych metod organické chemie
pfesouva k uzivani enzymovych metod. Neni zde potieba velkého mnozstvi mezikrokt

a vytézky byvaji mnohem vyssi. Dal§imi vyhodami jsou ekologi¢nost a rychlost procesu.

Glykosidasy jsou velkd skupina enzymu, které hydrolyzuji glykosidickou vazbu.
Nachéazeji uplatnéni jak ve velkych biotransformacich, tak i v jemnych manipulacich jako
jsou modifikace biologicky aktivnich latek. Nékteré glykosidasy maji i transglykosyla¢ni
aktivitu, tj. jsou kromé hydrolyzy schopné ptenést hydrolyzovany sacharid na dalsi

aglykon pfitomny v reakci.

B-Rutinosidasa, neboli a-L-rhamnosyl-p-D-glukosidasa, patfi do skupiny
diglykosidas, které odstépuji disacharid, v tomto ptipadé rutinosu (obr. 1). Jeji nesporna
vyhoda je ve zkraceni procesu hydrolyzy rutinosidi. Pro tuto hydrolyzu bylo nutné pouzit
dvoukrokovou reakci za pouziti a-L-rhamnosidasy a p-D-glukosidasy. Rutinosidasa $tépi

rutinosidy v jednom kroku.

Disacharid a-L-rhamnofuranosyl-p-D-glukopyranosid se naléza v rostlinach. Velmi
vyznamné slouceniny, kde je rutinosa navazana, jsou flavonoidy jako napf. hesperidin
arutin. Hesperidin je obsazen pfedev$im v citrusech, rutin v pohance a cibuli. Rutin
a hesperidin byly dfive pojmenovany jako vitamin P, ktery napomédha regulovat

prostupnost cév a kiehkost krevnich vlasecnic.

DalS§imi podstatnymi latkami, které obsahuji rutinosu, jsou aromatické slouceniny.
Kvilli navazané rutinose je jejich tékavost potlacena. Aglykonem jsou v tomto ptipadé
geraniol, benzylalkohol, linalool a dalsi. Tyto latky jsou velmi dilezité pfi tvorbé aroma

vina, proto se k uvolnéni viin€ vyuziva hydrolyzy pomoci enzym?.

OH
HO

HO
HsC o

HO C
Ho OH )
OH Obr. 1| Rutinosa
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2. Cil prace
e Vypracovat resersi o stavu feSené problematiky

e Priprava rekombinantni formy [-rutinosidasy, jeji purifikace a biochemicka

charakterizace. Screening produkce B-rutinosidasy kvasinkami.

3. Teoreticka ¢ast

3.1.Glykosidasy

Glykosidasy, nebo také glykosylhydrolasy jsou enzymy, které katalyzuji hydrolyzu
glykosidické vazby za vzniku sacharidu a aglykonu [1]. EC klasifikace znaci glykosidasy
jako E.C.3.2.1.-, tj. enzymy hydrolyzujici O- a S-glykosidy [2].

3.1.1. Déleni glykosidas
e Endo/Exo

e Dle mechanismu

Glykosidasy se dé€li podle mista hydrolyzy na endo a exoglykosidasy . Pokud je
substrat Stépen enzymem na konci, nazyvame jej exoenzymem, pokud se tak déje uprostied

fetézce endoenzymem (obr. 2).

Endoglykosidasa

Exoglykosidasa

Obr. 2| Znazornéni Endo/Exo enzymu

Dle mechanismu se glykosidasy déli na tzv. retaining a inverting. Retaining
glykosidasy zachovavaji anomerickou konfiguraci, zatimco inverting meéni anomerii

slouceniny (obr. 3, strana 12).
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Mechanismus retaining glykosidas:

@) ¢
mOR + RO mOH +  ROH
¢ o]
; : \ + HO ——> m + ROH

Mechanismus inverting glykosidas:

o) o)
§ \_or t HO — § \ + ROH

HO

(@] (@]
;:_5 + HO — ;:s.0H+ ROH

OR

Obr. 3| Reakce glykosidas ménicich a zachovavajicich anomerii

3.1.2. Mechanismus
Mechanismus glykosidas je jen s obcasnymi vyjimkami tentyz, ktery navrhl Koshland

jiz v roce 1953 pro inverting a retaining enzymy.
o GLYKOSIDASY MENICI KONFIGURACI

Hydrolyza, znazornéna na obr. 4 (str. 13), probiha jednokrokové pies ptechodny
stav - za vzniku tzv. oxokarboniového iontu. Reakce je katalyzovana aminokyselinami
Z bo¢niho fetézce enzymu — vétSinou glutamovou nebo aspartovou kyselinou, které jsou
vétsinou vzdalené cca 6 - 11 A. Jedna z aminokyselin se chovéa jako baze, druha jako
kyselina. Deprotonizovana aminokyselina odebird proton vodé, kterd atakuje anomerické
centrum, zaroven protonizovana aminokyselina poskytuje proton k vytvofeni hydroxylové

skupiny. [3]
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Obr. 4| Mechanismus glykosidas ménicich anomerii, a) pro a-glykosidasy,

b) pro p-glykosidasy [3]

Vyjimkou je napf. o-mannosidasa katalyzujici reakci, kdy odchéazejicim aglykonem
je mannosa-1-fosfat. Katalyzujici aminokyselinou v tomto pfipadé¢ neni kyselina glutamova

nybrz glutamin. Funkci kyseliny zde nahrazuje pravé fosfatovy aglykon.[4]
e GLYKOSIDASY ZACHOVAVAJICI KONFIGURACI

Hydrolyza, znazornéna na obr. 5 (str. 14), probiha dvou krokové€, v obou krocich pres
pfechodny stav (oxokarboniovy ion). Reakce opét probihd za katalyzy dvou aminokyselin
Z boc¢niho fetézce enzymu (glutamové, ¢i aspartove). V prvnim kroku, tzv. glykosyla¢nim,
jedna z aminokyselin zastava funkci nukleofilu, ktery atakuje slouCeninu a piesouva
aglykon za tvorby intermediatu — glykosylovaného enzymu. Druha aminokyselina svym
kyselym vodikem protonizuje glykosidickou vazbu, ¢imz umoznuje vznik aglykonu.
V druhém, deglykosylaénim, kroku se deprotonizovana aminokyselina chova

jako baze a odebira proton vodé, ktera se ti¢astni hydrolyzy glykosylovaného enzymu.[5]
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Obr. 5| Mechanismus glykosidas zachovavajicich anomerii, prvni je pro a-glykosidasy,

druhy pro B-glykosidasy. [5]

U vétSiny substrat, jez maji na uhliku C2 N-acetylovou skupinu, probiha
hydrolyza odlisn¢ (obr. 6, str. 15). Enzymy hydrolyzujici tyto latky nemaji v katalytickém
centru nukleofil a proto si vytvofily mechanismus, kdy je prav€é N-acetylova skupina
vyuZita pro tvorbu vnitiniho nukleofilu. V prvnim kroku je vytvofen oxazoliniovy

intermediat. V druhém vznika aglykon a pfislusny sacharid s N-acetylovou skupinou.[6-9]
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Obr. 6] Mechanismus glykosidas vytvarejicich oxazoliniovy intermediat[6-9]

Hydrolyza také muze probihat, jako je uvedeno na piikladu myrosinas, které maji
misto glutamové kyseliny v katalytickém centru glutamin. V prvnim kroku se vytvofi
glykosylovany enzym. Problém nastava v druhém kroku, kdy je vyZzadovana baze pro

deglykosylaci. Tuto funkci zde piebira koenzym L-askorbat.[10]

Nékteré glykosidasy vyuZzivaji jako nukleofil aminokyselinu tyrosin, ktery

je aktivovan sousedni bazi. Timto jevem jsou znamé neuroaminidasy.[11-13]

Velmi specialni mechanismus maji glykosidasy vyuzivajici nikotinamid adenin
dinukleotid jako kofaktor (obr. 7, str. 16). Tento mechanismus nezahrnuje vznik
oxokarboniového iontu. Nejdiive je substrat oxidovan za pomoci NAD, ¢imz se zvysi
kyselost vodiku na uhliku C2, ktery je poté odebran bazickou ¢asti enzymu. Nasledn¢ je
odvazan aglykon za vytvoreni dvojné vazby mezi Cl a C2, ta je hydratovana vodou.

Poslednim krokem je redukce ketonické skupiny na C3. [14, 15]
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Obr. 7| Mechanismus glykosidas vyuzivajicich NAD[14, 15]

3.2.Diglykosidasy

Toto oznaCeni bylo zavedeno pro enzymy, které jsou schopny odstépit disacharid
od aglykonu. Dal$i pouzivané jméno pro tyto enzymy je disacharid-specifické glykosidasy.
Mezi diglykosidasy patii napt. -rutinosidasa (a-L-rhamnosyl-p-D-glukosidasa),
primeverosidasa (B-D-xylosyl-B-D-glukosidasa), vicianin B-glukosidasa, akuminosidasa

(B-D-apiofuranosyl-B-D-glukosidasa) (obr. 8, str. 17).[16]
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Obr. 8| Glykosidy v¢etné oznaenych mist §tépeni

3.2.1. Zdroje diglykosidas

Prvni diglykosidasy byly izolovany zrostlin. Studie byly zamétfeny hlavné
na aktivaci sekundarnich metabolitd. Napiiklad vicianin B-glukosidasa, ktera hydrolyzuje
vicianin. Tato kyanogenni diglykosidasa byla izolovana ze semen Vicia angustifolia
segetalis. Protein se sklada z 509 aminokyselin v¢etné signalni ¢asti, pficemz s ostatnimi
rostlinnymi diglykosidasami sdili kolem 50% totoznosti.[17] Vicianin hydrolasa byla také
nalezena v rostliné Davallia trichomanoides Blume. Tento protein ma velmi uzkou

substratovou specifitu a preferuje (R)-epimery (obr. 9, str. 18). [18]
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Obr. 9| Struktura (R)-vicianinu

Dalsi diglykosidasou je B-apiosyl-pB-glukosidasa (furkatin hydrolasa), jejiz produkty
jsou zapojeny V ochrané pied bylozravci. Izolovana byla z listd Viburnum furacatum.
Tento enzym je kodovan 538 aminokyselinami.[19] Ze semen rostliny Dalbergia
nigrenescens Kurz byla purifikovana 7-O-B-apiosyl-glukosid p-glykosidasa. Tato
diglykosidasa byla oznacovana jako B-glukosidasa a -fukosidasa, ale po identifikaci jejich
pfirozenych substrati bylo zjisténo, Ze sacharidovou slozku odstépuje jako disacharid.[20]
Diglykosidasy nejsou obsazeny pouze v listech, ¢i semenech (kde je jejich funkce zatim
neznama), ale i v kofenech — napf. fB-primeverosidasa z Rubia tinctorum hydrolyzujici
lucidin-O-B-primeverosid na genotoxin lucidin (obr. 10).[21] Diglykosidasy se netcastni
jenom ochrany rostlin, ale také produkce tékavych (aromatickych) latek. Jednou z nich je
I vySe jmenovana primeverosidasa, ktera je produkovana v ¢ajovych listech.[22-24] Dale
byla izolovana endoglykosidasa z kiize bobuli hroznti s podobnymi vlastnostmi ostatnich
rostlinnych glykosidas. Tato glykosidasa hydrolyzovala eugenol-f-primeverosid (obr. 10)
a pNP-B-rutinosid.[25]

O OH

H5;CO _~CH,
primeverosid-O

|
| | O-primeverosid

@)

Obr. 10| Struktury eugenol-p-primeverosidu (vlevo) a lucidin-p-primeverosidu

(vpravo)

18



Prvni mikroorganismus, z kterého byla izolovana diglykosidasa — primeverosidasa,
byl Aspergillus fumigatus AP-20.[26] Z mikroorganisml patficich do skupiny obecné
povazované za bezpecné to pak bylo 8 kmenu (Aspergillus oryzae JMC5560,
A. niger IAM2107, A. awamori IFO4033, Rhizospus oryzae JCM5560, Talaromyces
emersonii  IFO9747, Trichoderma reeseei QM9414B, Penicillium camembertii
FERMP-10452 a P. multicolor IAM7153), z nichz mé&l nejvyssi produkci primeverosidasy
Penicillium multicolor.[27] Z producenti a-rhamnosyl-B-glukosidasy jsou to pak Stilbella
fimetaria SES201, Penicillium rugulosum IFO 7242, Pyrococcus furiosus. [28-30]
a-rhamnosyl-B-glukosidasa hydrolyzuje napf. hesperidin a rutin (proto je také nazyvana
B-rutinosidasa), tj. latky obsazené hlavné v citrusech a latky sléivym efektem na

problémy s krevnim ob&hem, nebo rakovinu.[31]

Na str. 20 je zobrazena tab. 1, ktera shrnuje biochemické charakteristiky uvedenych
diglykosidas. Ptehled rutinosidas je uveden v samostatné tabulce (tab. 2 na str. 27).
pH optima se pohybuji okolo pH=5,0, tj. v kyselé oblasti. Jediny Aspergillus fumigatus ma

optimum o hodné nizsi — kolem 2,5-3,0. Teplotni optima se nalézaji mezi 40 a 55 °C.
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Tab. 1| Souhrn charakteristik diglykosidas

enzym Zdroj Vﬁl(ggf t Substrat [rI:\n“;] ro?i-lna opt?nl;lum teplotnllozrl)tlmum pl  literatura
vicianin hydrolasa Davallia trichomanoides Prunasin 3,2
340 Vicianin 4,9 X 5,5 X 1’? (18]
pNP-glukosid 3,4
Vicia angustifolia smetalis Vicianin X
56 pNP-primeverosid X 1 X X X [17]
2-fenylethyl-primeverosid X
Prunasin X
primeverosidasa  Penicillium multicolor pNP-primeverosid 12
50 PNP-glukosid 47 5 4,5-5,5 55 X [27]
eugenyl-primeverosid 3,8
pNP-gentiobiosid 21
Aspergillus fumigatus pNP-primeverosid 2,9
47 pNP-gentiobiosid 6,3 X 2,5-3,0 55 6
Eugenyl-primeverosid 6,3 [26]
Camellia sinensis sinensis Geranyl-primeverosid X
61 Linalyl-primeverosid X 1 5 50 9,4 [24]
2-fenylethyl-primeverosid X
Camellia sinensis sinensis 60-61 Eugenyl-primeverosid X 1 4 45 9,5 [23]
Camellia sinensis sinensis 61 2-fenylethyl-primeverosid 2 1 X X 04 (32,33
2-fenylethyl-vicianosid 15
Camell'ia sinensis 60,5 Benzyl-primeverosid X 1 4 e 95 22]
assamica Linalyl-primeverosid X
Rubia tinctorum L. 68 Lucidin-primeverosid X X X X X 21]
Alizarin-primeverosid X
furkatin hydrolasa  Viburnum furcatum 56 Furkatin X 1 5 40 X [19]
Dalbergia nigrescens 62-63 Dalpatein-apiosyl-glukosid X X 5,0-6,0 65 X [20]
Dalnigrein-apiosyl-glukosid X

Data znacena X nebyla v ¢lancich uvedena
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3.3. Rutinosidasa

Rutinosidasa patfi do skupiny diglykosidas. Tento enzym odstépuje disacharid

rutinosu z prislusného rutinosidu v jednom kroku napf. rutinu (obr. 11).

V EC systému je rutinosidasa zatazena pod c¢islem EC 3.2.1.168 a nazvem
hesperidin 6-O-a-L-rhamnosyl-p-D-glukosidasa, kvili jejimu velmi Castému substratu
hesperidinu. V zatazeni do rodiny glykosylhydrolas je pak rutinosidasa uvedena v rodiné
GH 5, ktera spadd pod klan GH-A. Enzym schopny katalyzovat odstépeni rutinosy byl

izolovan (resp. produkovan) jak z rostlinného materialu tak mikroorganismy.[1, 2]

Rhamnosidasa RUTINOSIDASA

Glukosidasa

OH

OH o HO

OH _
Isoquercitrin HO Quercetin

Obr. 11| Reakce rutinu, jednokrokova s rutinosidasou, dvoukrokova s rhamnosidasou

a glukosidasou

Jednou z prvnich rutinosidas popsal Hay jiz v roce 1961. Rutinosidasa produkovana
mikroorganismem Aspergillus flavus byla indukovana rutinem a hyperosidem, méné
rhamnetinem, kaempferolem a quercetinem a vibec rutinosou, glukosou a galaktosou
(obr. 12, str. 22). pH optimum bylo 5,6 a jeji substratova specifita byla velmi zka,
hydrolyzovala pouze rutin a hyperosid.[34]
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Obr. 12| Struktury induktort

Dalsi rutinosidasu z rodu Aspergillus produkoval zastupce A. niger. Jeji aktivita
byla nejvyssi pti pH=3,4 a teploté 65 °C. Nebyla inhibovana fruktosou, oxidem sifi¢itym
ajeji aktivita se zvysila v pfitomnosti etanolu. Tyto charakteristiky fadi tuto rutinosidasu

do skupiny idealnich enzymi pro pouziti ve vinaistvi.[35]

Mazzaferro a kol. izolovali rutinosidasu z média Stilbella fimetaria SES201. Jako
zdroj uhliku byl pouzit hesperidin, je mozné pouzit i rutin, ¢i naringin. S. fimetaria nebyla
schopna rlst v pfitomnosti hesperetinu jako zdroje uhliku. Izolovany enzym
je glykoprotein, vazi mezi 42 (MS) a 46 kDa (SDS-PAGE) a jeho pl je 5,7. Diky
psychrotolerantnimu charakteru S. fimetaria ma velmi Siroké rozmezi teplot, kde si stale
zachovava svoji aktivitu. Optimalni teplotou je 70 °C, ale je aktivni i pfi 5 °C. pH optimum
ma pii pH=5,0, pfiCemz jeho aktivita je pozorovana vrozmezi pH 4,0 — 8,0. Byla
studovana 1 substratova specifita enzymu. Relativni aktivita (hesperidin 100%) byla 90%
u eriocitrinu, nadpoloviéni u narirutinu a hesperidin methylchalkonu, u naringinu,
neohesperidinu a rutinu ovSem vubec nebyla detekovana (struktury substrati obr. 13,

str. 23).[29]
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Obr. 13|Struktury zkoumanych substrati rutinosidasy z Stilbella fimetaria SES201

Dalsim organismem, ktery produkuje rutinosidasu, je Pyrococcus furiosus. Tato
rutinosidasa se ukéazala byt velmi termostabilnim enzymem — jeji teplotni optimum je pii
95 °C. pH optimum ma pii pH=5,0. Zvyseni konverze bylo dosazeno pouzitim 0,5% (v/v)
DMSO, jelikoz tim byla zvySena rozpustnost substratu. Nejvyssi specifickou aktivitu méla
rutinosidasa u pNP derivati pro pNP-B-D-glukopyranosid, u glykosida flavonoidi to bylo

v poradi isoquercitrin > quercitrin > rutin (obr. 14, str. 24).[30]
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pNp-B-D-glukopyranosid

Obr. 14| Struktury zkoumanych substratti pro rutinosidasu produkovanou Pyrococcus

furiosus

Rutinosidasa byla také purifikovana z Penicillia rugulosum [FO 7242,
Je charakterizovana optimalnim pH=2,2 a teplotou 50 °C, pfiCemz stabilni je mezi
pH=2,0 - 11,0 a teplotami pod 40 °C. pl bylo naméfeno okolo 5,0. Molekulova hmotnost
je 245 kDa, jedné podjednotky pak 65 kDa. Byla zkoumana i substratova aktivita této
rutinosidasy, hydrolyzuje jak rutin tak i isoquercitrin, kK ostatnim substratim (quercitrin,

hesperidin, naringin a dalsi) je intaktni.[28]

Z rostlinnych zdroju byla izolovana z Fagopyrum esculentum. Izolovany enzym ma
74,5 kDa. Nejvyssi aktivitu ma pii 30 °C a pH=4,8, jeji izoelektricky bod je 5,7. Nejvetsi
specifickou aktivitu ma pro substrat kaempferol 3-O-rutinosid, nasledovany rutinem

a kaempferol 3-O-sophorosid-7-glukosidem.[36]

Rutinosidasu také izolovali zhrozni odridy Muscat of Alexandria. Jeji
biochemické charakteristiky odpovidaji rostlinnym glykosidasam, pH optimum ma mezi

pH=4 - 5, teplotni optimum pfi 50 °C a udavana hmotnost je 58 kDa.[25]

DalSim rostlinnym zdrojem glykosidasy schopné hydrolyzovat rutin je pohanka
(Fagopyrum tataricum). Yasuda a kol. izolovali 2 frakce proteinu degradujiciho rutin. Obé

mély Mr= 68 - 70 kDa a pH optimum rovné 5,0.[37] Druha skupina, ktera izolaci
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provadéla dle Yasudy a Kkol. s nepatrnymi zménami, izolovala opét dvé frakce tohoto
enzymu s pH optimem pH=5,0, teplotnim optimem 40 °C, ale Mr isoenzymu byla 58,2 a
57,4 kDa. Také ziskala odliSnou Km hodnotu pro rutin (Yasuda : 120 mM a 130 mM,
Suzuki : 0,12 mM a 0,13 mM). Tyto odli$nosti se zatim nepodafilo vysvétlit.[38]

Na konci kapitoly 3.3. jsou vSechny charakteristiky shrnuty v pichledné tabulce 2.
Jak je vidét pH optima rutinosidas se pohybuje v kyselé ¢asti spektra — mezi 4 a 5 a nejsou
ovlivnéna puvodem rutinosidasy, tj. zda je rostlinna, ¢i pochazi z mikroorganismu.
Teplotni optima jsou rozdilnd dle pivodu. U mikroorganicml pifevazuji teploty mezi
50a 70 °C, ale vyskytuji se i pti 95 °C. Rostlinné rutinosidasy maji teplotni optima niZsi

(30 - 40 °C).

3.3.1. Vyuziti rutinosidas

Rutin je glykosid slozeny z quercetinu a disacharidu rutinosy. Quercetin
Hydrolyza rutinu probihd bud’ chemicky, nebo enzymové — az do objeveni rutinosidasy
dvoukrokové za vyuziti rhamnosidasy a glukosidasy. Rutinosidasa z Pyrococcus furiosus
vSak tuto reakci katalyzuje v jednom kroku. Reakce probihala pii 95 °C a pH=5,0
za piitomnosti 0,5% DMSO. Takto bylo vyrobeno 6,5 mM quercetinu z 10 mM rutinu
béhem 2,5 hodiny.[30]

Tekavé latky jsou ve ving, ¢aji a jinych aromatickych néapojich velmi casto
obsazeny ve formé glykosidi, mnoho mimo jiné rutinosidi. K obohaceni aroma
je potiebné tyto latky uvolnit. Rutinosidasa je v tomto procesu dilezity biotechnologicky
nastroj. V potravindiském prumyslu hraje rutinosidasa také vyznamnou roli ve vyrob¢
standardd pro analyzu potravin, jelikoZ je tato hydrolasa schopna i transglykosylace. Minig
a kol. pouzili rutinosidasu z Acremonium sp. DSM 24697 pravé pro transglykosylaci
aromatickych latek (linalool, geraniol, nerol a fenylethanol), jako donor rutinosy byl vyuZit
hesperidin. Kromé linaloolu byly vSechny substraty glykosylovany. Vysledky byly
v souladu s ptfedchozimi objevy, tj. reaktivita stoupala vfadé primarni alkoholy,
sekundarni  alkoholy, fenoly. Tercidrni alkoholy byly nereaktivni. Produkce
neryl-, geranyl- a 2-fenylethyl-rutinosidu dosahla 58, 76 a 89%. Byla zkoumana
i schopnost hydrolyzy téchto rutinosidi. Ve vodné fazi nebyly produkty detekovany,
ovsem pfi pouziti 12% etanolu hydrolyza probéhla.[39]
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DalSim mikroorganismem produkujici endo-p-glukosidasu ke zvySeni aroma vina
¢idzust je Aspergillus niger. Aktivita tohoto enzymu byla navySena imobilizaci na

celulosu pii pH=4,5.[40]

Moznost transglykosylace vyuzili Mazafferro a kol. k piipravé fluorogenniho
substratu 4-methylumbelliferyl-rutinosidu (obr. 15). Jako donor byl opét vyuzit hesperidin.
Reakce probihala pii 30 °C a vytézek dosdhnul 28 % béhem 1 hodiny. Poté byl jiz
konstantni, ackoliv hydrolyza hesperidinu stale probihala. Koncentrace fluorogenniho
produktu zustavala konstantni, popiipadé¢ se jeho koncentrace snizila, jelikoz se stal

substratem. 4 Methylumbelliferyl rutinosid je mozno vyuzit k zymografické analyze.[41]

CH,

~
rutinosid-O o o

Obr. 15| Struktura 4-methylumbelliferyl-rutinosidu

Rutinosidasa je také vyuzivana ke kvantifikaci hesperidinu v potravinach z citrusu.
Absorpéni maximum hesperidinu je pfi 284 nm, hesperetinu pifi 323 nm. Po ptidéani
rutinosidasy byla méfena absorbance (pti 323 nm) az do doby, nez dosihla rovnovahy.
Koncentrace hesperidinu byla pak spocitdna z rozdilu absorbance pied pfidanim enzymu

a absorbance v rovnovaze. [42]
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Tab. 2| Shrnuti charakteristik rutinosidas

. . L Km pH teplotni .
Zdroj velikost [kDa] Substrat [mM]  optimum  optimum [°C] pl Literatura
Stilbella fimetaria Hesperidin 1,8
42,2 Eriocitrin X 5 70 5,7 [29]
Narirutin X
hesperidin metylchalkon 8,7
Pyrococcus furiosus Rutin 0,3
X Quercitrin 0,1 5 95 X [30]
Isoquercitrin 0,2
Penicillium rugulosum i X
g . 245 Rutin N 2,2 50 5 [28]
(podjednotka 65) Isoquercitrin X
Aspergillus flavus Ruti X
pergillus f X utin- 5,6 X X [34]
Hyperosid X
Aspergillus niger [-rutinosi 1,25
perg g 120 Gerany rut.|n05|d 34 65 39 35]
pNP-glukosid 1
Muscat of Alexandria -rutinosi X
f cg PNP rut|n0.5|d . 45 50 X (25]
Eugenyl-primeverosid X
Fagopyrum Rutin 0,6
esculentum -3-0-rutinosi
745 Kaempferol-3-O-rutinosid 1 4,8 30 57 36]
Kaempferol-3-O-soforosid-7-
glukosid 0,5
Fagopyrum tataricum Rutin (frakce | 12
gopy 68-70 utin (frakee ) 0 5 X X [37]
Rutin (frakce Il) 130
58,2 i )
Rut!n (frakce I) 0,12 5 40 X 38]
57,4 Rutin (frakce 1) 0,13

Data znacena X nebyla v ¢lancich uvedena
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3.4. Rutinosidy

Rutinosidy jsou glykosylované slouceniny, navdzanym sacharidem je rutinosa.
V ptirodé se takovych sloucenin vyskytuje velmi mnoho. Mnoho latek glykosylovanych
rutinosou je mozno zafadit do skupiny flavonoidii — napt. rutin, hesperidin, naringin,
kaempferol-3-O-rutinosid a jiné. Dalsi pocetnou skupinou, kde se slouceniny nachazeji
ve formé rutinosidt, jsou terpeny a jejich derivaty. Tyto rutinosidy — jako geraniol,
linalool, ¢i nerol — se cCasto vyskytuji ve viné a ¢aji a ovliviyji tak jejich aroma

(obr. 16).[43]

CH, CH,
AN CH,OH
OH X 2
OH
HsC CHj HaC CH,
Geraniol Nerol Benzylalkohol
CH3 on
CHO CH,CH,OH
CH,
| HO
HeC™ CHg OCH;3
Linalool Vanilin 2-fenyletylalkohol

Obr. 16| Ptiklady aglykonu rutinosidi

3.4.1. Flavonoidy

Tato velmi vyznamné skupina latek se fadi do rodiny polyfenoll. Flavonoidy jsou
produkovany rostlinami jako jejich sekundarni metabolity, jsou tudiz pfitomny v bézné
stravé Cloveka. Tyto slouCeniny jsou diky jejich velmi prospe€Snym ucinkiim na zdravi

-----

antiosteoporoticky, protialergicky.[31]

3.4.2. Utinky vybranych flavonoidi
e HESPERIDIN

Hesperidin je jiz dlouho znamy pro své blahobytné uc¢inky na kardiovaskularni

systém. Jiz v poloving 20. stoleti byl popsan vitamin P, coz je ve skuteCnosti smés
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flavonoidi — vcetné hesperidinu. Toto oznaeni se jiz nepouzivd, ale skute¢nost,
ze hesperidin snizuje propustnost cév, kterd postihuje pacienty trpicimi kurd&jemi,
diabetem melitus, ¢i chronickou zilni nedostateénosti, byla né€kolikrat potvrzena.[44]
Dalsim pozitivnim t¢inkem na kardiovaskularni systém je schopnost hesperidinu snizovat
hladinu cholesterolu, celkového i LDL (low density lipoprotein), triacylglyceridu a lipida.
Navic inhibuje HMG-CoA  (3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-koenzym A), ACAT
(acylkoenzym A - cholesterol acyltrasferasa) a aktivitu lipasy z praseci slinivky.[45, 46]
Velmi dilezité bylo i zjisténi protisrazlivého piisobeni hesperetinu. Tento jev je zplsoben
schopnosti inhibovat fosforylaci fosfolipasy Cy2 zprostiedkovanou kolagenem
a cyklooxygenasu 1.[47] Diky protisrazlivému efektu a schopnosti inhibovat angiotensin I

konvertujici enzym dokaze hesperidin snizovat krevni tlak.[48]

Dal$im velice Castym problémem je zanét. Kazdy krok zanétlivé reakce je spoustén
jednim, nebo vice mediatory, kterymi jsou derivaty kyseliny arachidonové (leukotrieny,
prostaglandiny, ¢i tromboxany), vazoaktivni aminy (histamin, serotonin) a volné radikaly
kysliku. Diky témto mediadtorim dochdzi pii zédnctu k vasodilataci, zvySeni propustnosti
membrany a poskytnuti signalu pro specializované bunky — makrofagy, lymfocyty a dalsi.
a inhibovat syntézu prostaglandinu E2 a F2a a tromboxanu B2. Navic je schopen
vychytavat kyslikové radikaly.[49] [50] Protizanétlivé ucinky byly zkoumany i na zanétu
tlustého stieva vyvolaného trinitrobenzensulfonovou kyselinou. Byla potvrzena sniZena

aktivita myeloperoxidasy a zvySena absorpce tekutin ve stieveé diky hesperidinu.[51]

Hesperidin je také zkouman v souvislosti s karcinogenesi. Antikarcinogenni efekt
byl prokazan v ruznych studiich proti rozdiln¢ indukovanym karcinogenesim.[52-54]

Hesperetin je také prokazanym antimutagenem vici aflatoxinu B1.[55]

e RUTIN
Dalsi dtlezitou latkou v boji proti kardiovaskularnim onemocnénim je rutin a jeho
aglykony. Jednim znejcastéjSich problémi je aterosklerosa a stim souvisejici
hyperlipidemie. Quercetin u¢inné snizuje hladinu triglyceridi a cholesterolu v séru, ¢imz
se redukuje i tvorba aterosklerotickych plakd.[56] Tento flavonoid také pomaha v 1é¢bé

hypertenze zapfi¢inéné riznymi stimuly. Nejen, ze krevni tlak snizuje, ale navic chrani
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organy (srdce, ledviny a cévy) pired morfologickymi a funkénimi zménami sniZzenim
hladiny reaktivnich kyslikovych radikald. [57, 58]

Jak jiz bylo vySe naznaCeno, aglykony rutinu maji antioxida¢ni ucinky.
Isoquercitrin byl nejvice ucinny pii ochran¢ RGC-5 bun¢k pted poskozenim peroxidem
vodiku. Dokonce bylo zjisténo, Ze je schopen vychytdvat vSechny druhy kyslikovych
radikali a tim redukovat vycCerpani glutationu. [59] Quercetin také zabranuje vzniku
oxidativniho stresu v RPE (sitnicové pigmentové epitelidlni bunky).[60, 61]
vyznamnou molekulou pii 1é¢bé astmatu, jelikoz potlacuji eozinofilni zanét a odpoveéd na
leukotrienem D, a karbacholem indukovanou kontrakci.[62, 63] RovnéZ quercetin dokaze
snizit produkci oxidu dusnatého a prostaglandinu E2 sniZzenim exprese indukovatelné

syntasy oxidu dusnatého.[64]

4. Experimentalni ¢ast

4.1.Pouzité chemikalie

e Aceton Sigma-Aldrich, USA
e Agar Oxoid, UK

e Agarosa Invitrogen,USA

e Akrylamid Sigma-Aldrich, USA
e Amonium persulfat Sigma-Aldrich, USA
e Ampicilin Serva, DE

e Biotin Sigma-Aldrich, USA
e Bovine Serum Albumin (BSA) Sigma-Aldrich, USA
e Bromfenolova modr Serva, DE

e Butanol Sigma-Aldrich, USA
o (Citrat trisodny Sigma-Aldrich, USA
e Coomassie Briliant Blue R-250 Serva, DE

e Dimethylsulfoxin (DMSO) Finnzymes, FIN

e Dithiothreitol (DTT) Sigma-Aldrich, USA
e dNTP Fermentas,CAN

e Fenol Sigma-Aldrich, USA
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e Gel-Red™

e Glukosa

¢ Guanidium thiokyanat
e Hesperidin

e Isopropanol

e Isopropyl-B-D-thiogalktopyranosid (IPTG)

e Kvasinkovy extrakt

e Kyselina mravenci

e Merkaptoethanol

e Methanol

¢ N-laurylsarkosin sodny

e N, N’-methylen-bis-akrylamid
e p-Nitrofenol

e Pepton

e Primery

e Rutin

e Sodium dodecylsulfat (SDS)
e Sorbitol

e Tetramethylethylendiamin (TEMED)
e Tween 80

e Uhlicitan sodny

e Velikostni standard pro agarosovou elektroforesu

e Velikostni standard pro SDS-PAGE

e Vzorkovaci puftr pro agarosovou elektroforesu

o X-Gal
e YNB (Yeast Nitrogen Base)

e Zeocin

4.2. Komer¢ni enzymy
e EcoRI
e Endoys

e Kpnl
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Biotium,USA

Merck, DE
Sigma-Aldrich,USA
Senn Chemical ,CH
Sigma-Aldrich,USA
Qiagen,DE

Oxoid, UK

Merck, DE
Sigma-Aldrich,USA
Lach:ner, CZ
Sigma-Aldrich USA
Serva,DE

Lachema, CZ

Oxoid, UK

Generi Biotech, CZ
Alchimica,CZ
Jersey Lab Supply, USA
Sigma-Aldrich,USA
Serva, DE
Sigma-Aldrich,USA
Chemapol, CZ
Fermentas,CAN

GE Life Sciences, USA
Fermentas, CAN
Qiagen, DE
Sigma—Aldrich, USA
Invitrogen, USA

New England Biolabs, USA
New England Biolabs, USA
New England Biolabs, USA



Notl

Pmel

SuperScript 111 Reverse Transcriptase

Tag DNA polymerasa
T4 DNA ligasa

Zymolyasa

4.3.Fungalni a bakterialni kultury

Aspergillus niger K2
Escherichia coli IM109
Escherichia coli TOP10

Pichia pastoris KM71H
Candida pseudotropicalis 652/2
Pichia fermentans 334/1
Rhodotorula aurantiaca 812/3
Saccharomyces cerevisce 321/1

Saccharomycopsis lipolytica 293/4

New England Biolabs, USA
New England Biolabs, USA
Invitrogen,USA
Fermentas,CAN
New England Biolabs, USA
Invitrogen,USA

MBU, CZ
Promega,USA
Invitrogen,USA
Invitrogen,USA
VSCHT,CZ
VUKP, CZ
VSCHT,CZ
VSCHT,CZ
CCY 292634

Schizosaccharomyces japonicus var.versatilis 2231 CCY 4431

Torula major 51

Trichosporon fermentans

4.4.Pouzité plasmidy

pGEM-T Easy Vector Systém
pPICZa A

4.5.Komerc¢ni sady

Genopure Plasmid Midi Kit
High Pure Plasmid Isolation Kitu
JetQuick Gel Extraction Spin Kit
Oligotex mRNA Midi Kit

PCR Product Purification Kit
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4.6. Pristroje

Analytické vahy

Automatické pipety Eppendorf
Biohazard flow box — JOUNAN MSC 9
Centrifuga

Centrifuga — Beckman J2-21
Elektroporator

Horkovzdusna pistole

Magneticka michacka

Mikrocentrifuga

PCR Thermocycler

Predvazky HF1200G

Souprava pro elektroforézu
Spektrofotometr — Schimadzu UV-1202
Thermobox

Thermomixer Comfort

Ttepacka Lab—Shaker

Trepacka — IKA KS400 i control
Ultrafiltra¢ni jednotka —Amicon Ultra 4
Vortex — IKA-VERK VF 2

4.7.Média a roztoky

AKRYLAMIDOVA SMES PRO SDS-PAGE

Precisa, CH

Eppendorf, DE

Jounan-Bio Omega, FR

Labnet, CZ

Beckman Instruments. Inc., USA
Bio-Rad, DE

Steinel, DE

Laboratorni pristroje Praha, CZ
Eppendorf, DE

Biometra, DE

A&D, USA

Bio-Rad, DE

Schimadzu, JP

IKA Werke, DE

Eppendorf, DE

Adolf Kuhner AG, DE

Schoeller

Millipore, USA

Janke&Kunkel, DE

29% akrylamid, 1% N,N’-methylen-bis-akrylamid

BARVici ROZTOK PRO SDS PAGE

45% metanol, 10% kyselina octova, 0,25% Coomassie Brilliant Blue R-250

BREAKING BUFFER

50mM fosforecnan sodny (pH=7,4), ImM fenylmetylsulfonyl fluorid, ImM EDTA,

5% glycerol

ELEKTRODOVY PUFR PRO SDS-PAGE

25mM Tris, 250mM glycin, 0,1% SDS, pH=8,3
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ODBARVOVACI ROZTOK PRO SDS-PAGE

35% ethanol, 10% kyselina octova

ROZTOK D

0,36 ml B-merkaptoetanolu na 50 ml roztoku GTC

RozToK GTC

100 g guanidium thiokyanatu, 7 ml 0,75M citratu trisodného, pH=7, 10,6 ml 10%
N-laurylsarkosinu sodného, doplnéno na 220 ml vodou, klavovéno, pted pouzitim
piidano 1,6 ml merkaptoethanolu

ROZTOK SCED

IM sorbitol, 10mM citrat sodny (pH=7,5), 10mM kyselina dietyltetraaminooctova,
10mM dithiotreitol

TAE

40mM Tris, 20mM kyselina octovd, ImM EDTA, pH=8,0

VZORKOVACI PUFR PRO SDS-PAGE

50mM Tris, pH=6,8, 10% glycerol, 2% SDS, 0,1% bromfenolovd modi, 100mM
dithiothreitol

BGCY MEDIUM (Buffered Glycerol Complex Medium)

1% kvasinkovy extrakt, 2% pepton, 100mM fosfat draselny, pH=6,0, 1,34% YNB
(Yeast Nitrogen Base), 4.10™°% biotin, 1% glycerol

BMGY MEDIUM (Buffered Glycerol Minimal Medium)

100mM fosfat draselny, pH=6,0, 1,34% YNB (Yeast Nitrogen Base),
4.10°% biotin, 1% glycerol

BMCY MEDIUM (Buffered Methanol Complex Medium)

1% kvasinkovy extrakt, 2% pepton, 100mM fosfat draselny, pH=6,0, 1,34% YNB
(Yeast Nitrogen Base), 4.10°% biotin, 0,5% metanol

BMMY MEDIUM (Buffered Methanol Minimal Medium)

100mM fosfat draselny, pH=6,0, 1,34% YNB (Yeast Nitrogen Base),
4.10°% biotin, 0,5% metanol

LB MEDIUM (Luria-Bertani medium)

10 g/l tryptonu, 5 g/l kvasinkového extraktu, 5 g/l chloridu sodného

LB AGAR (Luria-Bartani agar)

10 g/l tryptonu, 5 g/l kvasinkového extraktu, 5 g/l chloridu sodného, 15 g/l agaru
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e VISHNIAC ROZTOK (Trace Metal Solution)
50,0 g etylendiamintetraoctové kyseliny, 22,0 g heptahydratu siranu zine¢natého,
5,54 g chloridu véapenatého, 5,06 g tetrahydratu chloridu manganatého, 4,99 g
heptahydratu  siranu  Zeleznatého, 1,10 g tetrahydratu = molybdenanu
hexaamnonného, 1,57 g pentahydratu siranu meédnatého, 1,61 g hexahydratu
chloridu kobaltnatého, 1000 ml destilované vody, nakonec upraveno pH pomoci
hydroxidu draselného na pH=6,0

e YPD MEDIUM
1% kvasinkovy extrakt, 2% pepton, 2% glukosa

e YPD AGAR
1% kvasinkovy extrakt, 2% pepton, 2% glukosa, 2% agar

4.8.Metody

4.8.1. Kultivace Aspergillus niger

Aspergillus niger K2 byl zaoc¢kovan ve formé suspenze v 0,1% roztoku
TWEENU 80 do ptfipraveného média obsahujiciho: 5,0 g/1 rutinu, 15 g/l
dihydrogenfosfore¢nanu draselného, 4,0 g/l chloridu amonného, 0,5 g/l chloridu
draselného, 5,0 g/l kvasinkového extraktu, 1,0 g/l kaseinového hydrolyzatu a 1 ml
Vishnijac roztoku. Po sterilizaci bylo pfidano do kazdé banky (200 ml média) 1,0 ml
sterilniho 10% heptahydratu siranu hote¢natého. Kultivace probihala pii 28 °C a 250 rpm
5 dni.

4.8.2. Purifikace p-rutinosidasy z Aspergillus niger
Kultivaéni médium bylo filtrovano ptes azbestocelulozovy filtr. Filtrat byl poté 24 hodin
dialyzovan proti 10 mM acetatovému pufru, pH=3,6. Vzorek byl poté nanesen na Fractogel
kolonu, kterd byla pfedem ekvilibrovana acetitovym pufrem, pH=3,6, eluovan byl
linearnim gradientem chloridu sodného (od OM do 0,5M) rychlosti 5 ml/min. Pomoci TLC
(viz 4.8.23) bylo zjisténo ve kterych frakcich je pfitomna aktivni B-rutinosidasa. Tyto
frakce byly koncentrovany na celul6zové membrané s propustnosti pod 10 kDA a nasledné
naneseny na Superdex 200 kolonu. Mobilni faze obsahovala 25mM piperazinovy pufr,
150mM chlorid sodny, pH=5,5. Ve frakcich byla opét zjistovana aktivita pomoci TLC.

Poslednim krokem purifikace byla chromatofokusace na Mono P 5/200 GL kolon¢. Kolona
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byla ekvilibrovdna 25mM piperazinovym pufrem a 3,0ml pregradientem elucniho pufru

Polybuffer 74, pH=4,0.

4.8.3. MALDI TOF/TOF analyza a navrh primeru
Aspergillus niger byl vybran jako jeden z producentt B-rutinosidasy i diky tomu, Ze
je znam jeho genom. Po kultivaci A. niger K2 a nasledné purifikaci B-rutinosidasy, byl

protein odesldan k MALDI-TOF/TOF analyze do Laboratofe charakterizace molekularni
struktury (Ing. Petr Halada, PhD.) na Mikrobiologickém tistavu AVCR.

4.8.4. Izolace RNA

Mycelium Aspergilus niger K2 z kultivaéniho média bylo zfiltrovano pies filtr
a nasledné preneseno Spachtli na misku a zalito tekutym dusikem. Buiiky byly dale drceny
tlouckem za stalého ptilévani dusiku, aby nerozmrzly. Poté byly pifendany do konické
zkumavky s reagencemi — 10 ml roztoku D, 10 ml fenolu, 1 ml 2M octanu sodného
(pH=4,1) a 2 ml smési chloroformu a isoamylalkoholu v poméru 49:1. Zkumavka byla
fadn¢€ promichana, po 10 s tiepana a poté 15 minut ponechdna na ledu. Nasledné byla
20 minut centrifugovana pti 4500 rpm a 4°C. Vodna faze byla odebrana do nové konické
zkumavky, bylo ptidano 10 ml 2-propanolu. Zkumavka byla po 1 hodiné pii -20°C
centrifugovana (4500 rpm, 4°C, 20 minut). Byla odebrana horni vrstva a pelet byl
rozpustén v 3 ml roztoku D a 3 ml isopropanolu. Po 2 hodinach pii -20°C probéhla
centrifugace (4500 rpm, 4°C, 15 minut), opét byla odebrana horni vrstva a pelet
resuspendovan v 1 ml 75% etanolu. Smés byla centrifugovéna za stejnych podminek, byl
odebran supernatant a pelet byl suSen 10 minut. Nasledné byl rozpustén v sterilni vodé

a uskladnén pii -80°C.

Vse probihalo za sterilnich podminek, pracovni prostor byl pribézné CciStén
roztokem RNAse off a prace byla provadéna v rukavicich také oSetfenych roztokem

RNAse off.

4.8.5. Izolace mRNA a nasledna reverzni transkripce

mRNA byla izolovéana z celkové RNA za pouziti Oligotex mRNA Midi Kitu. Thned
po izolaci byla mRNA pouzita k reverzni transkripci - 12ul mRNA, 1 pl oligo(dT)zo
a1l ul dNTP. Smés byla po 5 minutach pii 65°C dana na 1 minutu na led. Nasledn¢ byly do
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smési pipetovany 4 ul pufru (First strand buffer), 1 ul dithiotreitolu a 1 pl reverzni
transkriptazy SuperScript® III Reverse Transcriptase. Reakce probihala 5 minut pti 25°C,
poté 1 hodinu pii 50°C a byla ukoncena 15 minutami pii 70°C. cDNA byla uskladnéna

v mrazaku pii -80°C.

4.8.6. Polymerazova retézova reakce (PCR)

Do zkumavky bylo pipetovano 40 ul sterilni vody, 5 ul pufru, 1 ul forward
primeru, 1 pl reverse primeru, 1 ul DTP, 1 ul cDNA a 1 pl Taq polymerasy. Primery jsou
popsany v 4.8.3. Program byl nastaven dle tabulky 3.

Tab. 3] Podminky PCR

pocet cykld  teplota [°C] c¢as [s]
1 95 60

95 30

30 45 30

68 150

1 70 300

4.8.7. Preparace z agar6zového gelu
Pruhy viditelné na gelu byly vyfezany $pachtli omytou etanolem a piendany do eppendorf

zkumavek, gel byl zvaZen a poté bylo pokracovano dle Jet Quick Gel Extraction kitu.

4.8.8. Restrik¢ni reakce

Izolovand DNA z gelu byla $tépena pomoci restriktas Kpnl a EcoRI pii 37°C
24 hodin. Smés obsahovala 27 pl PCR produktu, 3ul vody, 1 pl BSA, 4 ul pufru, 2,5 pl
Kpnla 2,5 ul EcoRl.

4.8.9. PreciSténi DNA
DNA byla ptecisténa pomoci Gene Jet PCR purification Kitu.

4.8.10. Ligace do klonovaciho vektoru

PCR produkt byl ligovan do klonovaciho vektoru PGEM-T-Easy. Byly pipetovany
3 ul PCR produktu, 1 pl vektoru PGEM-T-Easy (obr. 17, str. 38), 5 ul pufru (2x konc.) a 1
ul T4 DNA ligasy.
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Obr. 17|Schéma vektoru PGEM-T-Easy [65]
4.8.11. Transformace klonovacim vektorem

Kompetentni bunky Escherichia coli TOP 10 byly rozmrazeny na ledu a bylo k nim
pfidano 10 pl liga¢ni smési. Reakce byla ponechédna 20 minut na ledu, poté nasledoval
tepelny Sok (2 minuty pii 42°C) a okamzité byla vracena zpét na led a byl pfidan 1 ml LB.
Buniky byly po regeneraci 1,5 hodiny pii 37°C a 300 rpm centrifugovany 10 minut
(6000 rpm). 0,5 ml LB média bylo odebrano a resuspendované bunky byly rozetfeny na
misky s LB agarem ve 4 koncentracich (50 ul, 100 ul, 150 ul a 200 pl) a ponechany do
2. dne pti 37°C. Na 100 ml LB agaru bylo do média pfidano 100 pl ampicilinu (zasobni
roztok: 150 mg/ml), 250 ul X-Gal (zasobni roztok: 40 mg/ml v DMSO) a 100 pul 0,5M IPTG.
Bylo vybrano 10 bilych kolonii, které byly pteo¢kovany do koénickych zkumavek s 6 ml
tekutého LB a 6 ul ampicilinu (no¢ni kultura).

4.8.12. Izolace plazmidové DNA

Plazmidova DNA byla izolovana zno¢ni kultury. 1 ml z kultury byl odebran
a centrifugovan 10 minut (13500 rpm). Médium bylo zcela odstranéno a pelet byl
resuspendovan v 30 pl roztoku Easy prep (10mM Tris, ImM EDTA, 150 mg/ml sacharosy,
2mg/ml lysozymu, 0,2 mg/ml RNAsy A, 0,1 mg/ml BSA) a ponechan 20 minut na ledu.
Poté byl inkubovan 90 s v termomixeru pii 99°C, ochlazen na ledu a centrifugovan

10 minut pti 13500 rpm. Supernatant byl pouZit pro restrikéni analyzu.
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4.8.13. Restrikéni analyza

Bylo pipetovano 9 ul supernatantu z izolace plazmidové DNA, 1 ul pufru
(10x konc.), 0,5 ul BSA a 1 pl endonukleasy Notl, pro kontrolu byla vybrana endonukleasa
EcoRlI, kterd nepotiebuje v reakci pfitomné BSA. Reakce probihala pti 37°C 1 hod.

4.8.14. Elektroforéza v agarézovém gelu

Elektroforéza probihala v TAE pufru a 1% agarézovém gelu. Do vzorkd byly
pridany fluorescen¢ni barva GelRed (10 000x fedénd) a vzorkovaci pufr (6x fedény). Jako
marker byl pouzit MassRuler DNA ladder Mix, do kterého byla také ptidana fluorescenéni
barva (10 000x fedéna).

4.8.15. Sekvenace
Vzorky byly zkontrolovany kromé elektroforézou také sekvenaci. Analyza prob¢hla
ve Stiedisku sekvenovani DNA (Dr. Jiirgen Felsberg, CSc.) a zdznam byl zpracovan

v programu Chromas Lite 2.0.

4.8.16. Ligace do expresniho vektoru

Byl pouzit expresni vektor pPICZaA (viz obr. 18, str. 40) Do reakce bylo
pipetovano 0,5 ul vektoru pPICZaA, 20 pl PCR produktu (cDNA B-rutinosidasy byla
namnoZena z klonovaciho vektoru pomoci stejnych primert a za stejnych podminek jako

v 4.8.6), 2 ul pufru a 0,5 ul T, ligasy. Reakce probihala 2 dny pii 16°C.
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Figure 1 - EasySelect™ vector maps (pPICZ, pPICZw)

pPICZ A,B,C (3.3 kb)

..—:_.—_;
<O =SS ) <
CEEEESH c-myc epitope  6xHis @l

pPICZo. A,B,C (3.6 kb)

&
PUC o — O

* Frame-dependent variations

Obr. 18| Schéma vektoru pPICZaA [65]

4.8.17. Transformace expresnim vektorem

Postup byl stejny jako u transformace klonovacim vektorem. Jedind zména se

tykala agarového media, do kterého byl pfidan pouze zeocin (100 pul/100 ml LB).

10 kolonii bylo ptfeo¢kovano do 6 ml tekutého LB s 6 pl zeocinu (zasobni roztok 100
mg/ml) a kultivovano 24 hodin pii 37°C.

4.8.18. MiniPrep a MidiPrep

Izolace DNA byla provedena dle navodu k High Pure Plasmid Isolation Kitu. Bylo
provedeno kontrolni St€peni (EcORI a Kpnl), které bylo ovéfeno na agardézovém gelu.
Pozitivni kolonie byla pouzita pro inokulaci 100 ml LB s 100 ul zeocinu (zasobni roztok

100 mg/ml). Izolace probéhla dle Genopure plasmid midi kit Roche a ¢ast vzorku byla
poslana na kontrolni sekvenaci.
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4.8.19. Méieni koncentrace DNA
Koncentrace byla métfena spektrofotometricky pii A=260 nm. Vzorek byl 250x

fedén destilovanou vodou a pro vypocet koncentrace bylo pouzito vzorce:
Cpna=A.1edéni.50/1000 pg/ul

4.8.20. Priprava konstruktu na elektroporaci

Vzorek DNA byl po kontrolni sekvenaci linearizovan Pmel restriktasou
(10 pl vzorku (1,9 pg/ul), 2 pl Pmel, 15 ul vody, 3 pl pufru NEB4 a 1 ul BSA). Prab¢h
reakce byl ovéfen na agarézovém gelu a nasledné byl linearizovany konstrukt piecistén

fenolchloroformovou extrakci:

Ke vzorku bylo pfiddno stejné mnozstvi zasaditého fenolu, smés byla protfepana
apoté centrifugovana 15 minut pii 13500rpm. Do nové zkumavky byla odebrana horni
vrstva a K ni bylo pfidano stejné mnozstvi smési chloroform/isoamylalkohol (v poméru
24:1). Opét bylo vse protiepano, centrifugovano (stejné podminky) a odebrana horni
vrstva. K té byla pipetovana 1/10 objemu 3M octanu sodného a 2,5 objemu 100% etanolu.
Smés byla ponechana v mrazaku (-20°C) po 30 minut, poté byla centrifugovana
ve vychlazené centrifuze (stejné podminky). Byl odebran supernatant a pelet byl omyt
70% etanolem. Opét byla smés centrifugovana a odebran etanol. Po 20 minutach suseni byl

pelet rozpustén v 10 pl sterilni vody.

4.8.21. Elektroporace

50 ml YPD media bylo inokulovano 20 pl P.pastoris KM71H z kryokonzervy,
kultivace probihala pti 28°C 24 hodin. Z no¢ni kultury byl odebran potiebny pocet bunék —
tj. 10° bunsk/ml (piedpokladem je, ze OD=1 odpovidd 5x10’ bun&k/ml). Medium bylo
centrifugovdno (1500 rpm, 5 min, 4°C). Byla odebrdna horni vrstva a pelet byl
resuspendovan v 50 ml ledové sterilni vody. Probéhla centrifugace za stejnych podminek
a pelet byl resuspendovan v 25 ml ledové sterilni vody. Nasledovala opét centrifugace
aresuspendovani v2 ml ledového sterilntho 1M sorbitolu. Bunky byly naposledy

centrifugovany a resuspendovany v 1 ml ledového sterilniho 1M sorbitolu.

K linearizovanému expresnimu konstruktu (5-10 pg) bylo pfidano 80 pl bunék
P.pastoris. Smés byla pfenesena do predem vychlazené elektroporacni kyvety a 5 minut

ponechana na ledu. Poté byl vyslan do kyvety pulz dle programu Pichia. Okamzité po
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pulzu byl pfidan Iml ledového sterilniho 1M sorbitolu a Smés prenesena do 15ml konické
zkumavky. Nasledovala inkubace pii 28 °C po dobu 1,5 hodiny. Poté bylo na misky s YPD
agarem a zeocinem (100 pg/ml) rozetieno 20, 50, 100 a 150 ul transformované kultury.

Inkubace probihala 2-3 dny pii 28°C.

4.8.22. Exprese rekombinantni B-rutinosidasy

Vybrané kolonie narostlé na miskach byly inokulovany do 100 ml BMGY (nebo
BCGY) média a inkubovany do druhého dne pii 28°C a 220 rpm. Nasledn€ bylo medium
centrifugovdno 10 minut (3000 rpm) a bunky resuspendovany do 30 ml BMMY (nebo
BCMY) média. Kultivace probihala pti 28°C a 220 rpm. Kazdy den byl do média ptfidavan
metanol tak, aby byla vyslednd koncentrace 0,5%. V odebranych vzorcich byla méfena

aktivita a byly analyzovany SDS-PAGE.

4.8.23. Méreni aktivity p-rutinosidasy

B-Rutinosidasova aktivita byla detekovana 2 zpasoby. Reakci vzorku (200 pl)
s butanolem (50 pl) a 150mM rutinem v DMSO/citrat-fosfat pufru (100 pl) a naslednou
detekci tenkovrstevnou chromatografii. Jako mobilni faze byla pouZita smcs

aceton/voda/kyselina mraven¢i v poméru 15/0,5/0,5.

Jako druhého zplsobu bylo vyuZito spektrofotometrické detekce za pouziti
chromogenniho substratu p-—nitrofenyl-p—rutinosidu (obr. 19, str. 43). Koncentrace
p-nitrofenolu byla pfimo uméma méfené absorbanci, a to vjeho absorpénim
maximu (420 nm). Kalibra¢ni kiivka zavislosti absorbance p-nitrofenolu na jeho

koncentraci (0 - 2 mM) pti 420 nm byla pouzita na vypocet aktivity enzymu.

Reak¢éni smés obsahovala 30 pl enzymového roztoku, 10 pul pufru
(50mM citrat-fosfat pufr, pH=5) a 10 pl substratu. Slepy vzorek byl pfipraven ze
40 pl pufru @10 ul 10mM p—nitrofenyl-B—rutinopyranosidu (substrat). Reakce probihala
10 minut pii 35 °C a 900 rpm. Poté byla zastavena pfidanim 1 ml 0,1M uhli¢itanu sodného

a zmétena spektrofotometrem proti slepému vzorku.
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a= é. Vo A

k (Ve t)
a koncentrace katalytické aktivity enzymu (U/ml)
A absorbance roztoku pti 420 nm
k kalibra¢ni konstanta
¥ objem vzorku (ml)
Velk celkovy objem roztoku (ml)
t doba reakce (min)
f faktor zredéni

Koncentrace Kkatalytické aktivity enzymu je definovana jako aktivita enzymu
vztazena najednotku objemu. Jednotkou aktivity enzymu je unit (U), ktery odpovida

mnozstvi enzymu, které pfeméni 1 umol substratu za 1 minutu za definovanych podminek.

NO,
O
HO
oH OH
HO HO OH

pNP-rutinosid RUTINOSIDASA
H,O

NO,
HO 0 © o) CHg
HO OH +
OH
HO HO OH
Rutinosa p-Nitrofenol

Obr. 19| Schéma hydrolyzy pNP-rutinosidu
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4.8.24. Stanoveni proteinii dle Bradfordové

Koncentrace proteinti byla méfena dle Bradfordové [66] v plastovych kyvetach
spektrofotometricky pti vinové délce 595 nm. Pomoci roztoki BSA o znamé koncentraci
v rozmezi 0,01 - 0,5 mg/ml byla vytvoiena kalibra¢ni kiivka. Pro méfeni byla pipetovana
smés 100 pl vzorku a 1 ml ¢inidla, kterd byla inkubovana 5 minut pfi laboratorni teploté
anasledn¢ byla zméfena absorbance pifi vinové délce 595 nm. Slepé vzorky byly

piipraveny smichanim 100 pl destilované vody a 1 ml ¢inidla.

4.8.25. SDS-PAGE

8% Gely, které byly pfevrstveny 5% zaostiovacim gelem, byly pfipraveny dle
laboratorniho navodu.[67] Vzorky byly nafedény vzorkovym redukujicim pufrem
obarvenym bromfenolovou modii a poté byly 3 minuty povatfeny. Podminky pro
elektroforézu byly 15-25 mA na jeden gel a 8-13 Vna 1 cm gelu. Po ukonéeni
elektroforézy byly gely barveny 30 minut v barvicim roztoku obsahujicim Coomassie
Brilliant Blue R-250. Nasledn¢ byly gely odbarveny odbarvovacim roztokem

a uchovavany v 1% kyselin¢ octové.

4.8.26. Lyze bunék

Rekombinantni butiky P.pastoris byly centrifugovany pti 5000 rpm 15 minut.
M¢édium bylo odstranéno, buiiky byly resuspendovany v 10 ml Breaking buffer a opét
centrifugovadny za stejnych podminek. Horni vrstva byla opét odstranéna, builky
resuspendovany v 10 ml Breaking buffer a byly pfidany 2 pl zymolyasy. Smés byla
1 hodinu kultivovana pti 37°C, poté byla rozdélena po 4 ml do 50ml zkumavek. Do kazdé
zkumavky byla piidana 1zicka sklenénych kuli¢ek. Nasledovalo osmkrat 30 s vortexovani

s 30 s pauzy na ledu.

4.8.217. Izolace celkové DNA z P.pastoris

Kultura rekombinantni P.pastoris byla kultivovana v 10 ml BMGY médiu pti 28°C
pfes noc. Kultura byla centrifugovéana pti 1500 rpm 10 minut. Médium bylo odstranéno a
buniky resuspendovany v 10 ml vody, opét probehla centrifugace za stejnych podminek.
Bunky byly resuspendovany v 2 ml SCED pufru, byly pfidany 3 pl zymolyasy a smés byla
inkubovana 50 minut ptfi 37°C. Poté byly pfidany 2 ml 1% SDS, smés byla opatrné
promichana a ponechana na ledu 5 minut. Pak bylo pfidano 1,5 ml 5M octanu draselného

aopatrné¢ vSe promichano. Nasledovala centrifugace 20 minut pii 8000 rpm a 4°C.
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K supernatantu byly pfidany 2 objemy etanolu a smés byla inkubovana 15 minut pfi
pokojové teploté. Poté probéhla centrifugace 20 minut pti 8000 rpm a 4°C. Pelet byl
opatrn¢ resuspendovan v 0,7 ml TE pufru a smés byla pfenesena do mikrozkumavky. Poté
byl pfidan stejny objem smési fenol/chloroform (1/1), probéhla centrifugace 13500 rpm,
15 minut, horni vrstva byla odebrdna do nové mikrozkumavky a byl k ni pfidan stejny
objem smési chloroform/isoamylalkohol (24/1). Néasledovala centrifugace za stejnych
podminek a horni vrstva byla rozdélena a pienesena do 2 zkumavek, do kterych bylo
pfidano 0,5 objemu 7,5M octanu amonného a 2 objemy etanolu. Smés byla ponechana pii
-20°C 1 hodinu. Poté byla centrifugovana pti 10000 rpm 20 minut. Pelet byl omyt 1 ml
70% etanolu, susen a v 1. zkumavce resuspendovan v 50 ul TE pufru. Tato smés byla
ptenesena do 2. zkumavky a v ni byl resuspendovan i 2. pelet. Vzorky byly uchovany pfi
-20°C.

Ve vzorcich byla zmétena koncentrace DNA (viz 4.8.19)

4.8.28. PCR analyza genomu Pichii
PCR reakce byla pipetovana dle tabulky 4. Termocykler byl nastaven dle
tabulky 5 a 6 (str. 46).

Tab. 4 |Slozeni smési pro PCR

la2 3
Pufr 5ul 5ul
DNA 0,5 ul 0,25 ul
DTP 2,5 ul 2,5 pl
forward primer 1l 1l
reverse primer 1yl 1ul
Voda 37 ul 40 pl
chlorid horecnaty 3l -
Tag polymerasa 0,25 pl -
e - o5
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Tab. 5|[Podminky PCR pro slozeni 1 (teplota nasednuti primerd je 55°C) a 2 (50°C)

pocet cykll  teplota [°C] c¢as [s]
1 94 120

94 60

25 55/50 60

72 60

1 72 420

Tab. 6/Podminky PCR pro slozeni 3

pocet cykld  teplota [°C] c¢as [s]

1 95 60

95 30

25 50 30

68 150

1 70 300
4.8.29. Western Blot

Gel po SDS-PAGE nebyl barven, ale uchovan v 1% kyseliné¢ octové. PVDF
membrana byla na 5-10 minut ponofena do metanolu kvuli jeji aktivaci. Bylo nastfihano
12 filtracnich papira s velikosti o 1cm vétsi na vysku i Sitku nez gel. Gel i filtracni papiry
byly ponofeny do SDS running pufru na 5-10 minut. Poté bylo 6 filtra¢nich papirti vloZeno
opatrné po jednom na blot, na né byla poloZena membréana, na ni gel a opét nasledovalo
6 filtracnich papird. Byl nastaven proud tak, ze 0,8 mA odpovidalo 1 cm? a blotovani
probihalo 1-1,5 hodiny. Poté byla membrana dana do barviciho roztoku na max. 2 minuty.

Nasledovalo odbarveni v odbarvovacim roztoku a suseni mezi kousky filtraéniho papiru.

4.8.30. Dialyza
Dialyzacni trubice byla pted pouzitim povafena 10 minut v destilované vod¢. Poté
bylo naplnéno roztokem a na obou koncich uzavieno svorkami. Dialyza probé&hla proti

10mM acetadtovému pufru, pH=3,6.

4.8.31. Ionexova chromatografie
Pro ionexovou chromatogafii byl pouzit kapalinovy chromatograf

AKTAprime ™plus. Stacionarni fazi byl méni¢ kationtd (Fractogel), pufry A
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(10mM acetatovy pufr, pH=3,6) a B (10mM acetatovy pufr, pH=3,6 s 1M chloridem
sodnym) byly pouzity jako mobilni faze pro ionexovou chromatografii. Vsechny roztoky
byly pfed pouzitim filtrovany pfes nylonovou membranu Whatman (0,45 pm) na

vakuovém filtraénim zafizeni.

Limitni tlak byl pro kolonu Fractogel 0,35 MPa, po jeho nastaveni byl cely systém
promyt nejprve redestilovanou vodou, poté 1M hydroxidem sodnym, opét redestilovanou
vodou, 1M chloridem sodnym a nakonec redestilovanou vodou. Promyvani vzdy trvalo do
ustaleni konduktivity. Po promyti byl do systému asi na 2 minuty pfiveden pufr B a poté
byl systém promyt pufrem A. Po ekvilibraci kolony pufrem A byl nanesen vzorek rychlosti
10 ml/min. Vzorek byl pfedem nafedén tak, aby jeho konduktivita nebyla vyssi nez
7 mS/m. Po promyti kolony pufrem A rychlosti 8 ml/min, byl spustén 100ml linearni
gradient do kone¢né 100 % koncentrace pufru B, rychlost pratoku byla snizena na

5 ml/min.

Detekce proteinii probéhla UV detektorem pii vinové délce 280 nm a zmény
mobilni faze byly sledovany vodivostnim detektorem. Eluované frakce byly testovany na

B-rutinosidasovou aktivitu tenkovrstvou chromatografii (viz 4.8.23).

4.8.32. Gelova filtrace

Koncentrované frakce po ionexové chromatografii byly naneseny na kolonu
Superdex 200 pro gelovou filtraci. Mobilni fazi byl 50mM acetatovy pufr
s 150mM chloridem sodnym, pH=5,0. Na FPLC systém byla pfipojena kolona Superdex
200, byl nastaven limitni tlak 1,4 MPa a pratok 0,3 ml/min. Chromatograficky systém byl
promyt redestilovanou vodou, poté pufrem pro gelovou filtraci a nasledn¢ byl nanesen
koncentrovany vzorek (500 pl). VSechny roztoky byly pfrefiltrovany pies nylonovou
membranu Whatman (0,45 um).

Proteiny byly detekovany UV detektorem pii vinové délce 280 nm a zmény mobilni

faze byly sledovany vodivostnim detektorem

4.8.33. Screening kvasinek na produkci p-rutinosidasy
Byly ptipraveny 4 druhy medii. Ve vSech bylo na 100 ml media obsazeno 10 ml YNB,
10 ml 1M draselno-fosfatového pufru, 20 pl biotinu a zdrojem uhliku bylo
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5 ml 10% glycerolu. Lisily se pouze pouzitym induktorem. Indukovano bylo 0,5 g rutinu,

nebo hesperidinu (na 100 ml média).
Ze $ikmych agarti sbirky MBU AVCR byly do téchto medii naotkovany tyto kmeny:

e Candida pseudotropicalis

e Hansenula anomala

e Pichia fermentans

e Rhodotorula aurantiaca

e Saccharomyces cerevisiae

e Saccharomyces lipolytica

e Saccharomycopsis lipolytica

e Schizosaccharomyces japonicus var.versatilis
e Torula major 51

e Trichosporon fermentans

Poté byly buniky inkubovany v baiikach na tfepacce pii 28°C a po dobu 14 dni bylo
odebirano 0,5 ml meédia na reakci sbutanolem (analyza aktivity tenkovrstevnou

chromatografii — viz 4.8.23.).

4.8.34. Stanoveni biochemickych charakteristik

rekombinantni B-rutinosidasy
Teplotni optimum bylo méfeno v rozmezi teplot 25 — 85 °C, pii pH=3,0, v 50mM
citrat-fosfatovém pufru. pH optimum v rozmezi 2,0 - 7,5, V rozmezi 2,0 az 3,0 byl pouzit
glycin-hydrochloridovy pufr, v rozmezi 3,0 az 7,5 Britton-Robinsontiv pufr. Obé reakce
byly méteny spektrofotometricky — viz 4.8.23.

Velikost rekombinantni B-rutinosidasy byla odeétena z gelu SDS-PAGE. Jelikoz
byla predpokladana glykosylace enzymu, byla B-rutinosidasa deglykosylovana pomoci
EndoH 24 hodin pfi 37 °C a 800 rpm. Rekombinantni B-rutinosidasa byla nejdiive
prepufrovana do komeréniho pufru G5 (0,5 ml enzymu na 3,5 ml pufru), poté bylo

pipetovano 600 pl vzorku a 10 pl EndoH.
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5. Vysledky

5.1. MALDI TOF/TOF analyza pB-rutinosidasy, navrh primeri a
amplifikace
Purifikovana B-rutinosidasa z A.niger K2 byla odeslana k MALDI TOF/TOF analyze,
kde byly zjistény nékteré peptidové useky aminokyselinové sekvence. Primery
(viz obr. 20) byly odvozené ze sekvence hypotetického proteinu v genomu A. niger 513.88
(NCBI Reference Sequence: XM_001392191.2)

FW: 5-CCGAATTCCGGGCCCCCCTAGCCAGCCCCCCAAAC -3

RE: 5- CGGGGTACCCCGTCAATTGAAATACCCCTCGTCAATAAACG -3

Obr. 20| Primery s vyzna¢enymi restrikénimi misty pro ECoRI a Kpnl.

5.2.Ligace do klonovaciho vektoru a nasledna transformace
Produkt amplifikace byl klonovan do klonovaciho vektoru pGEM-T Easy. Uspé&snost
ligace a nasledné transformace byla ovéfena restrikéni analyzou. 1zolované konstrukty byly

poslany na sekvenaci. Sekvenace odpovidala genu pro B-rutinosidasu (viz obr. 21).

GAATTCCGGGCCCCCCTAGCCAGCCCCCCAAACGCCCCCCTAGCCAGC e
AAACTCTTCCTACATCGACTGGCGCACCTTCAAAGGCAACGGCGTCAACCTCG
GCGGCTGGCTCGAGCAAGAATCGACAATAGACAGTCTATTCTGGGATAAATAT
TCTGGCGGCGCCTCAGACGAATGGGGCCTCTGCGAACATCTAGGCTCACAATG
CGGCCCCGTCCTCGAGCACCGCTACGCAACCTGGATCACCAAGGCCGACATTG
ACAAGCTCGCCTCCGGCGGTATCACAGTCCTGCGCATCCCCACCACCTATGCC

GCATGGATCGATCTCCCCAGCTCGCAGCTCTACTCGGGAAACCAAACGGCCTA
CCTCAAAGAAATCGCCGACTACGCCATCAAGACTTACAACATGCACATCATCA
TCGACACGCACTCCCTCCCCGGCGGCGTCAACGGCCTGACCATCGGCGAAGCC
ACCGGCCACTGGTACTGGTTCTACAACGAGACCAACTTCAACTACTCCATGCA
AGTGATCGATCAAGTCATCAACTTCATCCAAACCTCGGGATCCCCGCAATCCT

ACACCCTCGAGCCCATCAACGAACCCGCCGACAACAACACCAACATGGTCGTC
TTCGGCACGCCCCTCGCCCTGACGGACCACGGCGCCGCCTGGGTCCTCAAGTA
CATCCGGGCTGTGGTTCAACGGGTCGAATCGGTGAACCCCAACATCCCCGTCA
TGTTCCAGGGTAGTTTCAAGTACCCGCAGTACTGGGAGGGTGACTTCCCCGCC

AGTACGAACCTCGTCTTCGACACGCATCATTATTACTACGAGCATATGGATTCC
TCGTCGGAGAATCTGCCCGAGTATATTCTTGCGGATGCGCGGGAGAAGTCGGG
CACGGGCAAGTTCCCCGTGTTTGTGGGCGAATGGGCAATCCAGGCGACGTATA
ATAATACGTTGGCGCTGCGGAAGAGGAATGTGTTGGCGGGGTTGGAGACTTGG
AGCAGTTTTTCGCAGGGGAGTCCGTATTGGACGGCGAAGTTTACGGGGAATAC
GAGTGTCGCTGGACAGGGGGAGCAGAAGGATTATTGGTGTTATGAGACGTTTA
TTGACGAGGGGTATTTCAATTGA

Obr. 21| DNA sekvence rekombinantni -rutinosidasy
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5.3. Izolace celkové RNA

K izolaci celkové RNA byl pouzit GTC roztok, tato metoda poskytovala dostatecné
vytézky knasledné izolaci mRNA. Cistota izolované RNA byla ovéfena

spektrofotometricky. Pomér Azgonm/Azgonm > 1,8.

5.4. 1zolace mMRNA

Izolovanda mRNA byla ihned pouZita k ptepisu do cDNA. cDNA poté slouzila jako
templat pro PCR.

Produkt byl ligovan do klonovaciho konstruktu. Jako kontrola byl pouzit blue-white

screening (obr. 22) a po izolaci konstruktu restrikéni analyza.

Obr. 22| Miska s koloniemi Escherichia coli TOP 10 s uspésné zaligovanym genem
B-rutinosidasy do klonovaciho vektoru PGEM-T-Easy (bilé kolonie) a s neuspésnou ligaci

(modré kolonie)

5.5. Ligace do expresniho vektoru

PCR produkt (1000 bp) byl 24 hodin §tépen restrikénimi endonukleasami Kpnl a EcoRI
apo precisténi byl ligovan do linearizovaného a defosforylovaného expresniho vektoru

pPICZa A. Byl pouzit maly objem vektoru z divodu velice malych vytézka PCR.

5.6. Transformace Escherichia coli TOP 10

Bylo vybrano 10 kolonii, které byly ockovany do tekutého media a nasledné podrobeny
restrik¢éni analyze pomoci ECORI a Kpnl (obr. 23, str. 51). Z téchto 10 kolonii byly pouze
3 pozitivni. Z nich byla vybrana jedna a kultivovana a byl izolovan konstrukt DNA pro
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sekvenaci. Sekvenace potrdila gen pro p-rutinosidasu. Izolovany konstrukt byl linearizovan

endonukleasou Pmel (obr. 24) a ptecistén fenolchloroformovou extrakci.

3000 bp
2500 bp
2000 bp
1500 bp
1000 bp

Obr. 23|Gel po restrikéni analyze restriktasami ECORI a Kpnl. Pouze (zleva) prvni, sedma

a devata kolonie obsahovaly zaligovany gen pro p-rutinosidasu.

Obr. 24| Gel linearizovaného konstruktu restriktasou Pmel

5.7.Elektroporace Pichia pastoris KM71H a nasledna exprese
Po elektroporaci bylo vybrdno 6 kolonii, které byly pfeockovany do BMMY media
a byla sledovana produkce B-rutinosidasy reakci s butanolem a naslednou tenkovrstevnou

chromatografii. Aktivita B-rutinosidasy byla zjistovana jak v médiu, tak i uvnité bun¢k
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(byla provedena lyze bunék). Pfitomnost B-rutinosidasy byla také zjistovana pomoci
SDS-PAGE. Aktivita B-rutinosidasy byla detekovana v médiu (obr. 25) a jeji ptitomnost
byla potvrzena i na gelu z SDS-PAGE (obr. 26), uvniti bunék nebyla detekovana aktivni

B-rutinosidasa.
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Obr. 25| Extracelularni produkce B-rutinosidasy v ¢ase

97 kDa
66 kDa
45 kDa

30 kDa

20 kDa

14 kDa

Obr. 26| Kontrola produkce B-rutinosidasy (5. den produkce) pomoci SDS-PAGE
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5.8.1zolace celkové DNA P.pastoris a PCR analyza

K zjisténi, zda se gen pro B-rutinosidasu integroval do genomu P.pastoris, byla po
izolaci celkové DNA pouzita PCR. Jak je vidét zgelu (obr. 27) B-rutinosidasa se
integrovala do genomu P.pastoris. Bylo nutno provést PCR za rtznych podminek

a s riznymi polymerasami. Az reakce s polymerasou Advatage byla tspésna.

Obr. 27| Gel po PCR potvrzujici integraci B-rutinosidasy do genomu P.pastoris

5.9. Western Blot a Edmanovo odbouravani
Purifikovana rekombinantni B-rutinosidasa byla pienesena z SDS-PAGE gelu na
PVDF membranu. Edmanovo odbourdvani bylo Vsedmi automatizovanych cyklech
provedeno na ustavu organické chemie a biochemie. Vysledna aminokyselinova sekvence

EFRLAPLA odpovida DNA sekvenci rekombinantni -rutinosidasy.

5.10.  Purifikace rekombinantni -rutinosidasy
Vymeéna pufrii byla provedena dialyzou. Pfi dialyze nedoslo témét k zadné ztraté
aktivity. Pfi iontové chromatografii byl pouzit ménic¢ kationttl (katex). V tomto kroku doslo
k navyseni specifické aktivity 1,2x (tab. 7, str. 54). Pti gelové chromatografii se specificka
aktivita podstatné snizila, zfejmé doslo k poklesu aktivity enzymu. Z SDS-PAGE gelu Ize
vidét (obr. 28, str. 54), ze B-rutinosidasa je Cista, proto jiz nebylo nutno pouzit dalsi

ptecistovaci krok jako napt. chromatofokusaci.
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Tab. 7| Shrnuti purifika¢nich kroka

V[ml] U/ml  c[mg/ml] U Umg m[mg] Vytezek[%]
Médi 375 0,12 0,20 44,9 0,6 75,0 100
¢dium
. 500 0,08 0,13 41,8 0,7 65,0 93
Dialyza
Katex 25 1,38 1,70 34,4 0,8 42,5 77
Gelova 8 1,66 2,89 13,3 0,6 23,1 30

chromatografie

Koncentrace katalytické aktivity a koncentrace proteinti dle Bradfordové byla

S

métena spektrofotometricky. Pfec€isténi bylo potvrzeno pomoci SDS-PAGE.

Obr. 28| SDS-PAGE gel frakci z gelové chromatografie
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5.11. Stanoveni biochemickych charakteristik rekombinantni

B-rutinosidasy
Bylo zjisténo teplotni optimum rekombinantni B-rutinosidasy — 50 °C (obr. 29) a
pH optimum — 3,0 (obr. 30).
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Obr. 29| Teplotni optimum rekombinantni B-rutinosidasy
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Obr. 30| pH optimum rekombinantni B-rutinosidasy (v rozmezi pH 2,0 az 3,0 byl pouzit

glycin-hydrochloridovy pufr, v rozmezi 3,0 az 7,5 Britton-Robinsoniv pufr)
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Velikost rekombinantni p-rutinosidasy byla stanovena jako 60 kDa, po
deglykosylaci 45 kDa (obr. 31). Deglykosylace nezpusobila ztratu aktivity rekombinantni
B-rutinosidasy.

Glykosviovana
B-rutinosidasa
07 kDa -~

- .

45 kDa — . 6

Deglykosylovana
0B —s o B-rutinosidasa

20 kDa—»

14kD3fP-

Obr. 31| SDS PAGE gel glykosylované a deglykosylované formy rekombinantni
B-rutinosidasy

5.12. Screening kvasinek na produkci g-rutinosidasy
Jedina kvasinka, ktera zacala produkovat -rutinosidasu po 6 dnech kultivace, byla

Schizosaccharomyces japonicus var.versatilis a to v médiu indukovaném hesperidinem

(obr. 32).

wlbvace §.des
reeler 0 wod

Obr. 32| TLC se zvyraznénymi skvrnami, prvni jsou naneseny standardy butanol-rutinosid,
rutinosa a quercitrin, 4H — 8H jsou vzorky indukované hesperidinem. Jediny 6H
(Schizosaccharomyces japonicus var.versatilis) produkoval p-rutinosidasu a proto je vidét

produkt (rutinosa).
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6. Diskuze

Diplomova prace byla zaméfena predevSim na pfipravu rekombinantni formy
B-rutinosidasy. Purifikovana B-rutinosidasa pochazejici z Aspergillus niger K2 byla
odeslana k MALDI TOF/TOF analyze K zjisténi aminokyselinovych sekvenci. Jelikoz je
znam genom Aspergillus niger 513.88 (NCBI Reference Sequence: XM_001392191.2),
byly aminokyselinové sekvence sjeho genomem porovnany a byly navrzeny primery.
Pomoci PCR byla pfipravena cDNA, kterd byla pfepsana reverzni transkripci z izolované

RNA.

DNA byla pfipravena pomoci klonovaciho vektoru pGEM-T-Easy. Uspé&snost
ligace byla potvrzena transformaci buné¢k Escherichia coli TOP 10 timto vektorem.
pPGEM-T-Easy obsahuje gen pro galaktosidasu, ligaci je gen pferusen
a glakatosidasa neni produkovana.  Pokud je do  agarového média  piidan
5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galaktopyranosid, ktery je $tépen galaktosidasou, narostlé
buiiky jsou zbarveny modie, pokud ovSem probéhla ligace spravné, galaktosidasa neni

produkovana a buiiky jsou bilé.

Dalsi kontrolou byla restrikéni analyza. Byly vybrany 2 restriktasy — Kpnl a EcoRl
a na agarosovém gelu byla zkontrolovéana velikost useku. Posledni kontrolou byla sekvence
genu. Ta odpovidala sekvenci v genomu A. niger 513.8. Po potvrzeni sekvence nasledovala

ligace do vektoru pPICZaA.

Jako expresni systém byla zvolena Pichia pastoris. Tento expresni systém ma
mnoho vyhod jako zpracovani a sbalovani proteint, posttranslaéni modifikace, je levny a
poskytuje vysoké vytézky exprese. Pro heterologni expresi je vyuzivana metabolickd cesta
metanolu, ktery je jedinym zdrojem uhliku této kvasinky. Metanol je metabolizovan pomoci
alkoholoxidasy na formaldehyd a peroxid vodiku. Alkoholoxidasa je produkovana ve vysokém
mnozstvi, jelikoz ma nizkou afinitu ke kysliku. Diky tomuto jevu je pravé promotor regulujici

produkci alkoholoxidasy vyuzit pro heterologni expresi v Pichia.

Z kment Pichia pastoris byl vybran Mut® kmen KM71H, ktery produkuje pouze jednu
alkoholoxidasu kodovanou AOX2 genem. Ta je produkovana méné¢ nez alkoholoxidasa
kédovana AOX1 genem (z né€j je pfitomen pouze promotor na expresnim vektoru), proto kmen
Mut® roste v pfitomnosti metanolu pomaleji nez Mut®, kde jsou piitomny ob& alkoholoxidasy.

Dalsi nespornou vyhodou je, ze transformované kolonie je mozné uchovavat dlouhodobé na
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miskach s agarem, takze neni nutné pted kazdou expresi bunky transformovat. Inzert je totiz

vkladan piimo do genomu Pichia pastoris.[68, 69]

Integrace genu pro B-rutinosidasu do genomu Pichia pastoris byla v této praci
potvrzena. V tomto kroku byla k zvyseni poctu kopii genu pomoci PCR vybrana Taq
polymerasa. I pfi zméné podminek nedochazelo k namnoZeni genu a zdalo se, ze gen pro
B-rutinosidasu  se do genomu Pichia neintegroval. Byla vyzkouSena jeSté Advantage

polymerasa, s tou k namnozeni genu doslo a integrace byla potvrzena.

Rekombinantni B-rutinosidasa byla purifikovana a byly zjistény nékteré biochemické
charakteristiky. Purifika¢ni kroky byly pouze dva — katexova a gelova chromatografie.
SDS-PAGE elektroforéza potvrdila dostatecné piecisténi. Po katexové chromatografii se
specificka aktivita se navysila 1,2x. Pfi gelové chromatografii doslo k navyseni koncentrace
proteinu, ale specifickd aktivita se snizila, zfejmé& pii tomto kroku doslo ke ztraté aktivity

enzymu.

TV

naméfené u mikroorganismi a nejvyssi nameéfené u rostlin (viz tab. 2, str. 27). pH optimum
(3,0) se nachazi v kyselejsi oblasti nez u ostatnich B-rutinosidas, nejblize srovnatelné je
s kmeny Aspergillus niger [35] a Penicillium rugulosum [28]. Z diglykosidas ma podobné
charakteristiky primeverosidasa — nejvice ta, ktera je produkovana kmenem Aspergillus
fumigatus (viz tab. 1, str. 20) [26].

7. Zavér

e Byla pfipravena rekombinantni forma f-rutinosidasy

e Teplotni optimum rekombinantni B-rutinosidasy je 50 °C

¢ pH optimum rekombinantni B-rutinosidasy je 3,0

e Velikost rekombinantni B-rutinosidasy odpovidd 60 kDa, deglykosylované formy
pak 45 kDa.

e Pii screeningu kvasinek produkoval f-rutinosidasu jen jeden kmen a to

Schizosaccharomyces japonicus var.versatilis
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