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ABSTRACT

B-Glucosidases serve different roles in planta and indeed we find that plants have several
different groups of this enzyme. Some of them can release active zeatin from
zeatin-O-glucoside, a cytokinin conjugate thought to be the transport or storage form.
One such enzyme is Zm-p60.1 from Zea mays. We have over-expressed the cDNA encoding
Zm-p60.1 in E. coli and subsequently purified the recombinant protein using a purification
procedure (Zouhar et al., 1999, Verdoucq et al., 2003) which uses a phosphate buffer system,
imidazole as eluent. This procedure has been successfully applied to purify the native protein,
but attempts to purify His-tagged mutants were not successful. The presence of glycerol
(a protection agent) in the elution solutions causes precipitation of some mutants, and protein
denaturation occurred during hydrophobic column chromatography. We therefore had to
completely revise the purification protocol. For purification of recombinant enzyme and its
histidine mutant forms, we now use an improved, two-step purification procedure. This makes
use of affinity chromatography containing Ni2+ as affinity ligand (HisTrap) with
a Tris/NaCl/imidazole/EDTA buffer system, without any glycerol. The imidazole used here is
not part of elution buffer but is a component of the equilibration and column washing buffers
(the column is washed to remove unbound chemical agents). The bound enzyme is then eluted
with a high ionic strength EDTA buffer. Subsequently, enzyme fractions are pooled and the
volume reduced to 1.5 ml. The second purification step is gel filtration chromatography
(HiLoad 16/60 Superdex 200) with a Tris/NaCl buffer system. Using this improved two-step
purification yields the enzyme with high homogeniety. This procedure is therefore well-suited
for the purification of the histidine mutant H137D, other mutants like W373K, E186Q, F200K
and H137Q as well as for the wild-type recombinant enzyme. This procedure has been used
to purify the mutant form P2, which has proved very difficult to purify previously.

Key words: optimalization, purification, Zm-p60.1, mutant form, 2007



UvoD
1.1 -Glukosidasy (EC 3.2.1.21)

[-Glukosidasy (EC 3.2.1.21) lze nalézt  jak v prokaryotickych,
tak 1 v eukaryotickych organismech. Tyto enzymy katalyzuji hydrolysu glykosidové vazby v
N-, nebo O-glukosidech. V jednodéloznych rostlindch jsou tyto enzymy lokalizovany
v plastidech, u dvoudéloznych v bunécnych sténach.

[-glukosidasy se v rostlinach ucastni raznych fysiologickych déji — odpovédi
na stresové faktory, hydrolysy kyanogennich glykosidl (ochrana proti zivoc¢isnému Zziru), atd.
Velmi dilezitou skupinu tvoii glukosidasy, které jsou schopny hydrolysovat
monosacharidové glukosidy obsahujici jako aglykonovou slozku cytokininy, ¢imz ovliviiuji
koncentraci volného a v N-glukosidu, ¢i O-glukosidu vazaného fytohormonu. Tyto glukosidy
predstavuji inaktivni, nebo méné metabolicky aktivni formu fytohormonu, nejcastéji vSak
formu transportni, nebo zasobni.

V nasi laboratofi byl exprimovan heterogenni kukufi¢ny protein Zm-p60.1,
pojmenovany dle pfislusné cDNA, fusovany s hexahistidinovou doménou na N-konci
proteinu, kterd umoziiuje purifikaci metodou afinitni chromatografie. Protein Zm-p60.1 je
schopen §tépit zeatin-O-glukosid a N3-glukosidy (Zouhar et al., 1999). Rizenou mutagenesi
aminokyselin v aktivnim centru enzymu byly pfipraveny rizné mutanty, napt. H137D,
H137Q, F200K, W373K, P2, E186Q, atd., které umoziuji studovat interakci substat-enzym
(Mazura, 2004).

1.2 Purifikace

(Esen, 1992) provedl purifikaci kukufiéné p-glukosidasy z koleoptili 6dennych
semenackit metodou katexové chromatografie Accell-CM. Kolona byla ekvilibrovana
roztokem NaAc (50 mM; pH 4,6). Navazany protein byl eluovan pH gradientem roztoku
50mM NaAC v rozmezi 4,8 — 6,8. Ziskané frakce obsahujici podily enzymu byly spojeny a
dialyticky odsoleny oproti roztoku NaAC (10 mM; pH 5,0).

(Zouhar et al., 1999) testoval fadu purifika¢nich procedur vedouci k isolaci
(His)sZm-p60.r proteinu jak za nativnich, tak i denatura¢nich podminek. Nativni purifikace
byla provedena metodou afinitni chromatografie pomoci kolony PORCOS MC/M, (nabita
bud’ Cu®, Ni**, Co*” nebo Zn*" — byly testovany riizné afinity proteinu k matrixu). Kolona
byla ekvilibrovana pufrem A obsahujici Na,HPO4/NaH,PO4 (50 mM), NaCl (1 M), pH 7.
Nasledné byl nanesen vzorek a kolona byla promyvana pufrem A. Kolona déale byla promyta
smési pufru A a B s linearnim gradientem imidazolu 0 — 50 mM. Enzym byl nasledné¢ eluovan
pufrem obsahujici EDTA (0,1 M), NaCl (1 M).

Purifikace na koloné Sepharose NTA-Ni*" Superflow Matrix byla provedena za
pomoci pufru A.



(Rotrelkl et al, 1999) provedl purifikaci Zm-p60.1 a nékterych mutantd
jednokrokovou purifikatni procedurou pomoci kolony Sepharose nitrilotriacetic acid/Ni**
Superflow.

(Cicek at al.,, 2000) provedl purifikaci rekombinantni f-glukosidasy Glul,
kterd nebyla fusovand s afinitnim tagem. Bakteridlni lysat byl saturovan siranem amonnym
a neprecipitovany roztok obsahuji f-glukosidasu byl purifikovdin metodou hydrofobni
chromatografie.

Verdoucq et al. (2003) provedl vroce 2003 purifikaci rekombinantni kukufi¢né
[-glukosidasy fusované s hexahistidinovou kotvou. Ziskany bakteridlni lysat obsahujici
[-glukosidasu byl purifikovan metodou afinitni chromatografie na koloné¢ His-Bind
(Novagen). Kolona byla ekvilibrovana pufrem obsahujici NaCl (300 mM), fosfore¢nan sodny
(50 mM) a imidazol (20 mM), pH 8,0. Enzym byl eluovan pufrem obsahujici NaCl (300 mM),
fosfore¢nan sodny (50 mM), imidazol (250 mM), pH 8,0. K purifikovanému proteinu byl
pridan siran amonny (vyslednd koncentrace siranu amonného v roztoku c¢inila 1 M). Protein
byl za pomoci FPLC a hydrofobni kolony HiTrap Phenyl-HP (Amersham Biosciences)
purifikovan linearnim gradientem siranu amonného (0,8 M — 0,2 M (pH 7,0)). Cistota
proteinu byla ovérena SDS-PAGE.

MATERIAL A METODIKA
2.1 Chemikalie:

Glukosa, Cellobiosa, Na,HPO4, NaH,PO4, ampicilin, chloramfenikol, ddH,O, Tris, EDTA,
LB medium, NiSO4.7H,0, imidazol, glycerol, etanol, NaCl, amonium persulfat, laurylsiran
sodny, Rohtiphorese 30, HCl, TEMED, proteinovy marker (roztok rekombinantnich makreri
pro SDS-PAGE), Triton X100.

2.2 Bakterialni kmen:

E.  coli BL21(DE3)pLysS [F  ompT [dem] [lon] hsdSs(rspm'p), with DE3,
A profage carrying T7 RNA polymerase gene]



2.3 Kolony:

Kolona: HisTrap affinity column

Matrix: Highly cross-linked spherical agarose, 6%
Amerge particle size: 34 pm

Binding ion: Ni*" [kolona ,»habijena® NiSO4 (50mM)]
Column volume (CV): 5 ml

Kolona: HiLoad 16/60 Superdex prep grade

Matrix: Dextran covalently bound to highly cross-linked agarose
Mean particle size: 34 pm

Column volume (CV): 124 ml

2.4  Pristrojové vybaveni a dal$i vybaveni

Membrana Minisart s velikosti pord 0,20 um (Sartorius, DE), Amicon Ultra - 15, Ultracel
10k; Regenerated celulose 10,000 MWCO (Millipore, USA), Amicon Ultra - 4, Ultracel 10k;
Regenerated celulose 10,000 MWCO (Millipore, USA), Centrifuga Beckman, Kapalinovy
chromatograf AKTA FPLC

VYSLEDKY A DISKUZE
3.1 Exprese proteinu:

E. coli zamrazené v glycerolu (10%) byly zaockovany do LB media doplnéného
fosfatovym pufrem (pH 7), ampicilinem, chloramfenikolem, glukosou a cellobiosou.
Vysledny objem roztoku byl 1000 ml.

1) Bunky byly separovany centrifugaci a zamrazeny v sonika¢nim pufru.
Sonikaéni pufr: Tris. HC1 (20mM; pH 7,9) + NaCl (0,5M) + Triton X100 (w/v 1%)

2) Na ledu rozmrazené bunky byly desintegrovany sonikaci.

Suspenze byla zcentrifugovana a supernatant byl prefiltrovan ptes hydrofilni membranu
Minisart s velikosti pora 0,20 um (Sartorius, DE).



3.2  Trikrokova purifika¢ni procedura

Vyvijend purifikacni procedura sledovala nékolik kritérii — minimalisaci poctu
purifikacnich krokti, revisi systému pufrti, maximalisaci ucinnosti purifika¢ni procedury.
Vsechny purifikace byly realisovany pomoci chromatografu AKTA FPLC.

Jako prvni byl testovan tfikrokovy purifikaéni systém — afinitni chromatografie
HisTrap Ni*", hydrofobni chromatografie HiLoad Phenyl HP a gelova chromatografie HiLoad
16/60 Superdex 200. Jako protektiva, pfidavané k enzymatickym preparatim byvaji ¢asto
polyoly, nebo glycerol, které enzymy stabilisuji a chrani je pred degradaci, proto bylo
rozhodnuto, ze glycerol bude soucasti elu¢niho pufru pfi afinitni chromatografii.

1) Afinitni chromatografie HisTrap Ni*"

Pufry

A: Na,HPO4/NaH,PO4 (50 mM), NaCl (1 M), pH 7,9
B: NaHPO4/NaH,PO; (50 mM), NaCl (1 M), imidazol (50 mM), glycerol
(v/iw =10 %), pH 7,9

Kolona byla ekvilibrovana 5 CV pufrem A. Poté byl na kolonu nanesen pftefiltrovany
bakterialni lysat. Enzym byl eluovan 5 CV pufru B. Frakce, obsahujici enzym (vétSinou

se jednalo o 4x1,5 ml) byly spojeny purifikovany metodou hydrofobni chromatografie.

2) Hydrofobni chromatografie Hil.oad Phenyl HP

Pufry

A: Na,HPO,4/NaH,PO4 (50 mM), (NH4),SOy4 (s riznou koncentraci) pH 7,9
B: NazHPO4/NaH2PO4 (50 mM)

Roztok obsahujici f~glukosidasu Zm-p60.1 byl saturovan pevnym siranem amonnym
na pozadovanou koncentraci (1M, 0,8 M nebo 0,5 M). Této koncentraci odpovidala i
koncentrace siranu amonného v pufru B. Kolona byla ekvilibrovana 2 CV pufrem A. Poté byl
nanesen vzorek a eluovan 2 CV smési pufru A a B s linedrnim gradientem siranu amonného.
Ani pfi jedné z testovanych pocatecnich koncentraci siranu amonného nebylo mozné enzym
na kolon¢ zachytit a z kolony vychazel jiz s ¢elem a v denaturovaném stavu. Po n¢kolika
neuspesnych opakovanich bylo rozhodnuto, Ze purifikace metodou hydrofobni chromatografie
bude vynechana.



3.3 Dvou krokova purifika¢ni procedura

Pti afinitni chromatografii byl pouzit pufrac¢ni systém shodny se systémem tiikrokové
procedury (viz. 3.2). Poté byla aplikovana gelova filtrace. Pfed uzitim této metody je nutné
spojené frakce obsahujici enzym redukovat na min. 2 ml. Pfi zkoncentrovani frakci
na Amicon Ultra - 15, Ultracel 10k; Regenerated celulose 10,000 MWCO (Millipore, USA)
s enzymem Zm-p60.1 — wild-type nenastaval zadny problém. Zcela odlisn¢ se chovaly
Zm-p60.1 — H137D a H137Q, které¢ zroztoku zcela vyprecipitovaly, coz bylo potvrzeno
naslednou gelovou filtraci a SDS-PAGE. Pti¢inou precipitace téchto dvou mutant se ukazala
ptitomnost glycerolu v pufru B pouzivaného pfi afinitni chromatografii.

3.4  Optimalisovana dvou krokova purifikaéni procedura

Vzhledem k faktu, ze b&hem realisace experimenti vzesel pozadavek na zménu
slozeni pufrd, které musely byt zcela prosté fosfatu (diivodem jsou dalsi studie enzymi),
bylo rozhodnuto o pfechodu na Tris base. Optimalisovana procedura také ¢asteéné vychazi
z prace (Zouhara et al., 1999). Uvedena purifika¢ni rutina je vhodna nejen k purifikaci
Zm-p60.1, ale i mutantnich forem W373K, F200K, E186Q, HI137D, H137Q, ale i do té¢ doby
velmi obtizn& purifikovatelné mutanty P2. Cistota proteinti byla hodnocena po kazdém
purifikacnim kroku metodou SDS-PAGE a nativniho PAGE. Z SDS-PAGE jasné vyplyva,
ze po naneseni vzorku, které je nasledovano promyvanim kolony pufry Al a B s danym
gradientem imidazolu, dochdzi vyraznému odmyti nespecificky navazanych proteind, jsou
ziskany relativné Cisté frakce obsahujici separovany enzymu (Obr. 3). Gelovou filtraci je pak
obdrzen homogenni protein (viz Obr.2, Obr. 4).

1) Afinitni chromatografie:

Pufry

Al: Tris (20 mM) + NaCl (1 M), pH roztoku bylo upraveno na 7,9 (pouzita SM HCI)
B: Tris (20 mM) + NaCl (1 M) + imidazol (50mM), pH roztoku bylo upraveno na 7,9
(pouzita SM HCI)

A2: Tris (20 mM) + NaCl (1 M) + EDTA (100 mM), pH roztoku bylo upraveno na 7,9
(pouzita SM HCI)

Rychlost eluce: 3,0 ml.min™
Objem sbiranych frakci: 1,5 ml



Prubéh purifikace

Kolona byla ekvilibrovana 5 CV smési pufru Al a B, pfi stalém 40% gradientu imidazolu.
Posléze byl na kolonu nanesen vzorek. Po naneseni vzorku byla kolona promyta 1 CV smési
pufru Al a B (40% gradient imidazolu) a poté 3 CV smési pufru Al a B (gradient 40% —
100% imidazol). K eluci enzymu byl pouzit pufr A2 (5 CV). Frakce byly sbirdny po 1,5 ml.
Frakce byly spojeny v 1 podil, ktery byl zkoncentrovan pies Amicon Ultra - 15, Ultracel 10k;
Regenerated celulose 10,000 MWCO (Millipore, USA) na objem 1,5 ml a purifikovan
metodou gelové fitrace.

2) Gelova chromatografie

Pufr

A: Tris (50mM) + NaCl (1M), pH roztoku je upraveno na 7,0 (pouzita konc. HCI)

Rychlost eluce: 1,0 ml.min™

Objem sbiranych frakci: 1,5 ml

Prubeh purifikace

Kolona byla ekvilibrovana 2 CV pufrem A. Na kolonu bylo naneseno 1,5 ml
zkoncentrovaného vzorku. Enzym byl eluovan pufrem A1 (1,5 CV). Frakce obsahujici enzym
byly spojeny v jeden podil (Cerveng), ktery byl pomoci
Amicon Ultra - 4, Ultracel 10k; Regenerated celulose 10,000 MWCO
(Millipore, USA) zkoncentrovan na objem cca 120 pl.



Obr. 1 Chromatogram z purifikace Zm-p60.1-W373K — afinitni chromatografie
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Obr. 2 Chromatogram z purifikace Zm-p60.1-W373K — gelova filtrace
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Obr. 3 SDS-PAGE Zm-p60.1-W373K — afinitni chromatografie

[-glukosidasa

M X1 X2 X3 Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 A10

M - marker

Frakce A6, A7, A8, A9, A10 byly spojeny, zkoncentrovany na 1,5 ml a naneseny
na Superdex 200.

Obr. 4 SDS-PAGE Zm-p60.1-W373K — afinitni chromatografie
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1 — Proslo membranovou filtraci po HisTrap (ze spojenych frakci A6, A7, A8, A9, A10)

2 — Proslo membranovou filtraci po Superdex (ze spojenych frakci D9, D10, D11, D12, E1)
3 — 25x ziedény pivodné zkoncentrovany podil z frakci D9, D10, D11, D12, E1

4 — Zkoncentrovany podil z frakci D9, D10, D11, D12, E1

5 — 15x ziedény pivodné zkoncentrovany podil z frakci D9, D10, D11, D12, E1

M — Marker



(Béhem zakoncentrovani spojenych podilt frakei nebyla ve filtratu pozorovéna pfitomnost
[-glukosidasy)

ZAVER

Optimalisovana procedura purifikace je vhodna nejen pro kukufi¢nou f-glukosidasu
Zm-p60.1, ale i pro jeji mutantni formy E186Q, W373K, H137D, H137Q, F200K. M;j. se
osvédcila pii purifikaci mutanty P2, kterd byla do t¢ doby b&ézné pouzivanymi postupy
purifikovatelnéd velmi obtizné.
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