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ABSTRACT

In plants, B-glucosidases have been implicated in regulating several aspects of development,
including phytohormone activation, degradation of endosperm cell wall during germination,
and pathogen defense. B-glucosidases are a widespread group of enzymes that hydrolyze a
broad variety of glucosides including aryl- and alkyl-B-D-glucosides.

The maize B-glucosidase Zm-p60.1 is important for the regulation of plant development
through its role in the targeted release of free cytokinins from cytokinin-O-glucosides, their
inactive storage forms.

For research focused on B-glucosidase Zm-p60.1 substrate specificity we needed a procedure
proving structure stability of the enzyme during mutagenesis. We developed a directed
mutagenesis assay using a system comprising specially designed multi degenerated primers
and direct screening of colonies containing positive mutations. This method performed in
cycles is a suitable tool for directed evolution of enzymes concretely B-glucosidases in this
particular setup.
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ABSTRAKT

Rostlinné B-glukozidazy jsou zodpovédné za regulaci rozlicnych aspekti vyvoje zahrnujicich
aktivaci fytohormont, degradace stén endospermalnich bunék béhem kli¢eni a obranu proti
patogenim. B-glukozidazy jsou Siroce rozsifena skupina enzymu hydrolyzujicich rozmanité
druhy glukozidu v¢etné aryl- a alkyl-B-D-glukozida.

Kukuficnd B-glukoziddza Zm-p60.1 je diilezita pro regulaci vyvoje rostlin pro svou schopnost
cileného uvolnovani cytokininli z neaktivnich forem cytokinin-O-glukozidu.

Pro nas vyzkum zaméfeny na substratovou specifitu B-glukoziddzy Zm-p60.1 bylo zapotiebi
metody ovéfujici strukturni stabilitu tohoto enzymu v pribéhu mutageneze. Vyvinuli jsme
metodu fizené mutageneze obsahujici specialné navrzené vicenasobné degenerované primery
a pfimy skrining kolonii nesoucich pozitivni mutace. Tato metoda provadéna v opakovanych
krocich je vhodnym nastrojem pro fizenou evoluci enzymt v tomto uspofadani B-glukozidaz.
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UVOoD

B-D-glukozid-B-D-glukohydroldzy (EC 3.2.1.21) patii do rodiny glykozid hydrolaz GH1
klanu GH-A. Je to S$iroce rozSifena skupina enzymi hydrolyzujicich rozmanité druhy
glukozidl véetné aryl- a alkyl-pB-D-glukozida[1]. Metabolicka pfeména, pfi které dochéazi ke
konjugaci malé molekuly se sacharidem, se nazyva glykozylace. Deglykozylace je obraceny
proces, kde je konjugat hydrolyzovan opét na cukernou a aglykonovou slozku. Tyto procesy
jsou v ptirodé, hlavné v rostlinné tisi, znacné€ rozsifené. Kukuti¢na B-glukoziddza Zm-p60.1
je dilezita pro regulaci vyvoje rostlin pro svou schopnost cileného uvoliiovani cytokininl z
vazanych neaktivnich forem cytokinin-O-glukozidi [2,5]. Pfi vyzkumu substratové specifity
B-glukozidazy Zm-p60.1 pomoci fizené mutageneze jsme opakované zjist'ovali negativni vliv
aminokyselinovych zdmén v aktivnim centru na celkovou strukturu enzymu [Fohlerova et al.,
nepublikovana data] Proto jsme se rozhodli vyvinout metodu umoziujici generovani
variability aminokyselinového zastoupeni na danych mistech enzymu s moznosti selekce
funk¢nich variant.

MATERIAL A METODIKA

Mistné fizena mutageneze byla realizovana pomoci komer&niho kitu QuikChange® Multi Site-
Directed Mutagenesis od firmy Stratagene. Metoda je zaloZena na vndSeni mutaci do
sekvence templatové plazmidové DNA pomoci primert s zddanou zménou v sekvenci a
nasledn¢ PCR. Klony cirkuldrni jednofetézcové DNA jsou dale transformovéany do
superkompetentnich bun€k Escherichia coli kmen Xl-gold, kde je dosyntetizovan
komplementarni fetézec a plazmidy jsou pfipraveny pro izolaci, sekvenovani a dalsi pouziti.

K mistné fizené mutagenezi byl jako templat pouzit konstrukt rekombinantni B-glukozidazy
Zm-p60.1 ve vektoru pRSET:: (His)sZm-p60.r. [4] . Specialni vicenasobn¢ degenerované
primery byly pfipravovany podle naseho navrhu firmou Generi biotech. Pro zjisténi frekvenci
vnasenych mutaci byly uskute¢nény vypocty za pomoci programti Visual basic a ZRandom.

Pro selekci pozitivnich kolonii na Petriho miskdch na zdkladé¢ barevné zmény byl pouzit
substrat 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl b-D-glucopyranosid (X-Glu) v mnozstvi 100 ug/ml LB
agaru.

VYSLEDKY A DISKUZE

V nasi préci jsme zlepSovali metodu fizené mutageneze a to ve dvou smérech. Prvni smér je
vytvofeni sofistikovaného postupu pro navrh mutagennich primert. Pro tento ucel se podatilo
naprogramovat proceduru ve Visual basicu, kterd fesi smésné poméry bazi pii syntéze
oligonukleotidu. Vysledny pomér je 96:2:2:2. V takto syntetizovanych primerech dochazi k
mutacim ve frekvenci pfevdzné 1-3 aminokyselinové zdmény vnaSené jednim primerem.
Druhy smér je vytvofeni jednoduchého skriningu na funk&ni varianty PB-Glukozidazy po
mutagenezi. Zde se podafilo selektovat pozitivni kolonie jednoduse na zakladé zmény



zbarveni. Vyuziva se zde zbytkové aktivity T7 promotoru vektoru pRSET:: (His)sZm-p60.r. v
buiikach FEscherichia coli kmen Xl-gold. Pokud mutantni forma B-glukozidazy S$tépi 5-
Bromo-4-chloro-3-indolyl b-D-glucopyranosid projevi se to zménou zbarveni kolonii z
bilého na modré viz. obr.1.

ZAVER

Pfi pouziti metody fizené evoluce je kazdy krok charakterizovan vnaSenim nové genetické
variability, v nasem pfipadé metodou fizené mutageneze, a nasleduje selekce nejlepSich
variant v naSem piipad¢ funkénich B-glukozidaz. Oba tyto hlavni aspekty se nam podaftilo
vylepSit a to definovanim a cilenim genetické variability prostfednictvim specialnich
mutagennich primerti a zavedenim jednoduchého skriningu vyuzivajiciho ptfimo katalytické
funkce studovaného enzymu. Takto postavena metoda fizené evoluce je vhodnym nastrojem
pro hledani strukturné funkcnich souvislosti u rodiny B-glukozidaz a je dale zobecnitelna na
dalsi enzymy, u nichz lze jejich funkce vyuZit pro pfimy skrining.

Obr. 1. Test aktivity mutantni formy p-glukoziddzy Zm-p60.1 v bunkach Escherichia coli
kmen XI-gold po fizené mutagenezi. Témét ve vSech klonech dochazi ke Stépeni substratu 5-
Bromo-4-chloro-3-indolyl b-D-glucopyranosidu a vysledkem je modré zbarveni kolonii
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