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Abstrakt

Glykosidazy (EC 3.2.1.) neboli glykosidhydrolazy jsou enzymy katalyzujici Stépeni
glykosidové vazby mezi dvéma sacharidy nebo mezi sacharidem a aglykonem. Za vhodnych
reakénich podminek (zvlasté snizeni aktivity vody v reakéni smeési) jsou tyto enzymy
schopné glykosidovou vazbu téZ syntetizovat. Cilenou mutagenezi katalytického centra
enzymu je mozné potlacit nebo uplné zrusit jejich hydrolytickou aktivitu. Enzymova syntéza

pomoci glykosidaz umoziiuje piipravit bioaktivni galaktosidy, napt. ligandy galektint.

Ptredkladand prace se zabyva zejména [(-galaktosidazou z Bacillus circulans, jeji
rekombinantni expresi a mutagenezi. V prvni ¢asti prace byl mnou navrzeny komercéné
piipraveny plazmid B-galaktosiddzy z B. circulans izoformy A pouzit k rekombinantni
expresi v E. coli. Bylo nutné optimalizovat podminky produkce enzymu. Jelikoz jde o velky
protein (189 kDa) byl pouzit expresni vektor pCOLD II a chladova kultivace pii 15 °C.
Enzym je specificky pro tvorbu glykosidové vazby f-1,4 a byl vyuzit na syntézu
komplexnich tri- a tetrasacharidovych ligandi, které nelze ptipravit s hrubym komerénim
preparatem obsahujicim nezddouci enzymové aktivity. Dale byla pomoci PCR s mutantnimi
primery provedena cilend mutageneze katalytického nukleofilu v aktivnim centru tohoto
enzymu, ¢imzZ byl vytvofen mutant v pozici E532G. Diky vzniklé mutaci byla potlac¢ena
témet veskerd hydrolytickd aktivita enzymu. Ve tfeti ¢asti prace byla pfipravena kratsi
varianta enzymu pomoci PCR s fosforylovanymi primery a naslednou ligaci pouze
pozadované ¢asti genu. VSechny piipravené enzymy byly biochemicky charakterizovany a

pouzity v syntetickych aplikacich, jez jsou v této praci dokumentovany.
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Bacillus  circulans, cilenda mutageneze, Escherichia coli, [-galaktosidaza,

galaktosylace, glykosyntaza, PCR, rekombinantni exprese



Abstract

Glycosidases (EC 3.2.1.) alias glycoside hydrolases are enzymes that catalyze the
cleavage of a glycosidic bond between two carbohydrates or between a carbohydrate and an
aglycone. Under suitable conditions (especially reduction of water activity in the reaction
mixture), these enzymes are also able to synthesize a glycosidic bond. By targeted
mutagenesis of the catalytic centre of the enzymes, it is possible to suppress or completely
abolish their hydrolytic activity. Enzyme synthesis using glycosidases makes it possible to

prepare bioactive galactosides, for example galectin ligands.

The present work deals mainly with B-galactosidase from Bacillus circulans, its
recombinant expression and mutagenesis. In the first part of the work, the commercially
prepared plasmid of B-galactosidase from B. circulans isoform A that I designed was used
for recombinant expression in E. coli. It was necessary to optimize the conditions of the
enzyme production. As it is a large protein (189 kDa), the expression vector pCOLD II and
cold production at 15 © C were used. The enzyme is specific for the formation of the B-1,4
glycosidic bond and has been used to synthesize complex tri- and tetrasaccharide ligands
that cannot be prepared with a crude commercial preparation containing undesirable enzyme
activities. Furthermore, site-directed mutagenesis of the catalytic nucleophile at the active
site of this enzyme was performed by PCR with mutant primers, creating a mutant at position
E532G. Due to the resulting mutation, almost all hydrolytic activity of the enzyme was
suppressed. In the third part of the work, a shorter variant of the enzyme was prepared by
PCR with phosphorylated primers and subsequent ligation of only the desired part of the
gene. All prepared enzymes were biochemically characterized and used in synthetic

applications, which are documented in this thesis.
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1. Uvod

Mikrobidlni glykosidazy, enzymy katalyzujici St€peni glykosidové vazby, se hojné
Mikrobialni glykosidazy se pouzivaji napft. pti produkei vina, kdy jejich piisobenim dochazi
ke Stépeni aromatickych glykosidi a uvolnéni Zadoucich latek (Maicas a Mateo 2016).
Glykosidazy jsou kromé hydrolyzy schopné téz glykosidovou vazbu syntetizovat, v procesu
oznacovaném jako transglykosylace. D¢je se tak za vhodnych reakénich podminek, které 1ze
upravit napf. snizenim aktivity vody pfidanim organického rozpoustédla nebo anorganické
soli (Fialova et al. 2004). Mikrobialni glykosidazy se diky své transglykosyla¢ni aktivité
hojn¢€ vyuzivaji na syntézu oligosacharidii, bioaktivnich glykosidii potencialn¢ vyuzitelnych

v mnoha odvétvich biomediciny.

Dalsi moznosti, jak snizit hydrolytickou aktivitu glykosiddz, je cilend mutageneze.
Pomoci mutageneze v aktivnim centru enzymu je mozné docilit riznych zmén ve
vlastnostech enzymu. Mutaci katalytického nukleofilu je mozné uplné zrusit hydrolytickou
aktivitu a vytvofit tak glykosyntdzu, kterd nebude glykosidovou vazbu témét viibec §teépit
(Mackenzie et al. 1998), (Malet a Planas 1998). Mutacemi na riznych pozicich je mozné
upravit substratovou specifitu, regioselektivitu, kinetické vlastnosti, synteticky potencial

apod. (Slamova a Bojarova 2017).

Diplomova prace se zabyva B-galaktosidazou z Bacillus circulans, glykosidazou, ktera
Stépi galaktdzové jednotky ze sacharidl a glykosidl. V bakterii B. circulans mizeme nalézt
nékolik riznych (-galaktosidaz, nasim zajmem je B-galaktosidaza D (BgaD). B. circulans
produkuje ¢tyfi izoformy [-galaktosidazy D: BgaD-A (189,3 kDa), BgaD-B (154,9 kDa),
BgaD-C (134,8 kDa) a BgaD-D (91,6 kDa). Vsechny izoformy vznikaji posttranslacné
endogennimi protedzami a lisi se transglykosylacni aktivitou (Song, Abe, et al. 2011).
Izoforma BgaD-D se vyuziva na ptipravu galaktooligosacharidi (GOS), které jsou soucasti
matetfského mléka a prebiotik (Yin ef al. 2017). BgaD-D je jedina izoforma, kter4 byla zatim
krystalizovana. Predmétem této prace jsou izoformy BgaD-A a BgaD-B, které¢ by dle
literatury mohly byt na rozdil od BgaD-D regioselektivni a specifické pro tvorbu disacharida
(Song et al. 2011).
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Tato prace se zabyva heterologni produkeci téchto dvou izoforem [-galaktosidazy
z B. circulans v E. coli. Diky velikosti zvlasté izoformy BgaD-A (189,3 kDa), bylo nutné jej
produkovat pii nizké teploté, aby doSlo ke spravnému sbaleni proteinu. Dle postupil
v literatufe (Song, Imanaka, et al. 2011) byl pro tento ucel vyuzit expresni vektor pCOLD II
pro chladovou kultivaci bakterii a produkce byla optimalizovana. Dale byla pomoci cilené
mutageneze pripravena zkracend izoforma BgaD-B. Ob¢ piipravené izoformy byly
porovnany a charakterizovany i z hlediska jejich vyuZitelnosti pro regioselektivni syntézu
oligosacharidi. Izoforma BgaD-A byla t¢Z mutovéna v aktivnim centru enzymu za cilem
zvysit vytézek syntetickych reakci. Mutaci katalytického nukleofilu byl pfipraven mutant
BgaD-A-E532G s vyrazné snizenou hydrolytickou aktivitou. Enzymy pfipravené v této
préci byly vyuzity na enzymovou galaktosylaci — navazani galakt6zové jednotky na sacharid
nebo aglykon. Galaktosylaci je mozné ptipravit fadu bioaktivnich galaktosidil, zejména pak

galaktooligosacharidy matetského mléka a inhibitory galektinti.
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2. Prehled literatury

2.1. Enzymy preménujici sacharidy

Enzymy metabolizujici sacharidy, tedy katalyzujici vznik nebo Sté€peni glykosidové
vazby, lze rozdélit do Ctyf skupin  — glykosyltransferazy, transglykosidazy,
glykosylfosforylazy a glykosidhydrolazy (glykosidazy).

2.1.1. Glykosyltransferazy

Glykosyltransferazy (EC 2.4) jsou enzymy katalyzujici ptenos sacharidovych zbytkl za
vzniku glykosidové vazby mezi molekulou donoru a akceptoru. Mnoho glykosyltransferaz
je ukotveno na membranu Golgiho aparatu (Freeze a Elbein 2009). Jsou striktné
stereoselektivni,  regioselektivni a maji  vyhranénou substratovou specifitu.
Glykosyltransferazy in vivo katalyzuji syntézu glykokonjugati na povrchu savcich bunék a
polysacharidii buné¢né stény rostlin, hub a bakterii (Trincone a Giordano 2006). Donory
glykosyltransferaz jsou aktivované sacharidové jednotky. Podle typu donoru muizeme
glykosyltransferazy rozdé¢lit na ,leloirovské™“ a ,neleloirovské®. Glykosyltransferazy
vyuzivajici jako substraty cukerné nukleotidy (GMP, UDP, GDP, TDP) aktivované vazbou
fosfatu na dany nukleosid nazyvame ,,leloirovské®. Tento nadzev byl odvozen od jména
objevitele cukernych nukleotidl, biochemika a lékate L. F. Leloira. Akceptor pro
glykosylaci glykosyltrasferazami mtize byt jednoduchy monosacharid homologni k donoru
nebo komplexni molekula proteinu, lipidu, nukleové kyseliny ¢i sekundarni metabolity
(flavonoidy, antibiotika) obsahujici hydroxylové skupiny (Palcic 2011). Schéma katalyzy

glykosyltransferdzami je znazornéno na Obr. 1.

A H B H
0 X
=0 . =0 o O o HO-g
HO wﬁ Inverting GT== HO ...-—A/x\o Ho‘;.:ﬁ Retaining GT HO\:_‘:'ﬁ
O-16 HO- 1 O-Lg *~Q

X=0,NH, S LG = NDP for LeLoir GTs, P, for non-LeLoir GTs

Obr. 1: Schéma glykosyltransferaz (GT), invertujici (A), retenujici (B). LG — nukleosiddifosfat pro ,,leloirovské*
GT a fosfat pro ,,neleloirovské* GT. Prevzato z (Nidetzky, Gutmann, a Zhong 2018).

»Neleloirovské™ glykosyltransferazy jsou nezavislé na cukernych nukleotidech, mohou
vyuzivat donory aktivované piimou fosforylaci nebo neaktivované donory ve formeé
sachardzy nebo oligosacharidii ze Skrobu (Weijers, Franssen, a Visser 2008). Do této

skupiny patii glykosylfosforylazy (EC 3.4) - enzymy, které katalyzuji pfenos sacharidové
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jednotky z neredukujiciho konce donoru na anorganicky fosfat za vzniku glykosylfosfatu.
Tato reakce je reversibilni z divodu nizké rovnovazné konstanty. Volna energie glykosidové
vazby je tém¢ét stejnd jako energie esterové vazby na fosfat. Glykosylfosforylazy jsou tak
schopné syntetizovat novou glykosidovou vazbu za pouziti vhodného glykosylfosfatu a

akceptoru (Puchart 2015).

2.1.2. Glykosidhydrolazy

Glykosidhydroldzy neboli glykosidazy (EC 3.2) jsou enzymy in vivo katalyzujici
Stépeni glykosidové vazby mezi dvéma sacharidy nebo mezi sacharidem a aglykonem.
Kromé této své piirozené¢ schopnosti jsou za urCitych podminek in vitro schopné
glykosidovou vazbu téz syntetizovat. Podminky vhodné pro syntézu se daji rizn€ upravovat
redukci aktivity vody nebo vybérem donoru glykosylu s vhodnou odstupujici (napf.
aromatickou) skupinou. Glykosidazy miazeme rozdélit podle zptisobu Stépeni glykosidové
vazby na exo-glykosidazy, které St€pi sacharidové jednotky zkonce fetézce, a
endo-glykosidazy, které §tépi uvnitt fetézce (Cuthbert et al. 2007). Tato prace je zamétena
na exo-glykosidazy, kdy je prenaSen pouze monosacharid z neredukujiciho konce substratu.

Glykosidazy mohou syntetizovat glykosidovou vazbu dvéma zplsoby, v zévislosti na
typu substratu a podminkach reakce. Pokud monosacharid reaguje s nukleofilem za
odstépeni molekuly vody, jde o tzv. reverzni hydrolyzu, zchemického hlediska o
kondenzacni reakci. Rovnovéha je siln€¢ na stran¢ hydrolyzy. Pro zvySeni syntetickych
vytézki je nutné potlacit aktivitu vody napiiklad ptfidanim anorganickych soli nebo
organickych rozpoustédel (Fialova et al. 2004).

Glykosidazy Ize podle mechanismu $tépeni rozdélit na retenujici (zachovavaji anomerni
konfiguraci substratu) nebo invertujici (méni anomerni konfiguraci substratu na opacnou).
Retenujici glykosidazy, které mohou vykazovat syntetické schopnosti, katalyzuji
hydrolytické Stépeni ve dvou krocich. Katalytické centrum obsahuje dva karboxylaty —
nukleofilni a acidobazicky. V prvnim kroku (glykosylace) ptijme kyslikovy atom proton
z acidobazického aminokyselinového zbytku, dojde k usnadnéni odstoupeni aglykonu.
Prevrati se anomerni konfigurace na C-1 substratu a vznika glykosyl-enzymovy intermediat.
V dal$im kroku (deglykosylace) deprotonovana aminokyselina ptsobi jako katalyticka baze
a aktivuje molekulu vody nebo jiny akceptor, ktery funguje jako nukleofil a hydrolyzuje
glykosyl-enzymovy intermediat, dojde k dal§i pfeméné konfigurace a vznikd nova

glykosidova vazba. Mechanismus retenujicich glykosidaz je zndzornén na Obr. 2. Invertujici
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glykosidazy vyuzivaji jednokrokovy mechanismus, ve kterém je odstupujici skupina ptimo
nahrazena nukleofilni molekulou vody a dochdzi ke zméné konfigurace (Bojarova a Kien

2009).

H,0 ROH OH (

OH (( OH
Hﬁoéﬁ/o'? =~ Ho o, = A OH

OH‘\ HO OH
0 0 O) ) 0 0
I nukleofil I

Obr. 2: Mechanismus retenujicich glykosiddz se vznikem glykosyl-enzymového intermedidtu. Obrazek byl
vytvoren v programu ChemDraw Professional 16.0.

Mezi glykosidhydrolazy jsou téz formalné fazeny transglykosidazy (EC 3.2.1), avSak
jejich hydrolyticka aktivita je velmi nizka. Transglykosidazy katalyzuji pfeménu jednoho
glykosidu na jiny. Mechanismus piemény je podobny jako u retenujicich glykosidaz (viz
Obr. 2 a popis vyse): v prvnim kroku dojde k vytvoreni glykosyl-enzymového intermediatu
a v dalsSim kroku dochazi k vytvotfeni nového glykosidu. Napt. a-transglukosiddza je
nezbytna pro degradaci skrobu a metabolizmus maltézy v listech rostlin béhem noci (Fettke

et al. 2000).

2.2.  Bacillus sp.
2.2.1. Charakteristika rodu Bacillus

Bacillus je rod bakterii tyCinkovitého tvaru, schopnych tvofit endospory. Je aerobni
nebo fakultativné anaerobni. Patii mezi grampozitivni bakterie, ale nékteré druhy mohou
s v€kem pfejit na typ gramnegativni. Bakterie Bacillus jsou klasifikovany do nasledovné:
Bacteria — Firmicutes — Bacilli — Bacillales — Bacillaceae — Bacillus. Mnoho druhti tohoto
rodu ma rtiznorodé fyziologické vlastnosti, diky nimz jsou schopné Zit v prakticky jakémkoli
prostiedi. Endospory, které Bacillus tvoti pti nedostatku zivin a nevhodnych podminkach,
jsou odolné proti vysoké i nizké teploté, radiaci, vysouseni a dezinfekcim. Bacillus
anthracis, vyznamny patogen zpusobujici zavazné onemocnéni antrax (snét slezinna, lidove
tzv. ,,uhlak®), potfebuje ke sporulaci kyslik, coz je dilezitym faktorem v epidemiologii. B.
anthracis produkuje in vivo polypeptidovy obal, ktery ho chrani pted fagocytézou (Priest
2008). Dalsim vyznamnym patogenem tohoto rodu je B. cereus, ktery zplisobuje zdvazné

otravy jidlem. Pfi nedostatecné tepelné upravé potravin dojde k vykliceni spor a po
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nasledném vegetativnim mnoZeni bakterie produkuji enterotoxin zplsobujici silné prijmy

nebo zvraceni (Ehling-Schulz, Fricker, a Scherer 2004).

wewvr

Jednim z nejdilezitéjSich druh tohoto rodu je B. subtilis, ktery je modelovym
organismem grampozitivnich bakterii a je hojné vyuzivan ve studiich replikace bakterii a
bunécné diferenciace. B. subtilis se vyskytuje vpudé a v gastrointestindlnim traktu
prezvykavcli a lidi. Je schopny tvofit endospory, které jsou odolné vic¢i extrémnim
podminkdm (Earl, Losick, a Kolter 2008). B. subtilis je biotechnologicky vyznamny
mikroorganismus. Ma Sirokou Skalu vyuziti, pouzivd se napf. v pramyslové produkci
amylaz, protedz a kyseliny hyaluronové. B. subtilis ma velkou genomovou diverzitu, pomoci
16S rRNA sekvenovani bylo nalezeno velké mnozstvi kmenti. Kmen izolovany ze zasolené
pudy B. subtilis SS2 ma potencidlni vyuziti jako biofertilizator, nebot’ miize hrat roli pfi
iniciaci rustu rostlin pomoci produkce fytohormoni (Kayasth, Kumar, a Gera 2017).
Dalsimu vyznamného zastupci tohoto rodu, B. circulans, je vénovana nasledujici kapitola.

Fylogeneticky strom ukazujici vztah B. subtilis k dal§im taxoniim je zobrazen na Obr. 3.

g ® Bacillus subtilis S52 (JQ437542)

91 | Bacillus tequitensis (JQ796652)

Bacilius amyloliguefaciens (JX028840)
Bacillus atrophaeus (AB680488)

Bacillus pumitus (JNE99022)
Bacillus licheniformis (JX027378)

—— Baciilus aquimans (HE655444)

L] Bacillus mycoides (AB677940)

100 Baciflus cereus (JX025166)

21 g7 | Bacillus thuringiensis (JX035961)

581 Baciflus weihenstephanensis (JX035959)
Bacillus oceanisediminis (JN033554)
Bacillus sefenatarsenatis (JN624922)
Bacillus muralis (JX035939)

Bacillus circulans {AB680465)

Bacilius flexus (JQI79293)

100 Bacilius aryabhattai (HQ285770)

30

38 5. Bacillus megaterium (JX035947)

-Ij Bacillus hwajinpoensis (HE655443)
50 Baciftus humi (JN624524)

Viridibacilius arenosi (JF899298)
?’E Solibacilius silvestris (JF835081)
83 Lysinibaciflus (JX040446)

Aneurinibacillus (JX041920)
85 Brevibacillus agri (JX040445)
Vibnio rotiferianus (JQ792238)

Obr. 3: Fylogeneticky strom zalozeny na 16S rRNA sekvenovani, ukazujici vztah Bacillus
subtilis SS2 a Bacillus circulans a dalSich taxont. Pievzato z (Kayasth, Kumar, a Gera 2017).
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2.2.2. Bacillus circulans a jeho vyuZziti

Bacillus circulans je pramyslové vyznamny zastupce rodu Bacillus (fylogeneticky
strom viz Obr. 3). Jedna se o grampozitivni, n¢kdy téz gramvariabilni sporulujici tyckovité
bakterie. Vzhled téchto bakterii pod mikroskopem je zobrazen na Obr. 4. Bakterie byla
poprvé popsana roku 1980 E. O. Jordanem a déle podrobnéji charakterizovdna v roce 1983
(Nakamura a Swezey 1983). VétSina druhli rodu Bacillus je ptirozen¢ distribuovana
v prostiedi, ale n¢které druhy se chovaji jako primarni nebo oportunni patogeny zptisobujici
fadu onemocnéni. Spory téchto bakterii jsou rezistentni vii¢i UV a jinym sterilizacnim
prostiedklim, a jsou tak Castymi kontaminantami v nemocnicich. Nékteré druhy se také
objevuji v piirozené lidské mikroflote, zejména u dlouhodobé¢ hospitalizovanych pacientt.
Ptikladem je pravé Bacillus circulans izolovany z krevni kultury, ktery zptsobuje fatalni
sepse a je rezistentni na vSechna ptredepsana antibiotika (produkce karbapenemaz). Bacillus
circulans lze tedy povazovat za potencialni patogen u imunokompromitovanych pacient a
nejen za béznou kontaminantu vzorku (Alebouyeh et al. 2011).

Bacillus circulans se hojné vyuziva pro mikrobidlni produkci rtiznych latek. Jednou
z nejdilezitéjSich latek produkovanych timto kmenem je exo-polysacharid (EPS).
Exopolysacharid je struktura na vnéjsi membrané bakterii skladdajici se z polysacharidi,
proteintll, nukleovych kyselin, lipidl a dalSich biomakromolekul. EPS z B. circulans se
sklada zejména z manozy a verbaskozy (pentasacharid tvoreny ¢tyfmi galaktozami a jednou
fruktozou), déle z glukdzy a fruktdézy (Vidhyalakshmi ef al. 2016). EPS je esencialni pro
bunécnou adhezi, tvorbu biofilmu a agregatii, ¢imz tvoii ochranu bakterii pfed predatory a
toxiny (Sushma 2015). Biotechnologicky se EPS environmentdlné vyuziva jako
bio-flokulant, bio-adsorbent a pii bioremediaci tézkych kovt. Pfi pouziti v mediciné bylo
prokézano, Zze EPS ma anti-tumorové, anti-diabetické, imunomodulacni a probiotické
potenciondlnim kandidatem vyvoj 1é¢iv (Vidhyalakshmi ez al. 2016). Dalsi vyznamné latky
z Bacillus circulans jsou naptiklad alginaza (Hansen, Doubet, a Ram’ 1984), xylandza

(Wakarchuk et al. 2008) a alkalicka endo-glukanaza (Hakamada et al. 2002).
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Obr. 4: Bacillus circulans pod mikroskopem, barveno dle Grama, pievzato z ,,Microbe
canvas®. Na obrazku je patrna struktura bungk, jde o gramvariabilni ty¢inky.

2.2.3. Galaktosidazy z Bacillus circulans

B-Galaktosidaza z Bacillus circulans je enzym patiici do skupiny glykosidhydrolaz.
B-Galaktosidaza, nc¢kdy také laktdza, je exo-glykosiddza, ktera katalyzuje Stépeni
galaktozovych jednotek ze sacharidl nebo glykosidil. V lidském téle je dllezitd zejména pii
metabolismu laktozy, kdy jeji nedostatek zptisobuje lakt6zovou intoleranci.

Bacillus circulans produkuje riizné typy [B-galaktosidaz, které lze odlisit dle jejich
regioselektivity. V komer¢nim pfipravku enzymu [-galaktosidazy (BgaD) z Bacillus
circulans AC 31382 (Biolacta®, Daiwa Kasei, Shiga, Japonsko) byly nalezeny &tyfi jeji
izoformy — A (189,3 kDa), B (154,9 kDa), C (134,8 kDa) a D (91,6 kDa). Vsechny tyto
1izoformy maji podobné vlastnosti, sekvence jejich N-koncového peptidu je shodna, ale jejich
transglykosylacni aktivita se 1i§i. Bylo zjiSténo, Ze vznikaji posttranslaénim St€penim
endogennimi protedzami od C-konce (Song, Abe, et al. 2011). Izoforma BgaD-D je schopna
produkovat delsi fetézce oligosacharidii a pouziva se na pripravu galaktooligosacharidii
(GOS), které jsou dilezitou soucasti mateiského mléka a prebiotik. Produkty vzniklé
syntézou pomoci rekombinantni BgaD-D jsou podobné jako slozky produktu Vivinal®

GOS (Van Leeuwen et al. 2014). BgaD-D je také zatim jedind izoforma -galaktosidazy,
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kterd byla krystalizovana (viz Obr. 5). Izoformy BgaD-A a BgaD-B jsou pfedmétem této
diplomové préce.

Bacillus circulans dale produkuje [B3-galaktosiddizu C (BgaC), ktera je schopna
hydrolyzovat vazbu B-1,3 v galaktosidech mnohem 1épe nez vazbu B-1,4 nebo B-1,6
(Fujimoto et al. 1998). Enzym BgaC byl pouzit na syntézu cukernych nukleotidi (Kamerke
et al. 2013). UDP-disacharidy s vazbou -1,3 mohou byt uzite¢né pro tvorbu ¢i kontrolu
syntézy komplexnich oligosacharidii s biologickymi funkcemi zahrnujicimi napt. bunéénou
adhezi a progresi tumoru (Kamerke et al. 2013). Enzym BgaC byl pomoci racionalniho
designu mutovan za cilem vytvofit glykosyntazu, tedy enzym bez hydrolytické aktivity
s vysokym syntetickym potencidlem. Toho bylo dosazeno zaménou katalytického nukleofilu
kyseliny glutamové za glycin (E233G). Takto pfipravena galaktosyntdza BgaC-E233G
vyuziva jako donor a-galaktosyl fluorid a je schopnd jednokrokové syntetizovat
oligosacharidy. Byla pouzita na syntézu disacharidii zaloZzenych na N-acetyllaktosaminu

s ruznymi typy linkert (Henze et al. 2014).

BID_1 domain
C-terminal (733-847 a.a.)

=

Glyco_hydro_2_Ndomain
(38-202 a.a.)

N-terminal

Unknown domain
(638-732 a.a.)

Glyco_hydro_2
domain
(203-320a.a.)

Active site

Obr. 5: Krystalova struktura B-galaktosidazy z Bacillus circulans BgaD-D (PDB koéd 4YPJ). Na obrazku
jsou patrné domény enzymu a aktivni misto s navazanym substratem. Pievzato z (Ishikawa et al. 2015).
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2.3. Mutageneze heterologné exprimovanych proteini
2.3.1. Cilena mutageneze

Cilena mutageneze (angl. ,,site-directed mutagenesis*) je metoda molekularni biologie
pouzivana k vytvoreni specifickych zmén v sekvenci DNA za cilem pfipravy genu
s vylepSenymi vlastnostmi. Vyuziva se také pro vyzkum struktury a biologické aktivity
DNA, RNA, proteinl a v proteinovém inzenyrstvi pfi racionalnim designu. Na cilenou
mutagenezi se pouzivaji rizné postupy, zdkladni metodou je pouziti kratké komplementarni
DNA sekvence — primeru (Hutchison et al. 1978). Metoda PCR (,,polymerase chain
reaction®) slouzi ke snadnému zmnozeni tseku DNA, vynalezl ji r. 1983 americky
biochemik K. Mullis se svym tymem (Saiki et al. 1985) a ucinili tak zasadni pievrat
v metodach molekularni biologie a genetiky. PCR probihd ve tfech krocich. Nejprve pfi
teploté 94-98 °C dochazi k denaturaci, pfi¢emz dojde k rozvolnéni dvousroubovice DNA.
Vznika jednovldknova DNA, na kterou v dalS$im kroku nasedaji primery (,,annealing®),
teplota nasedani se pohybuje se mezi 50-65 °C. V poslednim kroku (elongace) dochazi
k prodluzovani fetézce, dojde k navazani DNA polymerazy a syntetizuje se komplementarni
vlakno od 5°‘-konce k 3‘-konci. Teplota tietiho kroku se voli podle teplotniho optima dané
DNA polymerazy (vétSinou 78-80 °C). Tyto kroky se cyklicky opakuji, aby doslo
k dostate¢né amplifikaci pivodniho templadtu. Mnozstvi DNA s kazdym cyklem
exponencialng roste.

Jedna z dalSich metod, vyvinuta r. 1985 védcem T. A. Kunkelem, sniZuje potiebu
selekce mutantil. Jeji princip spociva v inzerci DNA fragmentu, ktery ma byt mutovan, do
fazmidu, ktery je pak transformovan do kmenu E. coli deficientniho na dUTPéazu (duf) a
uracildeglykosidazu (udg) (Kunkel 1985). Tento mutantni kmen replikuje fagovou DNA a
muze Spatné inkorporovat dUTP misto dTTP, coZ ma za vysledek jednovldknovou DNA
obsahujici uracily (ssUDNA). Tato ssUDNA je z faga sekretovana do media a je vyuZita
jako templat pro mutagenezi. Oligonukleotid zahrnujici pozadovanou mutaci je pouzit k
prodlouzeni primeru. Heteroduplex DNA slozeny z ptvodniho templatu s dUTP a
mutantniho vldkna s dTTP je transformovan do WT kmenu E. coli. DNA templat obsahujici
uracil je degradovan a vysledkem je pouze mutovand DNA. Kunkelova metoda byla pouzita
napft. ke konstrukei proteinové knihovny fagové displeje (,,phage-display*) (Fellouse et al.
2007), (Huang, Fang, a Kay 2012) a knihovny lidskych jedno-doménovych protilatek
(Rouet, Dudgeon, a Christ 2012).
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Metoda, kterd nevyuziva prodlouzeni primeru pomoci DNA polymerazy, je kazetova
mutageneze (Wells, Vasser, a Powers 1985). Jeji princip spociva v syntéze fragmentu DNA
a inzerci do plazmidu. Plazmid je na konkrétnim misté rozSt€épen pomoci restrikénich
endonukledz a nésledné je provedena ligace paru komplementarnich oligonukleotida
zahrnujicich pozadovanou mutaci do vektoru. Tato metoda je schopna generovat mutanty
témeét se 100% ucinnosti, ale je limitovdna dostupnosti vhodnych restrikénich mist
obklopujici misto pozadované mutace. Kazetova metoda mutageneze byla vyuzita napi. k
mutaci reverzni transkriptazy z HIV typu 1 (Boyer, Ferris, and Hughes 1992), k identifikaci
genll potiebnych pro pfirozenou transformaci Haemophilus influenzae (Dougherty and

Smith 1999) a k analyze efektii mutaci cytochromu P450 (Straub ef al. 1993).

2.3.2. Rizena evoluce

Termin fizend evoluce (angl. directed evolution) se pouziva pro oznaceni metody
vyuzivajici mutagenezi jako nastroj v proteinovém inZenyrstvi ke zlepSeni vlastnosti
proteinti a také k evolu¢nim studiim v uméle vytvofeném prostiedi. Metoda miize byt
provedena ptimo v zivém organismu nebo in vitro v buiikach ¢i volné v roztoku. Pti fizené
evoluci je in vitro rekombinaci vytvorena knihovna mutantii a nasleduje vysoce vykonny
screening (angl. high-throughput screening) nebo selekce variant s poZadovanymi
vlastnostmi a amplifikace dané¢ho genu (Lutz 2010).

Gen mize byt mutovan nahodnymi bodovymi mutacemi pomoci chemickych mutageni
nebo chybové PCR (epPCR z angl. error prone) a inzercemi ¢i delecemi. Pomoci chybové
PCR mohou byt ndhodné mutace inzerovany do kterékoli ¢asti DNA. Pfi epPCR se voli
podminky tak, aby DNA polymeraza tvotila chyby v parovani bazi pii syntéze nového
vlakna DNA. Takto muize byt vytvofena knihovna nahodnych mutaci daného genu
(McCullum et al. 2010). Pro rekombinaci mutovanych genli se vyuziva napf. tzv. michani
DNA (angl. DNA shuffling) — zkombinovani nezavisle izolovanych genovych mutaci do
jednoho genu, tvorba chimér (RACHITT — random chimeragenesis on transient templates),
hybridnich enzymt (ITCHY — iterative truncation for the creation of hybrid enzymes) a dalsi
metody (Sen, Venkata Dasu, a Maal 2007). V dalSim kroku je provedena detekce mutanti
s vysokou aktivitou a vylepSenymi vlastnostmi. V této fazi se vyuziva bud’ metoda selekce
zalozena na vazebné aktivit¢ vytvofenych variant na pevny povrch nebo screening, pfi
kterém jsou jednotlivé varianty genii exprimovany a je meiena jejich aktivita. Tento tradicni

postup ma mnoha uskali, zejména narocné testovani milionl variant, proto se mnoho védct
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zaméfuje spi§ na tvorbu mensSich kvalitnéjSich proteinovych knihoven pomoci novych
strategii. V takovém piipadé jde o semi-racionalni vyvoj, ktery vyuziva znalost sekvence
proteinii a predpovidajici algoritmy na pre-selekci vhodnych cilovych mist a limitaci
diversity aminokyselin pro proteinové inzenyrstvi (Lutz 2010).

Rizena evoluce byl pouzit napt. na zlepseni selektivity a kinetickych vlastnosti lipazy
z Pseudomonas aeruginosa, kdy byla nejdiive vytvofena generace mutantti pomoci eqPCR,
nasledné byla identifikovana zadouci mista a prodlouzeni sekvence pomoci kombinatorni
kazetové mutageneze. Tento postup se da aplikovat na fizeny vyvoj dalSich
enantioselektivnich enzymi a miize byt uzitecny také pro vylepSeni dalSich vlastnosti

enzymu (Reetz ef al. 2001).

2.3.3. Mutantni glykosidazy se zvySenym syntetickym potencidlem

Glykosyntazy jsou mutantni glykosidhydroldzy nesouci bodovou mutaci v aktivnim
misté. Diky této mutaci je zruSena jejich hydrolyticka aktivita, ¢imZ je dosazeno mnohem
vyssich syntetickych vytézkl. Jde o velkou skupinu mutantnich glykosidhydrolaz. Lze je
pripravit napt. cilenou mutagenezi nebo fizenou evoluci. Glykosyntazy byly vytvoieny s
cilem zlepsit synteticky u¢inek glykosidaz. Ptirozené glykosidazy (WT, z angl. wild type —
divoky typ) jsou za vhodnych podminek sice schopny syntetizovat, avSak dochéazi k ¢aste¢né
hydrolyze vznikajiciho produktu. Glykosyntazy maji naproti tomu zruSenou hydrolytickou
aktivitu, ¢imz je dosazeno mnohem vysSich vytézki. Objev glykosyntaz v roce 1998
(Mackenzie et al. 1998), (Malet a Planas 1998) zptisobil revoluci v enzymové syntéze
oligosacharida.

Na hydrolyze glykosidové vazby pisobenim glykosiddz se podileji dva
aminokyselinové zbytky v katalytickém centru enzymu, jeden nukleofilni a druhy
acidobazicky. Zaména aminokyselinové nukleofilni skupiny za ,,ne-nukleofilni* vede ke
spravné sbalenému enzymu, ktery je vSak katalyticky neaktivni, protoze nemiize vytvaret
glykosyl-enzymovy intermediat (Wang et al. 1994). Jelikoz je zbytek aktivniho centra
nezménén, muze byt katalyzovana ligace aktivovaného substratu s opa¢nou anomerni
konfiguraci, nez ma pfirozeny substrat glykosiddz, na vhodnou akceptorovou molekulu.
Donorem [-glykosyntdz muze byt napt. a-glykosyl fluorid a akceptorem glukosid
s aromatickou skupinou (Mackenzie et al. 1998). Glykosyntazy vyuzivaji mechanismus
katalyzy podobného typu jako invertujici glykosidazy, tedy preménuji substrat v jednom

kroku, a dochazi tak ke zméné anomerni konfigurace na opac¢nou (znazornéno na Obr. 6).
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Obr. 6: Mechanismus katalyzy pomoci glykosyntaz (podobny invertujicim
glykosidazam). Obrazek byl vytvofen v programu ChemDraw Professional
16.0.

Pro ptipravu glykosyntazy byla vyuZita naptiklad metoda fizené evoluce. Byla vyvinuta
metoda chemické komplementace, ,,complementation assay*, vyuzivajici kvasinkovy tii-
hybridni systém k propojeni enzymové katalyzy k transkriptu reportérového genu in vivo.
Pomoci této metody byla pfipravena saturacni knihovna mutanti endoglukandzy Cel7B,
kterd katalyzuje hydrolyzu B-1,4 glykosidovych vazeb celulézy. Mutace v pozici E197A
vedla k ptipravé glykosyntdzy, kterd muize byt pouzita na syntézu oligosacharidii
v preparativnim méfitku (Lin, Tao, a Cornish 2004).

Dalsim typem mutantnich glykosiddz vytvofenych cilenou mutagenezi jsou
thioglykoligdzy a thioglykosyntazy. PouZivaji se k syntéze thioglykosidi, kde je
glykosidovy atom kysliku zaménén za atom siry. Tyto slouceniny jsou cennymi analogy
O-glykosidl a kompetitivnimi inhibitory nékterych enzymt, jako napt. celulazy (Schou et
al. 1993). Thioglykoligazy byly vytvoieny mutaci acidobazického aminokyselinového
zbytku v katalytickémo centru glykosiddzy. Donorem thioglykoligdz musi byt aktivovany
glykosid (napf. s dinitrofenylovou skupinou). Pfi reakci dojde k vytvoreni glykosyl-
enzymového intermediatu a v dal§im kroku k tvorbé glykosidové vazby (obdobné jako
invertujici glykosidazy, viz Obr. 2). Aby reakce probihala dostatecné rychle, je nutné zvolit
siln€ nukleofilni akceptor, kterym je prave thioglykosid (Jahn ef al. 2003). Thioglykosyntazy
jsou dvojit€ mutované glykosidazy, u kterych chybi katalyticky nukleofil i acidobazicky
aminokyselinovy zbytek v aktivnim centru. Thioglykosyntdzy jsou ucinné pro syntézu
thioglykosidl z glykosyl-fluoridového donoru a thiosacharidl jako akceptort (Jahn et al.
2004).
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2.4. Bioaktivni galaktosidy
2.4.1. Enzymova galaktosylace

f—Galaktosiddza se prumyslové i1 laboratorné vyuzivd k enzymové galaktosylaci
sacharidovych akceptorii. Jedna se o navazani galaktosylu z donorové molekuly pies
kyslikovy poloacetdl na akceptorovou molekulu za katalyzy enzymem galaktosidazou.
B-Galaktosidaza hydrolyzuje glykosidovou vazbu donoru, odstépi galaktozu a pres
galaktosyl-enzymovy intermediat ji navdze na akceptor. Podle regioselektivity dané
galaktosidazy vznikaji razné regioizomery galaktosida s glykosidovou vazbou -1,6 B-1,3
nebo B-1,4. Galaktosylace se komercné vyuziva napi. pro ptipravu galaktooligosacharidi,
které se ptidavaji do instantniho mléka pro kojence (piipravek Vivinal® GOS). Casto se
vyuzivaji mikrobialni galaktosidazy; napt. B-galaktosidaza z Bacillus circulans BgaD se
vyuziva pravé na syntézu galaktooligosacharidu.

Galaktosylace se také uplatituje pfi posttranslacnich upravach proteintl in vivo. Diilezita
je napiiklad galaktosylace pfi pfipravé rekombinantnich imunoglobulint IgG (rIgG), které
slouzi jako bioterapeutika k 1écb¢ raznych lidskych onemocnéni (Shantha Raju a Jordan
2012). Schéma termindlni galaktosylace IgG miZze mit efekt na mechanismus aktivity
nékterych terapeutickych protilatek (napi. efektorovych drah). Termindlni galaktosylace
neukazuje zadny efekt na vazbu antigenu, ale zmény v galaktosylaci mohou tvofit znatelné
zmény v cytotoxicité zavislé na komplementu nékterych rIgG. Rituxumab (Rituxan®),
poprvé schvdlen r. 1997, je chimérickd monoklonélni protilatka produkovana v buiikach
morcecich vajecnikl pouzivana k 1é¢bé non-Hodgkinova lymfomu a jinych onemocnénich
spojenych s B-bunikami. Heterogenita glykosylace Rituxanu je dana hlavné variabilitou
termindlnich galakt6zovych zbytkil. Terminalnich galakt6zové jednotky Rituxanu maji efekt
na vazbu komplementu Clq (Hodoniczky, Yuan, a James 2005). Metoda specifické
galaktosylace rIgG miize byt aplikovatelnd na vyvoj riiznych rekombinantnich protilatek

vylepsSenych oproti pfirozenym.

2.4.2. Sacharidy mateiského mléka a krevnich skupin

Oligosacharidy matetského mléka (HMO — angl. human milk oligosaccharides) jsou
latky hojné¢ zastoupeny v lidském mléce; po laktdze a tucich tvofii jeho tieti nejveétsi pevnou
sloZzku. Tyto oligosacharidy plni bioaktivni funkci mléka a hraji vyznamnou roli pfi vyvoji

imunitniho systému ditéte, ale nevyskytuji se v instantnich ptipravcich. Jiz v 19. stoleti bylo
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zpozorovano, ze novorozenci krmeni matefskym mlékem méli mnohem vyssi Sanci na
preziti a méné Casto trpéli na infekce nez novorozenci krmeni mlékem z lahve (Bode 2012).
Pozdé&ji bylo zjisténo, ze syrovatkova ¢ast lidského mléka obsahuje rist podporujici faktor
pro Lactobacillum bifidus (pozd¢ji klasifikovan jako Bifidobacterium bifidus) (Schonfeld
1926). Poté bylo potvrzeno, Ze tento ,,bifidus faktor* se sklada z riznych oligosacharidi. To
bylo pfevratnym zjisténim pfi objevu a vyzkumu oligosacharidii mateiského mléka.

Oligosacharidy matefského mléka jsou rtiznych typt a plni Sirokou skélu funkci,
vSechny vSak maji stejné zakladni strukturni schéma (zndzornéno na Obr. 7). Stavebni
jednotky tvofi p€t monosacharidii — glukéza, galaktdza, N-acetylglukosamin, fukdza a
N-acetylneuraminova kyselina. VSechny HMO maji na svém redukujicim konci laktozu,
kterd mize byt fukosylovéana (35-50 %) nebo sialylovana (12-14 %). Tyto zdkladni sacharidy
tradi¢né obsazené v HMO mohou byt na neredukujicim konci laktozy prodlouZeny a vétveny
lakto-N-bidzou 1 (Gal-B1,3-GIcNAc) nebo N-acetyllaktosaminem (Gal-B1,4-GlcNAc)
pfipojenymi B-1,3 nebo B-1,6 glykosidovou vazbou. Bylo identifikovano vice neZ sto
strukturné odliSnych HMO, které¢ jsou odvozeny od tohoto zakladniho schématu a nesou
rizné potencionalné bioaktivni glykanové epitopy (Bode a Jantscher-Krenn 2012).

HMO plni funkci prebiotik, tedy pro ¢lovéka nestravitelnych latek, které stimuluji rist
a aktivitu zdravi prospé$nych bakterii — probiotickych kultur. Nejpouzivanéjsimi probiotiky
v komer¢nich pfipravcich jsou laktobacily a bifidobakterie. Mnoho in vitro studii ukazalo,
ze prave bifidobakterie jsou schopny rist na HMO jako substratu (Jantscher-Krenn a Bode
2012). HMO jsou zésadnim faktorem pro spravné sloZeni stfevni mikrobioty a vyvoji
imunitniho systému novorozence. Dikazem je vyssi vyskyt bifidobakterii u novorozencti
krmenych matefskym mlékem nez instantnim (Collado et al. 2012). HMO maji fadu
pozitivnich G¢inkil na organismus novorozenct. Funguji jako obrana pted infekci (Bode a
Jantscher-Krenn 2012), jako signalni molekuly (Jantscher-Krenn a Bode 2012),
imunomodulatory stimulujici produkci cytokini a aktivaci T-bunék (Eiwegger et al. 2004)
a jako nutrienty pro neurologicky vyvoj.

Komer¢ni ptipravky novorozeneckého mléka jsou zaloZzeny na kravském mléku a
obsahuji minimdlni mnoZstvi komplexnich oligosacharidi. Pfipravky jsou dopliiovany
enzymaticky =~ produkovanymi  nebo  rostlinnymi  oligosacharidy  obsahujicimi
galaktooligosacharidy (GOS) a fruktooligosacharidy (FOS). GOS jsou syntetizovany
pfipojenim jedné az sedmi jednotek galaktdézy na neredukujici konec laktézy. K tomuto

ucelu se vyuziva B-galaktosidaza z Bacillus circulans izoforma D (BgaD-D). FOS jsou
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kratké fetézce oligomerti slozenych z fruktozovych jednotek vazanych B-1,2 vazbou na
redukujici konec glukézy. Déale mohou byt do komer¢nich ptipravkil pfidavany kyselé
oligosacharidy odvozené od pektinu (pAOS — ,pektin-derived acidic oligosaccharides*)
vzniklé hydrolyzou polymert kyseliny galakturonové. Oligosacharidy GOS, FOS a pAOS
mohou mit probioticky efekt podobny jako HMO (Jantscher-Krenn a Bode 2012).

OH

HO  cH, Fuc . ® Glc HO °\ _oH

O oy . w12 Lakto-N-bidza Laktéza HO
HO\I/W Aois ] B-13  p-1,4 OH
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hooc, M @3 B-1,6 on @
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' n=0-15
HOWOH LacNAc HO’%OH
OH ™OH Neu5Ac H GicNAc HO

NHAc

Obr. 7: Strukturni schéma oligosacharidii matefského mléka. Glukoza (Glc), galaktoza (Gal),
N-acetylglukosamin (GIcNAc), fukdza a N-acetylneuramova kyselina (NeuSAc) jsou stavebnimi
jednotkami HMO. Vytvoreno v programu ChemDraw Professional 16.0.

Dalsi skupinou bioaktivnich galaktosidii jsou lidské krevni skupiny. Rozdéleni do
krevnich skupin popisuje vlastnosti ¢ervenych krvinek daného jedince, resp. antigent na
jejich membrané. Jako antigeny se uplatiiuji proteiny, sacharidy, glykoproteiny a

ABO systém byl objeven r. 1901 Karlem Landsteinerem. V tomto systému se krevni
skupiny d¢€li podle typu navazaného antigenu a ptisobici protilatky. Skupina A — antigen A
a protilatka anti-B, skupina B — antigen B a protilatka anti-A, skupina AB — antigeny A 1 B
a zadné protilatky, skupina 0 — Zadny antigen a protilatky anti-A 1 anti-B (Dean L. 2005a).
Je velmi dulezité, aby krev piijemce pii transfuzi neméla protilatky proti antigenu dérce,
jinak mtze dojit k hemolytické reakci. Krevni skupiny se lisi strukturou oligosacharidu
daného antigenu. Oba antigeny maji stejny strukturni zéklad a 1i$i se vétvenym sacharidem.

Schéma krevnich skupin dle systému ABO je zndzornéno na Obr. 8.
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Obr. 8: Krevni skupiny dle systému ABO. Pfevzato a upraveno z (“Glycans a Cells, GlyTech, Inc.” n.d.).

Druhy vyznamny systém krevnich skupin je Rhesus faktor (Rh), ktery byl poprvé
popsan K. Landsteinerem a A. Wienerem roku 1940. Rh faktor je tvoien skupinou zhruba
padesati antigenii, z nichZ nejsilnéj$i je antigen D; tento antigen nejpravdépodobnéji
vyvolava odezvu imunitniho systému. Podle jeho pfitomnosti se krev oznacuje jako Rh*
(obsahuje antigen D) nebo Rh™ (neobsahuje antigen D). Systém Rh faktoru je nejcastéji
spojen se systémem ABO, napt. krevni skupina A (bez antigenu D). I z hlediska Rh faktoru
je nutnd kompatibilita darce a piijemce krve (Dean L. 2005). Reakce na piitomnost

antigenu D je nejCastéjsi pri¢inou hemolytické anémie u novorozenct.

2.4.3. Galektiny — proteiny vazici B-galaktosidy

Galektiny jsou proteiny patfici do skupiny lektinli, které jsou schopné specificky
rozpoznavat a vazat glykany v zivo¢iSnych tkanich (Barondes et al. 1994). Galektiny jsou
lokalizovany v jadfe, v cytosolu, na povrchu bunék nebo v extracelularni matrix. Galektiny
jsou charakteristické vazbou termindlnich [-galaktosidii (odtud nazev galektiny —
galaktoza), pfi Cemz vyuZzivaji vysoce konzervovanou doménu rozpoznavajici sacharidy
(CRD — ,,carbohydrate recognition domain‘) skladajici se pfiblizn¢ ze 130 aminokyselin
(Liu a Rabinovich 2005).

Galektiny tvoii skupinu asi patnacti proteinii a mizeme je rozdélit do tii skupin podle
struktury na prototypické, tandemové a chimerické. Prototypické galektiny jsou
homodimery skladajici se ze dvou identickych CRD domén spojenych nekovalentné

elektrostatickou interakci. Patfi mezi n¢ galektin-1, -2, -5, -7, -10, -11, -13, -14 a -15.
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Tandemové galektiny obsahuji dvé rizné CRD domény spojené peptidovym linkerem o
ruzné délce. Mezi tandemové galektiny patii galektin-4, -6, -8, -9 a -12 (Yang, Rabinovich,
a Liu 2008). Posledni skupinou jsou chimerické galektiny, které maji jediného zastupce —
galektin-3. Galektin-3 se pii nizké koncentraci vyskytuje jako monomer a pii vysoké
koncentraci je schopny tvofit multivalentni oligomery.

Diky své rozmanitosti a multivalentni vazb¢ ligandii se galektiny ucastni mnoha
fyziologickych procesti v lidském organismu. Dilezitou funkci galektinti je bunécna adheze.
Na bunécné adhezi se podili naptiklad galektin-8, ktery se specificky vaze na integrin, a ma
tak piimou roli kromé adheze také pro aktivaci signalizacni kaskady specifické na integrin
(Zick et al. 2002). Dalsi neméné diileZitou funkci galektind je vliv na apoptozu. Galektiny
se podileji na bunééném rlstu a proliferaci. Galektin-1 indukuje apoptézu T-bunck béhem
jejich vyvoje vthymu a po imunni stimulaci v periferii (Perillo et al. 1995). Dalsi
proapoptoticky ucinek maji galektiny -9, -7 a -12. Jediny galektin-3 ma i anti-apoptoticky
ucinek. Galektin-3 chrani bunky lidského karcinomu prsu pied cis-platinou a oxidem dusiku
a brani bunééné smrti vyvolané ztratou bunééného zakotveni (anoikis) (Mueller ef al. 1997).
Galektiny se diky svym funkcim podileji na mnoha patologickych procesech, zejména na
vyvoji rakoviny, srdec¢niho selhani, infek¢nich procesech (napi. infekce HIV) a dalSich
autoimunitnich a zénétlivych onemocnénich. Funkce galektini produkovanych
v rakovinnych buiikach jsou znazornény na Obr. 9.

Galektiny hraji dileZitou roli pfi progresi a tvorbé metastdz riznych typl rakovin.
Galektin-1 hraje také dulezitou roli pii vyvoji rakoviny plic. Umlceni genu galektinu-1
sniZuje invazi a migraci bun¢k rakoviny plic a také zvySuje citlivost k chemoterapii (Hsu et
al. 2013). Navic snizeni exprese galektinu-1 vede k redukci jak ristu tumoru, tak poctu
metastaz v plicich (Dalotto-Moreno et al. 2013). Galektin-3 se vaze na povrch rakovinnych
bunck a podili se na vyvoji metastdz a apoptoze aktivovanych T-bunék, coz umoziuje
rakovinnym bunikdm uniknout pfed imunitnim systémem (Simone et al. 2014). Galektin-1,
snizeni infiltrace mozku myeloidnimi buiikami a prodlouzeni Zivota subjektu (Verschuere et
al. 2014). Galektin-3 je exprimovan v neoplastickych astrocytech 1 v mikrogliich maligniho
gliomu a mize byt aktivovan v makrofazich pfi progresi onemocnéni (Binh ef al. 2013).
Dale se galektiny ucastni progrese rakoviny stfev, slinivky, kiize, prostaty a rakoviny

endokrinniho systému.
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Obr. 9: Funkce galektinti pti kancerogenezi. Galektiny se vyskytuji v jadru (N), mitochondriich (M),
endozomalnich kompartmentech (EC), v cytoplasmé (C) a v plazmatické membrané (PM). Galektiny
ovlivituji apoptozu, adhezi a migraci bungk, transformaci bungk, rist tumoru, angiogenezi, Unik
imunitnimu systému, invazi a tvorbu metastaz. Pfevzato a upraveno z (Vladoiu, Labrie, a St-Pierre 2014).
Galektiny, zejména galektin-1 a galektin-3, se kromé rakoviny zapojuji do vyvoje
dalSich onemocnéni, jako jsou srde¢ni selhani, aterosklerdza, plicni fibrdza, retinopatie,
nefropatie, diabetes a obezita. Galektin-1 je nadprodukovan ve fibrotické jaterni tkani,
stimuluje proliferaci fibrotickych bun¢k, a hraje tak dalezitou roli pii samotném vyvoji
fibr6ézy. Modulace interakci mezi galektinem-1 a glykany mize byt zékladem pro efektivni
terapii jaterni fibrozy (Bacigalupo et al. 2013). Galektin-3 hraje zasadni roli pii tvorbé
fibrozy jater, cév, ledvin, srdce a plic (Li, Li, a Gao 2014). Galektin-3 se ucastni i
kardiovaskularni fibrézy, a podili se tak na srdecnim selhdni. Inhibici galektinu-3
N-acetyllaktosaminem doslo ke snizeni produkci kolagenu a tim utlumeni srdecni fibrozy
(Yu et al. 2013). Galektin-3 se vyuziva také jako biomarker v extracelularni srde¢ni matrix
a byl asociovéan s umrtim nebo hospitalizaci pacientt pfi srde¢nim selhani (Lopez-Ares N et

al. 2012).
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3. Cile prace

Cilem prace je pripravit rekombinantni B-galaktosidazu z Bacillus circulans a alespon
jednu jeji kratsi izoenzymovou variantu, prostudovat vlastnosti a vyuzitelnost ptipravenych
enzymi pro syntézu funkcionalizovanych sacharidovych epitopli odvozenych od
N-acetyllaktosaminu (LacNAc) a u jednoho vybrané¢ho enzymu provést cilenou mutagenezi

na zakladé molekuldrniho modelovani za ucelem zvySeni vytézku syntetické reakce.

Dil¢i cile prace:

e exprimovat synteticky gen [-galaktosiddzy z Bacillus circulans v E. colia
optimalizovat produkci enzymu

e stanovit biochemické parametry enzymu, substratovou specifitu, regioselektivitu a
synteticky potencial

e pfipravit gen alespon jedné zkracené varianty -galaktosiddzy pomoci PCR a provést
jeho ligaci do expresniho vektoru

e exprimovat pfipraveny gen zkracené varianty v E. coli a optimalizovat produkci
enzymu

e navrhnout bodové mutace pro zvySeni syntetického vytézku a/ nebo snizeni
hydrolytické aktivity enzymu na zakladé molekuldrniho modelovani (spoluprace s
Dr. Kulik, MBU Nové Hrady)

e pfipravit a charakterizovat alespon jednu mutantni variantu (-galaktosidazy
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4. Material a metody

4.1. Pouzity material
6% DNA Loading Dye (Thermo Fisher Scientific, USA)
Agar (Sigma-Aldrich, USA)
Akrylamid (VWR Chemicals, Ceska republika)
Ampicilin — Ampicilin Na-salt (Serva Electrophoresis GmbH)
Biotin (Fluka BioChemika, Svycarsko)
Bradfordovo ¢inidlo — Protein Assay Dye Reagent Concentrate (Bio-Rad, USA)
Bromfenolova modf (Serva, Némecko)
Coomassie Brilliant Blue (USB Corporation, USA)
D-glukosa (Lach-Ner, Ceska republika)
Dihydrogenfosfore¢nan draselny (Lach-Ner, Ceské republika)
Etylendiamintetraoctova kyselina (Carl Roth, Némecko)
Etanol (VWR Chemicals, Ceské republika)
Escherichia coli Top10 (Thermo Fisher Scientific, USA)
Escherichia coli BL21-Gold (DE3)
Extrakt z kvasnic (Oxoid, Ceska republika)
GelRed (Biotium, USA)
GlcNAc (Acros Organics, USA)
Glycin (Lach-Ner, Ceska republika)
HEPES (Megazyme, USA)
Hydrogenfosforeénan draselny (Lach-Ner, Ceska republika)
Hydrogenfosfore¢nan sodny dodekahydrat (Lach-Ner, Ceska republika)
Hydroxid sodny (Lach-Ner, Ceska republika)

Chlorid sodny (VWR Chemicals, Ceska republika)
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Isopropylthiodigalaktosid (Sigma-Alrich, USA)
Kapalny dusik (Maneko, Ceska republika)

Kyselina octova (VWR Chemicals, Ceska republika)
Kyselina sirova (VWR Chemicals, Ceska republika)

Molekulovy marker — Amersham HMW Calibration Kit for SDS Electrophoresis (GE
Healthcare, Velka Britanie)

Hydroxid amonny (Lach-Ner, Ceska republika)

Mravenéan sodny (Erba Lachema, Ceska republika)

pNP-Gal (Senn Chemicals, Svycarsko)

Primery BgaD-A (GENERI BIOTECH s.r.0., Ceska republika)
Propan-2-ol (VWR Chemicals, Ceska republika)

SDS (Serva, Némecko)

Synteticky plazmid obsahujici gen bgaD-A v expresnim vektoru pCOLD II DNA (Generay,
Cina)

TEMED (Sigma-Aldrich, USA)

Tris-Cl (Sigma-Aldrich, USA)

Trypton (Oxoid, Ceska republika)

Uhli¢itan sodny (Erba Lachema, Ceska republika)

4.2. Roztoky a média
LB (Luria-Bertani) médium (1 1) — 10 g trypton; 5 g kvasni¢ny extrakt; 10 g NaCl
LBA médium (1 1) — 10 g trypton; 5 g kvasni¢ny extrakt; 10 g NaCl; 20 g agarosa
Acetatovy pufr pH 5,0 — 0,1 M kyselina octova, 0,2 M octan sodny
Sorensentv pufr pH 6,0 — 50 mM NaH2POas, 50 mM Na:HPOs4, pH 6,0 — pomér slozek 7/1

Ekvilibra¢ni pufr pH 7,4 — 20 mM NaH2PO4, 20 mM Na2HPOs4, pH 7,4 — pomér slozek 1/ 4
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Eluéni pufr pH 7,4 — 100 mM imidazol, 500 mM NaCl, 20 mM Sérensentiv pufr pH 7,4
Dialyzaéni pufr — 50 mM Soérensentv pufr pH 6,0

Separacni 5% polyakrylamidovy gel (10 ml) — 4,0 ml H20; 3,3 ml 30% akrylamidovy mix
(29% akrylamid, 1% N,N’-methylenbisakrylamid); 2,5 ml 1,5M Tris-ClI pH 8,8; 100 pl 5%
SDS; 100 pl 10% peroxosiran amonny; 4 ul TEMED

Zaostiovaci gel (5 ml) — 3,4 ml H20; 830 pl 30% akrylamidovy mix (29% akrylamid, 1%
N,N’-methylenbisakrylamid); 630 pl 1,0M Tris-Cl pH 6,8; 50 pl 5% SDS; 50 ul 10%
peroxosiran amonny; 5 ul TEMED

5x vzorkovy pufr (5 ml) — 0,151 g Tris; 0,3855 g DTT; 0,5 g SDS; 0,025 g bromfenolova
modf; 1,25 ml glycerol

5% elektrodovy pufr (1 1) —5 g SDS; 15 g Tris; 94 g glycin

Barvici roztok (100 ml) — 0,25 g Coomasie Brilliant Blue R250; 45 ml methanol; 45 ml H20;
10 ml 99% kyselina octova

Odbarvovaci roztok (1 I) — 350 ml ethanol; 100 ml kyselina octova; 550 ml H20
1% agar6zovy gel (100 ml) — 1 g agardza; 2 ml 50x TAE pufr; 98 ml H20
50x TAE (Tris-acetat-EDTA) pufr (1 1) — 242 g Tris; 57,1 ml kyselina octova; 14,6 EDTA

Britton-Robinsontiv pufr rozsah pH 2-12 — Roztok A: 0,04 M kyselina fosfore¢na, 0,04 M
kyselina fenyloctova, 0,04 M kyselina borita; Roztok B: 0,2 M hydroxid sodny

Vyvijeci faze na TLC (500 ml) — 350 ml propan-2-ol; 100 ml H20; 50 ml NH4OH

4.3. Pouzité komercni sety
High Pure Plasmid Isolation Mini Kit (Roche, Svycarsko)
Genopure Plasmid Midi Kit (Roche, Svycarsko)
JETquick Gel Extraction Spin Kit (Genomed, USA)
QuikChange Lightning Site-Directed Mutagenesis Kit (Agillent Technologies, USA)

Phusion Site-Directed Mutagenesis Kit (ThermoScientific, USA)

4.4. Pouzité pristroje

Akta Prime Plus (Amersham Biosciences, Velké Brit4nie)
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Aparatura na agarosovou elektroforézu (Bio-Rad, USA)
Aparatura na SDS-PAGE (Bio-Rad, USA)

Centrifugy: Minicentrifuge Eppendorf MiniSpin (Eppendorf, USA); Universal 320 R
(Hettich, Némecko); Eppendorf Centrifuge 5804 R (Eppendorf, USA); Sorvall Centrifuge
RC 6+ (Themo Scientific, USA)

Fotoaparat na gely: MiniBis Pro (DNR Bio-Imaging systems, Izrael)
HPLC Nexera XR (Shimadzu, Japonsko)

Chromatografické kolony: Bio-Gel P2, 45 um x 1000 mm x 26 mm (Bio-Rad, USA),
HisTrap HP Sepharose (GE Healthcare, Velka Britanie)

Laminarni box MSC 9 (Jouan, Velka Britanie)

Lyofilizator Lyovac GT2 (Leybold GmbH, Némecko)

Magneticka michacka AREX (VELP Scientifica, Italie)

PCR termocykler: Termocykler TPersonal 20 (Biometra, Némecko)

pH metr: pH 211 Microprocessor pH Meter (Hanna Instruments, Ceska republika)
Sbérac frakei pro gelovou chromatografii: Pump P-1 (Pharmacia Biotech, USA)
Sonikator UP50 H UltraSonic Processor (Ultrasound Technologies, Velka Britanie)
Spektrofotometr: Sunrise Tecan (Tecan, Svycarsko)

Stiikackové filtry Millipore Millex GP0,22 um a 0,8 um (Merck, Némecko)
Termomixér: Thermomixer comfort (Eppendorf, USA)

Tiepacky IKA KS 4000 ic control (Schoeller, Ceska republika)

UV lampa, UV 240 (A. Kriiss Optronic, Némecko)

UV pultik (UVitec, Velka Britanie)

UV/VIS spektrofotometr: UVmini-1240 (Shimadzu, Némecko)

Vahy Precisa 80A-200M (Swiss Quality, Svycarsko)

Vortex Grant-bio (Grant Instruments, Velka Britanie)
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4.5. Cilena mutageneze f-galaktosidazy z Bacillus circulans
4.5.1. Priprava mutantni varianty BgaD-A-ES32G

Metoda PCR byla pouzita pro cilenou mutagenezi komeréné ptipraveného genu -
galaktosidazy z Bacillus circulans bgaD-A-WT (5214 bp; Generay, Cina). Mutageneze byla
provedena s cilem snizit hydrolytickou aktivitu enzymu. Byla provedena mutace v poloze
E532, kdy katalyticky nukleofil kyselina glutamovd byla zaménéna za glycin. Pro
mutagenezi byl pouzit komerc¢ni set ,,Quick Change Lighting Site-Directed Mutagenesis Kit*
od firmy Agilent Technologies. Postup mutageneze je znazornén na Obr. 10. Jako templat
byl pouzit izolovany gen bgaD-A-WTv expresnim vektoru pCold II, kde bylo nutné mutovat
triplet GAG v pozici 1595 na GGG. Dva oligonukleotidové primery s vnesenou mutaci byly
navrzeny podle navodu ke komer¢nimu setu a syntetizovany firmou Generi Biotech (tu¢né
mutace GGQG):

® BgaD-A-E532G Fw: 5" - TGT ACG GCT CGG GGA CGT CCT CGG C -3

® BgaD-A-E532G_Re: 5- GCC GAG GAC GTC CCC GAG CCGTACA -3’

Templat
Primery

PCRreakce  Stépeni templatu Izolace DNA a transformace

Obr. 10: Schéma mutageneze pro piipravu mutantni varianty [3-galaktosidazy
BgaD-ES532G. Prevzato a upraveno z navodu od Agilent Technologies.

Do tenkosténnych mikrozkumavek o objemu 0,5 ml bylo pipetovano 5 pl reakéniho
pufru, 0,5 pl templéatu (100 ng), 0,1 pl (125 ng) Fw primeru a 0,1 ul (125 ng) Re primeru,
1 pl smési deoxynukleotidit (ANTP), 1,5 ul ,,QuickSolution reagent*“ a 40,8 ul sterilni vody.
Nakonec byl pfidan 1 pl DNA polymerazy z Pyrococcus furiosus (PfuUltra high-fidelity) a

reakéni smés ve zkumavce byla umisténa do PCR cykleru, ktery byl nastaven na 95 °C na

.....

(nasednuti primeril), 68 °C na 5 min (elongace, 30 s/ kbp délky plazmidu) a 68 °C na 5 min
pro finalni elongaci. Po dobéhnuti PCR byly k reakéni smési piidany 2 pl restrikéni
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endonukledzy Dpnl (nukleaza z Diplococcus pneumoniae), ktera rozstépila ptivodni vldkno
DNA, jez je na rozdil od vzniklého PCR produktu methylované. Smés byla kratce
centrifugovéana a inkubovana 5 min pti 37 °C a 300 ot./min.

Poté byla provedena agardzova elektroforéza a izolace DNA z gelu. Do reakéni PCR
smesi bylo pridano 6 pul 6x DNA Loading Dye a 1 ul 20x GelRed pro zviditelnéni DNA
prouzki v gelu. Jako referen¢ni vzorek bylo pouzito 0,5 pl plazmidu bgaD-A-WT, doplnéno
4,5 pl vody, 1 ul 6x DNA Loading Dye a 1 ul 20x GelRed. Vzorky byly separovany v 1%
agarozovém gelu v pufru 1x TAE. Prouzek DNA odpovidajici referenénimu vzorku byl z
gelu vytiznut a DNA z néj byla izolovana pomoci komer¢niho setu JETquick Gel Extraction
Spin Kit. Gel byl rozpoustén v roztoku L1 (,,Gel Solubilization Buffer*) pti 50 °C po dobu
15 minut. Vznikly roztok byl nanesen na kolonku vlozenou do zkumavky a centrifugovan
1 min pfi 13 500 ot./min a obsah zkumavky byl odstranén. Dale bylo na kolonku s navazanou
DNA ptidano 500 pl roztoku L2 (,,Wash Buffer*) a centrifugovano 1 min pii 13 500 ot./min,
obsah zkumavky byl opét vylit a kolonka byla centrifugovana naprazdno. Kolonka byla
vlozena do sterilni mikrozkumavky a DNA byla uvolnéna ptiddnim 30 pl sterilni vody

predehiaté na 65 °C (pro lepsi eluci a vyssi vytézek).

4.5.2. Priprava zkriacené varianty BgaD-B

Metoda PCR byla pouzita také pro ptipravu zkracené varianty [3-galaktosidazy BgaD-B.
Izoforma BgaD-B se 1i§i od izoformy BgaD-A délkou sekvence; je kratsi o 315
aminokyselinovych zbytkd, tedy o 945 bp (porovnani sekvenci na Obr. 11).

1 500 1,000 1,500 2,000 (a.a)
N NN N T NN T T N N T T T N T N T I

B. circulans
B-galactosidase
(BgaD)

8%,7 LacZ ——

B a 1b] c = d IIE_EIEI- (1-1,737 aa)

BgaD-A EI ajbf ¢ i d | effcsleel] f jmm (36-17372a)
BgaD-B [| a fb ¢ el d]fe]e/mm——ef (36 - 1422aa)

e

BgaD-C ' a Jb| ¢ (36-1.249a.a)

BgaDD f a fb] ':El](fiﬁ-s&l?a.a.)

Obr. 11: Porovnani sekvenci jednotlivych izoforem B-galaktosidazy z B. circulans. Sp — signalni peptid (1-35
a.a.), a — doména vazajici glykan (45-202 a.a.), b — (212-300 a.a.), ¢ —,,TIM barrel“ doména, d — bakterialni
doména podobna Ig (741-842 a.a.), e — Ctyfi repetice velké domény (850-916, 932-990, 1,343-1,401,a 1,417—
1,475 a.a.), f — doména F5/8 typ C. Pfevzato a upraveno z (Song, Imanaka, ef al. 2011).




Na zkraceni genu byl pouZzit komer¢ni set ,,Phusion Site-Directed Mutagenesis Kit* od
firmy ThermoFisher Scientific. Princip této metody spociva v namnozeni pouze
pozadovaného useku DNA do mista, kde konci gen bgaD-B (zndzornéno na Obr. 12).
Primery byly navrzeny tak, aby forward primer nasedal na zacatek sekvence a reverse primer
na konec sekvence genu kddujiciho enzym BgaD-B. Oba primery musely byt fosforylované
na 5’-konci z diivodu nésledné ligace PCR produktu.

Pouzité primery:

o BgaD-A-zkr Fw: 5'- TAAGAATTCAAGCTTGTCGACCTGCAGTCTAGA - 3’
e BgaD-A-zkr Re: 5'- CATTCTAATATCCTCGACCGCAACAGCCC - 3’

PCR smés byla pfipravena smichanim 10 pl reakéniho pufru (5% ,,Phusion HF Buffer),
1 pul ANTP smési (200 uM kazdy), 0,25 ul forward primer (0,5 uM) a 0,25 pl reverse primer
(0,5 uM), 1 pl templatu DNA (1 ng), 38 ul sterilni vody a 0,5 ul DNA polymerazy (2 U/ul;
»Phusion Hot Start DNA Polymerase*). PCR cykler byl nastaven na 98 °C na 30 s pro
primertt), 72 °C na 5 min (elongace, 30 s/ kbp délky plazmidu) a 72 °C na 5 min pro finalni
elongaci. Uspé&snost PCR byla ovéfena na 1% agarézovém gelu, pozadovany produkt
migroval rychleji nez templat (doslo ke zkraceni genu). Poté byla provedena ligace, tedy
spojeni linearnich vlaken PCR produktu do cirkularniho plazmidu. Ke 3 pl PCR smési byly
pridany 2 pl 5x liga¢niho pufru (,,Rapid Ligation Buffer*), 2 ul sterilni vody a 0,5 ul T4
DNA ligazy a jemné promichano. Smeés byla kratce centrifugovana a inkubovana pfi
laboratorni teploté¢ 10 min. Poté byla liga¢ni smés pouzita na transformaci kompetentnich

bunek E. coli Topl0 (viz kap. 4.7.)

templat

Del P
. e

mutantni plazmid

: linearni mutantni .
i vldkno g
;| = e ) —

Amplifikace templétu s dvéma Ligace linearnfho Transformace plazmidu
fosforylovanymi primery vlakna do plazmidu do E. coli

Obr. 12: Schéma mutageneze pro pfipravu zkracené varianty p-galaktosidazy
BgaD-B. Pievzato a upraveno z ndvodu od ThermoFisher Scientific.
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4.6. Izolace a preparace genu bgaD
4.6.1. Izolace genu v analytickém mnozZstvi

Kompetentni bunky E. coli Topl0 (100 ul) byly transformovany 10 pl plazmidu
nesouciho gen mutantni B-galaktosidazy bgaD-A-E532G nebo 10 pl plazmidu nesouciho
gen zkracené varianty bgaD-B. Vneseni plazmidu do bunék bylo provedeno pomoci
tepelného Soku pii 42 °C. Po regeneraci bunék pii 37 °C, byly bunky zakoncentrovany
centrifugaci a naneseny na misku s LB agarem s ampicilinem (100 pg/ml). Misky byly
inkubovany pii 37 °C do druhého dne.

Izolace genu v analytickém mnozstvi slouzi k odliSeni kolonii s pozadovanym
(mutantnim) plazmidem od kolonii s WT plazmidem; proto je vhodné ud¢€lat vybér vétsiho
mnozstvi kolonii (v naSem piipadé ze Sestnacti kolonii). Nejprve byly 3 ml LB media s
ampicilinem (100 pg/ml) v 50ml centrifugac¢ni zkumavce zaockovany jednou izolovanou
kolonii z narostlé misky. Tyto kultury byly kultivovany pii 37 °C a 250 ot./min a druhy den
byly zpracovany pomoci komeréniho kitu ,,High Pure Plasmid Isolation Mini Kit*
(MiniPrep).

Kultury v centrifuga¢nich zkumavkach byly centrifugovany 10 min pti 5000 ot./min a
12°C. K peletim bylo pfidano 250 pl pufru ,,Suspension Buffer, bunky byly
resuspendovany a vzniklé suspenze byly pievedeny do sterilnich mikrozkumavek, poté bylo
ptidano 250 pl lyza¢niho pufru (,,Lysis Buffer*) a inkubovano 5 min pfi laboratorni teploté.
Dale bylo pfiddno 350 pl vychlazeného pufru pro navazdni DNA na kolonu (,,Binding
Buffer*) a inkubovano 5 minut na ledu. Po inkubaci byla smés centrifugovana 10 min pii 13
500 ot./min a 12 °C. Supernatant byl pfeveden na kolonu a centrifugovan 1 min pii 10 000
ot./min. Poté byla kolona promyta 500 pl promyvaciho pufru I, centrifugovana na 1 min, 10
000 ot./min a 700 pl promyvaciho pufru II (,,Wash Buffer) a opét centrifugovana. Nasledné
byla provedena centrifugace prazdné kolony 2 min a 13 500 ot./min. Protekly roztok byl
vylévan do odpadu. Kolona byla umisténa do sterilni mikrozkumavky, bylo na ni naneseno
30 pl sterilni vody a centrifugovano 1 min na 10 000 ot./min, protekld voda byla vracena na
kolonku a znovu centrifugovana.

Cistota izolovanych plazmidd byla ovéfena agarézovou elektroforézou (1% gel) v
IXTAE pufru. Jako referencni vzorek byl pouzit plazmid bgaD-A-WT. Vzorky, které
obsahovaly produkt odpovidajici retenci referencnimu vzorku (u bgaD-B byla migrace

vzork rychlejsi z divodu mensi velikosti genu) byly sekvenovany Sangerovou metodou (ve
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firmé SEQme s.r.0.). Sekvenace byla vyhodnocena v programu Nucleotide BLAST a bylo

zjisténo, které vzorky obsahuji pozadovanou mutaci, popi. zkraceny gen.

4.6.2. Izolace genu v preparativnim mnoZstvi

Izolace genu v preparativnim mnozstvi se pouziva, pokud chceme ziskat DNA ve
vysoké Cistot¢ a koncentraci. Ziskame tak plazmid, ktery mizeme vyuzivat na metody
molekularni biologie i k rekombinantni expresi dané¢ho proteinu. Touto metodou byl
izolovén gen B-galaktosidazy z Bacillus circulans bgaD-A ze syntetického plazmidu (Takara
Bio Inc.), gen mutantni -galaktosidazy bgaD-A4-E532G a gen zkracené varianty bgaD-B.
Genovy konstrukt B-galaktosidazy bgaD-A byl navrzen dle literatury (Song et al. 2011) a
vlozen do expresniho vektoru pCold II (viz Obr. 13) pomoci restrikénich mist Sacl/Sall.
Syntézu genu a jeho klonovani do vektoru provedla firma Generay (Cina). Expresni vektor
pCold II se pouziva na chladovou produkci umoznujici spravné sbaleni proteini. Vektor
obsahuje promotor Proteinu A chladového Soku (cspA4). Selektivni indukce syntézy cilového
proteinu probihd pfi nizké teploté (15 °C), coz potlaci expresi hostitelskych proteinti a snizi
aktivitu protedz. Kromé cspA promotoru expresni vektor obsahuje /ac operator, gen
ampicilinové rezistence (amp), pocatek replikace ColE1, M13 IG fragment, vicenasobné
klonovaci misto (MCS), prvek zvySujici translaci (TEE) a histidinovou kotvu (His-Tag)
(“PCold DNA Cold-Shock Expression System” n.d.).

cspA 3" UTR
multiple cloning site

cspA 5" UTR
lac operator
cspA promoter

pCold Il DNA
(4,392 bp)

ColE1 ott

S

Obr. 13: Expresni vektor pCold II pouzivany pro chladovou
expresi [-galaktosidaz v E. coli pti 15 °C. (TaKaRa Bio Inc.)

Kompetentni buniky E. coli Top10 byly transformovany 0,5 pl plazmidu (1 az 3 ng dle

daného plazmidu), transformované buniky byly naoCkovany na misky s LB agarem
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obsahujicim ampicilin (100 pg/ml) a kultivovany na 37 °C do druhého dne. Poté bylo 100
ml LB média s ampicilinem (100 pg/ml) zaockovéano jednou narostlou kolonii z misky.
Kultura byla kultivovana alespoil 16 hod pti 37 °C a 250 ot./min. Druhy den byla kultura
zpracovana pomoci komer¢niho setu ,,Genopure Plasmid Midi Kit“, obsahujiciho rizné
pufry a kolonky na zachyceni a precisténi DNA.

Narostla kultura byla centrifugovana 20 minut pfi 5000 ot./min a 8 °C, pelet byl
resuspendovan v 8 ml pufru (,,Suspension Buffer), po promichani bylo pfidano 8 ml
lyzaéniho pufru (,, Lysis Buffer ) promichano a inkubovano 2 minuty na ledu. Po pfidani 8
ml neutraliza¢niho pufru (,, Neutralisation Buffer “) k suspenzi a inkubaci 5 minut na ledu se
utvotily bilé vlocky. Kolonka byla umisténa do stojanu a promyta 2,5 ml pufru
(,, Equilibration Buffer). Nasledn¢ byl lyzat zfiltrovan pfes skladany filtr umistény
v nalevce a ponechan vykapat na kolonku. Po proteceni byly do kolony ptfidany 2x4 ml
promyvaciho pufru (,, Wash Buffer ) a eluat byl ponechan vykapat do odpadni nadoby.

Dale byla provedena eluce plazmidu pufrem (,, Elution Buffer ) ptedehfatym na 50 °C;
plazmid byl jiméan do sterilni centrifugacni zkumavky. K roztoku bylo pfidano 3,6 ml
propan-2-olu a inkubovano pfti 4 °C ptes noc, ¢imz doslo k vysrazeni DNA. Druhy den byl
roztok po 1 ml pipetovan do mikrozkumavky a centrifugovan 30 minut pii 4 °C a
15 000 ot./min. Po centrifugovéani celého roztoku byl opatrné odpipetovan supernatant a
pelet s DNA byl promyt 1 ml sterilniho 70% ethanolu. Roztok byl promichan a znovu
centrifugovan 10 minut ptfi 15 000 ot./min a 4 °C. Ethanol byl odpipetovan a peleta ve
zkumavce se nechala susSit voln€ na vzduchu alespon ptes noc. K suché peleté bylo ptidano
100 pl sterilni vody a ponechano pomalu rozpoustét (cca 1 hod).

Z roztoku byla stanovena Cistota a koncentrace izolované DNA. Stanoveni bylo
provedeno spektrofotometricky za pouziti deuteriové lampy pii 260 nm a 280 nm
(koncentrace proteintt).

Cistota a koncentrace DNA byly vypoéteny podle nasledujicich vztahi:

A260

Cistota DNA =
Azgo

koncentrace DNA = A,¢, X fedéni X k (kde k= 50, fedéni = 250).

Sekvence izolovanych plazmidl byla ovétena Sangerovou metodou sekvenace (firmou
SEQme s.r.0.) s naskleducicimi sekvenaénimi primery:

e pCOLD Fw:5- ACGCCATATCGCCGAAAGG -3’
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e pCOLD Re:5- GGCAGGGATCTTAGATTCTG - 3’

e BgaD-A MidFw: 5'- CACCATGATTTAGGGGCGCTTGGGGCG - 3’
e BgaD-A MidFw2: 5'- CATACAAAGAAACAAAGGATGGAAA -3’
e BgaD-A MidRe: 5'- ACAATCACTTTTGCTTGGGCTTTTA - 3’

4.7. Transformace kompetentnich bunék E. coli

Kompetentni buniky E. coli BL21 Gold (DE3) byly transformovany izolovanym genem
B-galaktosidazy z B. circulans izoformy A (bgaD-A-WT), popf. mutantnim genem
bgaD-A-E532G ¢i genem zkracené formy bgaD-B. Alikvot 100 pl bunék v mikrozkumavce
byl rozmrazen na ledu, poté bylo steriln¢ piidano 0,5 pl plazmidu bgaD, smés byla lehce
promichdna a ponechana inkubovat na ledu 20 min. Dale byl proveden teplotni Sok, kdy
transformované buiiky byly vloZeny do termomixéru na 42 °C po dobu 75 s. K buitkkdm byl
pak pfidan 1 ml LB média a buiiky byly ponechany inkubovat alespoii 1 hod pti 37 °C a 300
ot./min, aby doslo k jejich regeneraci.

Poté byly buiniky centrifugovany pii 15 000 ot./min a 12 °C na 10 min. Odebranim 0,8
ml supernatantu byly buniky zakoncentrovany, zbytek bun¢k byl resuspendovéan a nanesen
na misky s LB agarem s ampicilinem (100 pg/ml). Misky byly ponechany inkubovat pfi
37 °C do druhého dne.

4.8. Rekombinantni exprese a purifikace B-galaktosidaz

4.8.1. Kultivace bakterii

Narostlé kolonie po transformaci byly zaockovany do ¢ty 100mL ban¢k s 20 ml LB
media s ampicilinem (100 pg/ml) a inkubovany pti 37 °C a 160 ot./min po dobu 16 hod.
Poté byly narostlé prekultury byly prelity do 1L ban¢k s 200 ml LB media s ampicilinem
(100 pg/ml) a inkubovany pii 37 °C a 200 ot./min. Byla sledovana opticka denzita (OD)
rostouci kultury a pfi ODsoo vétSim nez 1 byla provedena indukce ptiddnim IPTG (0,1mM).
Kultivace bakterii probihala dale pti 15 °C a 200 ot./min alespoii 24 hod.

Tato metoda se nazyva chladova produkce, kdy je tfeba bakterie ponechat rist pii nizké
teploté, aby doslo ke spravnému sbaleni proteinu. Metoda byla pfevzata a upravena z (Song,

Imanaka et. al. 2011). Produkce byla ukon¢ena na vrcholu exponencialni faze. Bakterie byly
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centrifugovany pii 5000 ot./min a 4 °C na 20 min. Bunéény pelet byl pfemistén do
centrifugaéni zkumavky a zmrazen pfti - 20 °C, aby doslo k naruseni bunécné stény, a bylo

tak dosazeno vétSiho vytézku pii purifikaci.

4.8.2. Purifikace enzymu afinitni chromatografii

Ke zmrzlym bunkam bylo pfidano 40 ml ekvilibra¢niho pufru a 400 ul PMSF (inhibitor
proteaz) a buniky byly ponechany rozmrazit na ledu. Poté bylo provedeno 6 cykla sonikace
na ledu (1 min sonikace a 2 min pauza) s 52% amplitudou. Po sonikaci byla suspenze
rozdélena po 2 ml do mikrozkumavek a centrifugovana pti 4 °C a 13 500 ot./min na 15 min.
Supernatant byl prelit do Cisté centrifuga¢ni zkumavky, doplnén ekvilibranim pufrem na
objem 50 ml a ptefiltrovan (0,8 pm). Timto byl vzorek pfipraven na naneseni na kolonu.

Vyprodukovana [3-galaktosidaza nese na N-konci histidinovou kotvu, diky niz je mozna
purifikace pomoci chelata¢ni afinitni chromatografie (IMAC, Immobilized Metal Affinity
Chromatography). Byla pouzita kolona na bazi sefarézy HisTrap HP (5 ml) a nizkotlaka
(maximaln& 0,5 MPa) chromatografickd sestava Akta Prime plus. Pfed nanesenim vzorku
byla kolona promyta 150 ml prefiltrované dvojité destilované vody a 150 ml ekvilibra¢niho
pufru (priatok 5 ml/min). Poté byl nanesen vzorek a nastaven pritok na 1 ml/min. Po
naneseni vzorku byla kolona znovu promyvana ekvilibracnim pufrem (2 ml/min), aby se
odstranily nespecificky navdzané proteiny, dokud nebyla absorbance pfi stanoveni proteint
dle Bradforda nizsi nez 0,02 (cca 1 hod).

[-Galaktosidaza byla z kolony uvolnéna elu¢nim pufrem s obsahem 100mM imidazolu
(2 ml/min). Eluce byla monitorovana pomoci UV detektoru a byly sbirany frakce po 1 ml.
Po dokonceni eluce byla kolona promyta 150 ml elu¢niho pufru, 150 ml filtrované dvojité
destilované vody a 150 ml 20% etanolu (5 ml/min) a uskladnéna v lednici. Proteinové frakce
byly analyzovéany Bradfordovou metodou, frakce s vysokym obsahem proteinu byly spojeny
a dialyzovany ve 2 x 5 litrech dialyzacniho pufru celkem 20 hod. Po dialyze byl

vyprodukovany enzym steriln¢ piefiltrovan a Cistota byla ovéfena na 5% SDS gelu.
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4.9. Charakterizace rekombinantnich B-galaktosidaz
4.9.1. Cistota a koncentrace proteinu

Cistota rekombinantni purifikované B-galaktosidazy byla stanovena pomoci SDS
elektroforézy v polyakrylamidovém gelu (SDS-PAGE). Nejprve byl ptipraven 6% separacni
gel, ktery byl nanesen do sklenéné aparatury Bio-Rad pfiblizné 1,5 cm od vrchniho okraje.
Separacni gel byl pfevrstven 1 ml n-butanolu, aby nedoslo k vyschnuti gelu. Po ztuhnuti gelu
pii 40 °C byl odsat butanol a na gel byl nanesen gel zaostfovaci, do néj byl vsunut hiebinek
a gel byl ponechan pfi laboratorni teploté ztuhnout.

Vzorky obsahujici 2040 pg proteinu byly smiseny s 5% koncentrovanym vzorkovym
pufrem obsahujicim denaturacni ¢inidla SDS a DTT. SDS kromé denaturace proteinti obali
protein a udeli mu negativni naboj, DTT zpasobi redukci disulfidovych miistkii, coz je oboji
nutné pro spravné rozdéleni proteinu v gelu. Poslednim krokem ptipravy vzorkll byla
denaturace zahtatim na 99 °C po dobu 5 minut v termomixéru. Vzorky byly naneseny do
jamek SDS gelu, ktery byl umistén do separacni vany s elektrodovym pufrem. Do prvni
jamky byl vzdy nanesen hmotnostni marker HMW. Elektroforéza byla zahajena uzavienim
vany a ptipojenim ke zdroji proudu s nastavenym napétim 130 V. Po ukonceni elektroforézy
byl gel vyjmut z aparatury, obarven barvicim roztokem obsahujicim Coomasie Brilliant
Blue, odbarven odbarvovacim roztokem a nasledné uchovan v 1% kyseliné octové pti 4 °C.

Stanoveni koncentrace proteinu ve vzorku [B-galaktosidazy bylo provedeno pomoci
Bradfordovy metody, ktera je zaloZena na interakci proteinti s barvivem Coomassie Brilliant
Blue G-250 (CBB) v kyselém prostiedi. KdyZ dojde k navazani barviva na protein, zméni se
zabarveni roztoku z hnédé na modrou, zbarveni je pak stanoveno spektrofotometricky pti
595 nm. Za zménu zbarveni jsou zodpovédné zejména bazické aminokyselinové zbytky
v polypeptidu, mnozstvi navazaného barviva je tedy zhruba pfimo umérné mnozstvi
pozitivnich nabojl v proteinu.

Na stanoveni koncentrace proteinu v nezndmém vzorku je tfeba kalibracni pfimka
naméfend za stejnych podminek. V tomto piipadé byla vyuzita kalibrace na hovézi
v-globulin, z kalibrace byla ziskana hodnota konstanty nutnd pro vypocet koncentrace
proteinu. Samotné méteni bylo provedeno smichanim 100 pl vhodné nafedéného vzorku
proteinu s 1 ml Bradfordova c¢inidla a inkubaci pfi laboratorni teploté¢ 15 min. Poté byla

zmeéfena absorbance proti referencnimu vzorku (jen voda a ¢inidlo) pii 595 nm.
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4.9.2. Aktivita enzymu

Stanoveni hydrolytické aktivity B-galaktosidaz bylo provedeno spektrofotometricky pii
420 nm. Pfi této vinové délce v bazickém prostredi vyrazné absorbuje p-nitrofenol, ktery je
odstépen z p-nitrofenyl-B-D-galaktopyranosidu (pNP-Gal), substratu -galaktosidazy. Méteni
bylo provadéno paralelné alespon ve tfech stanovenich proti referenénimu vzorku obsahujici
pouze substrat a pufr bez enzymu.

Do mikrozkumavky v termomixéru byl napipetovan substrat (2 mM) v acetdtovém
pufru pH 5,0. Reakéni smés byla vytemperovana na 35 °C. Poté byla reakce zahajena
piidavkem enzymu (10 pul) a ponechana bézet 10 minut pii 850 ot./min (¢as je mozné upravit
dle hodnoty absorbance, tak aby platil Lambertliv-Beertiv zdkon a linearni zavislost rychlosti
enzymové reakce na Case). Reakce byla ukoncéena ptidavkem 1 ml 0,1M Na2COs3 a byla

zm¢étena absorbance pii 420 nm.

Z namétenych hodnot absorbanci byla aktivita vypoc¢tena podle vztahu:
ABS - Vcelk ‘TFed
k-t-Vens

AKT (U/ml) =

kde AKT je aktivita enzymu v jednotkdch U/ml, ABS je pramér absorbanci, Veeik je
celkovy objem reakéni smési (50 pl), 7ed je fedéni zasobniho roztoku pouzitého enzymu,
k je konstanta linearni zavislosti absorbance na koncentraci p-nitrofenolu pti 420 nm, ¢ je
reak¢ni ¢as a Venz je objem enzymu ptidaného do reakce.

Touto metodou bylo déle stanoveno pH a teplotni optimum -galaktosiddz. pH optimum
bylo stanoveno v prostiedi univerzalniho Britton-Robinsonova pufru (sloZeni viz kapitola
4.2.), ktery se pouziva v rozmezi hodnot pH od 2 do 12. Pufr byl pouzit v reakéni smési i k
fedéni enzymu. Aktivita byla stanovena pfi teploté¢ 35 °C. Ze tii paralelnich méteni byla
stanovena prumérnd hodnota aktivity a z grafu zavislosti aktivity enzymu na pH bylo
stanoveno pH optimum.

Teplotni optimum bylo stanoveno v acetatovém pufru pH 5,0. Stanoveni bylo
provadéno od teploty 20 °C, poté byla teplota reakéni smési zvySovana o 5 °C az do teploty,
kdy byl enzym zcela inaktivovan. Ze tfi paralelnich méfeni byla stanovena primérna
hodnota aktivity a z grafu zavislosti aktivity enzymu na teploté bylo stanoveno teplotni
optimum.

U mutantni varianty BgaD-A-E532G doslo mutaci nukleofilniho aminokyselinového

zbytku v aktivnim centru enzymu prakticky ke zruSeni hydrolytické aktivity, proto nemohla
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byt provedena klasickéd charakterizace jako u WT enzymu. Byla pouze zmétena zbytkova
aktivita se standardnim substratem pNP-Gal. Princip obnoveni hydrolytické aktivity je
zalozen na pridani externiho nukleofilu, ktery se vaze do aktivniho centra enzymu misto
aminokyselinového nukleofilniho zbytku a umoziuje tak opét vyuzit vodu jako substrat pro
reakci (Viladot et al. 1998). Byla proméfena zavislost aktivity mutantniho enzymu
k pNP-Gal se zvysujici koncentraci mravenc¢anu sodné¢ho (0,5 — 10 M) a azidu sodného

(0,5-3,5M) v 50mM Sorensenove pufru pH 6,0.

4.9.3. Enzymova kinetika

Stanoveni kinetickych parametri B-galaktosidaz BgaD-A a BgaD-B bylo provadéno
diskontinualni metodou. Stanoveni nelze provést kontinudlng, protoze absorb¢ni maximum
p-nitrofenolu v neutralnim pH, které je optimalni pro tyto enzymy, se vyrazné prekryva
s absorbénim maximem substratu, a proto je mozné méfit pouze pii nizkych vychozich
koncentracich substratu. Pfi stanoveni byla opét vyuzita kvantifikace absorbance
p-nitrofenolu jako pfi stanoveni enzymové aktivity. Byly pfipraveny reakéni smési o objemu
320 pl s riznymi koncentracemi substratu pNP-Gal (0,1 — 8 mM) a temperovany v
termomixéru na 25 °C pfi 850 ot./min.

Reakce byla zahdjena pfidavkem 80 pl enzymu. Z reakéni smési bylo od prvni minuty
v dvouminutovych intervalech odebirano 50 pl do 96 jamkové mikrotitracni desticky, kde
bylo piipraveno 100 pl 1M uhli¢itanu sodného pro zastaveni reakce. Reakce byly paralelné
provedeny ve tfech nezavislych métenich. Nasledné byla na pfistroji Sunrise Tecan zméfena
absorbance pti 420 nm. Z linearni zavislosti mnozstvi uvolnéného p-nitrofenolu (konstanta
umeérnosti z kalibraéni piimky & = 2525,2 mol/l) na Case reakce byla ziskdna pocatecni
rychlost reakce vo (mol/l/min) jako smérnice piimky. Hodnoty vo byly vyneseny v zavislosti

na koncentraci substratu v reakéni smési v programu GraphPad Prism dle vztahu:

S Kcat - [E]¢ - [S]
7 Ky +I[S]

kde ke znaci katalytickou konstantu [min™'], [E]: koncentraci enzymu, [S] koncentraci
substratu a Ky Michaelisovu konstantu [mmol/1].

Michaelisova konstanta je rovna koncentraci substratu, jiz je zapotiebi, aby bylo pfi
dané koncentraci enzymu dosazeno pocatecni reakéni rychlosti, kterd odpovida poloving
limitni rychlosti (Vmax). Hodnota Vmax je nejvys$si pocatecni reakéni rychlost, jiz mlize reakce

pfi dané koncentraci enzymu za urcitych podminek dosahnout. Katalyticka konstanta (kcat),
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nc¢kdy také Eislo pfemény, udava pocet molekul substratu, které mize jedna molekula

enzymu pfi nasyceni substratem preménit za jednu minutu.

4.10. Enzymova galaktosylace
4.10.1. Enzymova syntéza pomoci BgaD-A

Rekombinantni [-galaktosidaza BgaD-A (0,5 U) byla pouzita pro piipravu
funkcionalizovaného N-acetyllaktosaminu LacNAc-N3 (B-D-galaktopyranosyl-(1-4)-2-
acetamido-2-deoxy-f-D-glukopyranosyl-azid) a chitooligomernich linkeri s termindlnim
N-acetyllaktosaminem (LacNAc). Chitooligomerni linker je funkcionalizovany
oligosacharid obsahujici rizny pocet N-acetylglukosaminovych jednotek ((GlcNAc)2-N3 —
N,N’-diacetylchitobiosyl-azid, (GlcNAc)3-N3  —  N,N’,N"’-triacetylchitotriosyl-azid,
(GIeNAc)4-N3 — N,N',N"',N"""-tetracetylchitotetraosyl-azid), na ktery mohou byt pfipojeny
dalsi sacharidové jednotky. V tomto piipadé byl (GIcNAc)-N3 a (GlcNAc)3-N3
galaktosylovan, byla na n¢j enzymové pfipojena galaktoza. Takto pfipravené chitooligomery
mohou byt konjugovany na multivalentni nosi¢e a diky ptitomnosti chitooligomerniho
linkeru mize byt zvysSena afinita terminalniho LacNAc epitopu ke galektinim. Pro piipravu
funkcionalizovaného disacharidu LacNAc-N3 (3) dle obr. 14 byl pouzit jako donor pNP-Gal
(2) (30 mM) a akceptor 2-acetamido-2-deoxy-B-D-glukopyranosyl-azid (GlcNAc-N3) (1)
(200 mM) a pro piipravu galaktosylovanych chitooligomert (5) dle Obr. 15 byly pouzity
akceptory (GIcNAc)»-N3 (4) (100 mM).

NO,

oH_©H
%& ° Q
2 OH
/m B- galakt05|daza BgaD -A Hom /m/
1 NHAc 6h, 35 °C, pH 5,0 NHAc

Obr. 14: Schéma pfipravy funkcionalizovaného N-acetyllaktosaminu (LacNAc-N3). Donor — pNP-Gal (30
mM), akceptor — GlcNAc-N3 (200 mM). Vytvoteno v programu ChemDraw Professional 16.0.
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Obr. 15: Schéma enzymové galaktosylace chitooligomernich linkerd. Donor — pNP-Gal (30 mM), akceptor —
(GleNACc),-N3 (100 mM). Vytvoteno v programu ChemDraw Professional 16.0.

4.10.2. Enzymova syntéza pomoci BgaD-B

Zkracena izoforma [-galaktosiddzy BgaD-B (0,05 U) byla pouzita k syntéze
N-acetyllaktosaminu (LacNAc); tato reakce probihala ve vysokém vytézku. Pro ptipravu
LacNAc (7) dle Obr. 16 byl pouzit jako donor pNP-Gal (2) (30 mM) a akceptor 2-acetamido-
2-deoxy-D-glukopyranosa (GlcNAc) (6) (240 mM).

NO,
H_OH
e Q
2 OH
OH \\
(0]
HO OH
HO B—galaktosidaza BgaD -B HO
6 NHAc 5h, 35 °C, pH 6,0 NHAc

Obr. 16: Schéma ptipravy N-acetyllaktosaminu. Donor — pNP-Gal (30 mM), akceptor — GlcNAc (240 mM).
Vytvoteno v programu ChemDraw Professional 16.0.

4.10.3. Transglykosyla¢ni reakce s mutantni variantou BgaD-A-ES532G

Typickym substratem galaktosyntaz je a-D-galaktosylfluorid (a-GalF). Tento substrat
byl pouzit jako donor v transglykosyla¢nich reakcich, avSak bylo zjiSténo, Ze neni vhodnym
substratem pro mutantni variantu BgaD-A-E532G. Diky zbytkové hydrolytické aktivité bylo
mozné jako substrat pouZit standardni substrat pNP-Gal. Mutant BgaD-A-E532G byl pouzit
k syntéze funkcionalizovaného disacharidu LacNAc-N3 (3) obdobné jako dle obr. 14, ale
s reakcnim Casem 48 hodin. V této reakci fungoval tedy jako transglykosidasa.

VSechny reakéni smési s pozadovanymi sacharidy byly purifikovany gelovou
chromatografii na polyakrylamidovém gelu Biogel-P2 s vodou jako mobilni fazi o rychlosti
eluce 7 ml/hod. Produkty purifikace byly lyofilizovany a byla ovéfena jejich Cistota pomoci
HPLC a NMR ve spolupréci se specializovanymi oddélenimi v Mikrobiologickém tstavu

AV CR — Ing. Lucie Petraskova, Ph.D. (HPLC) a RNDr. Helena Pelantova, Ph.D. (NMR).
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5. Vysledky

5.1. Cilena mutageneze B-galaktosidazy
5.1.1. Priprava mutantni varianty BgaD-A-ES32G

Cilena mutageneze B-galaktosidazy BgaD izoformy A z B. circulans byla provedena
pomoci PCR. V komerénim genu bgaD-A-WT (viz kap. 4.6.2) byl katalyticky nukleofil —
kyselina glutamova — zaménén za glycin, a tim byl pfipraven mutant BgaD-A4-E532G. Na
mutagenezi byl pouzit komercni set QuickChange Lightning Site-Directed Mutagenesis Kit
od firmy Agilent Technologies a spolu s navrzenymi mutantnimi primery obsahujicimi
pozadovanou mutaci (viz kap. 4.5.1). Po PCR reakci byl zbyly WT plazmid rozstépen
pomoci restrikéni endonukledzy Dpnl a mutovany plazmid byl izolovan z preparativniho 1%
agardzového gelu pomoci komercniho setu JETquick Gel Extraction Spin Kit (fotografie

gelu viz Obr. 17); bylo postupovano podle kap. 4.5.1.

PCR Reakce

Obr. 17: Preparativni 1% agarézovy gel na separaci PCR produktu.
Vlevo referen¢ni vzorek WT genu, rozdéleni PCR reakce do dvou drah.

Izolovany mutantni plazmid byl transformovan do kompetentnich bun¢k E. coli Top10
a Sestnact narostlych kolonii bylo zaockovano do LB media s ampicilinem. Nésledné byla
provedena selekce kolonii a izolace DNA v analytickém mnozstvi pomoci komer¢niho setu
High Pure Plasmid Isolation Kit; postup viz kap. 4.6.1. Izolované plazmidy byly
analyzovany na 1% agar6zovém gelu - prouzky DNA obsahujici poZadovany gen
odpovidaly retenci WT genu (viz Obr. 18). Vybrané kolonie 1-10 byly sekvenovany
Sangerovou metodou firmou SEQme, s.r.o. Sekvenace byly analyzovany v programu
Nucleotide BLAST a bylo zjiSténo, které kolonie obsahuji mutovany gen. Kolonie 2, 5, 6 a
8 obsahovaly WT gen, kolonie 1, 3, 4, 7, 9 a 10 obsahovaly pozadovany mutantni gen.
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Obr. 18: Analyticky 1% agarozovy gel izolovanych plazmidi ze selekce kolonii. Cisla oznacuji
danou kolonii. Kolonie 1-10 byly sekvenovany. Kolonie 2, 5, 6 a 8 obsahovaly WT gen, ostatni
sekvenované kolonie obsahovaly pozadovanou mutaci v genu.

5.1.2. Priprava zkracené varianty BgaD-B

Zkracena varianta [3-galaktosidazy z B. circulans BgaD-B byla téz ptipravena pomoci
PCR. Na mutagenezi byl pouzit komercni set ,,Phusion Site-Directed Mutagenesis Kit*“ od
firmy ThermoScientific a mnou navrzené 5’-fosforylované primery (viz kap. 4.5.2.). Po PCR
reakci byly linearni iseky DNA spojeny do cirkuldrniho plazmidu pomoci T4 DNA ligazy.
Poté byl plazmid transformovéan do kompetentnich bunék E. coli Top10 a Sestnact narostlych
kolonii bylo zaockovano do LB media s ampicilinem.

Nasledné byla provedena selekce kolonii a izolace DNA v analytickém mnoZstvi
pomoci komer¢niho set ,,High Pure Plasmid Isolation Kit“ viz kap. 4.6.1. Izolované
plazmidy byly analyzovéany na 1% agar6zovém gelu; prouzky DNA obsahujici zkraceny gen
migrovaly rychleji nez WT gen (viz Obr. 19). Kolonie 1, 4, 6-12 a 15 byly sekvenovany
Sangerovou metodou firmou SEQme s.r.o. Sekvenace byly analyzovany v programu
Nucleotide BLAST a bylo zjisténo, které¢ kolonie obsahuji zkraceny gen. VSechny

sekvenované kolonie obsahovaly gen zkracené varianty -galaktosidazy bgaD-B.

Obr. 19: Agardzovy gel izolovanych plazmidii ze selekce kolonii. Cisla oznaéuji danou kolonii.
Kolonie 1, 4, 6-12, 15 byly sekvenovany. VSechny sekvenované kolonie obsahovaly zkraceny
gen (bgaD-B).
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5.2. Izolace genu B-galaktosidaz

Na zacatku prace byl navrzen konstrukt B-galaktosiddzy bgaD-A-WT s histidinovou
kotvou a vloZen do vektoru pCold II pomoci restrikénich mist Sacl/Sall na zaklad¢ literatury
(Song, Imanaka et al. 2011). Synteticky gen B-galaktosidazy z B. circulans bgaD-A-WT
v expresnim vektoru pCold II od firmy Takara Bio Inc. byl transformovan do kompetentnich
bunék E. coli Top10 a jedna narostld kolonie byla zaockovana do LB media s ampicilinem.
Nasledné byla provedena izolace DNA v preparativnim mnoZstvi pomoci komercniho setu
Genopure Plasmid Midi Kit, podrobn¢ viz kap. 4.6.2. Podobn¢ byly namnozeny a izolovany
1 geny mutantni 3-galaktosidazy bgaD-A-E532G a zkracené izoformy bgaD-B. Koncentrace

a Cistota DNA izolovanych plazmidd je uvedena v Tab. 1.

Tab. 1: Koncentrace a Cistota DNA izolovanych gend -galaktosidaz.

Izolovany gen Koncentrace DNA [pg/ml] Cistota DNA (Aa60/A2so)
bgaD-A-WT 7550 1,7
bgaD-A-E532G 6791 1,6
bgaD-B 2089 1,6

Spravnost sekvenci izolovanych genl byla ovéfena Sangerovou metodou sekvenace
firmou SEQme s r.0. Sekvence ptipravenych gent B-galaktosidaz je uvedena v ptiloze 1. Na
sekvenaci touto metodou bylo potieba pét primerd, aby doslo prekryti sekvence celého genu

(5214 bp). Primery jsou uvedeny téz v ptiloze 1.

5.3. Exprese a purifikace B-galaktosidaz

Ptipravené geny B-galaktosidaz byly pouZity k heterologni expresi enzymt v E. coli.
Navrzené genové konstrukty jsou komeréné zaklonovany v expresnim vektoru pCold II,
ktery je vhodny pro chladovou produkei proteini (podrobné viz kap. 4.6.2). Kompetentni
bunky E. coli Top10 byly transformovany plazmidy nesoucimi geny bgaD-A-WT, bgaD-B a
bgaD-A-E532G. Vsechny ptipravené konstrukty obsahovaly na N-konci histidinovou kotvu.
Narostlé kolonie byly o¢kovany do LB media s ampicilinem a vzniklé prekultury byly
oc¢kovany do vétsiho objemu LB media s ampicilinem (hlavni kultura). Hlavni kultury byly

kultivovany pii 37 °C a jejich rlst byl analyzovan méfenim optické denzity pii 600 nm
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(ODs00). Po nartstu kultur s ODeoo vEtsi nez 0,8 byla provedena indukce pfidanim IPTG a
kultury byly déle kultivovany pii 15 °C. Z namétenych hodnot absorbanci pii 600 nm byl
sestrojen graf zavislosti ODeoo na ¢ase (viz Obr. 20). Byly sestrojeny ristové kiivky E. coli
pfi produkci B-galaktosidazy izoformy A (BgaD-A-WT), B-galaktosidazy izoformy B
(BgaD-B) a mutantni formy [-galaktosiddzy izoformy A (BgaD-A-E532G).

BgaD-A

w
I

Optickd denzita bunék (ODy,)
o
< IPTG a 15 °C

BgaD-B

—e— BgaD-A-E532G

N
[e)]

[ERN

0,2
0 5 10 15 20 25 30

Cas kultivace [h]

Obr. 20: Graf rastovych kiivek E. coli pti produkcei B-galaktosidaz. Po 3 h pti 37 °C byla
provedena indukce exprese enzymu pomoci IPTG a kultury byly inkubovany pfi 15 °C.

Po ukonceni kultivace byly bunky oddéleny od media centrifugaci a zmrazeny pfi
—20 °C. Enzym byl z bun€k uvolnén sonikaci a byl purifikovan ze supernatantu afinitni
chromatografii na koloné HisTrap pomoci purifikaéniho systému Akta Prime Plus.
Navazany enzym, ktery nesl na N-konci histidinovou kotvu, byl z kolony uvolnén pufrem
obsahujicim imidazol. Uk&zkovy zaznam z purifikacniho programu Prime View je zobrazen

na Obr. 21.
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Obr. 21: Graf elu¢niho vrcholu purifikace -galaktosidazy BgaD-A-E532G z programu Prime View.
Osa Y zobrazuje hodnoty UV na detektoru a osa X ukazuje objem pufru protekly pies kolonu.

Byly sbirany frakce o objemu 2 ml a na zaklad¢ stanoveni koncentrace proteinti podle
Bradforda byly vybrany frakce obsahujici vysoky obsah proteint. Purifikované enzymy byly
dialyzovany ve 2 x 5 1 50mM Soérensenova pufru pH 6,0. Dialyzované enzymy byly poté
sterilné prefiltrovany a uchovavany pii 4 °C. Mnozstvi produkovanych enzymi jsou uvedena
v Tab. 2. Koncentrace proteinti ve vyslednych vzorcich B-galaktosiddaz byla stanovena
metodou podle Bradforda. Daéle byla stanovena specifickd aktivita enzymi k

chromogennimu substratu pNP-Gal (U/mg).

Tab. 2: Mnozstvi produkovanych (-galaktosidaz.

Enzym mbunék na 11 m proteininal g Specificka aktivita
media [g] bunck [mg] [U/mg]
BgaD-A 6,7 19,0 11,7
BgaD-A-E532G 53 18,3 510
BgaD-B 8,0 14,8 3,2

Z hodnot specifické aktivity produkovanych enzymu je patrné, Ze mutantni forma
BgaD-A-E532G ma témét zanedbatelnou zbytkovou hydrolytickou aktivitu (0,004 % ve
srovnani s WT) a zkracena forma BgaD-B ma nizsi specifickou aktivitu k pNP-Gal nez
BgaD-A. Vytézky ziskanych Cistych proteinti jsou ve vSech tiech ptipadech srovnatelné,

takze bodova mutace nepfinesla zadné vyznamné zhorSeni produkce enzymu.
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5.4. Charakteristika pripravenych B-galaktosidaz
5.4.1. Koncentrace a ¢istota B-galaktosidaz

Cistota rekombinantnich B-galaktosidaz byla ovéfena pomoci SDS-PAGE elektroforézy
v polyakrylamidovém gelu. Vysledny gel je zobrazen na Obr. 22.

BgaD-A BgaD-A-E532G BgaD-B HMW

1 2 3 4 5 6 7  kDa
220
170
116
76

Obr. 22: SDS-PAGE analyza purifikovanych 3-galaktosiddz. Drahy 1, 2:
BgaD-A; 3, 4: BgaD-A-E532G; 5, 6: BgaD-B, 7—-HMW (,,high molecular
weight marker ).

Z SDS-PAGE gelu je patrné, ze mutant BgaD-A-E532G (189,2 kDa) odpovida velikosti
WT enzymu BgaD-A (189,3 kDa), zatimco zkracena varianta (-galaktosidazy BgaD-B
migruje v gelu rychleji, coz odpovida jeji velikosti 154,9 kDa. VSechny produkované

enzymy maji Cistotu vyssi nez 95 %.

5.4.2. Aktivita pripravenych B-galaktosidaz

Byl stanoven vliv pH a teploty na aktivitu pfipravenych [-galaktosidaz. Pro
B-galaktosidazu A (BgaD-A) jsou zavislosti aktivity na pH a teploté zndzornény na obr. 23
a pro [-galaktosiddzu B (Bga D-B) na obr. 24. pH optimum pro BgaD-A bylo stanoveno na
pH 6,0 a pH optimum pro BgaD-B na pH 6,5. Poté byla proméfena zavislost enzymové
aktivity na teploté v Sérensenové pufru pH 6,0; teplotni optimum BgaD-A bylo stanoveno

na 40 °C a pro BgaD-B na 65 °C.
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Obr. 24: Prub¢h zavislosti B-galaktosiddzy BgaD-A na pH (A) a na teploté (B). Aktivita stanovena
z praméru tii paralelnich méfeni, chybové tisecky zobrazuji standardni odchylku hodnot aktivit.
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Obr. 23: Prub¢h zavislosti B-galaktosidazy BgaD-B na pH (A) a na teploté (B). Aktivita stanovena
z praméru tii paralelnich méfeni, chybové tisecky zobrazuji standardni odchylku hodnot aktivit.

Dale byla prométena zavislost hydrolytické aktivity mutantni formy [-galaktosidazy
BgaD-A-E532G na koncentraci externiho nukleofilu — formiatu sodného a azidu sodného
(viz kap. 4.9.2). Obnoveni hydrolytické aktivity se podafilo pouze pfidavkem formiatu
sodného, pfidanim azidu sodného nemélo na hodnotu zbytkové aktivity mutantniho enzymu
zadny vliv. Zavislost hydrolytické aktivity BgaD-A-E532G na koncentraci formiatu sodného

je znazornéna na Qbr. 25.
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Obr. 25: Zavislost hydrolytické aktivity B-galaktosidazy BgaD-A-E532G se substratem
k pNP-Gal na koncentraci externiho nukleofilu formidtu sodného. Aktivita byla

stanovena z prumeéru tii paralelnich meéfeni, chybové Usecky zobrazuji standardni
odchylku hodnot aktivit.

5.4.3. Kinetické parametry -galaktosidaz

Pro enzymy BgaD-A a BgaD-B byly stanoveny kinetické parametry hydrolyzy se

standardnim substraitem pNP-Gal. Byla pouzita metoda diskontinualniho stanoveni.

Pocatecni rychlost reakce vo (mmol/l/min) byla stanovena jako smérnice piimky zavislosti

mnozstvi uvolnéného p-nitrofenolu na ¢ase. Ziskané hodnoty vo byly vyneseny v zavislosti

na vychozi koncentraci substratu v programu GraphPad Prism. Z naméfené zavislosti byla

stanovena Michaelisova konstanta (Km) a maximalni rychlost reakce (¥max). Z téchto veli¢in

byla nasledné spoctena katalyticka konstanta (kcat) a katalytickd ti¢innost (kca/Km). Definice

jednotlivych veli¢in jsou uvedeny v kap. 4.9.3. Grafy zavislosti pocatecni rychlosti reakce

na koncentraci substratu pro oba pfipravené enzymy jsou znazornény na obr. 26.
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Obr. 26: Prub¢h zavislosti pocatecni rychlosti hydrolytické reakce koncentraci substratu pro enzym
BgaD-A (A) a BgaD B (B). Vytvoieno v programu GraphPad Prism.
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Z grafii na obr. 26 byly vypocteny hodnoty kinetickych parametri pfipravenych

izoforem [3-galaktosidaz (viz tab. 3).

Tab. 3: Kinetické parametry rekombinantnich (3-galaktosidaz.

Vmax -1 kcat/KM
Enzym Rw[mM] - ol/min] eat [571] [1/s/mM]
BgaD-A 2,32+0,29 0,017 +6.10%  7,67+5.101° 3,31 £2.107
BgaD-B 2,39+ 0,50 0,054 +5.10° 6,70+ 4.10° 2,80 + 8.107

Z tab. 3 vyplyva, Ze kinetické parametry hydrolyzy substratu pNP-Gal jsou u obou
izoforem [-galaktosidazy z B. circulans BgaD-A 1 BgaD-B velmi podobné. I pies jejich

katalytickou podobnost se vSak chovaji rozdiln€ v syntetickych reakcich.

5.5. Enzymova galaktosylace

Ptipravené -galaktosidazy byly pouzity k enzymové galaktosylaci riznych sacharidi,
a byly tak ptipraveny oligosacharidové produkty s Sirokym vyuzitim, napi. jako inhibitory
galektinli nebo jako analogy galaktooligosacharidii matetského mléka. Galaktosylaci byly
pfipraveny disacharid LacNAc (GalB4GlcNAc), jeho funkcionalizovany derivat LacNAc-
N3, galaktosylovany N,N’-diacetylchitobiosyl-azid GalB4(GIcNAc)2-N3 a galaktosylovany
N,N',N"’-triacetylchitotriosyl-azid GalB4(GlcNAc)3-N3. Vytézky a Cistota produktii jsou
uvedeny v Tab. 4.

Tab. 4: Vytézky a Cistota pripravenych produktt

Produkt Enzym Vytézek [%] Cistota dle HPLC [%]
LacNAc BgaD-B 62 99
LacNAc-N; BgaD-A-E532G 25 78
GalB4(GlecNAc),-N3 BgaD-A 24 79
Galp4(GIcNAc)3-N; BgaD-A 18 67

Z Tab. 4 je patrné, ze vSechny produkty se podafilo pfipravit Cist¢ a v dobrych
vytézcich. Zkracena izoforma [-galaktosidazy BgaD-B je synteticky velmi €inné a reakce

probihaji ve vysokych vytézcich.
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Mutantni B-galaktosiddza BgaD-A-E532G byla analyzovana pii reakci s donorem
a-GalF, avsak reakce neprobihala. a-GalF pravdépodobné neni vhodnym substratem pro
tento enzym. Dle molekularniho modelovani, které bylo provedeno Dr. Natalii Kulik
z Centra nanobiologie a strukturni biologie MBU AV CR, se fluoridovy substrat sice vaze
do aktivniho centra enzymu stejné silné jako pNP-Gal, ale enzym ho neni schopny dale
procesovat. Enzym byl diky své zbytkové hydrolytické aktivité pouzit na syntézu
funkcionalizovaného disacharidu LacNAc-N3 s donorem pNP-Gal. Reakce si vyzadala delsi
¢as z diivodu nizké aktivity enzymu, na druhou stranu zde nedochéazelo k zadné hydrolyze
pozadovaného produktu. Mutantni enzym BgaD-A-E532G se tedy choval jako

transglykosidaza.
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6. Diskuze

Bakterie Bacillus circulans produkuje rizné typy P-galaktosiddz. B-Galaktosidaza
z B. circulans (BgaD) se hojné¢ vyuziva v potravinarském primyslu na syntézu
galaktooligosacharidii (GOS) pfidavanych do sacharidi matefského mléka (HMO) a
prebiotik (Yin et al. 2017). Analyza komer¢niho piipravku -galaktosidazy BgaD od firmy
Biolacta® (Daiwa Kasei, Shiga, Japan) ukazala, Ze obsahuje ¢tyfi izoenzymové varianty —
BgaD-A (189 kDa), BgaD-B (155 kDa), BgaD-C (135 kDa) a BgaD-D (92 kDa) (Song,
Imanaka, et al. 2011). Izoformy B-galaktosidazy jsou v bakteriich Bacillus circulans tvoteny
posttranslacné¢ zkrdcenim endogennimi protedzami na C-konci. Nejkrat$i izoforma
B-galaktosidazy BgaD-D byla jako jediné krystalizovana (Ishikawa et al. 2015); tento enzym
tvoti dlouhé fetézce galaktooligosacharidi a pouzivd se napf. pro pfipravu produktu

Vivinal® GOS.

Izoformy BgaD-A a BgaD-B byly pfedmétem této prace. Ani jedna z téchto variant
nebyla doposud podrobné&ji charakterizovana, ale predpoklada se, ze by mély byt selektivni
pro tvorbu glykosidové vazby (-1,4 a kratSich fetézcu oligosacharidi. Vzhledem k tomu, ze
komer¢ni piipravek surové nativni -galaktosiddzy obsahuje nezadouci vedlejs$i enzymové
aktivity (Tavares et al. 2020) a na trhu neni zadna regioselektivni 3-galaktosidaza, je studium
téchto izoforem smysluplné 1 =z praktického hlediska. Pomoci rekombinantnich
B-galaktosiddz je mozné ptipravit bioaktivni galaktosidy vyuZitelné napt. jako inhibitory

galektin?l.

Pro expresi konstruktu (3-galaktosidazy bgaD-A-WT s histidinovou kotvou byl navrzen
vektor pCold II. Tento vektor byl vybran na zaklad¢ literatury (Song, Imanaka et al. 2011)
z toho divodu, Ze se povazuje za vhodny pro vytéznou expresi a spravné sbaleni vétSich
proteind, jako je BgaD-A (189 kDa), za vyuZiti principu tzv. chladové kultivace. Klasickym
postupem kultivace pii 37 C by mohlo dojit k nesprdvnému sbaleni proteinu a tvorbé
inkluznich télisek. Vektor obsahuje promotor proteinu chladového Soku a pfi nizké teploté
kultivace (15 °C) dojde k indukci syntézy pozadovaného proteinu a zdroven snizeni exprese
hostitelskych proteinti a potlaceni aktivity protedz. Tim je rast bakterii zpomalen a proteiny
jsou spravné sbaleny. Komer¢ni plazmid byl dale pouzit na cilenou mutagenezi a

rekombinantni expresi enzymu.
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Pro cilenou mutagenezi B-galaktosiddzy BgaD-A byl vybran komercni set Quick
Change Lighting Site-Directed Mutagenesis Kit od firmy Agilent Technologies, ktery
umoznuje snadnou a rychlou mutagenezi plazmidi do velikosti 10 kpb (plazmid genu
bgaD-A ve vektoru pCold II ma velikost 9,6 kbp). Tento set byl zvolen také kvili lepSim
predchozim zkuSenostem Skoliciho pracovisté v porovnadni se samostatné dostupnymi DNA
polymerazami. Bylo postupovano podle instrukci vyrobce, ale uvedeny doporuceny postup
transformace nevedl k naristu kolonii po transformaci do kompetentnich bun¢k XL10-Gold
E. coli. Diivodem bylo pravdépodobné malé mnozstvi plazmidu (2 pl) k transformaci a/ nebo
jiné médium pro kultivaci (NZY" medium). Proto byl nasledné zvolen postup transformace
ovéieny na Skolicim pracovisti, kdy kompetentni bunky E. coli Top10 byly transformovany
10 pl mutantniho plazmidu a kultivovany na LBA médiu. V tomto pfipad¢ jiz doslo
k narhstu bakterialnich kolonii, které mohly byt pouZity na screening. Vzhledem k tomu, ze
Sest z deseti sekvenovanych vzorkii obsahovalo pozadovanou mutaci, lze fici, ze komer¢ni

set byl velmi G¢inny na cilenou mutagenezi.

Zkracena varianta [3-galaktosiddzy BgaD-B byla téZz pfipravena pomoci cilené
mutageneze. Gen B-galaktosidazy bgaD-A bylo nutné zkratit o 945 bazi, abychom ziskaly
gen [-galaktosidazy bgaD-B. Pro tento postup byl zvolen komercni set ,,Phusion Site-
Directed Mutagenesis Kit*“ od firmy ThermoFisher Scientific. Principem této metody byla
amplifikace DNA pouze do mista, kde kon¢i gen zkracené varianty. Primery byly navrzeny
tak, aby forward primer nasedal na 5’-konec genu bgaD-B a reverse primer na jeho 3 -konec.
Oba primery byly fosforylované na 5’-konci, aby mohla byt linearni vlakna DNA vytvoiena
PCR reakci spojena do cirkularniho plazmidu pomoci T4 DNA ligdzy. Pfi mutagenezi bylo
postupovano dle navodu ke komerénimu setu. V prvnim pokusu byl pouzit jako templat
nenafedény plazmid bgaD-A o vysoké koncentraci (5 pg) a 25 cykli pro PCR reakci. Déle
byla provedena ligace, transformace a izolace genu v analytickém mnozstvi. Zadny vzorek
vSak neobsahoval pozadovany gen zkracené varianty bgaD-B. Tento postup byl nevhodny
pravdépodobné kviili ptili§ vysoké koncentraci a nemohlo tak dojit k dostate¢né amplifikaci
zkraceného genu. V dalSim pokusu byl proto jako templat pouzit natedény plazmid bgaD-A
(1 ng) a 30 cyklt pro PCR reakci. V tomto piipade¢ jiz doSlo k amplifikaci genu zkracené

varianty a izolovany plazmid s ovéfenou sekvenci mohl byt pouZit pro produkei enzymu.

Postup chladové rekombinantni exprese [-galaktosidazy z B. circulans BgaD-A,

BgaD-B a BgaD-A-E532G v E. coli bylo nutno optimalizovat. Vinou nizké teploty
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nedochézelo totiz k dostatecnému nartistu bakterialni kultury, a tim byl vytézek produkce
nizsi. V prvnim pokusu produkce bylo ockovano prekulturou a vytvotrené hlavni kultury byly
hned inkubovany pti 15 °C a po tiech hodinach byla provedena indukce exprese enzymu
pridanim IPTG, jak je doporuceno v literatufe (Song, Imanaka et al. 2011). Produkce byla
ukoncena uz po 20 hodindch. Doslo vSak k malému nartistu bakteridlni kultury a nizkému
vytézku produkce enzymu. V optimalizovaném postupu byly hlavni kultury nejprve
kultivovany pti 37 °C, po nartstu optické denzity (ODeoo) na alespon 0,8 byla provedena
indukce exprese enzymu piidanim IPTG a teprve poté byly kultury kultivovany pti 15 °C.
Produkce byla ukonéena az po 28 hodinach, ve stacionarni fazi rtstu bunck. Doslo tak
k vétSimu nartista bakterii a ziskani vyssiho vytézku produkce B-galaktosidaz. Vsechny -
galaktosidazy byly dialyzovany v Sérensenové pufru pH 6,0 a po dialyze a sterilni filtraci

skladovany pfi 4 °C. Enzymy byly takto stabilni a aktivni po dobu n¢kolika mésicti.

VSechny pfipravené enzymové varianty [3-galaktosidaz byly biochemicky
charakterizovany za pouziti standardniho substratu pNP-Gal. Dle vysledkli z komeréniho
hrubého preparatu B-galaktosidazy z B. circulans jsme ocekéavali pH optimum mezi 5-7
(Tavares et al. 2020). Tento pfedpoklad se potvrdil, pH optimum [-galaktosidazy BgaD-A
bylo stanoveno na pH 6,0. Pii tomto pH ma enzym BgaD-A nejvyssi aktivitu, ale posléze se
ukazalo, Ze pro enzymovou galaktosylaci je vhodnéjsi pH 5,0 (acetatovy pufr), pii kterém
vznikd méné nezddoucich regioizomeri (Tavares et al. 2020). Dale byla proméfenim
zavislosti aktivity na stoupajici teploté stanoveno teplotni optimum. Teplotni optimum f3-
galaktosidazy BgaD-A bylo stanoveno na 40 °C. Tyto vysledky jsou obdobné jako u
rekombinantni 3-galaktosidazy BgaC z B. circulans (Fujimoto et al. 1998). Prib¢h zavislosti
aktivity B-galaktosidazy BgaD-B na pH byl vSak rozdilny. Byly zde nalezeny vétsi vykyvy
aktivity pti zmén¢ pH. To mlzZe byt zptisobeno rliznou protonaci enzymu a aktivaci enzymu
pfi daném pH. Pro enzymovou galaktosylaci za katalyzy [-galaktosiddzou BgaD-B bylo
zvoleno pH 6,0 (Sorensentiv pufr), které se z analytickych reakci zdalo optimalni pro syntézu
kratSich fetézch. Také teplotni optimum [-galaktosiddzy BgaD-B bylo odlisné od jeji delsi
izoformy a bylo stanoveno na 65 °C. Pii této teploté¢ ma enzym nejvyssi hydrolytickou
aktivitu, avSak pro enzymovou reakci se pouziva teplota 35 °C z divodu lepsi stability

enzymu a vyssi efektivity pfi syntéze sacharidovych produktii (Bojarova et al. 2019).

Dale byly stanoveny kinetické parametry [-galaktosiddz se standardnim substratem

pNP-Gal (maximdlni rychlost reakce Vmax a Michaelisova konstanta Kwm, katalyticka
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konstanta kecat). Z vysledkii vyplyva, Ze substrdt pNP-Gal nema vysokou afinitu k
B-galaktosiddaze (Km bylo stanoveno na 2,3 mM, vysoka afinita substratu by znamenala
fddoveé nizsi hodnotu Kwm), 1 tak je vhodny pro enzymovou galaktosylaci. Ob¢ izoformy
B-galaktosidazy BgaD-A i BgaD-B maji podobné kinetické parametry, a pfesto se chovaji
odlisné pti enzymové syntéze. Rozdilné chovani v syntetickych reakcich mize byt tedy dano
spiSe rozdilnou afinitou k sacharidovému akceptoru (Garcia-Oliva et al. 2019), ke

vznikajicimu produktu nebo jinymi parametry, které budou pfedmétem dalSiho studia.

Rekombinantni [B-galaktosidaza BgaD-A je selektivni pro pfipravu kratkych
sacharidovych fetézcl a byla pouzita na syntézu funcionalizovaného N-acetyllaktosaminu
(LacNAc-N3) a galaktosylaci chitooligomernich linkert, které se daji vyuzit jako vysoce
afinitni inhibitory galektind. Tato ¢ast prace byla formou posteru prezentovana na
mezinarodni konferenci EUROCARB 2019 v Leidenu. Pfipravend zkradcend forma
B-galaktosidazy BgaD-B je rovnéz selektivni pro syntézu kratSich sacharidi. Na rozdil od
B-galaktosidazy BgaD-A se jeji kratSi varianta ukazala jako G€innéj$i pro enzymovou
galaktosylaci riiznych substratti. Kromé toho u reakci katalyzovanych B-galaktosidazou
BgaD-B staci pouze nizkd koncentrace enzymu (fadové setiny U/ml). B-Galaktosidaza
BgaD-B byla pouzita na syntézu N-acetyllaktosaminu ve vysokém vytézku, ktery neni
mozZny dosdhnout pomoci jinych jiz zndmych glykosidaz ani BgaD-A. Potencial
B-galaktosidazy BgaD-B pro enzymovou galaktosylaci bude pfedmétem dalSi prace na

Skolicim pracovisti.

Mutantni forma [-galaktosidazy BgaD-A-E532G nemohla byt charakterizovana
klasickymi biochemickymi parametry z diivodu témét zanedbatelné hydrolytické aktivity.
U mutantnich glykosiddz je mozné obnoveni hydrolytické aktivity pfidanim externiho
nukleofilu, ktery zastoupi roli nukleofilniho aminokyselinového zbytku v aktivnim centru
enzymu. Obnoveni hydrolytické aktivity probiha rtiznym mechanismem podle daného
mutantu. Na obnoveni aktivity se jako externi nukleofil obvykle vyuziva azid sodny nebo
formiadt sodny. Vzdy je nutné ovéfit, ktery z nukleofilli bude pro dany mutantni enzym
vhodnéjsi. Napf. pro rekombinantni B-galaktosidazu z B. licheniformis mutant E138A nema
pfidavek formiatu sodného Zzadny efekt, ale pro mutant EI38A je formiat sodny lepsi
aktivator nez azid sodny (Viladot et al. 1998). Tento princip byl ovéfen i mymi vysledky.

Hydrolytickou aktivitu mutantni varianty [-galaktosidazy BgaD-A-E532G bylo mozné
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obnovit ptidavkem formidtu sodného, zatimco ptidavek azidu sodného nemél na aktivitu

zadny efekt. Formiat sodny se pravdépodobné se 1épe vaze do aktivniho centra enzymu.

Na tyto vysledky bylo navdziano analytickymi reakcemi se substratem
a-D-galaktopyranosyl fluoridem (a-GalF). Mutaci katalytického nukleofilu obvykle dojde
k Gplnému zruseni hydrolytické aktivity, a enzym tak katalyzuje jinym mechanismem, ktery
vyuziva a-glykosyl fluoridy opacné anomerni konfigurace nez piivodni substrat (podrobné
viz kap. 2.3.3). Napt. pomoci mutantni B-galaktosidazy z B. circulans BgaC-E233G bylo za
pouziti donoru a-GalF mozné syntetizovat sacharidy zaloZzené na N-acetyllaktosaminu ve

vysokych vytézcich (Henze et al. 2014).

Ptedpokladali jsme, Ze naSe mutantni 3-galaktosidaza BgaD-A-E532G se bude chovat
obdobné jako B-galaktosiddza BgaC-E233G. Zjistili jsme vSak, Ze pro nas enzym neni
a-GalF vhodnym substratem. Za pouziti a-GalF jako donoru v transglykosyla¢nich reakcich
nedochazelo k zadné syntéze produktu. Nase hypotéza, Ze a-GalF neni vhodnym substratem
pro [B-galaktosidazu BgaD-A-E532G, byla potvrzena molekularnim modelovanim ve
spolupraci s Dr. Natallii Kulik z Centra nanobiologie a strukturni biologie MBU AV CR.
Bylo zjisténo, Ze a-GalF se sice do aktivniho centra mutantniho enzymu vaze stejné silné
(— 8,2 kcal/mol) jako pNP-Gal u WT enzymu (— 8,8 kcal/mol), ale mutant BgaD-A-E532G
ho neni schopny déle procesovat. Z modelu aktivniho centra enzymu na Obr. 27 je patrné,
ze a-GalF se u B-galaktosidazy z Bacillus circulans BgaD-A-E532G vaze mensim poctem
vodikovych vazeb (na obr. ¢arkované) nez a-GalF u mutantu E367A [-galaktosidazy

z Agrobacterium tumefacions.
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Obr. 27: Model aktivniho centra B-galaktosidazy z Bacillus circulans (B) s navazanym
a-GalF v porovnani s aktivnim centrem [-galaktosidazy z Agrobacterium
tumefacions (A) (PDB kdod 6RJK). Model vytvoien ve spolupraci s Dr. Natallii Kulik.
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Diky zbytkové hydrolytické aktivité¢ byla B-galaktosiddza BgaD-A-E532G pouzita na
syntézu LacNAc-N3 za stejnych podminek jako za katalyzy WT enzymem BgaD-A. Na
syntézu byl pouzit donor pNP-Gal a reakce sice probihala del§i dobu, nez je obvyklé u
hrubého komer¢niho preparatu (Tavares et al. 2020), ale na rozdil od WT enzymu
nedochazelo k zadné hydrolyze produktu. Mutantni enzym BgaD-A-E532G tedy funguje
jako transglykosidédza. Jedna se o prvni dokumentovany piipad takového chovéani u
glykosidazy s klasickym retenujicim mechanismem. Podobné chovéni bylo pozorovéno u
série mutantnich variant 3-N-acetylhexosaminidazy z Talaromyces flavus; tento enzym ale
vyuziva modifikovaného retenujiciho mechanismu s asistenci substratu (KapeSova et al.
2020). Pro zvySeni vytézku syntézy LacNAc-N3 za pouziti mutantu BgaD-A-E532G bude

nutno reakci dale optimalizovat.
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7. Souhrn

Zéaveérem bych rada kratce shrnula vysledky této prace. Na zdklad¢ poznatk z literatury
jsem navrhla konstrukt nejdelsi izoformy A [-galaktosidazy z B. circulans (BgaD-A)
nesouci histidinovou kotvu a jeho zaklonovéni do vektoru pCOLD II pro chladovou expresi
velkych proteind. Piislusny plazmid byl pfipraven komeréné. Exprimovala jsem gen tohoto
enzymu v E. coli; produkce enzymu byla optimalizovana pii 15 °C a enzym byl biochemicky
charakterizovan. [B-Galaktosiddza BgaD-A byla pouzita na enzymovou galaktosylaci,
konkrétné na syntézu disacharidu LacNAc-N3 a galaktosylovanych chitooligomernich
linkerti. Tyto latky maji potencidlni vyuziti pro konstrukci multivalentnich inhibitora

galektin?l.

Dale byla pomoci cilené mutageneze pfipravena mutantni varianta [3-galaktosidazy s
cilem zvysit synteticky potencial enzymu. Byla provedena mutace katalytického nukleofilu
E532, kyselina glutamova byla zaménéna za glycin. Vysledny mutantni enzym mél vyrazné
potlacenou hydrolytickou aktivitu, coZ je ve shodé s nasSim predpokladem na zakladé
literatury. Prekvapive vSak, ackoliv se jedna o klasicky postup pro pfipravu glykosyntazy
procesujici jako substrat glykosyl-fluoridy opa¢né anomerni konfigurace, v tomto ptipadé
neni a-D-galaktosyl-fluorid akceptovan jako substrat. Toto chovani lze osvétlit na zakladé

molekularniho modelovani a takovy piipad nebyl jesté nikdy literarn¢ zdokumentovan.

V dalsi casti prace byla ptipravena zkracend varianta B-galaktosidazy z B. circulans.
Pomoci PCR reakce byl amplifikovin pouze gen odpovidajici zkracené formé
B-galaktosidazy BgaD-B. Enzym byl produkovan v E. coli a biochemicky charakterizovan.
B-Galaktosidaza BgaD-B byla pouzita na syntézu N-acetyllaktosaminu ve vysokém vytézku,
ktery nelze takto efektivné dosdhnout jinymi dostupnymi glykosidazami. B-Galaktosidaza

BgaD-B se ukézala jako synteticky nejucinnéjsi pro galaktosylaci fady dalsich latek.

Cast prace jsem prezentovala na mezinarodni konferenci EUROCARB 2019
v Nizozemsku (viz Pfiloha 2). Pfipravené enzymy budou dile studovany; budou jednak
vyuzity k syntéze funcionalizovanych sacharidli a jednak budou provedeny dal§i mutace

B-galaktosidazy za cilem zvysit vytéZek reakei.
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PRILOHA 1

Sekvence genu [-galaktosidazy z B. circulans bgaD

5—- GTGAAAAAAGCGATTAGCTGCGTTTTTTTAATTTCAGCACTGATTCTATCAAGCTTT
CAAGTCCCTGTACAGGGACAAGCCATGTCAAAAACGACATCGGCAGCAGGAAACAGT
GTGAGCTATGATGGAGAGAGACGAGTGAATTTTAACGAGAATTGGCGATTTCAACGA

GAAACCAATGGAAGTATTGCCGGAGCACAGAATCCTGGCTTTGACGATTCCTCCTGGC
GGAAATTAAATCTGCCGCATGACTGGAGTATTGAATTAGATTTTAATAAAAATTCTCTT
GCCACACATGAAGGCGGTTATTTGGACGGCGGAATCGGCTGGTACCGAAAAACCTTTA
CAATCCCGGAATCGATGAAGGGAAAACGAATTTCGCTTGATTTTGATGGCGTTTACAT
GAACAGCACCACCTATCTAAACGGGGAAGTGCTCGGGACCTATCCGTTTGGTTATAAT
GCCTTTTCCTATGATATTTCCGACAAACTTTATAAAGATGGCAGGGCGAATGTCCTTGT
TGTCAAAGTCAATAACACCCAGCCGAGCAGCCGCTGGTATTCGGGGAGCGGGATCTAC
CGGAATGTCTATCTCACTGTGACCGATCCCATCCATGTGGCTCGCTACGGAACATTTGT
GACAACACCCAATTTAGAGAAATCGATAAAAGAAGACAGGGCTGATGTGAACATCAA
GACGAAAATCAGTAACGATGCTGCTGAGGCGAAACAGGTAAAGATTAAATCAACCAT
CTACGATGGGGCTGGGAACACCGTACAGACAGTGGAAACGGAGGAAAAAACAGCTGC
CGCCGGCACGGTGACTCCGTTCGAACAAAACACAGTCATCAAGCAGCCGAAGCTTTGG
AGCATTGACAAGCCTTATCGATATAACCTTGTTACAGAAGTCATCGTTGGCGGGCAAA
CGGTGGATACGTATGAAACAAAATTTGGTGTCAGGTATTTCAAATTTGATGAAAACGA
AGGCTTTTCCTTAAATGGAGAGTATATGAAGCTGCACGGCGTTTCGATGCACCATGAT

TTAGGGGCGCTTGGGGCGGCAACGAATGCACGCGGCGTGGAAAGACAAATGCAGATT
ATGAAGGATATGGGGGTCAATGCCATCAGGGTTACCCACAACCCGGCATCACCGGAA

CTGCTGGAGGCAGCTAATAAATTAGGGCTATTCATCATCGAGGAGGCATTTGACAGCT
GGGCCCAGTCAAAGAAACCCTATGACTATGGCCGTTTTTTCAATGCATGGGCTGAGCA
CGACATTAAGGAAATGGTCGATCGGGGCAAAAACGAACCAGCTATTATCATGTGGTC

GATCGGAAATGAAATATATGATACGACCAATGCCGCTGGTGTGGAAACAGCACGAAA
TTTAGTGGGTTGGGTAAAAGAAATTGACACCACAAGGCCGACAACGATCGGCGAGGA
TAAAACCCGCGGAGACAAAGTAAATGTTACACCTATCAACAGCTACATCAAGGAGAT

TTTTAATATTGTCGATGTGGTCGGACTGAACTACAGCGAGAACAACTATGATGGCTAC
CACAAGCAGAATCCGTCATGGAAGCTGTACGGCTCGGAGACGTCCTCGGCAACCCGTT
CGCGTGGTGTCTACACGCATCCGTACCAGTATAACCAAAGCACAAAGTATGCTGATTT
ACAGCAATCCTCTTATGACAATGACTATGTCGGCTGGGGACGAACTGCAGAAGATGCA
TGGAAATATGACCGCGACCTGAAGCATATTGCAGGGCAATTTATCTGGACCGGCTTTG
ATTATATTGGCGAGCCGACGCCATATTATAATTCCTATCCTGCAAAAAGCTCCTATTTT
GGTGCTGTGGATACGGCTGGTTTTCCAAAGGATATTTTCTACTATTACCAAAGCCAATG
GAAAAAGGAGCCTATGGTCCACCTGCTGCCGCATTGGAACTGGAAGGAAGGGGAAAA
GGTCCGCGTCTTAGCTTATACCAATGCAAGTAAGGTTGAACTTGTTCTAAATGGTGAAT
CGTTAGGGGAGAAGAACTATGACAACAAACAAACCTCCTGGGGAGCACCATACAAAG
AAACAAAGGATGGAAAAACCTATTTGGAGTGGGCCGTACCATTTAAACCGGGCAAAT
TAGAAGCCGTCGCCAAGGATGAAAACGGCAAAGTGATCGCCCGCGATCAGGTAGTGA
CCGCTGGTGAGCCAGCCTCTGTCAGATTAACGGCTGATCGTAAGGTGGTCAAGGCGGA
CGGTACGGATCTGTCGTTTATTACAGCAGACATTGTTGATAGTAAAGGGATTGTTGTCC
CGGATGCCGATCATCTGATTACATTTAACGTAACGGGCCAAGGGGAATTGGCCGGGGT
TGATAACGGAAACGCGTCCAGTGTGGAGCGTTACAAGGACAACAAGCGCAAGGCTTT
CAGCGGGAAAGCATTGGCGATTGTTCAATCAAGTAAGCTTTCTGGAAAAATTACGGTC
CATGCGTCAGTGGCAGGGCTTTCGAGCGATTCCACGAGCGTATTTACGGTAACGCCAG
CTGACCATGACAAAAAGATTGTAGCTGGGATTGATGATGTTAACCTTACTGTCGATGT
CAATGAAGCACCAAAGCTTCCTTCAGAAATCAAGGTTTATTACAGTGATGAGAGTGCA
GCTGCGAAGAATGTGACTTGGGATGAGGTGGATCCAAAGCAGTACAGCACTGTTGGT

GAATTCACAGTGGAAGGCAGTGTCGAGGGAACTTCGCTGAAGGCAAAGGCATTTGTT

ATTGTCAAAGGAATTGTCGCCGTCAAGCCTTATTCAACGGCAACAAAGGTTGGTGTAC
AGCCGGTGCTGCCTGAAAAAGCAACCCTTCTTTACAGTGATGGAACAACCAAGGGAG

CAACTGTCACGTGGGATGAGATCCCTGAGGACAAGCTGGCAAAAGAGGGCCGGTTTA
CCGTCGAGGGCAGTGTGGAGGGAACAGACCTCAAGGCTAATGTCTATGTCAGGGTGA
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CAAATGAAGTAAAATCAGTGAATATTATGCTTCAGGAGCAGGGTTCAGCTTATCCAAA
GCTCGAAGCTACTTTTACCAATCCAGCTGACAATCTTCAGCATTTGAACGATGGCATC

AAGAGCTATACCAATAACCCGGTCAACCGCTGGACGAACTGGACAAGAACACCGCGT
GATGCTGGTGACTCGATTACAGTTAATTTTGGCAAGAAGCATGTGATTAATAATCTAG
ATTTATTTGTTTTTACCGACAGCGGCACGGTGGTTCCAGAAAAGGCAGAGGTCCAATA
TTGGGATGGAACGGCGTGGAAGGATGTCGAAAATCTAACACAGCCATCGCCATATGT

GGTAGAGAAAAATGAACTTACATTTGATGCGGTCGCGACAGAAAAGCTGAAATTCCA
TTTGACACCATCTGTGAAAGGGAAATTCCTAGCTCTAACGGAAGCAGAGGTGTACGCC
GATCAGATTGTGATGGGTGAAACAGCAAAACTTCAAAGTATTACGGTGAATGGGAAA
GCATTAGAAGGCTTTGATCACGCTAAAAAGAATTATGAACTTGTACTTCCATATGGAA
GCGAGCTTCCTAAGATTGAGGCGGCTGCTGCCGACAATGCAACTGTCACCATTTTACC
GGCATTCTCCTATCCGGGAACAGCAAAACTATTTGTCACTTCAGAGGATGGGAAGGTA
ACTACTGAGTACAGTATTGGTGTTTCTACAGAAGAGCCAAAGCTCGTCTCCGCAGAGT
TATCCGCGGACAAGACGAATGTCATGGAGGACGATATCATCGATCTGAAGGTAATTGG
TCTCTTCGAAAGCAAGGAAAAGATTGATGTGACCGACAGCCAGCCGACATATGAATTT
GACCAGCAGATTATTAAAATTGAAGGCAATAAGCTGTATGCGCTGGAAACAGGAAAT
GTCAAGGTGAAAGTGACGGTGACATATAAGGGTGTGAGTGTCACAACACCTGCGCTTG
AGTTTACGATCGCGAAAAACCCTGCTCCAAAATACATTACGAGCTTAGAGCCTGTCAC
GGTTGTTGTTAAAAAAGGAGAAGCGCCGGAGCTTCCAGCAACGGTTGTGGCCCATTAT
AACCGAGGAATCCCGCGGGATGTTAAGGTGAAGTGGGAAAGAATCAATCCGTCTAAG
TACCAGCAGCTAGGCGAGTTTACCGTATCTGGCATGGTGGAAGGGACCGATATAAAA

GCCCAAGCAAAAGTGATTGTAAAAGGGGCTGTTGCGGTCGAGGATATTAGAATGGCT

GTGCTGTTAAAGCAAATGCCACAGCTGCCGGGCAAGGTTACAGTCTATTATAGTGACG
GAGCGGAAGAACAAAGAGCGGTCAAGTGGGAGGAAATCCCGCAGGAGGAACTCGAG
AATGTCGGTGAATTTAAGGTTAAAGGTGATGTTAATGGAGTGAAGCTGAAAGCAACA

GCCACTATTCGAGTAACCGATGAAGTCGGCGGCGAGCAGAATATCAGCCGGGCTAAA

AATGGTTATGAATACCCGAAGGCTGAAGCTTCCTTTACCAACAATGGCCCTGGATCAA
GCGATCGAATCGAGGCCATCAATGATGACGTGATCTCCTACGAGGCTAATCCGCATAA
TCGCTGGACGAATTGGCAGCCGGTACCGCGTGCAGGGGACTGGGTTTCTATCACCTTT

GGAGACTATGAGCCTACGGAATATGATGTTGATAGCATGGAGATCCACTGGTTCGCGG
ATCATGGGACCTCGTATCCAGAGCGTTTCCAAATCGAATATAAATCCGGTGATAGCTG
GAAGGAAGTCACCAGCCTGAAAAGCGATCCAGCCTCTCCGGCCTTGGGTAAGGCAAA

TGTCTATAGCTTTGATCGAGTAAAAACATCGGCTATACGAGTGAAAATGACAGCACAA
GCCGGCAAAAGCTTAGCCATTACCGAGCTGAAAGTATTTTCAAAATGGCCAAAGGCA

GGTACCGAACCAGAGGTGACCGATATTAAGGTCGGAGGAAAATCGATTCTGGAGGAC
TTTGAACAAAAAGGCGATCACTATGAAGTAACGATTGATGCAGGAGATGCGAATGTA

ATGCCGAAAATCAATGTAAAGGCTAAGGACCAGACGAGTATTACGATTGTGCCAGCA

GTTACCTCTCCATCCACGGCAAAGGTAATTGCTAAATCCGAGGATGGCAAGAAAGTGA
AGGTCTATAGCATTCACTATAAATAA -3°

Pozn.: Cervené je oznaGena pozice bazi, ktera byla mutovdna na piipravu genu
B-galaktosidazy bgaD-A-E532G (zaména GAG za GGG), modrie je zobrazena ¢ast sekvence,

o kterou byl gen zkracen na ptipravu zkracené varianty [-galaktosidazy bgaD-B.
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Pouzité sekvenaéni primery:

e pCOLD Fw:5- ACGCCATATCGCCGAAAGG -3’

e pCOLD Re:5- GGCAGGGATCTTAGATTCTG - 3’

e BgaD-A MidFw: 5'- CACCATGATTTAGGGGCGCTTGGGGCG - 3’
e BgaD-A MidFw2: 5'- CATACAAAGAAACAAAGGATGGAAA -3’
e BgaD-A MidRe: 5'- ACAATCACTTTTGCTTGGGCTTTTA - 3’
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Poster prezentovany na mezinarodni konferenci EUROCARB 2019 v Nizozemsku

lECOMBINANT SELECTIVE B4-GALACTOSIDASE
IN THE SYNTHESIS OF GALECTIN LIGANDS @E‘

Michaela Hovorkové®?, Helena Pelantoval, Vladimir Kien!, Pavla Bojarova®”
v of Biotransformation, Institute of Microbiology, Czech Academy of Sciences, 14220 Prague, Czech Repubiic.
E-mail: hoverkovam@natur.cuni.cz; *bojarovo@biomed. cas.cz
? Faculty of Naeural Sciences, Charfes University Prague, Czech Republic

3.2 1.23) can efficiently act in transglycosylation mode with suitable acceptors. The commercially produced enzyme,
contains four isoforms of B-galactosidase from Bacillus circulans (BgaD, GH family 2), produced by endogenous
D has a higher transglycosylation activity than other known B-galactosidases. [t can be used for the synthesis

| of complex acceptors - functionalized chitooligomers. — esph T UTR:

A Touie ﬂl"ﬁ slie
of B-galactosidase BgaD-A: Synthetic gene bgaD-4-WT in /)fé.*m =

as transformed to competent cells E. cofi BL21-GOLD [DE3). u.”;"/-%‘rm
wced by IPTG at 15 °C. Purification by Ni** affinity — C5pA promntar

=d recombinant p-galactosidase (183 kDa).

Recombinant g-galactosidase

w:‘:‘l Activity pH  Temperature K, for pNPBGal ko [sY]
me] [ufmg] optimum optimum [*C] [mira]

97

pCold I DNA _ |
z (4392bp) £

9.6 5] a0 23t03 0.017

Enzymatic Synthesis:

* LacMAc-N; epitope prepared in one step (62 % yield).
* Chitooligomer linkers prepared by mutant Tyrd70Asn
B-N-acety i from yoes flavus

24 %

LarMAC epitope on a chitooligomer linker

Conclusion:

* Recombinant p-galactoside from B. circwlons isoform A is selective for B4-galactosylation.

* LacNAC epitope presented on chitooligomer linkers was prepared by cascade synthesis in .‘v
tandem with mutant p-N-acetylhexosaminidase with suppressed hydrohytic activity.
Azido group at C-1 may be used for conjugation to a multivalent carrier to increase affinity for
galectins. Chitooligomer linkers mimic nature-like presentation of epitope.
We plan to prepare a glycosynthase by mutating the catalytic nudeophile Glu532 to ghycine.
The present p-galactosidase is unique due to its exclusive pd-selectivity and high synthetic
yield and can well replace the more expensive glycosyltransferases.

-
= o ' . & :
Ho et Rl catalytic nudeophile of BgaD [3]
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