PURIFICATION OF MUTANT FORMS OF B-GLUCOSIDASE
(H1S)sZM-P60.1) Z. MAYS

PURIFIKACE MUTANTNICH FOREM REKOMBINANTNI KUKURICNE
B-GLUKOSIDAY (HIS)sZM-P60.1)

Filipi T., Dopitova R., Brzobohaty B.

Department of Molecular Biology and Radiobiologyachlty of Agronomy, Mendel University of
Agriculture and Forestry in Brno, Zeuttlska 1, 613 00, Brno, Czech Republic

E-mail: filipi@biomed.cas.czradkaf@sci.muni.cz, brzoboha@ibp.cz

ABSTRACT

B-Glucosidases serve different roles in planta armteed we find that plants have several
different groups of this enzyme. Some of them calease active zeatin from
zeatinO-glucoside, a cytokinin conjugate thought to be thensport or storage form.
One such enzyme is Zm-p60.1 from Zea mays. We bageexpressed the cDNA encoding
Zm-p60.1 inE. coli and subsequently purified the recombinant proteimg a purification
(Zouhar et al., 1999, Filipi, 2007, Dopitova et @D08). It was necessary to confirm purity of
wild-type, as well as mutant forms (F461L, F193R0BK, W373K and E401D), because of
its biochemical data interpretation. Unfortunatdbyy molecular ballast proteins were still
presented in the active (dimeric) fractions of eney thus the purification routine (Filipi,
2007) have been supplemented with other seconéligalion run. By addition with second
gel chromatography step, enzymes yield in high tgemeity without any ballast proteins.
Moreover, we have occurred, that aft8t gel filtration step of dimeric fraction of wild-pe,
F193A, F461L, only the dimeric fraction have beédmexl. On the other hand, in case of
F200K and W373K, both forms of enzyme have beelatisd. According to gel filtration, the
molecular weight of dimeric and monomeric enzymagehbeen correctly enumerate to 107-
117 kDa, 40-47 kDa, respectively. It was also aomdid, that only dimeric form of enzyme
fixed in gel (NATIVE-PAGE) was able to release stag indigo blue form chromogenic
substrate 4-brom 3-chlor 3-indol@tbd-glucopyranoside (XGLU), while monomeric was not.
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UvoD

Prace se zabyva &enim &innosti purifikani rutiny mutnantnich forem
rekombinantnich  kukitnych B-glukosidas a idkazem, Ze dimerni forma proteinu je
od monomerni ddle separovatelna pomoci gelové filtrace coz Izedeakt za pomoci nami
upravené metodikyifpravy zyamograrin

1.1p-Glukosidasy (EC 3.2.1.21)

B-Glukosidasy (EC 3.2.1.21) Ize nalézt jak v prokdigkych,tak i v eukaryotickych
organismech. Tyto enzymy katalyzuji hydrolysu glyiklove vazby
v N-, nebo O-glukosidech. V jednagloZznych rostlinach jsou tyto enzymy lokalizovany
v plastidech, u dvoutbZznych v bugcnych sénach.p-glukosidasy se v rostlinachiastni
raiznych fysiologickych &ia — odpoedi na stresové faktory, hydrolysy kyanogennich
glykosidi (ochrana proti ZivéiSnému Ziru), atd. VelmitdeZitou skupinu tvii glukosidasy,
které jsou schopny hydrolyzovat monosacharidovéaglidy obsahujici jako aglykonovou
slozku cytokininy, ¢imz ovliviiuji koncentraci volného a W-glukosidu, ¢i O-glukosidu
vazaného fytohormonu.

Tyto glukosidy pedstavuji inaktivni, nebo mé&nmetabolicky aktivni formu
fytohormonu, nejasgji vSak formu transportni, nebo zasobni. V naSioftatwi byl
exprimovan heterogenni kuiény protein Zm-p60.1, pojmenovany dlgiguSné cDNA,
fusovany s hexahistidinovou doménou hekonci proteinu, kterd umainje purifikaci
metodou afinitni chromatografie. Protein Zm-p6@& k¢hopen 8pit zeatinO-glukosid aN3-
glukosidy (Zouhar et al., 1999izenou metagenesi aminokyselin v aktivnim centayem
byly ptipraveny tizné mutanty, nap H137D, H137Q, F200K, W373K, P2, E186Q, E401D,
F461L, F193A, atd., které umidji studovat interakci substat-enzym (Mazura, 2004,
Dopisova, et al., 2008).

1.2 Purifikace

(Esen, 1992), (Zouhar et al., 1999), (Rotrelkllgtl®99(Cicek at al., 2000), Verdoucq
et al. (2003), Filipi (2007), (Dopisova, 2008 ineps) provedli purifikaci rekombinantni
kukuricné B-glukosidasy za pomoci stacionarnich fazi, umugizich afinitni separaci
proteinu fusovaného s hexahistidinovou kotvou.

Filipi (2007) modifikoval purifik&ni rutinu modifikoval, ¢im ziskal protein
ve vysokém stavu homogenity (95 %).



MATERIAL A METODIKA

V experimentu bylo pouzity nasledujici chemikalie arybaveni:

Glukosa, Cellobiosa, NEIPO:, NakkPOQs, ampicilin, chloramfenikol, ddkD, Tris,
EDTA, LB medium, NiS@.7H20, imidazol, glycerol, etanol, NaCl, amonium pef&tl
laurylsiran sodny, Rohtiphorese 30, HCI, TEMED, temovy marker (roztok
rekombinantnich makrér pro SDS-PAGE), Triton X114, 4-brom-3-chlor-3-inglep-D-
glukopyranosid (XGLU)

2.2 Bakterialni kmen
E. coli BL21(DE3)pLysS [FompT [dcm] [lon] hsdSs (r-ems), 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: 3dm

Binding ion: Ni+[kolona ,nabijena“ NiS@(50mM)]

Column volume (CV): 5 ml

Kolona:

HiLoad 16/60 Superdex 200 prep grade

Matrix: Dextran covalently bound to highly crosseded agarose
Mean patrticle size: 3gm

Column volume (CV): 124 ml

2.4 Histrojové vybaveni a dalSi vybaveni

Membrana Minisart s velikosti p©©0,20um (Sartorius, DE), Amicon Ultra - 15, Ultracel
10k; Regenerated celulose 10,000 MWCO (Millipor&A), Amicon Ultra - 4, Ultracel

10k; Regenerated celulose 10,000 MWCO (MilliporeSA), Centrifuga Beckman,
Kapalinovy chromatograf AKTA FPLc

Exprese rekombinantnich protéia bakterialniho lysatu:



LB medium, fosfat-fosfatovy pufr (pH 7,0), cellos (w/w 0,1 %),
glukosa (w/w 40 %), apmicilin (50 mg/ml), chloranfkol (34 mg/ml), IPTG (0,1 mM),
inokulum (1,0 ml)

Bakterie jsou inkubovanyip37°C po dobu cca 3 hodintip200 rpm, dokud neni
ODegoo min. 0,5. Indukce exprese proteinu je docilettgvkem 0,1mM IPTG, ifxtemz
bakterie jsou inkubovanyipteplog€ 22,5 °C a 200 rpm po dobu 3 hodin. Poté jsou
centrifugaci separovany (6000g, 4°C, 15 min) agpsndovany v sonikaim pufru (Filipi,
2007) a zamrazenytipteplo& -20°C. Nasledujici den jsou rozmrazeny a desiotegry
pomoci sonikéni jehly Bandelin (3x1 minutu,ip50% &innosti). Lysat je centrifugovar¥ip
30000g, 4°C, 30 minut. Ziskany supernatant jefilrovan pes polyethersulfonovou
membranu Minisart s velikosti p60,22um (Sartorius).

Lysat je purifikovan dle Filipi (2007) — optimalizana dvoukrokova purifikani
procedura.

Aktivitni barveni (zymogramy) byly realizovany zayziti 4-brom-3-chlor-3-indolyl-
[-D-glukopyranosidu (12 mg/40Ql DMF) jako substratu v 50 ml citrat-fosfatovéhofipu
Mcllvaine (50 mM; pH 5,5), f teplot 37 °C po dobu 30 minut.

1) Afinitni chromatografie:

Pufry

Al: Tris (20 mM) + NaCl (1 M), pH roztoku bylo upr@no na 7,9 (pouzita 5M HCI)
B: Tris (20 mM) + NaCl (1 M) + imidazol (50mM), pkbztoku bylo upraveno na 7,9
(pouzita 5M HCI)

A2: Tris (20 mM) + NaCl (1 M) + EDTA (100 mM), ptbetoku bylo upraveno na 7,9
(pouzita 5M HCI)

Rychlost eluce: 3,0 ml.min

Objem sbiranych frakci: 1,5 ml

Prabéh purifikace

Kolona byla ekvilibrovana 5 CV stai pufru A1 a B, f stalém 40% gradientu
imidazolu. Posléze byl na kolonu nanesen vzorelknd@®seni vzorku byla kolona promyta 1
CV snesi pufru A1 a B (40% gradient imidazolu) a poté\3 &nési pufru Al a B (gradient
40% — 100% imidazol). K eluci enzymu byl pouzit pufr A2 CV). Frakce byly sbirany po
1,5 ml. Frakce byly spojeny v 1 podil, ktery bylonkentrovan fes Amicon Ultra - 15,
Ultracel 10k; Regenerated celulose 10,000 MWCO I{pite, USA) na objem 1,5 ml a
purifikovdn metodou gelové fitrace.



2) 1.gelova chromatografie

Pufr

A: Tris (50mM) + NaCl (0,5M), pH roztoku je uprawena 7,0 (pouzita konc. HCI)
Rychlost eluce: 1,0 ml.min

Objem sbiranych frakci: 1,5 ml

Prabéh purifikace

Kolona byla ekvilibrovdna 2 CV pufrem A. Na kolorwylo naneseno 1,5 ml
zkoncentrovaného vzorku. Enzym byl eluovan pufreh @,5 CV). Frakce obsahuijici
dimerni a monomerni formu enzymu byly spojenydeje podil {erverg), ktery byl pomoci
Amicon Ultra - 4, Ultracel 10k; Regenerated celalos0,000 MWCO zkoncentrovany
na pozadovany objem.

Pro owieni ¢istoty byly realizovany SDS-PAGE frakci, obsahufaher i monomer
proteinu, steji tak pak koncentratu. Dimerni forma enzymu bylastope preciSténa
gelovou filtraci.

3) 2.gelova chromatografie

Stejné podminky a postupy jako kedchozim fipack.

VYSLEDKY A DISKUZE

Cilem testovani bylo testovani chovashém purifikace mutnatnich forem kukiné
rekombinantniB-glukosidasy Zm-p60.1 (F193A, F200K, F461K, W373&401D, divoky
typ) a determinace, zda dimerni forma proteinkjgesné enzymaticky aktivni, tak jak jsme
byli schopni dokladovat pomoci zymogramDruhym cilem bylo o&feni, zda se ziskany
protein nachazi ve vysokém stupni homogenity, ipa@vrhnout modifikaci purifikéni
rutiny, vedouci k vySSinlistotam.

Po realisaci prvni gelové filtraci byladgjmé, Ze se ve frakcich, obsahujici monomer
a dimer enzymu, by ve velmi malé nie, nalézaji kontaminujici proteinfobr. 1).
SDS-PAGE a denzitometrickaéieni ukazala, Zeéistota-glukosidasy je 94 %. Western
blot potvrdil, Ze to nejsou degragd produkty enzymu, které by mohly vzniknouthbm
elektroforesy. MALDI-MS a MALDI-MS/MS naSipdpoklad potvrdilo.

Pro odstraéni balastnich protein jsme se rozhodli zavést opakovanou gelovou
filtraci, kterd nésledh poskytla enzym s velmi vysokou homogenitau96, a to bez
pritomnosti kontaminujicich proteiSDS-PAGE).

Divoka forma proteinu, mutanta F193A a F461L seénai gedevsSim v dimerni
forme, nicmérk minoritni monomerfni formu lze také nalézt, E404®vyskytuje pedevsSim



v monomerni forra (dimer se térr netvdi), mutanty F200K a W373 tvbjak dimerni, tak i
minometni formu s vySSitpvahou dimeru.

Béhem opakovanych gelovych filtaci byly zaznamen&mdily v elinich profilech
testovanych enzyin(obr. 2). Po druhé gelové filtraci nebyla u divoké formyytanty F193A
a F461L nalezena zadna monomerni forma proteinimea u mutant F200K a W373K ano.
Z porovnani obou chromatogréma ploch piki je evidentni, Ze posledni #uvedené mutanty
maji tendenci vytviget snés monomer-dimer a opakovana purifikace nevedei¢hjseparaci.
Zde se prawpodobré, dle mého nazoru, bude vyr&zruplahovat termodynamicka
rovnovaha mezi aima formami.

K testovani determinace aktivit bylteba skuténé owefit, zda monomerni a dimerni
frakce jsou relevantn detekovatelné pomoci gelové elektroforesy za regdenjicich
podminek a zda lze experimentéldokazat, Ze aktivni formou je skdte dimerni forma
proteinu. Z eldnich objend (¢asi) jsme byli schopni vypsitat molekulovou hmotnost [kDa]
eluovanych enzyi (monomer/dimer) a porovnat ji s teoreticky v¥fianymi hodnotami,
zjisttnymi na zdaklad aminokyselinové sekvencéTab. 1). Nami vypdtené hodnoty
pro dimer se pohybovaly vrozmezi 107 — 117 kDa, 4046 kDa pro monomer.
(I kdyZz se hodnoty od teoretickych Gdlapirné odliSuji — 118,5 kDa pro dimer, 59,2 kDa
pro monomer, nalézaji se vSak v ramci tolerovamgyg. Mimoto gelova filtrace pracuje
S premisou, Ze isolované proteiny jsou idéd@lobularni).

Frakce odpovidajici dimerni a monomerni féremzymi byly separovany metodou
gelové elektroforesy za nedenaturujicich podmi@H. byl poté barven substratem XGLU
(dle metodiky) (Filipi et Mazura, nepublikovana agat

Tento substrat byl vybran proto, Ze dovoluje srean&nzymy, které jej rozkladaji
raiznou rychlosti, neb vznika modré indigo, které neitiivé na s¥tlo jako v gipadt
naftylovych substrét a nezfisobuje Zzadné rusSivé pozadi. Intenzita zbarveniake dana
rychlosti S&peni substratu. MenSi nevyhodouuza byt jeho mirna difuse do okoli
(detekovatelna aZ po cca 1,5 hadizéleZi na koncentraci enzymu, nebo substratu).

Ziskany zymograngobr. 3) byl nasleds piebarven BioSafe Coomassie bliabr 3.),
¢imz jsme ziskali dopbjici informaci o proteinovém sloZeni frakci. Jagélova filtrace,
tak i aktivitni barveni jashdokazaly, Ze enzymaticky aktivni forma je pouzerfa dimerni,
monomerni forma substrat nerozklad4 ani po 1 kodin

Celkové srovnani etmich  profili, elektroforesy za  denaturujicich,
tak nedenaturujicich podminek (barveno XGLU a casi@d jsou shrnuty(obr. 4),
ze kterého jasnplyne, Ze aktivitni barveni pomoci XGLU je vhodpg porovnani jak
divoké, tak i mutantni formy proteinu navzdory skabsti, Ze ob maji vyrazg odliSnou
reakeni rychlost (nap W373K) a nakonec, Ze jsme schophegt detekovat a separovat
monomerni a dimerni formu enzymu jak metodou gefitrace, tak i gelové elektroforesy
za nedenaturujicich podminek.
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Obr. 1 Porovnani frakci piku dimeru a monomeru po prvni a po druhé gelové filtraci
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F200K — NATIV-PAGE — compare of activity
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Obr. 3 Porovnéni frakci piku dimeru a monomeru po 1. geloveé filtaci (aktivitni barveni vs.
barveni coomassie)

ENZYME |APPARENT

IMOLECULAR WEIGHT

(KDA)

I[DIMER [MONOMER
WT 107 41
E401D |114 42
F193A |117 43
F200K |[109 46
W373K 109 44
F4a61L  |109 40

Tab. 1 Porovnani vypocitanych velikosti enzymu (monomer, dimer)
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Obr. 4 Zaveérecné porovnani béhd 1. gelové filtace, SDS-PAGE, NATIV-PAGE

ZAV ER

Experiment prokazal, Ze dvoukrokova gelova filtpcekazateld eliminuje balastni
proteiny, které byly fitomny jak v monomerni, tak i dimerni frakci enaynZarazenim
tohoto kroku by mohlo ulefit naslednou krystalisaci enzym

Za pomoci kalibrované kolony HiLoad 16/60 Superd90 prep. grade a PAGE
za nativnich podminek jsme ja&sdeterminovali a separovali dimerni a monomernimior

enzymu.

RovnéZ bylo prokdzano, Ze aktivitni barveni za pomocilXJe vhodné pro detekci
dimerni (aktivni) formy enzymuiimz ji Ize bezpéné identifikovat a odliSit od monomerni

frakce proteinu.
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