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ABSTRACT

At the molecular level, plants use hormone systtarachieve an optimal inner environment for
their development and growth. The concentratioplafit hormones (like cytokinins) is maintained
by enzymes. In our laboratory, we use the maksa(may} B-D-glucosidase Zm-p60.1 that is
involved in regulation of many important processes plant growth and development.
These processes can be changed slightly with ndufatens of Zm-p60.1. Protein engineering
offers a means to create variants of this enzyrhesé& variants have changed substrate specificity
towards either naturatranszeatin©-B-b-glucopyranosidecis-zeatinO-B-p-glucopyranoside) or
artificial ~ substrates ptnitrophenylO-B-p-glucopyranoside,  4-methylumbelliferyl O-3-p-
glucopyranoside). This work deals with generatinmatant library of Zm-p60.1. Based on the
previous description of the mutant W373K and bioinfatics analysis of seven plant enzymes
similar in sequence to Zm-p60.1 the position 373 waosen as suitable for combinatorial amino
acid mutations.
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uvoD

Hladiny aktivnich hormoin (cytokininy) ovliviiuji vyvoj rosltin. Jednim z enzyim ktery dokaze
uvoliovat aktivni cytokininy z neaktivnich forem, ffep-glukosidasa Zm-p60.1.#&né mutantni
varianty enzymu Zm-p60.1 maji odliSnou substratospecificitu Vi¢i ptirodnim (rans-zeatinO-
B-p-glucopyranoside, cis-zeatinO-B-p-glucopyranoside) ¢i umélym  (p-nitrophenol©-p-p-
glukopyranosid) substriin. A préw tyto mutantni varianty mohou na molekularni Grdumgovat

jako nastroje slouzici k jemnym Zmém rostlinného metabolismu.

Okoli aktivniho centra-p-glukosidasy obsahuje dité uspdadani aminokyselin (klastr), jez
interaguje s aglykonem substratu. Klastr se skiAd#minokyselin F193, F200, W373 a F461
(Dopitova et al, 2008) Gbr. 1) Prostorové usgadani klastru bylo porovnano s dalSimi
podobnymi rostlinnymp-p-glukosidasami, fistupnymi v databazi Carbohydrate-Active enZYmes
Database (CAZy, www.cazy.org/) (Henrisat et al979 Na zaklad jiz dfive charakterizovaného
mutanta W373K a provedené strukturni analyzy bwéofena kombinatoricka mutageneze
enzymu Zm-p60.1 v pozici W373. NaSim cilem je vyivanutantni knihovnu a nésleén

charakterizovat mutanty vykazujici aktivitu nadijcha girozenych substratech.

Obr. 1 — Pohled do okoli aktivniho centra enzymu-pB@.1. Cerverd je vyznden Klastr
aminokyselin zprogtdkujici kifové interakce se substratem.
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MATERIAL A METODIKA

Bioinformatickd analyza vychazela ze vzajemnéhooywdni struktur sedmi rostlinnycp-p-
glukosidas (Glycoside Hydrolase family 1 — GH1) m-g60.1 pomoci programu PyMOL (The
PyMOL Molecular Graphics System, Version 1.3, Sdimger, LLC.). Vlastni mutageneze byla
provedena za pouziti kitu QuikChange Lightning M8ite-Directed Mutagenesis Kit. \iipodni
DNA sekvenci pro Zm-p60.1 byl posunutteci ramec v pozici 373 (primer: 3'-
ggaggataccctttaggtcctagatgtacatgggactcccg-5’).ohakivareny templat byl osten sekvenovanim.
Templat byl zmutovan na pozici 373. Knihovna muiablyla vytvdena jednim primerem
o sekvenci 3'-gggaggataccctttaggtNNMtagatgtacateggag-5. Po PCR reakci byla ve &n
specificky roz&pena methylovand templatova DNA. Mutované templabyly do
chemokompetentnick.coli XJb. Kolonie byly selektovany na agarovych miskatiohacenych
o ampicilin a chromogenni substrat 5-bromo-4-chidalyl-O-B-p-glukopyranosidem (XGlg).

VYSLEDKY A DISKUZE

Ze strukturniho srovnani sedmi rostlinnygio-glukosidas GH1 rodiny se Zm-p60.1 vyplyva, ze
aminokyseliny na pozicich 193, 200 a 461 v klagnu variabilni. Trytofan odpovidajici pozici
373 v Zm-p60.1 je u vSech enzimak strukturi tak sekvetiné zachovanTab. J).

Organismus PDB ID: Pozice aminokyseliny

Zea mays 1hxj F193 F200 W373 F461

Sorghum bicolor 1v02 V196 L203 W376 S462
Triticum aestivum 2dga F198 H205 W379 S464
Secale cereale 3aiu F198 H205 W379 G464
Sinapis alba ledm R 194 D201 - N 466
Oryza sativasubspJaponica  3gno Q185 Q192 W366 A453
Trifolium repens 1cbhg N190 F197 W369 D455
Rauvolfia serpentina 2jf7 N214 F221 W388 NA474

Tab. 1 Soupis rostlinnycli-p-glukosidas z GH1 rodiny. Aminokyseliny a odpovédapozice
v 7etézci jsou vztahnuty vzhledem ke klastru v Zm-pGed/gre).

Na pozici 373 Ize vytvit 18 z 20 moznych aminokyselin pomoci jednohocigdes navrzeného
primeru. V sekvenci primeru je kodon s degenerabiM\ jez ale nepokryva aminokyseliny
methionin a tryptofan. Tryptofan se nachazi v tptwici prirozert. Odstragnim tryptofanu
z knihovny mutarit je zabragno vzniku givodni formé enzymu. Na zakladpaitu genetickych
variant, jichz je 32, a Poissonova réahi Ize odhadnout minimalni velikost knihovny ¢pb
kolonii urenych k sekvenovani) tak, aby wfbkolonii statisticky pokryl z 95% vSech
32 genetickych variant. Velikost knihovny bylaema dle vztahu (Patrick et al., 2003):
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kdep — prav@podobnost s jakou chceme pokryt vSechny varian86§0

V — velikost knihovny (32)l. — vysledna velikost knihovny.

Ze zvolenych paramétrini vypasitana velikost knihovny 206 kolonii. Jednim z¢&kliych kroki
tvorby knihovny je penos mutantni DNA sési (po provedeni PCR) do chemokompetentnich
E.coli. Tento krok se uk&zal v naSentigadt kritickym. Z teoretického rozboru je znamo, ze
pozadovana minimalni velikost knihovny je 206 kdlorDoposud se povedlo ziskat celkem
19 kolonii. Je pedpokladano, Ze nizka ¢¥ynhost je zpsobena fedevSim Spatnym nasedanim
primeru na DNA templat. Samotna degenerace zavedmwnem NNM v primeru pra¥godobrg
zpasobuje nefilis dobrou hybridizaci s templatem, a tim se tedifuje moznost vzniku mutované
DNA. Cely proces tvorby knihovny Ize usnadnit namnim i druhého komplementarniho primeru,
coz je gpednttem sodasnéhdeSeni problému. DalSim limitujicim bodem je samdNA templat

a schopnost bakteriifijmat tuto DNA. Kombinatorickd knihovna byla vyttena z DNA
templatu, ktery ma posunutiteci ramecB-p-glukosidasy v pozici 373. Templat nese azmd
W373_DEL. Porovnanim transforird (innosti (p@&et kolonii naug pouzité DNA) pouzité mezi
DNA (WT = Zm-p60.1) a W373_DEL byl nalezen vyrazmgzdil (Tab. 3. Templat W373_DEL,
pouzity @i PCR reakci, fjima kmen E.coli XJb daleko hie nez WT. Jednou
z nejpravdpodobrgjSich @icin je, Ze delece (pouze jedné baze) padta nativni konformaci
DNA W373_DEL natolik, Ze dé.coli hite pronika Aby DNA |épe pronikala dé&.coli, nabizi se
moznost zrinit faktory, které ovliviuji schopnost kompetendecoli. Jednim z faktdr je teplota
ristu ¢i slozeni média. Doposud byl vyzkouSen vliv teplokgy kultivace probihala ipnizsi
teplog (30°C a 25°C) ¢i standardu (37°C). Snizeni teplotystu bakterii vedlo ke zvySeni
kompetence, ktera v3ak byla nestejgomd pro WT (47x vy3Si kompetence) a W373_DEL
(3,8x vyssi kompetence). Efektivita transfotimia(cinnosti expresniho kmenE.coli XJb byla
porovnana s DHg coz je kmen upraven speciélpro klonovaci gely. DH5x maji fadow vySSi
transformani (&innost, nicméa nejsou idealni pro vyhledavani aminokyselinovycariant

v knihovre. V DH5a totiz neprobihaflis velka exprese proteinu.

Nasledujicim krokem bude vyzkouSeni dalSiho fakt¢slozeni média) vedouci ke zvySeni
piijimani mutované DNA z PCR reakci. Rgads piejit z transformace na elektrotransformaci,
kde je obectvyssi vytznost, ale i naimgjSi pristrojové vybaveni.
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Paset kolonii /ug DNA
KmenE.coli- druh DNA 37°C  30°C 25°C

XJb - WT 2500 3600 170000
XJb - W373_DEL 1500 1500 5800
DH50 - WT - - 9 000 000

Tab. 2 Porovnani transfororiai U¢innosti E.coli kmei XJb a DH%: kultivovanych zadznych
podminek (teplota 37°C, 30°C a 25°C). Pro transfacimbyla pouzita #zna DNA (WT,
W373_DEL).

ZAVER

Cilem této prace je vytvit a charakterizovat kombinatorickou knihovnu Zmgmutovaného ve
vybrané pozici 373. Aby byly pokryty s 95% prapddobnosti vSechny genetické varianty (celkem
32), musi knihovna obsahovat po transformaci mutéMaNA minimalig 206 kolonii. V sotasné
dobs bylo ziskano 19 kolonii. Mala winost se vysitluje Spatnou hybridizaci jednoho
mutantniho primeru na templat DNAi f°CR reakci. Snaha igSit tento problém je zatfena na
navrzeni druhého komplementarniho primeru, coz b wést ke zvySeni gou mutantnich DNA
po PCR reakci. DalSi krokem je optimalizadépmvy chemokompetentniho kmefecoli XJb
pouzitého pi transformaci mutantni DNA knihovny. V séasné dob se pod#lo snizenim
kultiva¢ni teploty zvySit transfornimi (€innost 48x v pipads WT DNA a 3,8x v pipadt
templatové DNA (W373_DEL). DalSim krokemu#e byt gechod na elektrotransformaci ze
souwasné teplotni transformace teplotnim Sokem.
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