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ABSTRACT

The maizeB-glucosidase (EC 3.2.1.21) Zm-p60.1 is an enzynlyzang the hydrolysis of trans-
zeatin-O-glucopyranoside to glucose and trans{zeati

This thesis is focused on the production, purifaratand partial characterization of the mutants
SB1 and SB2 of Zm-p60.1. The thesis includes ardtieal part devoted to a review of the
literature on purification of recombinant proteinsolved in cytokinin metabolism of plant. The
practical part contains part of the study of two tagied mutant forms of
Zm-p60.1. The Zm-p60.1 mutants SB1 and SB2 wereresspd in Escherichia coli
BL21(DE3)pLysS-TX and purified by affinity chromatography on a 5 HikTrap HP column
followed by gel filtration on a HiLoad 16/60 Superd 200 prep grade column to purities
of > 95%.

Enzyme kinetics was measured at 30 °C with thécati substratgpNPG: the values for the SB1
mutant were K = 0.48 + 0.02 mmolHl and k. = 12.94 + 0.10 § For SB2 the values were
Km=0.50 + 0.02 mmoliandk. = 19.12 + 0.20°%

Hydrolytic efficiency of SB2 is about 30% higheathSB1 and is equal to approximately 60% of
WT. These mutants of Zm-p60.1 can be a tool fotlsuthanges in cytokinin metabolism in plants.
These and other mutated forms of Zm-p60.1 will bebiized into transgenic plants as part of
future research into the regulation of cytokininrtemstasis.
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Cilem této prace byla exprese, purifikacthat&na charakterizace rekombinantnich mutant SB1 a
SB2 kukui¢né B-glukosidasy Zm-p60.1. Soasti byla taktéz literarni reSerSe reSerSe putifitchn
postufi vyuzivanych f izolaci enzyni zapojenych do cytokininového metabolismu rostlin

exprimovanych jako rekombinantni proteiny.

Rekombinantni proteiny jsou takové proteiny, ktm@u ziskavany expresi rekombinantni DNA
v heterolognich expresnich systémech, jako jsouebak kvasinky, hmyzigi sawi buiky a

transgenni rostliny.

Exprese rekombinantnich protéije vyuzivana fevazrié v piipadech, kdy je obtizné studovany
protein z pirozeného zdroje izolovat, nebo je-li mira exprasedovaného proteinu v daném

organismu nizka [1].

Nami studovany enzymp-glukosidasa (EC 3.2.1.21) uvioe biologicky aktivni cytokininy
z O-glukosidi, které jsou hydrolyticky 8peny na monosacharid a aglykon [2,3].

MATERIAL A METODIKA

Transformace bakterii

Kazdy z konstrukt mutant SB1 a SBPB-glukosidasy Zm-p60.1 byl steriintransformovan do
E. coli BL21(DE3)pLysS-T1R. Do mikrozkumavky typu Eppendobfylo napipetovano
20pul KCM (5x koncentrovany) a ifmano 80 pl roztoku obsahujiciho konstrukt
pRSET A::Zm.p60.r (1pl konstruktu v 79 pl ddH0). K roztoku bylo pidano 10Qul
kompetentnich butk a mirkozkumavka byla dana na 20 minut do leduté®o dols byl proveden
teplotni Sok (30 s, 42 °C) nasledovargipinutovou temperanci na ledu. K tomuto roztokioby
ptidano 1 ml SOC média a vyslednassnbyla nasledhinkubovana fi teplott 37 °C a 550 rpm po
dobu 1 hodiny. Vysev byl proveden v mnozstvich 5058 pl na Petriho misky obsahujici LB
médium s ampicilinem (100 mg-fla XGlcp (40 pg- ). Bakterie byly inkubovanyigs noc fi
37 °C.

Mikroexpresni analyza

Ze zatransformovanych bé na Petriho miskach bylo vybrano 8 kolonii liS&g intenzitou
modrozeleného zbarveni. Pro wyiteni n@nich kultur bylo napipetovano do sterilnich zkuniave
5 ml obohaceného LB média a sterilni¢kpu, nebo péaratkem bylignesen $ed kolonie do
zkumavky s médiem. Zkumavky bylepany pi teplot 37 °C a 300 rpmigs noc.

Z kazdé noni kultury bylo do mikrozkumavky odebrano 1,3 mktaialni suspenze, ktera byla
néasleds centrifugovana iy 4 °C a 6000 g po dobu 10 minut. Supernatant bijit a pelet jemsa
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resuspendovan ve 1Q0 sterilniho glycerolu (10 % m/m). Tyto roztoky gy§okow zamrazeny
v tekutém dusiku a uchovavani {80 °C.

Do kazdé Erlenmayerovy blay (250 ml) bylo pevedeno 50 ml obohaceného LB média a nasledné
1 ml n@ni kultury. Nasledna kultivace probihala 87 °C a 200 rpm 3,5 hodiny do doby nez zakal
roztoku n#teny i vinové délce 600 nm dosahoval absorbance v rozthds — 0,65 proti blanku
(obohacené LB médium). Exprese rekombinantnihceprotbyla zah4jenaffdlavkem 5ul IPTG a
roztoky s bakteriemi byly dale kultivovanyif22,5 °C a 200 rpm po dobu 3 hodin. Bakterie byly
centrifugovany i 4 °C a 6000 rpm po 10 minut, supernatant byl togilelet resuspendovan v
2,5 ml sonik&nim pufru zamrazen na -20 °C.

Zkumavky s resuspendovanymiit@ami byly dalSi den rozmrazeny na ledu a nasledyiikrat
desintegrovany 20 sekund. Centrifugadi 4 °C a 30000 g po dobu 30 minut byl &tih
supernatant od peletu. Supernatant s rekombinargrdgteinem byl peveden do mikrozkumavky a
umisgna na led. Koncentrace protéim roztocich byla zjigha fotometricky dle Bradfordové.

Mira exprese mutant SB1 a SBajlukosidasy Zm-p60.1 byla zjita denzitometrickou analysou
SDS gelu, NATIV gelu a zymogramu obsahuijici vzdsksati.

Priprava bakterialnich lysati

Do dvou Erlenmaerovych b&k (3000 ml) bylo nalito 1000 ml obohaceného LB naédigidano
0,5 ml bakterialni konzervy. Nasledna kultivade3y °C a 200 rpm probihala do doby nez zakal
roztoku n#teny @i vinové délce 600 nm dosahoval absorbance v rozthds — 0,65 proti blanku
(obohacené LB médium). Exprese rekombinantnihoeprotbyla zahéajenaifdavkem 100pl
sterilniho IPTG (1 mol). Dalsi kultivace probihala 3 hodii 2,5 °C a 200 rpm.

Kultury byly centrifugovany 10 min ip 6000 rpm a pelet byl resuspendovan v 100 ml
sonikaniho pufru. Takto ppraveny roztok byl skladovariip20 °C.

Purifikace rekombinantnich proteini

Kultury v piisluSném pufru byly desintegrovanytyrech cyklech po dobu 1 mirfifs0 % vykonu
desintegratoru. Roztok byl centrifugovan 30 min30000 g a supernatant byl filtrovaiep filtr
Minisart 0,20pm.

Prvnim krokem purifikace byla afinitni chromatodeaf Kolona HisTrap HP (5 ml) byla
ekvilibrovana 25 ml roztoku 50 mmot-INiSO, a nasledé promyta 25 ml ddkD. Néasledna

ekvilibrace kolony byla provedena 25 ml&hroztoki Al a B s vyslednou koncentraci imidazolu
20 mmol-t. Filtrovany roztok s rekombinantnim proteinem md kolonu nanesen rychlosti
3 ml-min'. Po naneseni vzorku byla kolona promyta 5 mksinpufru Al a B obsahujici

20 mmol-T imidazol a 15 ml si&si pufru Al a B i pouZiti linearniho gradientu imidazol
20 — 50 mmol-t. Eluce proteinu probihala 30 ml pufru A2.
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Frakce obsahujici rekombinantni protein byly spgjenzkoncentrovany ultracentrifugactep

Amicon ultra 30 k MWCO (Millipore) a naneseny ndayeu kolonu HiLoad 16/60 Superdex 200
prep grade ekvilibrovanou pufrem o sloZeni 50 mhigFris, 1 mol-f NaCl (pH 7,0). Eluce
probihala pes noc stejnym pufrem rychlosti 1 ml-rhiDruhy den byly frakce s dimerni slozkou
enzymu zkoncentrovany ultracentrifugaéég Amicon ultra 10 k MWCO (Millipore), byla zjista
koncentrace rekombinantniho proteinu a provedera-BBRGE, Nativ-PAGE a zymogram.

Enzymova kinetika

Bylo pripraveno 100 ml 0,2 mol*IN&,COs.
Kalibragni koncentracep-nitrofenolu v 50 mmol citrat-fosfatovém pufru (pH 5,5):
0,05; 0,10; 0,15; 0,20; 0,25; 0,30; 0,35; 0,40 mitol
Kalibragni roztok: 12Qul roztoku NaCO; + 80pl kalibraniho roztokup-nitrofenolu
Blank: 120pl roztoku NaCO; + 80yl citrat-fosfatového pufru

Enzymova kinetika probihala na &iém substratu pNPG {pteplot 30 °C) v koncentracich 0,25;
0,50; 1,0; 1,25; 1,5; 3,0; 10,0; 20,0 a 40,0 mrifoPb smichani enzymu s roztokem substrétu bylo
v pravidelnych¢asovych intervalech odebrano f0reakeni sntsi, kterd byla napipetovana do
120l roztoku NaCO;. Nasled® byla mefena absorbance roztoké g05 nm na fotometru Tecan
Rainbow. Kazdé stanoveni bylo provedeno minirhalie tech opakovani a z natenych
absorbanci byly dle kalibkai primky odvozeny peateni rychlosti reakce, ze kterych byly
vypoiteny kinetické parametry Km a kcat daného enzymu.

VYSLEDKY A DISKUZE
SDS-PAGE, nativ-PAGE a zymogram purifikovanych mutanti

— —— — - — - e o> e - -

a) 50 wu
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Obrazek 1SB1 SB2

a) SDS-PAGE: :2 — 5 purifikovany enzym
SB1; 7: E401D (marker monomeruB: WT
(marker dimeru)10: marker molarni hmotnosti
protein

b) nativ-PAGE hned po purifikaci: 2 — 5
purifikovany enzym SB17: E401D (marker
monomeru)9: WT (marker dimeru)

¢) nativ-PAGE v den enzymové kinetiky: 2 —
5: purifikovany enzym SB17: E401D (marker
monomeru)9: WT (marker dimeru)

d) zymogram: 2 — 5 purifikovany enzym SB1,;
7: E401D (marker monomeru®; WT (marker
dimeru) (barveno 3 min 40 s)

a) SDS-PAGE: :2 — 5 purifikovany enzym
SB2;7: E401D (marker monomerud; WT;
10: marker molarni hmotnosti protéin

b) nativ-PAGE hned po purifikaci: 2 — 5
purifikovany enzym SB27: E401D (marker
monomeru)9: WT (marker dimeru)

¢) nativ-PAGE v den enzymové kinetiky:
2 — 5 purifikovany enzym SB27: E401D
(marker monomeru®: WT (marker dimeru)
d) zymogram: 2 — 5: purifikovany enzym
SB2; 7. E401D (marker monomeru®; WT
(marker dimeru) (barveno 4 min)

1214



MENDELNET 2012
Enzymova kinetika mutant SB1 a SB2

Urceni kinetickych parametrobou mutant bylo provedeno na ¢glém substratippNPG @i 30 °C
den po purifikaci. Substrat je pouzivan preremi kinetickych parametrin vitro a po enzymové
reakci poskytuje barevny produsnitrofenol.

Pro vyhodnoceni byla pouzita kineticka rovnice Mielis-Mentenové.
[Xx

Rovnice zavislosti: ¥ = ﬁ

Z namttenych dat vyplyva, Zze ébmutanty sice vykazuji nizSi rychlost hydrolysy diéno
substratu pNPG nez WT, avSak maji &kmu vySSi afinitu. Zatimco mutanta SB1 vykazuje
3,3 krat mensi kcat nez WT, rychlost mutanty SBR lsyiZzena jen 2,2 krat. Afinita obou mutant
vidi substratu byla tésit shodnéa a oproti WT vzrostla asi 1,4 krat. Z poéminhydrolytickych
eficienci vyplyva, ze mutanta SB2 hydrolyzuje pNBS o 30 % efektivi, neZ mutanta SB1 a
dosahuje 60 % hydrolytické eficience WT.

Obrazek 2: Zavislost paterni rychlosti reakce mutanty SBE-glukosidasy Zm-p60.1 na
koncentraci substratu pNPG (Vystup programu Orifio 8.0 dle kinetické rovnice Michaelis-
Mentenové)
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Obrazek 3: Zavislost paterni rychlosti reakce mutanty SBZglukosidasy Zm-p60.1 na
koncentraci substratu pNPG (Vystup programu Orifiro 8.0 dle kinetické rovnice Michaelis-
Mentenové)
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Tab. 1: Kinetické parametry mutant SB1, SP¥glukosidasy Zm-p60.1 g3glukosidasy
Zm-p60.1-wild-type ziskané z kinetické analyzydlydy substratu pNP@]

Enzym Kr Keat keal K Relativni
L 4 eficience

(mmol- ) (s7)
WT 0,68 £ 0,03 42,8+0,1 62,94 100,00
SB1 0,48 £ 0,02 129+0,1 26,96 42,83
SB2 0,50 + 0,02 19,1+0,2 38,24 60,76

Relativni eficience: (k/Kmn)mutant/(k/Km)WT x 100 (Vystup programu Origin Pro)

ZAVER
Prace reSi problematiku produkce, isolace a charakterizangant SB1 a SB2 kukuiné

B-glukosidasy Zm-p60.1.

Teoretick&cast prace jednovana literarni reSerSi purifikace rekombinantrjobteini zapojenych
do cytokininového metabolismu rostlin obsahujicicl#hki. Nejcastji pouzivanou technikou pro
purifikaci rekombinantnich proteincytokininového metabolismu rostlin byla kombinaf@itni
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chromatografie s gelovou filtraci, iontovvyménnou chromatografii nebo chromatografii
s hydrofobnimi interakcemi. Chromatofokusace bylguata pouze ve dvou ffpadech.
NejpouzivagjSim expresnim systémem byly bakterie Escherichia ¥e dvou gipadech byly
pouzity kvasinky Pichia pastoris a v jednoffpadt Saccharomyces cerevisiae.

Praktickacast prace je za#rena na produkci, purifikaci a enzymovou kinetikutami SB1 a SB2
kukuiiéné B-glukosidasy Zm-p60.1. Exprese profeiprobihala v bakteriich Escherichia coli
BL21(DE3)pLysS-T1R.Castena purifikace byla realizovana afinitni chromatdigraa pouZiti
kolony HisTrap HP (5 ml). Vysoké homogenity prote{r 95 %) bylo docileno purifikaci gelovou
filtraci na kolor HiLoad 16/60 Superdex 200 prep grade.

Kinetické parametry obou mutant byly ziskany hyfizou un&lého substratu p-nitrofeng-D-
glukopyranosidu: u mutanty SB1 byly zjify hodnoty K, = 0,48 + 0,02 mmoll a

Kear = 12,9 0,1 $; u mutanty SB2 byly hodnoty zjity vy33i, a to i = 0,50 = 0,02 mmolia

ket = 19,1 + 0,2 $. Ob3 mutace maji sice niz&i rychlost hydrolyzy substré? WT, ale vyssi
afinitu k tomuto substratu. Hydrolyticka eficiencritanty SB2 je asi 0 30 % vySSi neZz u mutanty
SB1 a pedstavuje 60 % hydrolytické eficience WT.

U mutantt SB1 a SB2 nebyl zaznamenan &madny rozpad dimeru na monomerni jednotky
enzymu. Lze proto &kavat, Ze zavedené mutace nemaji vidzrvliv na stabilitu kvarterni
struktury enzymu.
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