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ABSTRAKT

Univerzita Karlova
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra biochemickych véd

Kandidat: Bc. Michaela Glozlova
Vedouci prace: prof. PharmDr. Martin Beranek, Ph.D.
Konzultantky: doc. RNDr. Pavla Bojarova, Ph.D., Mgr. Pavlina Nekvasilova

Nazev diplomové prace: Nové fungalni fukosiddzy a jejich synteticky potencidl

Literdrni reSerSe se zabyva a-L-fukosiddzami, jejich vyskytem, funkci a
pouzitim v syntéze fukosylovanych sloucenin, které byly taktéZ pfedmétem
reSerSe, zejména jejich vyskyt v lidském téle a ucast v patologickych stavech.
Dale jsou zkoumany oligosacharidy lidského mléka, jejich vliv na zdravi kojence

a jejich syntéza, k niz se daji vyuzit pravé a-L-fukosidazy.

Experimentdlni ¢ast zahrnuje analyzu knihovny vldknitych hub s cilem
nalezeni zastupce s a-L-fukosiddzovou aktivitu vici pNP-a-L-fukosidu. Na
zdkladé hledani v genetickych databazich byly vybrdny a pfipraveny
rekombinantni fungdlni oa-L-fukosiddzy a byla testovdana mozZnost jejich
produkce v Pichia pastoris a Escherichia coli. Produkované enzymy byly
purifikovany iontové-vyménnou chromatografii, charakterizovany a byla
zkoumadna jejich regioselektivita a synteticky potencidl pro syntézu

fukosylovanych oligosacharid.

Klic¢ova slova: fukosiddza, enzym, oligosacharidy, syntéza, lidské mléko
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Title of diploma thesis: New fungal fucosidases and their synthetic potential

The literary research focuses on a-L-fucosidases, their occurrence, functions,
and use in the synthesis of fucosylated compounds, which were also a part of the
research, particularly their presence in the human body and involvement in
pathological conditions. Furthermore, it explores the oligosaccharides found in
human milk, their impact on infant health, and their synthesis, which can be

facilitated through the use of a-L-fucosidases.

The experimental section involves the analysis of a library of filamentous fungi
with the aim of identifying a representative strain with a-L-fucosidase activity
towards pNP-a-L-fucoside. Recombinant a-L-fucosidases were selected based on
searches in genetic databases and prepared. The feasibility of their production in
Pichia pastoris and Escherichia coli was tested, and the produced enzymes were
purified by ion exchange chromatography, characterized and their
regioselectivity and synthetic potential for the synthesis of fucosylated

oligosaccharides were examined.
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1 UVOD

Oligosacharidy matefského mléka (HMO) jsou nedostatecné probadanym
taktorem zdravi kojence a jeho prospivani. Maji vliv na imunitni toleranci kojence
a na obranu proti patogennim bakteriim a virGm. Pro blizsi pochopeni
mechanismu jejich funkce je potfeba syntetizovat HMO a mit k dispozici celou
jejich knihovnu. Syntéza HMO je realizovana slozitymi chemickymi metodami,

které je 1ze elegantné nahradit enzymovou syntézou.

Vice nez polovina HMO jsou fukosylované, coz vysvétluje zdjem o fukosidazy,
enzymy katalyzujici hydrolyzu fukosidi a transfukosylacni reakce. Pro syntézu
HMO je mozné pouzivat enzymy pfirozené se vyskytujici i upravené metodami

genetického inzenyrstvi.

Teoreticka c¢ast této prace prozkoumava funkce HMO, roli fukézy a moznosti
enzymové syntézy glykosidové vazby. Tyto znalosti jsou aplikovany
v experimentdlni ¢asti, kterd mda za cil nalezeni nové o-L-fukosidazy
s potencidlem syntézy fukosylovanych oligosacharidti. Experimentalni enzym
by bylo mozné pouzit i pro pramyslovou vyrobu HMO, které by dopliiovaly
kojenecké pfikrmy a pfinasely benefity matefského mléka détem, které jsou

odkazany pouze na kojenecké pfikrmy.

Préce byla soucasti feSeni projektu LTC20072 , Library of engineered glycosidases

for the preparation of bioactive glycans” podpoteného MSMT CR.
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2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Syntéza glykosidové vazby pomoci glykosidaz
Glykosylace, tedy pfipojeni sacharidového zbytku na akceptor pomoci

glykosidové vazby, je odpovédna za strukturni rozmanitost sacharidti a od nich
odvozenych glykosidti. Produkty glykosylaénich reakci jsou zdsadnimi
biologickymi a chemickymi molekulami, at uz ve volné formé, nebo navdzané na

jiné biomolekuly (Nidetzky et al., 2018).

Rostouci zajem o glykosylované slouceniny, ktery 1ze pozorovat v poslednich
letech, musel nutné pfivést pozornost kjejich pripravé a tim i k syntéze
glykosidové vazby. Glykosylované slouceniny lze pfipravit cestou klasické
chemické syntézy, kterou komplikuje nutnost chranit, odchranovat a aktivovat
jednotlivd reakéni centra v molekule. Elegantni alternativou je enzymova
syntéza, kterd ma potencial byt stereoselektivni a regioselektivni bez nevyhod

chemickeé syntézy (Bojarova et al., 2009).

V pfirodé probiha glykosylace pouze pomoci glykosyltransferaz (EC 2.4) a za
pouziti aktivovanych cukernych nukleotidii (napf. UDP-Gal, UDP-Glc, GDP-
Fuc) jako donorti; reakce jsou stereoselektivni a regioselektivni (Nidetzky et al.,
2018). Pro rutinni laboratorni syntézu jsou glykosyltransferdzy relativné malo
stabilni a jejich donory prilis drahé; jeden enzym obvykle katalyzuje pouze jednu
konkrétni reakci. Proto se pro syntézu glykosidové vazby pouzivaji i dalsi
skupiny enzymi, které syntézu prirozené nekatalyzuji, nebo které jsou geneticky
upraveny, aby tak ¢inily. Do prvni kategorie spadaji glykosidazy a do druhé
transglykosidazy, glykosyntazy, glykoligdzy a thioglykoligdzy (Mészaros et al.,
2021).

Glykosidazy (glykosidhydroldzy, EC 3.2.1) jsou enzymy Stépici glykosidovou
vazbu mezi dvéma sacharidovymi jednotkami (nebo mezi sacharidem a jeho
aglykonovou c¢asti) za soucasné hydrolyzy. Glykosidazy lze podle reakéniho

mechanismu délit na endo- a exo-glykosiddzy. Exo-glykosidadzy hydrolyzuji
11



glykosidovou vazbu na neredukujicim konci oligosacharidu, zatimco endo-
glykosidazy hydrolyzuji vazbu uvnitf oligosacharidového fetézce (Mészaros et
al., 2021). Téz je mozné rozlisit glykosidazy retenujici (retaining) a invertujici
(inverting). Retenujici glykosidazy vytvari v prvnim kroku svého katalytického
mechanismu kovalentni meziprodukt s glykosylem za obraceni konfigurace jeho
anomerniho uhliku; dochézi ke glykosylaci. Ve druhém kroku je enzym odstépen
a nahrazen molekulou vody nebo jinym akceptorem; produkt ziskava zpét
stejnou konfiguraci jako vychozi substrat. Invertujici glykosiddzy vjednom
kroku nahrazuji odstupujici skupinu molekulou vody a tim pfevraci ptivodni
konfiguraci anomerniho uhliku (Obrazek 1, Bojarova & Kren, 2009; Koshland,
1953).

Obrazek 1 — Reakéni mechanismus invertujicich (A) a retenujicich (B) glykosidaz
je demonstrovan na pfikladu glukdzy jako substratu. R predstavuje sacharid
nebo alkohol. Zdroj: Moracci et al., 2001.

Za urditych fizenych podminek lze glykosiddzy vyuzit k transglykosyla¢ni
reakci, kdy se sacharidova jednotka prendsi na akceptor (napf. jiny sacharid,
alkohol). Vétsina glykosid4z inklinuje k hydrolyze glykosidové vazby vice nez

k transglykosylaci (Wan et al., 2020). Pro podporu tvorby glykosidii je mozné
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provést termodynamicky fizenou reverzni hydrolyzu (kondenzacni reakci), kdy
je donorem glykosylu neaktivovany monosacharid, jenz je pfidavan ve vysokych
koncentracich. Druhou variantou je kineticky fizend transglykosylace, kdy je
pouzit aktivovany donor (disacharid nebo glykosid s vhodnou dobfe odstupujici
skupinou) a vznikd mnozstvi meziprodukti (Zeuner et al., 2014; Danby et al.,

2016).

Pro syntézu sacharidovych sloucenin pomoci glykosidaz se pouzivaji dva
zavedené postupy. Prvni cestou je pouziti pfirozené se vyskytujicich glykosidaz
se syntetickymi substraty. Druhou cestou je enzymové inZenyrstvi, jimz se
pripravuji glykosyntazy — mutované varianty glykosidaz (Bojarova et al., 2009).
Cilenou mutaci v aktivnim misté enzymu dochazi ke ztraté hydrolytické aktivity
a enzym je schopen glykosylovat specifické substraty ve vysokém vytézku.
Prikopnickou praci v tomto odvétvi odvedl tym profesora Planase (Univerzita
Ramona Llulla, Spanélsko), ktery piipravil glykosyntazu z ptivodni glukanazy
z Bacillus licheniformis nahrazenim alaninu za kyselinu glutamovou v aktivnim
misté enzymu (E134A), ¢imz potlacil hydrolytickou aktivitu a ziskal vytézek
glykosylace az 90 % (Malet et al., 1998). Ve stejném roce vysla téZ prace tymu
profesora Witherse (Univerzita Britské Kolumbie, Kanada), ve které byla
pripravena glykosyntaza z 3-glukosidazy z rodu Agrobacterium mutaci E358A
(Mackenzie et al., 1998). Henze a kolektiv (2014) vyuzili stejného principu a
pripravili galaktosyntdzu ptvodné z Bacillus circulans substituci glycinu za
kyselinu glutamovou (E233G) a Nekvasilova a kol. (Nekvasilové et al., 2022). tuto
galaktosyntazu pouzili k syntéze lakto-N-tetradzy se 71% vytézkem a striktni

regioselektivitou
Donorem glykosylu pro glykosyntazy jsou fluoridy daného glykosidu
s opacnou anomerni konfiguraci. Fluoridy jsou $patné dostupné a vétSinou

nestabilni, ale misto nich lze pouzit stabilnéjsi azidy nebo kombinaci obou

donorti (Mészaros et al., 2021).
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V nésledujici kapitole jsou rozebrany a-L-fukosiddzy, které jsou soucasti
rodiny glykosidaz a téZ pfedmétem experimentalni casti této prace. Pro
klasifikaci glykosiddz do skupin dle strukturni pfibuznosti byla publikovana
databaze CAZy (Carbohydrate Active Enzymes Database,
http://www.cazy.org/), ve které jsou glykosidazy rozrazeny do klanti (GH-A az
GH-R; GH znaci Glycoside Hydrolase), rodin (GH1-GH174) a podrodin. Enzymy
jsou klasifikovany na zdkladé své aminokyselinové sekvence, kterd je tzce
spojena se strukturnimi vlastnostmi enzymii a podle které lze odhadovat

evolucni vztahy mezi jednotlivymi enzymy a rodinami.

2.1.1 «-L-Fukosidazy

a-L-Fukosiddzy (EC 3.2.1.51) jsou exo-glykosidazy katalyzujici hydrolyzu
fukosidt a/nebo transfukosylaci a jsou klasifikovany do rodin GH29, GH95 a
GHI151. a-L-Fukosiddzy zrodiny GH95 vyuzivaji invertujici katalyticky
mechanismus (viz obrdzek ¢. 1) a byly nalezeny v bakteriich (zejména v rodech
Bacteroides, Bifidobacteria, a Clostridium) a v nékterych eukaryotnich organismech
(napf. Aspergillus nidulans) (Carbohydrate Active Enzymes Database,
http://www.cazy.org/; Katayama et al., 2004). Tyto fukosidazy Stépi specificky
vazbu a-1,2 mezi fukosylem a galaktozou na neredukujicim konci oligosacharid
a jsou striktné hydrolytické. Fukosidazy zrodiny GHI51 vyuZivaji retenujici
mechanismus a dosud byli charakterizovani pouze tfi zastupci (Mészaros et al.,

2021).

Nejvice zastupct a-L-fukosiddz najdeme v rodiné GH29: dle databaze CAZy
je jich charakterizovano 57 (k tnoru 2023). Jsou to retenujici glykosidazy:
v prvnim kroku reakce nukleofilni aminokyselina aktivniho mista enzymu
napadd anomerni centrum donoru, ¢imz vznika kovalentné vazany fukosyl-
enzymovy intermediat. Fukosyl-enzymovy intermediat je v druhém kroku
napadan hydroxylovou skupinou — pochazi-li hydroxyl z molekuly vody, pak je

donor hydrolyzovan, pochézi-li z jiného sacharidu (ktery funguje jako akceptor),

14



pak dochdzi k transfukosylaci (Zeuner et al, 2014). Schéma popsaného

mechanismu je uvedeno na Obrazku 2.

OH

HoO L2 _o-R,

/ OEIHS a- -fukosylovany

produkt
O

H syntéza
(o) /akceptor glykosylu
OH a-L-fukosidaza HO% nebo donor
Ho’w]&,o—ﬂ3 OH “0— enzym a-1-fukosylu
on :.

fukosyl-enzymovy
HO-R i ia
donor a-L-fukosylu 3 intermediat + H.0
hydrolyza OH
ydroly HOIWE\% fukdza

CH
OF 3 "OH

Obrazek 2 — Mechanismus hydrolyzy katalyzovany glykosiddzami z rodiny
GH29 prevazuje nad transglykosylaci. Zdroj: Zeuner et al., 2014, upraveno.

a-L-Fukosiddzy zrodiny GH29 se podle své substratové specifity a
fylogenetickych vztahti déli do dvou podrodin. Podrodina GH29-A stépi vazbu
a-1,2 mezi fukozou a galaktozou a také vazbu «-1,3/4/6 mezi fukdzou a N-
acetylglukosaminem (GlcNAc). a-L-Fukosiddzy z rodiny GH29-A zpracovavaji
nitrofenyl-a-fukopyranosid (pPNP-Fuc) jako donor a substrat transfukosylacnich
reakci. Podrodina GH29-B ma uzsi regioselektivitu: Stépi pouze fukosylové

v 7

zbytky vazané vazbou «-1,3/4 na GIcNAc. Nejpouzivanéjsi donor

transfukosylac¢nich reakci je 3-fukosyllaktoza (Mészaros et al., 2021).

Heterologni produkce a-L-fukosidaz v hostitelsky organismech Escherichia coli
a Pichia pastoris (téZ znama jako Komagataella phaffii) miva vysoké vytézky.
Enzymy byvaji dobfe rozpustné a jejich substratova specifita nebyva striktné
omezena. U divokych kment (wild-type — WT) a-L-fukosiddz byva pomér
transfukosylace a hydrolyzy v reakci silné naklonén hydrolyze, coz pfilis
neprispiva syntetickému potencidlu téchto enzymt. Pro vyssi vytézky
syntetickych reakci je nutno pfipravit mutantni verze a-L-fukosidaz, konkrétné

transfukosiddzy a fukosyntazy (Wan et al., 2020).
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a-L-Fukosidazy byly jiZz identifikovany a charakterizovany u obratlovci,
¢lenovct, rostlin, hub a prokaryotnich organismti (Intra et al., 2007). Pravé ptivod
a-L-fukosiddz ovliviiuje jejich substratovou specifitu. a-L-Fukosidazy savcich
tkdni a motskych plzi mivaji Sirokou substrdtovou specifitu odpovidajici
specifitdm rodiny GH29-A, zatimco mikrobidlni a-L-fukosidazy obvykle stépi
pouze vazbu a-L-Fuc-(1—-2)-D-Gal (Farkas et al., 2000). Experimentalni ¢ast této

diplomové prace se zaméfuje na a-L-fukosiddzy ve vlaknitych houbach.

2.1.1.1 Biologicka funkce a vyznam «-L-fukosidaz

Studium fukosidaz je z velké miry podniceno biologickou dtilezitosti fukdzy
a fukosylovanych glykokonjugatti, které se uplatiiuji napf. v potransfuznich
reakcich, adhezi leukocytti a v interakcich s mikroorganismy (Becker et al., 2003);
funkce fukdzy jsou dale rozebrany v kapitole 2.2. Samotnd a-L-fukosidaza hraje
dtlezitou roli v mnoha biologickych procesech. Podili se na odstépeni koncové
fukozy vazané a-1,2 na galaktosyl a na odstépeni fukézy vazané vazbou a-1,3, a-
1,4 nebo a-1,6 na N-acetylglukosaminovém zbytku glykoproteint a glykolipidt
(Johnson et al., 1991).

Deficit nebo nefunkcnost a-L-fukosiddzy vede k onemocnéni fukosidoze,
lyzosomalnimu onemocnéni s autozomalné recesivni dédicnosti. Klinické
projevy zahrnuji psychomotorickou retardaci, dysmorfie v obliceji, zpomaleni
rastu, rekurentni infekce, dysostosis multiplex, angiokeratomy a zachvaty.
Pacienti ukladaji ve tkanich fukosylované glykokonjugaty a moci vylucuji vysoka
mnozstvi glykopeptidli, zejména glykoasparagin a-L-Fuc-(1—6)-D-GlcNAc-3-1-
Asn, ktery bez aktivni a-L-fukosiddzy neni mozné metabolizovat (Willems et al.,
1991). V klinické praxi rozliSujeme dva typy fukosiddzy: typ I (téZky infantilni
typ; celkové zhorsSeni neurologickych funkci nastdva v prvnim ¢i druhém roce
zivota) a typ II (mirnéjsi typ; pfiznaky se objevuji postupné, pacienti prezivaji do
druhé ¢i treti dekady), avsak tyto typy predstavuji pouze dva extrémy na Sirokém

spektru. Gen pro a-L-fukosidazu (fucal) se nachdzi na chromozomu 1p34 a jiz
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bylo identifikovdno pfes 20 rtiznych mutaci. Lécba dosud neni dostupna

(Michalski et al., 1999).

Zvysené hladiny a-L-fukosiddzy nachdzime u pacienti s hepatoceluldrnim
karcinomem. Pacienti s jaterni cirh6zou, u kterych je pozorovana zvySena sérova
aktivita «a-L-fukosidadzy, patfi do skupiny svysokym rizikem rozvoje
hepatocelularniho karcinomu a tyto zvysSené aktivity 1ze pozorovat nejméné 6
mésict pred detekci hepatoceluldrniho karcinomu ultrasonografii (Ishizuka et
al., 1999; Zhou et al., 2006). Sérové aktivity a-L-fukosidazy (konkrétné a-1,6-FucT)
jsou prognostickym faktorem rekurence kolorektalniho karcinomu (Ayude et al.,

2003).

2.2 Fukoza a jeji derivaty

Fukéza byla poprvé identifikovana v oligosacharidech mofskych fas, od nichz
dostala své jméno (z feckého slova pro fasy phykos). Systematicky se jedna o 6-
deoxy-L-galaktozu, kterd je jednim z mala monosacharidi vyskytujicich se
v piirodé jako L-izomer. V ramci posttranslacnich tiprav je navazana na glykany
a glykolipidy vyuzivané napf. v matefském mléce, stfevnim hlenu a antigenech
krevnich skupin. Fukosylované oligosacharidy hraji roli ve fyziologickych i

patologickych procesech (Guzman-Rodriguez et al., 2019).

2.2.1 Vyskyt a vyznam fukosylovanych sloucenin

Endogenni fukéza je v lidském téle vracena do obéhu pomoci lyzosomalni a-
L-fukosidazy, ktera odstépuje fukdzu z N-glykanti a pfenadsi ji na GIcNAc nebo
galaktozové zbytky glykant (Johnson et al., 1991). Kromé této recyklaéni
(zachranné) drahy se fukdza ziskava de novo syntetickou cestou, a to pfevedenim
GDP-manosidu na GDP-fukosid pomoci sekvencni reakce GDP-manosid-4,6-
dehydratdzy a enzymu FX (GDP-4-keto-6-deoxymanoza-3,5-epimerdza-4-
reduktaza; Smith et al., 2002; Sullivan et al., 1998).
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Zdrojem exogenni fukdzy jsou brambory, maniok, kiwi a sdjové boby.
Bohatym zdrojem fukézy jsou morské rasy, ve kterych se fukodza vyskytuje
v sulfatované formé v polymeru fukoidanu. Fukoidan 1ze koupit jako doplnék
stravy jako extrakt z mofskych fas druhtt napf. Laminaria angustata a Fucus

vesiculosus (Adhikari et al., 2022).

Volnd fukoéza (endogenni i exogenni) je nejprve fosforylovdna a poté
konjugovana s molekulou GDP. Tato reakce je katalyzovadna fukokindazou a GDP-
fukosid-pyrofosforylazou (Pastuszak et al., 1998). Molekuly GDP-fukosidu jsou
transportovany do Golgiho aparatu a endoplazmatického retikula, kde jsou
konjugovany k proteintim a glykantim. proces konjugace je katalyzovana tfinacti
fukosyltransferazami (FUT1-FUTI11 a POFUTI-POFUT2) a jejim vysledkem je
Sirokda Skala fukosylovanych molekul, které maji rtizné regulacni a strukturni

funkce (Adhikari et al., 2022).

2.2.2 Zastupci fukosylovanych sloucenin

Mezi nejznaméjsi fukosylované glykany patfi antigeny krevniho systému ABO.
V erytroidnich prekurzorech je exprimovana a-1,2-fukosyltransferdza, kterd na
galaktozové konce oligosacharidovych prekurzorti H-antigenu vaze fukézu
transfukosylaci z GDP-fukosidu. U nosict skupin A, B a AB je H-antigen déle
modifikovan kodominantnimi glykosyltransferdzami za vzniku A- a/nebo B-
antigenu; u nosicti skupiny 0 je exprimovan samotny H-antigen. U sekretorti se
v epitelidlnich  tkdnich a slinnych Zldzach vyskytuje druha «-1,2-
fukosyltransferaza, diky nizZ jsou u sekretorti pfitomny antigeny i v jinych télnich
tekutindch neZz v krvi (Lowe, 1993). Struktury antigenit ABO systému jsou

schematicky zobrazeny na Obrazku 3.
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B antigen A antigen Hantigen
(_ ) galaktoza
. N-acetylglukosamin
. N-acetylgalaktosamin
A fukéza
Gal GalNAc
al-3 | al-3 |
Gal Fuc Galmﬁm Gal—— Fuc
Pl-dorp1-3| @1-2  pgrdorp1-3| p1-4 or p1-3 | @1-2
GleNAc GlcNAc GleNAc
| | |
GTI G|a| Glﬁl
R R R
B A H

Obrazek 3 — Struktury antigentt ABO systému zobrazeny pomoci dvou rtiznych
schémat. Zdroj obrazku nahote: Cabezas-Cruz & de la Fuente, 2017; dole: Wang,

2006; upraveno.

a-1,2-Fukosyltransferaza produkujici H-antigen (H-transferaza) je produktem

genu futl, zatimco a-1,2-fukosyltransferaza odpovédna za sekreci antigenti v

epiteliich (Se-transferaza) je produktem genu fut2. Pfitomnost fut2 ma krom ABO

systému vliv také na produkci antigenti krevniho systému Lewis. Antigen Lewis?

je tvofen a-1,3/4-fukosyltransferazou (Le-fukosyltransferazou; FUT3), ktera vaze

fukézu na glykosfingolipidovy prekurzor typu 1. Pfitomnost dominantni alely

genu fut2 zajiStuje vznik antigenu Lewis®, ktery ma oproti Lewis? jesté jednu

fukézu navazanou a-1,2-fukosyltransferazou (Becker et al.,, 2003). Struktury

Lewis antigentl a jejich vznik jsou schematicky popsan na Obrazku 4.
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FUT2 FUT3
(Se) prekurzor typu 1 nebo 2 (Le)
B3/4 B3/4
a2 adl3
antigen H Lewis?
Enzym A Enzym B FUT3
(Le)
a3 B3/4 a3 B3/4 B3/4
a2 a2 a2 ad/3
antigen A antigen B Lewisb
FUT3 FUT3 O galaktéza
(Le) (Le)

. N-acetylglukosamin
a3 p3/4 a3 B3/4

a2 a4f3 a2 a4i3 A fukéza

N-acetylgalaktosamin

A Lewis® B LewislJ

Obrazek 4 — Vznik Lewis antigenti je podminén genotypem v ABO, Se a Lewis
systému. Zdroj: Barbé et al., 2018, upraveno.

V leukocytech a endotelidlnich bunkach jsou produkovany dvé a-1,3-
fukosyltransferazy: FUT4 a FUT7 (produkty gent fut4 a fut7). Obé
fukosyltransferazy katalyzuji findlni reakci biosyntézy ligandi pro selektiny
trombocyta (P-selektin), endotelidlnich bunék (E- a P-selektin) a leukocytt (L-
selektin). FUC4 a FUT7 vazou fukézu na  «a-2,3-sialyl-N-
acetyllaktosaminoligosacharidu za vzniku sialyl-Lewis* tetrasacharidu. Obé
fukosyltransferazy jsou nutné pro normalni funkci a pohyb leukocyt{i: zminéné
selektiny a jejich ligandy zajistuji adhezi leukocytti a jejich naslednou extravazaci

(Natsuka et al., 1994).
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2.2.3 Fukédza v patologickych stavech

Fukosylace proteini a glykant je pro lidské télo zasadni, nebot je nutna
napf. pro spravnou funkci imunitniho systému, adhezi molekul, fertilizaci a
vyvoj organu. Patologicka (de)regulace exprese jednotlivych fukosyltransferdz
vede k abnormadlni fukosylaci, kterd se vyskytuje napt. pfi zanétlivych stavech,

malignitdch nebo nddorovych metastdzich (Adhikari et al., 2022).

V rakovinnych builkdach vede zvysena produkce FUT1 a FUT3 ke zvySené
produkci Lewis* a Lewis® antigenti a nasledné i sialovanych Lewis antigenti.
Naopak snizend exprese fukosyltransferdz v rakovinnych bunkich ma za
nasledek ubytek ¢i ztratu antigent A a/nebo B. Obé tyto zmény koreluji se
$patnou prognozou probihajictho nadorového onemocnéni. Sialyl-Lewis
struktury napomahaji klonalni expanzi nadorovych bunék a tézZ umoznuji invazi

do cév prostrednictvim vazby na endotelidlni selektiny (Kim et al., 1997).

Dalsi pfipad zvySené produkce fukosylovanych glykant je zptlisoben
zvySenou expresi a-1,6-fukosyltransferazy (FUTS8). FUT8 katalyzuje adici fukozy
na N-acetylglukosaminovy zbytek N-glykanti a v nddorovych burikach je casto
exprimovana ve zvySené mife, napt. pfi rakoviné plic, jater, vajecniki, prostaty,
prsu, titné zlazy, pankreatu a ktize. FUTS a jeji produkty hraji roli v tiniku pfed
imunitnimi burnikami regulaci exprese PD-1 — kontrolniho bodu imunitniho
systému (PD-1 — programmed cell death protein 1). FUT8 se podili také na
omezeni citlivosti na inhibitory tyrosinkindzy, coZ ma za nasledek zvyseny
bunécény rist. a-1,6-Fukosylovany a-fetoprotein (AFP), vznikajici specificky pfi
hepatoceluldarnim karcinomu, ma potencial laboratorné odlisit hepatocelularni

karcinom od chronickych onemocnéni jater (Bastian et al., 2021).

Mutace v genu pro transportér GDP-fukosidu (SLC35C1) vede ke snizeni
fukosylace proteinti v buiitkach a k onemocnéni LAD-2 (deficit adheze leukocytti
2, leukocyte adhesion deficiency 2). LAD-2 je typicky chronickymi bakteridlnimi

infekcemi, které jsou zpusobeny ztrdtou schopnosti extravazace imunitnich
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bunék, protoZe nevznika sialyl-Lewis* — viz kapitola 2.2.2 (Adhikari et al., 2022;

Etzioni et al., 2007).

Fukéza a latky ji obsahujici hraji roli v bakteridlnich infekcich, jak je tomu
v pripadé infekce Helicobacter pylori. Interakce H. pylori a Leb antigenu, umoznénda
specifickymi receptory H. pylori, mtiZze pfispivat k rozvoji peptického viedového
onemocnéni. Po nakazeni H. pylori setrvava v hlenové vrstvé Zaludku, ale
navaze-li se skrz LeP na epitel, zvysuje se riziko rozvinuti patologického stavu.
Tato interakce vysvétluje vyssi prevalenci viedového onemocnéni u nosiclt

krevni skupiny 0 ve srovnani se skupinami A a B. (Borén et al., 1993).

2.3 Oligosacharidy lidského mléka (HMO)

Lidské matefské mléko je povazovano za zlaty standard ve vyzivé kojencty;
Svétova zdravotnicka organizace doporucuje kojit alespori do véku Sesti mésicti.
Kojeni snizuje pravdépodobnost vyskytu atopické dermatitidy, astmatu, infekci
dychacich cest, gastrointestindlnich infekci, diabetu prvniho i druhého typu a

obezity (Ip et al., 2007).

Matefské mléko poskytuje kojenci bioaktivni slouceniny, které navozuji
imunitni toleranci, zabranuji patogennim infekcim, sniZuji propustnost stfev a
plisobi jako prebiotika pro komenzalni mikroorganismy gastrointestinalniho
matefského mléka (human milk oligosaccharides — HMOs), které plni nékolik z vySse
zminénych funkci. Predpoklada se, Ze zaclenéni vétsiho mnozstvi riznych HMO
do kojenecké vyZzivy zlepsi zdravi kojencti, ktefi nemohou byt kojeni pfirozenym

matefskym mlékem (Walsh et al., 2020).

2.3.1 Diverzita HMO

Zakladnimi stavebnimi bloky oligosacharidi matefského mléka jsou
monosacharidy glukdza, galaktdéza, GIcNAc, fukéza a kyselina sialova (N-

acetylneuraminova kyselina, Neu5Ac). VSechny oligosacharidy jsou vystavény

22



na laktozové jednotce (3-D-Gal-(1—4)-D-Glc), na niZ se pomoci fukosyltransferaz
vaze fukoza (za vzniku 2’-O-fukosyllaktozy a 3-O-fukosyllaktozy — 2'FL a 3FL).
Pomoci sialyltransferdz se vaze kyselina sialova a vznikd 3’-sialyllaktoza a 6’-
sialyllaktéza — 3’SL a 6'SL. Na laktézovou jednotku mtize byt také vazan GIcNAc
(B-1,3/6) a galaktoza vazana pomoci galaktosyltransferaz vazbou [(-1,3/4.

Pouzivané zkratky, ndzvy a struktury jsou shrnuty v Tabulce 1 a Obrazku 5.

V mléénych  zldzdch vznikd Sirokd paleta oligosacharidi: bylo
charakterizovano 19 hlavnich molekul, které mohou byt linedrni i vétvené a na
nichZ mohou byt navazany dalsi fukdzy a sialové kyseliny (Ayechu-Muruzabal
et al., 2018). Celkové bylo identifikovano pres 200 rtiznych HMO struktur;
v matefském mléce se vyskytuji v celkové koncentraci 5-20 g/l (Zeuner et al.,
2020 a). V kravském mléku, které se pouziva jako zdklad kojenecké vyzivy, je
pouze 0,05 g/l oligosacharidti. 50-80 % HMO je fukosylovanych, 10-20 % je

sialovanych (Bode, 2012).
Tabulka 1 - Nazvy, zkratky a zjednodusené struktury hlavnich HMO. Sipky

mezi fadky ukazuji vétveni fetézce — viz Obrazek 5. Zdroj: Faijes et al., 2019;
Saumonneau et al., 2016.

HMO Zkratka  Struktura

2’-O-fukosyllaktéoza 2'FL a-L-Fuc-(1—2)-p-D-Gal-(1—4)-D-Glc

3-O-fukosyllaktéza  3FL B-D-Gal-(1—4)-[a-L-Fuc-(1—3)]-D-Glc

Lakto-N-tetradza LNT -D-Gal-(1—3)-p-D-GlcN Ac-(1—3)-B-D-Gal-
(1—4)-D-Glc

Lakto-N- LNFPI a-L-Fuc-(1—2)-p-D-Gal-(1—3)-f-D-GlcNAc-

fukopentaoza I (1—3)-p-D-Gal-(1—4)-D-Glc

Lakto-N- LNFPII  B-D-Gal-(1—3)-[a-L-Fuc-(1—4)]-3-D-

fukopentaoza II GlcNAc-(1—3)-B-D-Gal-(1—4)-D-Glc

Lakto-N- LNDFHI a-L-Fuc-(1—2)-B-D-Gal-(1—3)-[a-L-Fuc-(1—

difukohexadza I 4)]-p-D-GlcNAc-(1—3)-p-D-Gal-(1—4)-D-Glc
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Lakto-N-neotetradza

Lakto-N-
fukopentadza III

para-Lakto-N-

neohexadza

F-para-lakto-N-
neohexadza

Lakto-N-
neohexadza

F-lakto-N-
neohexaodza I

F-lakto-N-
neohexaodza I1

DF-lakto-N-
neohexadza

LNnT

LNFP III

pLNnH

FpLNnH

LNnH

FLNnH 1

FLNnH I

DE-
LNnH

B-D-Gal-(1—4)-B-D-GlcN Ac-(1—3)-B-D-Gal-

(1—4)-D-Glc

B-D-Gal-(1—4)-[a-L-Fuc-(1—3)]-B-D-

GIcNAc-(1—3)-p-D-Gal-(1—4)-D-Glc

B-D-Gal-(1—4)-B-D-GlcN Ac-(1—3)-B-D-Gal-
(1—4)-B-D-GlcN Ac-(1—3)-B-D-Gal-(1—4)-D-

Glc

p-D-Gal-(1—4)-[a-L-Fuc-(1—3)]-B-D-

GlcNAc-(1—3)-p-D-Gal-(1—4)-3-D-GlcNAc-

(1—3)-B-D-Gal-(1—4)-D-Glc

p-D-Gal-(1—4)-3-D-GIcNAc-(1—3)
\

-D-Gal-(1—4)-D-Glc

7
-D-Gal-(1—4)-3-D-GIcNAc-(1—3)

p-D-Gal-(1—4)-[a-L-Fuc-(1—3)]-p-D-
GlcNAc-(1—3)

\

p-D-Gal-(1—4)-D-Glc

7

p-D-Gal-(1—4)-8-D-GlcNAc-(1—3)

p-D-Gal-(1—4)-8-D-GlcNAc-(1—3)

\

-D-Gal-(1—4)-D-Glc

7
p-D-Gal-(1—4)-[a-L-Fuc-(1—3)]-3-D-
GlcNAc-(1—3)

B-D-Gal-(1—4)-[a-L-Fuc-(1—3)]-B-D-
GlcNAc-(1-3)

N

B-D-Gal-(1—4)-D-Glc

7
B-D-Gal-(1—4)-[a-L-Fuc-(1—3)]-B-D-
GlcNAc-(1-3)
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Difukosyllaktdza DFL a-L-Fuc-(1—2)-3-D-Gal-(1—4)-[a-L-Fuc-(1—
(lakto- (LDFT) 3)]-D-Glc
difukotetradza)
3’-Sialyllaktoza 3’SL a-Neu5Ac-(2—3)-B-D-Gal-(1—4)-D-Glc
6’-Sialyllaktoza 6’SL a-Neu5Ac-(2—6)- B-D-Gal-(1—4)-D-Glc
A Lakto-N-bidza Laktoza B
al-2 = = -4 -4
lomlice | A ws
| ¥ ne0-15
H_J 1

N-acetyllaktosamin Lakto-N-tetradza | Lakto-N-neotetradza |
e Lakto-N-hexadza |

(LNH)

(LNT) (LNNT)

p1-4

C p1-4
al-2 ; ; al-3

2"-fukosyllaktosid 3-fukosyllaktosid
(2'FL) (3FL)

p1-4
a2-8 | 1.4
«2-3

3-sialyllaktosid 6-sialyllaktosid iso-Lakto-N-oktadza iso-Lakto-N-neooktadza para-Lakto-N-oktadza
(3FL) (6'FL)
D p1-4 p1-4 p1-4
al-4 p1-4 $1-3
p1-3 -3 al-3
p1-3 al-3 p1-3

Lakto-N-fukopentadza | Lakto-N-fukopentadza Il Lakto-N-fukopentadza IIl Lakto-N-fukopentadza V

(LNFP 1) (LNFP 11) (LNFP 111) (LNFP V)

. Glukdza (Glc) O Galaktoza (Gal) . N-acetylglukosamin (GlcNAc) A Fukdza (Fuc) . N-acetylneuraminové kyselina

(NeuAc)

Obrazek 5 — Schematické znazornéni vybranych HMO molekul. Radmecek A
obsahuje zakladni strukturni bloky a vycet moznych vazeb. B: Lakt6za mtze
byt prodlouzena pfidanim disacharidt (LNT, LN#T). Adice disacharid@t mtize
vést k dalsimu linedrnimu prodlouZeni (vazbou (-1,3 vznika para-lakto-N-
oktaoza) nebo k vétveni fetézce (vazbou (-1,6 vznikaji iso-HMO). C: Laktéza
muZe byt fukosylovadna a sialovana za vzniku trisacharidt. D: ProdlouZzené
fetézce mohou byt fukosylovany za vzniku raznych fukosylovanych
regioizomert. Zdroj: Bode, 2012, upraveno.

Ve skladbé HMO Ize pozorovat interindividudlni i intraindividudlni rozdily.
HMO dosahuji riznych koncentraci v riznych lakta¢nich fazich a v rtiznych
¢astech dne; vliv ma téZ strava matky a potfeby kojence — napf. mléko pro

nedonosené kojence obsahuje vyssi koncentrace 3'SL (Walsh et al., 2020). Slozeni
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HMO 1ze ovlivnit probiotickymi dopliiky stravy, se kterymi dochdzi ke zvyseni
koncentraci 3FL a 3'SL (Seppo et al., 2019).

Variabilita koncentraci jednotlivych HMO je z velké miry ddna genetickou
dispozici matky, zejména variaci alel sekretorovych a Lewis gent. Aktivni
sekretorsky gen koduje fukosyltransferdzu FUT2, kterd pridava fukoézu a-1,2
vazbou za vzniku 3FL a LNFP I. Aktivni Lewis gen dava vznik FUT3, ktera
umoznuje syntézu LNFP II a III (Ayechu-Muruzabal et al., 2018). Na zakladé
Se/Le fenotypu a na ném zavislé skladby HMO se matefské mléko klasifikuje do
¢tyt skupin (Thurl et al., 1997).

Prevalence sekretort se lis5i mezi kontinenty a etnickymi skupinami:
v evropskeé populaci se odhaduje 80 % sekretorti, u ptivodnich obyvatel Australie
a Ameriky je téméf 100 % sekretorti, v severni Indii 75 % a v jizni Indii 22 %
sekretori (Daniels, 2013). Odhaduje se, Ze geografické rozdily v sekretorském
statusu jsou diisledkem selektivniho tlaku, ktery zptisobily patogeny prostredi,
a ktery utvérel rtizné haplotypy napfic kontinenty a populacemi. Kojeni mlékem
matky sekretorky (s a-1,2-fukosylovanymi oligosacharidy) koreluje s nizsi
incidenci détskych prajmt ptvodct Campylobacter, calcivirus a ETEC
(enterotoxicka E. coli), zatimco nesekretorové mléko chrani pfed norovirovou
infekci. Mechanismus této obrany spociva vtom, Ze specifické struktury
nékterych HMO ptisobi anti-adhezivné (bud pfimo navazanim na patogen nebo
kompetitivni inhibici receptor(i epitelidlnich bunék) a zdroven prebioticky

(Walsh et al., 2020).

2.3.2 Funkce HMO
Antimikrobidlni a antivirotické u¢inky HMO zavislych na Se/Le nosiéstvi byly
jiz zminény, a tak zbyva jen doplnit vycet patogenti, proti kterym jsou HMO
uc¢innou zbrani. Proti rotavirové infekci chrani sialované a fukosylované HMO
(2’FL, 3’'SL, 6'SL) tim, Ze se vazi pfimo na virus, ¢imz znemoznuji viru vstoupit

do hostitelské buriky (Laucirica et al., 2017). LNT a jeji fukosylovany derivat
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(LNFP I) inhibuji rtist bakterie Streptococcus agalactine, téz GBS (Group B
Streptococcus, Casty patogen vaginy a nejcastéjsi pri¢ina novorozeneckych infekci;

Lin et al., 2017).

Fukosylované HMO vykazuji prebioticky tucinek, ktery funguje jako dalsi
obrana proti patogennim bakteriim. Komenzalni rody Bifidobacterium a
Bacteroides jsou schopny metabolizovat fukosylované HMO (zejména 2'FL a 3FL)
efektivnéji nez nékteré patogenni rody (E. coli, Clostridium, Enterococcus), coz
podporuje rtst komenzal(i, a naopak zamezuje expanzi patogenti (Marcobal et

al., 2010).

FUT2 dependentni HMO snizuji incidenci ekzému asociovaného s IgE a
alergickych onemocnéni u kojencti narozenych cisafskym fezem (Sprenger et al.,
2017). Tento jev lze vysvétlit jako dalsi dtsledek prebiotického tucinku né€kterych
HMO, ktery reguluje stfevni mikrobiom ve tvorbé mastnych kyselin s kratkym
fetézcem (SCFA — short-chain fatty acids; acetat, butyrat a propionat). SCFA jsou
zdrojem energie pro epitelidlni bunky stfeva a jsou medidtory alergického
zanétu, ktery je vniman jako vedlejsi produkt metabolické aktivity stfevnich

bakterii (Munblit et al., 2017).

2.3.3 Kojenecka vyziva

Zde je nutno podotknout, Ze vétSina vySe zminénych studii probihala in vitro
na bunécénych modelech. Existuje velice malo epidemiologickych observacnich
studii, které dokladaji zavéry studii in vitro. V poslednich letech byly zahajeny
klinické studie zabyvajici se bezpecnosti pouZiti specifickych kombinaci HMO
v kojenecké vyzivé, konkrétné 2'FL s scGOS (galaktooligosacharidy s kratkym
fetézcem) a 2'FL s LNnT. Vysledky studii se shoduji na dobré snasenlivosti a na
prospivani srovnatelném s détmi kojenymi matefskym mlékem. Zatim nelze
s jistotou fict, zda pfidané HMO pfindsi vyhody pro vyvoj imunitniho systému
kojence ¢ zda zmirfiuji nachylnost k infekcim. Pfedpoklada se, ze HMO se

podileji na regulaci slizniéni imunity a budovani imunitni bariéry mnoha
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zpusoby, ale specifické mechanismy zistavaji nedostatecné pochopeny a mohou
byt komplikovany interakcemi jednotlivych zkoumanych struktur (Ayechu-
Muruzabal et al., 2018).

V roce 2015 byly 2'FL a DFL schvéleny Evropskym ufadem pro bezpecnost
potravin (EFSA) jako bezpecné nové slozky potravin pro kojeneckou vyZzivu,
v roce 2022 byla platnost schvaleni prodlouzena a rozsitena o LNnT (Turck et al.,
2022). Nékteré dalsi HMO jiz jsou komeréné dostupné, ale za pomérné vysoké
ceny a se stale omezenou velkovyrobou. Do kojeneckych formuli jsou pfidavany
fruktooligosacharidy a galaktooligosacharidy, ackoli se v lidském matefském
mléce prfirozené nevyskytuji a neplni stejné funkce jako HMO; funguji alespon

jako prebiotika (Faijes et al., 2019).

2.3.4 Enzymova syntéza fukosylovanych HMO

Tradicni pristup ziskavani HMO pro laboratorni vyzkum spocival v izolaci
HMO z matetského mléka, coz sice pfinaselo struktury v jejich pfirozené formég,
avSak v malém mnozstvi (Walsh et al,, 2020). V nedavnych letech se zacaly
rozvijet metody syntetické produkce HMO vyuzivajici enzymové nebo
chemoenzymové postupy. V této oblasti se ¢im dal castéji pouziva proteinové
inZenyrstvi, které navrhuje a vytvari cilené mutace v aminokyselinové sekvenci
enzym s cilem zlepsit vlastnosti enzymu pro dané pouZiti. Alternativné se téz
pouziva metoda fizené evoluce, kdy je enzym podroben opakované mutagenezi
a dochazi k napodobeni procesu pfirozeného vybéru opét scilem upravit

enzymy pro dosazeni pozadovanych vlastnosti.

Fukosylované HMO jsou in vivo syntetizovany fukosyltransferazami, které
jsou pro produkci in vitro v preparativhim mnoZstvi problematické vinou
drahého donoru (GDP-Fuc), nizkého vytézku heterologni exprese a nizké
stability. Proto jsou ¢im dal tim vice zkoumany mikrobialni a-L-fukosidazy, které
lze jako rekombinantni proteiny produkovat ve velkém mnoZstvi, vyuZzivaji

dostupnéjsi a levnéjsi donory a byvaji robustnéjsi. Jejich nevyhodou mtize byt
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prevazujici hydrolyticka aktivita nad transfukosylaci a nizka regioselektivita

(Zeuner et al., 2020 a).

Experimentalni enzymové syntézy HMO pouZivaji napf. a-1,2-
tukosyltransferazu z Helicobacter pylori (HpFucT2) pro vyrobu 2’FL z GDP-Fuc a
laktozy. Alternativou je mutantni a-1,2-fukosidaza z Bifidobacterium bifidum
(BbAfcA N423H-D766N), kterd dokaze vyrobit 2'FL z laktozy a B-fukosylfluoridu
(B-FucF). DalSim zkoumanym enzymem je mutantni «-1,3/4-fukosidaza z
Bifidobacterium longum subsp. infantis pouzivana k syntéze LNFP II, LNFP III a
dalSich HMO (pro kazdy produkt je vytvorena jind mutace; Faijes et al., 2019).
Shrnuti zkoumanych enzymu tspésnych v produkci fukosylovanych HMO je

uvedeno v tabulce nize.

Tabulka 2 — Experimentalné vyuzivané enzymy pro syntézu fukosylovanych
HMO. U rozdilnych hodnot vytézk pro rizné koncentrace a poméry donorti a
akceptorti byly uvedeny pouze reakce s nejvyssim vytézkem. XyG —
xyloglukan. Zdroj: Zeuner & Meyer, 2020, upraveno.

Enzym (organismus) Donor Akceptor Produkt Vytézek
a-L-fukosidaza pNP-Fuc Lac 2’FL 13 %
(Paenibacillus sp.)
a-1,2-fukosidaza 3FL LNT LNFP II 14 %
(Bifidobacterium bifidum)
3FL LNnT LNEFP III 3%
mutantni «-1,2-fukosiddza  3FL LNT LNFP II 39 %
(Bifidobacterium bifidum)
a-1,3/4-fukosidaza 3FL LNT LNFP II 12 %
(Bifidobacterium infantis)
mutantni «-1,3/4-fukosidaza 3FL LNT LNEFP II 48 %
(Bifidobacterium infantis)
3FL LNnT LNEFP III 52 %
3FL LNFPI  LNDFHI 58 %
3FL 2’FL DFL 59 %
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3FL LNnH FLNnH /Il 77 %

+ DFLNnH

3FL pLNnH  FpLNnH 61 %
a-1,3/4-fukosidaza 3FL LNT LNFP II 50 %
(Clostridium perfringens)

3FL LNnT LNFP III 17 %
a-L-fukosidaza (Fusarium 2’FL LNT LNFP1 15 %
graminearum)

XyG Lac 2’FL 14 %
a-L-fukosidaza 2’FL LNT LNFPI 18 %
(Xanthomonas campestris pv.
campestris)
a-L-fukosidaza (Tannerella ~ 2'FL LNT LNFP1 35 %

forsythia)

XyG Lac 2’FL 0,7 %
a-L-fukosidaza (Thermotoga  pNP-Fuc Lac 2’FL 32 %
maritima)

2’FL LNT LNFP I 10 %

Bifidobacterium bifidum a Bifidobacterium infantis jsou komenzalni bakterie stfev,
coz vysvétluje jejich pfirozenou schopnost metabolizovat HMO. U patogennich
organismu (Clostridium  perfringens, Fusarium graminearum, Xanthomonas
campestris, Tannerella forsythia) se odhaduje, Ze vyuzivaji své transglykosylacni
enzymy k produkci glykanti, které pouzivaji prfi invazi a kolonizaci hostitelského

organismu (Zeuner et al., 2020 a).

2.3.4.1 Heterologni exprese

Vsechny enzymy v tabulce vyse byly produkovany rekombinantné: geny
bakteridlnich enzymt byly exprimovany burnkami E. coli a jediny fungdalni
zastupce byl exprimovan v P. pastoris, coz je kvasinka uspésné pouziva pro
produkci eukaryotnich enzymi. Tento jednobunéény organismus dokaze
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provadét nékteré posttranslaéni modifikace, kterych jsou schopné wvySsi
eukaryotni organismy, ¢imz se 1isi od bakterialnich produkénich systémti. Oproti

vyssim eukaryotdm je kultivace P. rychlejsi, levnéjsi, jednodussi a produkce miva

vyssi vytézek (Cregg et al., 1993).

P. pastoris patfi mezi methylotropni kvasinky, tzn. dokaze vyuzivat methanol
jako zdroj uhliku. K metabolizaci methanolu vyuziva alkoholoxidazu (AOX), jez
je kodovana genem AOX1 a v mensi mife genem AOX2. Exprese AOX1 genu je
regulovana a indukovana methanolem (Cregg et al., 1993). V experimentalni ¢asti
této prace byly pouzity bunky KM71, které maji inaktivovany gen AOXI.
Sekvence kodujici alkoholoxiddzu je soucasti plazmidu, do kterého se vklada gen

produkovaného enzymu (Cregg et al., 2000).

E. coli je nejpouzivanéjsi systém heterologni exprese proteinti pro
experimentalni i terapeutické pouziti. Tato bakterie roste velice rychle, je schopna
vysokych vytézkd a mechanismus jeji heterologni exprese je dobfe znam.
Bohuzel pfi produkci eukaryotnich proteini se mutze stat, Ze produkovany
protein je degradovan endogennimi protedzami a/nebo uzavien do inkluznich
télisek, ze kterych je tfeba protein prevést do rozpustné formy slozitou a ¢asové
naro¢nou metodikou (Li et al., 2018). Krom toho neni E. coli schopna nékterych
posttranslacnich tiprav, které se odehravaji v eukaryotnich organismech — napf.

glykosylace proteinti (Rosano et al., 2014).

Dal$im mozZnym pristupem k syntéze HMO jsou bunétné tovarny (cell
factories), které jsou zalozeny na transformaci substrati dodanych do média
pomoci bakteridlnich ¢i kvasinkovych kmenti transformovanych pfislusnymi
enzymy, nejcastéji glykosyltransferdzami. Je prfitom vyuzivan metabolicky
aparat pouzitého mikroorganismu (nejcastéji E. coli) a vlastni transport
donoru/akceptoru do buriky, coz mtize zamezit inhibiénim téinkim (vedlejsich)

produktt (Faijes et al., 2019).
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3 CILE PRACE

e Prozkoumani knihovny vladknitych hub a nalezeni zastupcti vykazujicich
a-L-fukosiddzovou aktivitu vici pNP-a-L-fukosidu.
e Exprese, purifikace a charakterizace rekombinantni varianty alespor
jedné a-L-fukosidazy,
o komercni plazmid s pfisluSnym genem bude navrzen ve
spolupraci s konzultantem na Skolicim pracovisti.
o Analyza regioselektivity a syntetického potencialu
pfipraveného rekombinantniho enzymu.

e Syntéza fukosylovanych oligosacharid.
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Technickeé vybaveni a material
4.1.1 Pristrojové vybaveni

e aparatura na agarézovou elektroforézu (Bio-Rad, USA);

e aparatura na SDS-PAGE (Bio-Rad, USA);

e centrifuga Minicentrifuge Eppendorf MiniSpin (Eppendorf, USA);

e centrifuga Universal 320 R (Hettich, Némecko);

e centrifuga Eppendorf Centrifuge 5804 R (Eppendorf, USA);

e centrifuga Sorvall Centrifuge RC 6+ (Thermo Scientific, USA);

e centrifuga Himac CR22N (Hitachi, Japonsko);

e elektroporator MicroPulser Electroporator (Bio-Rad, USA);

e elektroporacni kyvety (Bio-Rad, USA);

e fluorimetr Qubit (Invitrogen, USA);

e HPLC Nexera XR (Shimadzu, Japonsko) s kolonou Luna NHz, (pIné
porézni ¢astice 10 um s 100 A péry, 250 mm x 21,2 mm (Phenomenex,
USA) v online spojeni s hmotnostnim spektrometrem LS-MS 2020
(Shimadzu, Japonsko);

e laminarni box MSC 9 (Jouan, Velka Britanie);

e laminarni box SafeFast (Schoeller Instruments, CR);

e magnetickd michacka Arex (Velp Scientifica, Italie);

e oscilaéni mlyn MM200 (Retsch, Némecko);

e pH metr pH 211 Microprocessor pH Meter (Hanna Instruments, (ViR) ;

e spektrofotometr Sunrise Tecan (Tecan, gvycarsko) ;

e spektrofotometr UVmini-1240 (Shimadzu, Japonsko);

e systém afinitni chromatografie Akta Purifier (Amersham Biosciences,
Velka Britanie) s kolonou Q-Sepharose (Cytiva, USA) a Fractogel EMD
SOs, (Merck, Némecko);



e systém rychlé proteinové kapalinové chromatografie (FPLC) Akta Prime
Plus (Amersham Biosciences, Velka Britanie) s kolonou HisTrap HP
(Cytiva, USA);

e termocykler T100 (Bio-Rad, USA);

e termomixér Thermomixer comfort (Eppendorf, USA);

o tfepacka IKA KS 4000 ic control (Schoeller, CR);

o tfepacka SBM/SS-X (Kuhner, Svycarsko);

e tfepacka a inkubator NB-205QF (N-Biotek, Jizni Korea);

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

e ultrazvukovy bunéény disruptor UP50 (Ultrasound Technologies, Velka
Britanie);

e vahy Precisa 80A-200M (Swiss Quality, Svycarsko);

e vortex Grant-bio (Grant Instruments, Velka Britanie).

4.1.2 Kultiva¢ni média
e Sporulatni agar pH 5,5: glycerol 125 g/l (VWR Chemicals, CR), sladovy
extrakt 45 g/l (Oxoid, CR), NaCl 15 g/l (Lach-Ner, CR), NH:NOs 0,44 g/l
(Lach-Ner, éR), MgS0.0,05 g/l (Lachema, CR), CuS0:0,0015 g/1 (Lachema,
CR), agar 30 g/l (Oxoid, CR).

o Peptonové médium pH 6,0: kvasniény extrakt 0,5g/l (Oxoid, CR),
bakteriologicky pepton 5,0 g/l (Oxoid, CR), KH2PO4 3,0 g/l (Lach-Ner, CR),
NHsH2PO: 5,0 g/l (Lach-Ner, CR), hydrolyzat kaseinu 7,5 g/l (Oxoid, CR).

o Luria-Bertani (LB) médium pro E. coli: trypton 10 g/l (Oxoid, CR),
kvasni¢ny extrakt 5 g/l, NaCl 10 g/1.

e Luria-Bertani (LB) agar pro E. coli: LB médium s piidavkem agarozy

(2 /100 ml).
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Terrific Broth (TB) médium pro E. coli o pH 7,5: trypton 12 g/l, kvasni¢ny
extrakt 24 g/l, glycerol 4 ml/l, 17 mmol/l KH2POs (2,31 g/1), 72 mmol/l
K-HPO: (12,54 g/I; Lach-Ner, CR).

YPD (yeast extract, peptone and dextrose) médium pro P. pastoris:
kvasniény extrakt 10 g/1, pepton 20 g/1, D-glukdza (pfidavano po sterilizaci

ze zasobniho roztoku — Lach-Ner, CR; déle vzdy D-glukéza).

YPDA agar pro P. pastoris: YPD médium s pridavkem agardzy
(2 g/100 ml).

BMGY (Buffered Glycerol Complex Medium) médium pro produkci P.
pastoris: kvasni¢ny extrakt 10 g/l, pepton 20 g/1, 10 % glycerol, 0,1 mol/l
draselno-fosfatovy pufr, 10 % YNB (yeast nitrogen base; Carl-Roth,
Némecko), 0,02 % biotin (BioChemika, évycarsko).

BMMY (Buffered Methanol Complex Medium) médium pro indukci P.
pastoris: kvasni¢ny extrakt 10 g/l, pepton 20g/l, 0,1 mol/l draselno-
fostatovy pufr, 10 % YNB, 0,02 % biotin, 0,5 % methanol.

BMMH (Buffered Methanol Minimal Medium) médium: 0,1 mol/l draselno-
fostatovy pufr, 10 % YNB, 0,02 % biotinu, 0,5% methanolu (Isolab,

Némecko).

4.1.3 Zasobni roztoky
Induktory: 0,5% D-arabinodza (0,25 g/50 ml; Carbosynth, Velka Britanie); 2,5%

L-fukoza (1,25 g/50 ml; Carbosynth, Velka Britanie); 20% D-glukdza (ze zasobniho

roztoku); 1% fukoidan (1g/100 ml; izolovany z Laminaria japonica, Carbosynth,

Velka Britanie).

Substraty: 10 mmol/l pNP-Fuc (p-nitrofenyl-a-L-fukopyranosid; Carbosynth,

Velkd Britanie); 10 mmol/l arabindza; 10 mmol/l glukdza; 250 umol/l fukoidan;

10 mmol/l 2’-fukosyllaktéza (Carbosynth, Velka Britanie); 10 mmol/l 3-
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tukosyllaktoza (Carbosynth, Velka Britanie); 10 mmol/l xyloglukan nonasacharid
(Carbosynth, Velka Britanie).

Transfukosylaéni akceptory: 100 mmol/ laktéza, 100 mmol/l laktosyl-tBoc
((terc-butoxykarbonylamido)ethylthioureidyl-B-D-galaktopyranosyl-(1—4)-p-D-
glukopyranosid, syntetizovdna pracovniky laboratofe), 100 mmol/l arabinoza,

100 mmol/l galaktoza, 100 mmol/l fukdza.

Dalsi roztoky: 1 mol/l MgSOs (MgSOs - 7 H20 61,6 g/250 ml); 1% Tween 80
(Thermo Scientific, USA); 1mol/l HEPES (23,84 g/100 ml; pH 8,0, Megazyme,
USA); 1mol/l sorbitol (182 g/l; Lach-Ner, CR); 1mol/l DTT (dithiothreitol;
1,55 g/10 ml); 0,1 mmol/l NaCOs (28,6 g/l Na2COs - 10 H20; Lachema, CR);
0,5 mol/l isopropyl-1-thio-B-D-galaktopyranosid (IPTG; Sigma-Aldrich, USA);
1mmol/l fenylmethylsulfonylfluorid (PMSF, Sigma-Aldrich, USA); 100 mg/ml
zeocin (Invivogen, USA), 150 mg/ml ampicilin, 35 mg/ml chloramfenikol,

5 mg/ml tetracyklin.

4.1.4 Pufry
¢ 1mol/l draselno-fosfatovy (K-P) pufr pH 6,0: 1 mol/l KxHPOs a 1 mol/l

KH2POg;
e 50 mmol/l Sorensentiv pufr pH 8,0: 0,2 mol/l Na2HPOs a 0,2 mol/l
NaH:POg;
e 10 mmol/l citrat-fosfatovy (C-P) pufr pH 3,5-8,5: 0,1 mol/l kyselina
citronova a 0,2 mol/l Na2HPOy;
o pufry pro iontové-vyménnou afinitni chromatografii: pufr A
(ekvilibra¢ni): C-P pufr pH 7,0; pufr B (elu¢ni): C-P pufr pH 7,0
s 1 mol/l NaCl; pufr C (elu¢ni): C-P pufr pH 7,0 s 2 mol/l NaCl;
pufr D (ekvilibracni): C-P pufr pH 7,5; pufr E (elu¢ni): C-P pufr
pH 7,5 s 2 mol/l NaCl; pufr F (ekvilibra¢ni): C-P pufr pH 3,0;
pufr G (elu¢ni): C-P pufr pH 3,0 s 1 mol/l NaCl; pufr H (elucni):
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C-P pufr pH 3,0 s 2 mol/l NaCl; pufr I (ekvilibra¢ni): C-P pufr
pH 3,5;
0,5 mol/l Na-P pufr pH 6,0: 0,5 mol/l NaH2POs a 0,5 mol/l Na2HPOs;
0,2 mol/l octanovy pufr pH 6,0: 0,2 mol/l kyselina octova a 0,2 mol/l octan
sodny;
Britton-Robinsontiv pufr pH 2,0-11,5: 0,04 mol/l HsPOs, 0,04 mol/l kyselina
fenyloctova, 0,04 mol/l kyselina borit4, 0,02 mol/l NaOH;
dialyzacni pufr pH 7,5: 50 mmol/l Na-P pufr, 150 mmol/l NaCl.

4.1.5 Komercni sady

High Pure Plasmid Isolation Mini Kit (Roche, évycarsko);

High Pure Plasmid Isolation Midi Kit (Roche, évjrcarsko);

DNA Gel Extraction Kit (Norgen Biotek, Kanada);

DNeasy UltraClean Microbial Kit (Qiagen, Nizozemsko);
Qubit dsDNA BR Assay Kit (Invitrogen, USA);

GeneJET PCR Purification Kit (Thermo Fisher Scientific, USA).

4.1.6 Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu (SDS-PAGE)

5x Running buffer: Tris (tris(hydroxymethyl)aminomethan) 15,1 g/l, glycin
94 g/1, SDS 5 g/1;

10% separacni gel, 10 ml: 4 ml H2O, 3,3 ml 30% akrylamidové smési, 2,5 ml
1,5 mol/l Tris-Cl pufru o pH 8,8, 0, ml 10% SDS (dodecylsiran sodny),

0,1 ml1 10% APS (peroxosiran amonny), 0,004 ml TEMED
(tetramethylethylendiamin).

5% zaostfovaci gel, 2 ml: 1,4 ml H20, 0,33 ml 30% akrylamidové smési,
0,25 ml 1,5 mol/I Tris-Cl pufru o pH 6,8, 0,02 ml 10% SDS, 0,02 m1 10%
APS, 0,002 ml TEMED;

barvici roztok: 0,5 g Coomassie Brilliant Blue (USB Corporation, USA),
90 ml ethanol, 10 ml kyselina octova, 90 ml H:0;
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odbarvovaci roztok: 350 ml ethanolu, 550 ml H20, 100 ml kyseliny octové.

4.1.7 Elektroforéza v agar6zovém gelu

50x Tris-acetat-EDTA pufr (TAE): Tris 242 g/, kyselina octova 57,1 ml/],
0,5 mol/l EDTA 100 ml/1 pH 8,0;

1% agardzovy gel (0,7 g/70 ml 1x TAE pufru);

marker: 6x MassRuler DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, USA);
barva 1x GelRed (Biotium, USA);

barva 6x Gel Loading Dye Purple (New England Biolabs, USA).

4.1.8 Biologicky material

buriky E. coli Topl0, BL21(DE3)pLysS, BL21-Gold(DE3), Rosetta2(DE3)
(Thermo Fisher Scientific, USA);

buriky E. coli J]M109 1990 (pfipraveny pracovniky laboratofe);

burky P. pastoris KM71H (Invitrogen, USA);

fungalni kmeny vybrané ke screeningu pochazely ze Sbirky kultur hub
(Culture Collection of Fungi — CCF) Katedry botaniky Pfirodovédecké
fakulty Univerzity Karlovy uloZené v Laboratofi biotransformaci
Mikrobiologického tistavu AV CR;

plazmid pPICZaA s vnesenou antibiotickou rezistenci na zeocin

s vloZzenymi geny vybranych fungalnich enzymii (Generay, Cina);
polymeréaza DreamTaq (Thermo Fisher Scientific, USA);

polymeraza Q5 High-Fidelity DNA Polymerase (New England Biolabs,
USA);

primery komeréni (Generi Biotech, CR);

primery 3’AOX1 a 5"AOXI, pCold II-Fw a pCold II-Re (Generi Biotech,
CR);
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e restrikéni endonukledzy EcoRI-HF, Kpnl, Sacll, Ndel, Xhol, BamHI, Sall,
Sacl a pfislusné pufry rCutSmart Buffer, NEBuffer r1.1, NEBuffer r3.1
(New England Biolabs, USA);

e DNA ligdza T4 (Thermo Fisher Scientific, USA).

4.1.9 Tenkovrstva chromatografie

e mobilni fdze: 350 ml propan-2-ol, 100 ml H-0, 50 ml 30% NHiOH.

4.2 Screening sbirky hub
4.2.1 Vybér hub
Ze Sbirky kultur hub Katedry botaniky PiF UK bylo vybrano deset zastupct,

u kterych byl pfedpokladan vyskyt a-L-fukosidazové aktivity: Aspergillus terreus,
Fusarium oxysporum, Mortierella alpina, Fusarium culmorum, Mucor circinelloides,
Aspergillus  flavipes, Aspergillus phoenicis, Penicillium funiculosum, Penicillium
purpurogenum  var.  rubrisclerotium,  Talaromyces  flavus. ~ Podobnost
aminokyselinovych sekvenci ke zndmym fukosiddzam z Thermotoga maritima a
Fusarium graminearum byla analyzovdna pomoci programu BLAST — Basic Local
Alignment Search Tool od Narodniho centra pro biotechnologické informace USA

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

4.2.2 Kultivace vlaknitych hub

PomnozZeni a uchovavani vybranych hub probihalo na Sikmych sporulaénich
agarech pfipravenych dle 4.1.2 (Obrazek 6). Po naockovani z matefskych kultur
ze sbirky nasledovala sedmidenni kultivace pfi 28 °C. Takto narostlé kultury byly
uchovavany pii 4 °C.

Mycelia byla omyta 4 ml 0,1% roztoku Tween 80 a takto ziskand suspenze spor
byla v objemu 0,5 ml odebrdna a dale kultivovana v médiu s induktory. Fungalni
kmeny byly kultivovany v 500 ml Erlenmeyerovych barkach obsahujicich 100 ml
kultivacniho peptonového média (pfipraveného dle Hurkové et al., 1999; 4.1.2).

Po sterilizaci média byl pfidan sterilni roztok MgSO: do cilové koncentrace 10 %
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v/v a sterilni roztoky induktort: 0,1% v/v D-arabinéza, 0,5% v/v L-fukédza a 4% v/v
D-glukdza. Koncentrace byly prevzaty z prace Hunkové et al. (1999), piiprava
zasobnich roztoki je uvedena v kapitole 4.1.3. Z divodu Spatné rozpustnosti byl
induktor fukoidan pfidan pfimo do ban€k v pevném skupenstvi v cilové

koncentraci 1 % w/v; fukoidan byl pouZit k indukci v praci Shvetsové et al. (2015).

Obrazek 6 — Kultury vybranych hub byly naockovany na sikmé sporulacni
agary a inkubovany 7 dni pfi 28 °C. Autor fotografie: Pavlina Nekvasilova

Bariky byly kultivovany (Obrazek 7) pri 28 °C za tfepani pri 200 ot./min.
Kultivace probihala 14 dni a mezi 6. a 14. dnem byly odebirany vzorky ke
screeningu aktivity; pocatecni den kultivace byl urcen jako nulty den (dle

Bojarové et al., 2019).

40



Obrazek 7 — Fungalni kmeny jsou kultivovany v peptonovém médiu
s induktory (ARA — arabindza, FUC - fukdza, FC - fukoidan, GLC - glukdza).
Na fotce kultivace Penicillium purpurogenum var. rubrisclerotium (PP).

4.2.3 Stanoveni fukosidazové aktivity fungalnich kment

Vzorek o objemu 2 ml byl sterilné odebran z kultivacni bariky a centrifugovan
pri 12500 x g a 4 °C po dobu 20 min. Objem 40 ul supernatantu (enzym je
produkovan extracelularn€) byl pouZit k zahdjeni reakce s10 ul pNP-Fuc (ve
vysledné koncentraci 2 mmol/l). Nasledovala 30 min reakce pfi 35°C a
850 ot./min, ktera byla ukoncena pfidavkem 1 ml 0,1 mol/l Na:CO:s. p-Nitrofenol
vznikly po rozstépeni pNP-Fuc dava ve formé p-nitrofenolatu v bazickém
prostiedi zluté zbarveni, které lze pozorovat pouhym okem (Obréazek 8).

Vizudlné pozitivni vzorky byly nasledné podrobeny stanoveni aktivity.

a- L-fukosidaza

NO,
OH HO
=0 i
HO o
0
CH

OH 3 /@/ fukdza

Oz:N

prnitrofenolat

pNP-Fuc

Obrazek 8 — Odstépeni p-nitrofenolu a jeho zbarveni v bazickém prostfedi je
pouzito pro stanoveni fukosidazové aktivity. Zdroj: Robles-Arias et al., 2021,
upraveno.
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U houbovych kultur s pozitivni barevnou reakci byla kvantifikovana aktivita
k pNP-Fuc. Reakce se sestavala ze 30 pul 50 mmol/l Sérensenova pufru pH 8,0
(4.1.4), 10 pl substratu (pNP-Fuc, findlni koncentrace 2 mmol/l, zasobni roztok
10 mmol/I) a 10 pl supernatantu ze vzorku z kultivaéni barky. Po zahajeni reakce
pfidavkem enzymu béZela reakce 10 min pfi 35 °C a 850 ot./min, poté byla
ukoncena pfidavkem 1 ml Na2COs. Obsah reakéni zkumavky byl preveden do
kyvety a absorbance byla zméfena pfi 420 nm, ¢imz byl detekovan uvolnény p-
nitrofenolat. Vzorek (v duplikatu) byl srovndn se slepym vzorkem (bez

pritomnosti enzymu) a pomoci kalibracni kfivky pNP s rovnici:
¢ = Agyp - 0,7195
kde c je koncentrace pNP a A4 je absorbance pii 420 nm; kalibraci provedl
jiny pracovnik laboratore. Aktivita enzymu byla vypocitana dle vztahu:

Ay V- ¥
aktivita = il(z?—Vef:t

kde A4y je pramérnd absorbance pfi 420 nm, V, je celkovy objem reakce, I je
fedéni vzorku enzymu, K je konstanta z rovnice kalibra¢ni kfivky pNP, V, je
objem enzymu at je cas reakce v minutdch. Vysledkem je hodnota objemové

aktivity v jednotkach U/ml, kde U je definovano jako mnoZstvi enzymu, které

katalyzuje pfeménu 1 pumol substratu za 1 min.

4.3 Sekvenacni analyza

K nalezeni fungalnich enzymi s podobnou aminokyselinovou sekvenci k a-L-
fukosiddzam jiz zndmym =z literatury byla pouzita aplikace BLAST. Jako
referenéni enzymy byly zvoleny oa-L-fukosiddzy z vldknité houby Fusarium
graminearum (Giberella zeae; FgFuc, AFR68935.1) a z bakterie Thermotoga maritima
(TmFuc, AAD35394.1) charakterizované v pracich Zeuner et al. (2018) a Lezyk et
al. (2016). Vybrané houby jsou shrnuty v tabulce niZe spolecné s velikosti jejich
kédujici sekvence (coding sequence — CDS) v jednotkach paru bazi (bp — base pair).

Pfibuznost vybranych organismi byla zndzornéna pomoci generatoru
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tylogenetickych stromt PhyloT (https://phylot.biobyte.de/) a vizualizovacim

programem iTOL (Interactive Tree Of Life, https://itol.embl.de/).

Tabulka 3 — Vybrané enzymy z vlaknitych hub a jejich pfistupovy kdd.

Organismus a kdd proteinu Zkratka Délka CDS [bp]

Apiotrichum porosum ApFuc 1362

XP_028471782.1

Absidia repens ArFuc 1605
ORZ24074.1

Clonostachys rhizophaga CrFuc 1482
CAHO0042109.1

Fusarium graminearum FgFuc 1830
AFR68935.1

Fusarium oxysporum FoFuc 1824
AFR68934.1

Z aminokyselinovych sekvenci vybranych enzymu byly navrZeny geny pro
vlozeni do plazmidu pPICZaA: Aminokyselinové sekvence byly prelozeny do
nukleotidové sekvence pomoci programu SMS: Reverse Translate (Sequence

Manipulation Suite, https://www.bioinformatics.org/sms2/rev_trans.html)

s pouzitim kodonti preferencnich pro P. pastoris (dle Codon Usage Database -

https://www kazusa.or.jp/codon/).

Sekvence byly podrobeny analyze pfitomnosti konzervovanych domén

pomoci programu InterPro (https://www.ebi.ac.uk/interpro/) a programu

Conserved Domains od NCBI

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi). Pritomnost
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transmembranovych usekt a signdlnich peptidii byla detekovdna pomoci

programu Predict Protein (https://predictprotein.org/).

Plazmidy byly pfipraveny komeréné firmou Generay (Cina). Ke genu a-L-

fukosiddzy byla pfiddna restrikéni mista (Tabulka 4), ktera slouzila ke vloZeni

genu do plazmidu pPICZaA (Obrazek 9).

Tabulka 4 — Vybrané restrikéni endonukledzy pro vloZeni genu a-L-fukosidaz

do plazmidu pPICZaA.
Plazmid Restrikéni Pufr Gen enzymu
endonukleaza
pPICZaA EcoRI-HF rCutSmart Buffer ApFuc, ArFuc,
CrFuc, FoFuc, FgFuc
Sacll rCutSmart Buffer ArFuc, CrFuc,
FoFuc, FgFuc
Kpnl NEBuffer rl.1 ApFuc
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Obrazek 9 — Mapa plazmidu pPICZaA. Zdroj: SnapGene, n.d.

4.4 Molekularné biologické metody
Nasleduji obecné postupy molekuldrné biologickych (a jinych) metod, které
byly béhem produkce pouzivany opakované. Tyto metody byly pouZivany jak

v produkci v P. pastoris, tak v E. coli.

4.4.1 Elektroforéza v agar6zovém gelu

Vzorky pro elektroforézu v agar6zovém gelu byly pfipraveny nasledovné: ke
30 ul DNA byl pfidan 1 ul 20x GelRed a 6 ul 6x Purple Gel Loading Dye v poméru
1:5. Kontrolni roztok (napf. nelinearizovany plazmid pro kontrolu linearizace,
plazmidy o zndmé velikosti) byl pripraven v objemu 0,5 ul (cca 500 ng) , ke
kterému byl ptidan 1 pl Purple Gel Loading Dye, 0,5 ul GelRed a 4,5 pl destilované
vody. Spolecné se vzorky byl do gelu pfidan marker (7 ul zdsobniho roztoku

smichanych s 0,5 pl GelRed).

45



Vzorky byly separovany v 1% agardzovém gelu ponofeném v TAE pufru.

Elektroforéza probihala 2—4 hod pfi 130-50 V, 90 mA a 5 W.

V pripadé potteby byly vzorky z gelu izolovany. K tomuto tcelu byl pouzita
sada DNA Gel Extraction Kit. Agardza byla rozpusténa pomoci pufru G, kterého
bylo pfidano 300 ul na kazdych 100 mg gelu. Rozpusténi probihalo 10 min pfi
55 °C, 300 ot./min; kazdé 3 min byly zkumavky promichany. Do zkumavek byl
pfidan isopropanol v mnozstvi 100 pul na 100 mg gelu a obsah zkumavek byl
promichan. Obsah zkumavky byl postupné pfevadén do kolonky o objemu
750 pl, na kterou byla nasazena sbérna zkumavka. Kolonka byla centrifugovana
1min pfi 9600 x g. Ze sbérné zkumavky byl pribézné odstrariovan odpad.
Kolonka byla promyta 500 ul promyvaciho roztoku a 1min centrifugaci pfi
16 800 x g. Po vyprdzdnéni sbérné zkumavky byla kolonka centrifugovana jesté
jednou pro uplné vysuSeni (2 min, 16 800 x g). DNA byla eluovana z kolonky
pomoci 30 pl sterilni vody pfedehraté na 55 °C. Po1 min inkubaci byla zkumavka
centrifugovdna 2 min pfi 16 800 x g a roztok byl jiman do elu¢ni zkumavky.

Zkumavka s extrahovanou DNA byla uchovana pfi -20 °C.

4.4.2 Mnozeni plazmidu v E. coli

Pro namnozeni plazmidu byla vybrdna E. coli jakoZto nejpouzivanéjsi
organismus pro rekombinantni expresi. Konkrétné byly transformovany buriky
Top10, JM 109 1990, BL21(DE3)pLysS a BL21-Gold(DE3) tepelnym Sokem.
Suspenze kompetentnich bunék E. coli (100 ul) byla rozmrazena z -80 °C béhem
15 min na ledu. Kburtkkdm bylo sterilné pfiddano 0,5-1ul (200 ng) roztoku
plazmidu a smés byla inkubovdna 15 min na ledu. Bunky byly podrobeny
tepelnému Soku po dobu 75 vtefin pfi 42 °C. K burtkdm byl pfidan 1 ml LB média
(sloZeni v 4.1.2) a buriky se regenerovaly nejméné 60 min pfi 37 °C a 350 ot./min.
Buriky byly naockovany po 50-150 pl na misky s LB agarem s pfidavkem zeocinu
(do findlni koncentrace 0,1 mg/ml ze 100 mg/ml zasobniho roztoku) nebo

ampicilinu (0,1 mg/ml ze 150 mg/ml zdsobniho roztoku) — vybér antibiotik zavisel
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na mnoZenych plazmidech: plazmid pPICZaA obsahuje rezistenci na zeocin,
plazmid pCold II obsahuje rezistenci na ampicilin. Misky byly ponechany
v inkubatoru pfi 37 °C do druhého dne (24 h).

Mnozeni v bunikach Rosetta2(DE3)se lisilo od vySe popsaného postupu. 100 ul
bunéek bylo rozmraZeno z -80 °C béhem 20 min na ledu. K burikdm byl sterilné
pfidan 1 pl suspenze plazmidu a smés byla inkubovdna 2 min na ledu. Buniky
byly podrobeny tepelnému Soku (30 vtefin pfi 42 °C) a poté byly kultivovany
2min na ledu. Kbunkdm bylo sterilné pfidano 100 ul LB média a bunky
regenerovaly nejméné 60 min pfi 37 °C a 350 ot./min. Po regeneraci byly buniky
zakoncentrovdny odebranim 100 ul supernatantu po 30s centrifugaci pfi
21000 x g a zaockovany na LBA misku s pfidavkem ampicilinu (0,1 mg/ml) a
chloramfenikolu (35 pg/ml). Miska byla ponechdna v inkubatoru pfi 37 °C do
druhého dne.

4.4.3 Izolace plazmidu v analytickém mnozstvi

Kizolaci analytického mnoZstvi plazmidu byla pouZita sada High Pure Plasmid
Isolation Mini Kit. Pfed samotnou izolaci bylo tfeba namnozit transformanty E.
coli Topl0 z pfedchoziho kroku (mnoZeni plazmidu). Transformanty byly
preockovany z LBA misek do 50 ml zkumavek se 3 ml LB média s 0,1 mg/ml
ampicilinem a inkubovany pres nos pfi 37°C a 220 ot./min. Zkumavky
s narostlymi burikami byly centrifugovany (10 min, 12 °C, 6 000 g), supernatant
byl odstranén a zkumavky s burikami byly ponechdny dnem vzhiru k vyschnuti,
poté byly pfemistény na led. Buriky byly resuspendovany ve 250 ul suspenzniho
pufru s RNAsou a obsah zkumavky byl pfeveden do sterilni zkumavky. Bylo
pridano 250 pl lyzaéniho pufru, zkumavka byla promichdna a inkubovéana 5 min
pfi laboratorni teploté. Po inkubaci bylo pfidano 350 ul pufru B, zkumavka byla
promichdna a inkubovana 5 min na ledu. Zkumavky byly centrifugovany
(10 min, 12 °C, 12 500 x g), supernatant byl pfeveden na kolonu a centrifugovan

(I min, 12000 x g). Odpad v jimaci zkumavce byl priibézné odstrafiovan. Do
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kolony bylo pfidano 500 pl omyvaciho pufru I. a zkumavka byla centrifugovana
(1 min, 12 000 x g). Poté byl obsah kolonky promyt 700 ul omyvaciho pufru IL a
zkumavka byla dvakrat centrifugovana (1 min, 12 000 x g). Jimaci zkumavka byla
vymeéneéna za sterilni; na kolonu bylo pfiddano 30 pl sterilni vody. Zkumavka byla
centrifugovana (1 min, 12 000 x g), poté byl roztok obsahujici plazmid pfemistén
zpatky na kolonku a centrifugovan znovu pro dokonalou eluci veskeré DNA
z kolonky. Kontrola izolace probéhla elektroforézou v agardézovém gelu a

sekvenovanim (4.4.1 a 4.4.5).

4.4.4 Izolace plazmidu v preparativnim mnozstvi

Pro izolaci namnoZeného plazmidu byla druhy den po transformaci z misek
sterilné odebrana jedna kolonie a pfenesena do Erlenmeyerovy bariky se 100 ml
LB média spriidavkem antibiotika. Barlky byly inkubovany pfi 37 °C a
220 ot./min do druhého dne (18 hod). Suspenze bunék byla pfevedena do 50 ml
zkumavky a na dvakrat centrifugovana 15 min pfi 10 °C. K samotné izolaci
plazmidu byla pouzita sada High Pure Plasmid Isolation Midi Kit. Po odstranéni
supernatantu bylo pfiddno 8 ml resuspenzacéniho pufru (ze sady), ktery byl
promichan s peletou. Bylo pfidano 8 ml lyzacniho pufru, zkumavka byla jemné
promichéna a inkubovana 2 min pfi laboratorni teploté. Poté bylo pridano 8 ml
neutralizacniho pufru za vzniku bilé srazeniny, promichano a inkubovano 5 min
na ledu. Do pfedem ekvilibrované kolony (ekvilibrovano 2,5 ml ekvilibra¢niho
pufru) byl pres filtraéni papir preveden obsah zkumavky. Kolona byla dvakrat
promyta 4 ml promyvaciho pufru. Poté byl plazmid eluovan z kolony 2,5 ml
elu¢niho pufru pfedehfatého na 50 °C, roztok byl jiman do sterilni zkumavky.
Do zkumavky bylo pfidano 3,6 ml isopropanolu a zkumavka byla inkubovana

pfi 4 °C pres noc.

Druhy den byl cely obsah zkumavky postupné centrifugovan 30 min po 1,5 ml
pii 12500 x g a 4 °C; supernatant byl odebirdn, v peleté ztstdval plazmid.

K peleté byl pfiddn 1 ml sterilniho 70% ethanolu; obsah zkumavky byl promichan
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a centrifugovan 10 min pfi 12 500 g a 4 °C. Ethanol byl odebran a zkumavky byly
suSeny pfes noc k odstranéni zbytkového ethanolu. Tfeti den bylo k plazmidim
pridano 50 ul sterilni vody a plazmid byl pomalu rozpoustén 1 hod pfi 25 °C a

350 ot./min.

Vzorek roztoku plazmidu byl nafedén destilovanou vodou 250x a byla
zkontrolovdna jeho Cd¢istota proméfenim absorbance pfi 260 a 280 nm a

vypocitana dle vztahu:

Azeo
Cistota = —

280

kde A je primérna absorbance ziskand ze tf{ paralelnich méfeni. Zaroveri byla

vypocitana koncentrace DNA dle vztahu:

cona = Aze0 " k
kde cpn4 znadi koncentraci DNA, A4 je primérnd hodnota absorbance pfi
260 nm (méfilo se v triplikatu) a k je koeficient roven 12,5 ug/ul ziskany ze
standardniho koeficientu pro dvouvldknovou DNA méfenou v1cm kyveté
(50 pg/ml) upraveného pro fedéni vzorku (250x) a jednotky ul. Vyslednou
hodnotou byla koncentrace DNA v ug/ul.

4.4.5 Sekvenovani

Vzorek plazmidu po izolaci byl pfipraven k sekvenaci: 0,5 pul (cca 500 ng)
plazmidu bylo smichéno se 4,5 ul sterilni vody a s 5 ul primer(i (25 pmol ze
zasobniho roztoku 5 umol/l; primery vypsany v Tabulka 5). Sekvenovani

provedla externi firma SEQme (CR) Sangerovym sekvenovanim.

Komeréné (Generi Biotech, CR) byly pfipraveny ty primery, které nebyly
k dispozici u sekvenacni firmy. Pro vypocet teploty tani, procentudlni zastoupeni
cytosinu a guaninu a kontrolu komplementarity byl pouzit program OligoCalc

(http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html).
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Tabulka 5 — Primery pouZzivané k sekvenaci. Fw — forward primer, Re — reverse
primer.

5 AOX1 5-GACTGG TTC CAA TTG ACA AGC-¥
3’AOX1 5-GCA AAT GGC ATT CTG ACA TCC-3’
pColdIl_Fw 5°-ACG CCA TAT CGC CGA AAG G-¥
pColdIl_Re 5-CAG AAT CTA AGA TCC CTG CCA-%
FgFuc_Fw  5-CCC GAT ATC ATC TGG AAC GAT-%
FoFuc_Fw  5-CCC TGG TAC GGT TAC AGA ATG ACC-3’

Vysledky sekvenace byly analyzovany pomoci programt schopnych
srovnavani vice sekvenci (multiple alignement): MultAlin

(http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/) a BLAST. Sekvence ve sméru 3'—5’

byly pfevedeny do komplementarni sekvence pomoci programu SMS: Reverse

Complement (http://www.bioinformatics.org/sms2/rev_comp.html).

4.4.6 Linearizace plazmidu
Plazmidy nesouci gen a-L-fukosiddzy byly linearizovany: 30 pug plazmidu
bylo smichano se 3 pl restrikéni endonukledzy, 3 ul pfislusného pufru (Tabulka
6) a doplnéno sterilni vodou do celkového objemu 30 ul. Zkumavka byla
promichéana a inkubovana pfi 37 °C a 300 ot./min pfes noc (18 h). Druhy den bylo

Stépeni zastaveno inkubaci pfi 65 °C po dobu 20 min.

Tabulka 6 — Pouzité restrikéni endonukleazy pro linearizaci a jejich pfislusné

pufry
Restrikéni endonukleaza Pufr Gen enzymu
Pmel rCutSmart Buffer ApFuc
Sacl NEBuffer rl.1 ArFuc, CrFuc, FoFuc, FgFuc
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Vhodnad restrikéni mista k linearizaci byla vybrana pomoci programu SMS:

Restriction Summary (http://www .bioinformatics.org/sms2/rest summary.html)

tak, aby restrik¢éni mista nebyla obsazena v sekvenci genti a-L-fukosidaz.

4.4.7 Kontrola produkce proteinu
Produkce proteinu byla detekovdna provedenim SDS-PAGE (elektroforéza

v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsiranu sodného - Sodium
Dodecyl Sulfate — Polyacrylamide Gel Electrophoresis). Vzorky byly pfed samotnou
elektroforézou denaturovany (5min pfi 99°C) a podle potreby
zakoncentrovany. Vzorky byly naneseny na 5% zaostfovaci gel navrstveny na
10% separacni gel (4.1.6), déleni probihalo pfi 130 V asi 1hod. Po ukonceni
elektroforézy byly proteiny barveny roztokem obsahujici barvivo Coomassie
Brilliant Blue. Po odbarveni pozadi odbarvovacim roztokem s kyselinou octovou
a ethanolem (viz 41.6) byla velikost sledovaného proteinu odhadnuta
porovnanim s proteiny LMW (Low Molecular Weight) markeru a srovnana

s teoretickou velikosti proteinu.

Teoreticka velikost enzymi byla vypocitdna programem SMS: Protein

Molecular Weight (http://www.bioinformatics.org/sms2/protein mw.html).

Tabulka 7 — Teoretické velikosti produkovanych enzymi.

Enzym Velikost [kDa]
ApFuc 51,6
ArFuc 61,3
CrFuc 54,5
FgFuc 68,0
FoFuc 67,9
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4.5 Produkce rekombinantnich enzymi v P. pastoris
4.5.1 Pfiprava a transformace kompetentnich bunék P. pastoris KM71H
Pro produkci enzymt byly vybrany bunky KM7IH P. pastoris, u nichz byl
vyrobcem inaktivovan AOX1 gen (viz 2.3.4). Pfed samotnou transformaci bylo
tfeba buniky KM7IH namnozit. Béhem celé pfipravy se pracovalo ve sterilnich

podminkach v boxu s laminarnim proudénim.

Prvni den pfipravy bylo 50 ul bunék z kryokonzervované kultury
kompetentnich bunék P. pastoris KM7IH zaockovano do YPD média (4.1.2).
Bunky byly kultivovany do druhého dne (24 hod) pfi 28 °C a 160 ot./min. Druhy
den bylo z kultury odebrano 150 pl a pfeockovano do 500 ml YPD. Buriky byly
opét kultivovany pfi 28 °C a160 ot./min pfes noc (18 hod). Tieti den byla zméfena
optickd hustota a pfi dosazeni ODew>0,9 byly bunky centrifugovany
v centrifugacnich kyvetdch (5min pfi 4776 xg a 4°C). Peleta byla
resuspendovana v 50 ml YPD média s pfidavkem HEPES (100 ml YPD + 20 ml
1 mol/l HEPES pH 8). Do kazdé kyvety bylo dale pfidano 1,25 ml DTT a kyvety
byly inkubovany 15 min pfi 30 °C a 120 ot./min. Poté bylo pfidano 200 ml 1 mol/1
podchlazeného sorbitolu a kyvety byly centrifugovany (5 min, 4 000 x g, 4 °C).
Peleta byla resuspendovana v 50 ml podchlazeného sorbitolu, poté bylo priddno
dal$ich 200 ml sorbitolu a nasledovala druha centrifugace (5 min, 4 000 x g, 4 °C).
Pelety byly resuspendovany celkem v10ml sorbitolu, pfevedeny do jedné
zkumavky a centrifugovany (5 min, 4 000 x g, 4 °C). Poté byla peleta naposled

resuspendovana v 0,5 ml podchlazeného sorbitolu.

Pripravené buriky KM7IH (80 ul) byly spole¢né s izolovanou linearizovanou
DNA prevedeny do podchlazené elektroporacni kyvety a inkubovany 5 min na
ledu. Po inkubaci probéhla elektroporace: kyveta byla vystavena elektrickému
napéti 2 kV po dobu 3-6 ms. Ihned po elektroporaci bylo do kyvety pfidan 1 ml
podchlazeného sorbitolu. Cely obsah kyvety byl pomoci sterilni sklenéné pipety

preveden do 15 ml zkumavky a inkubovan 2 hod pfi 28 °C. Bunky byly nafedény
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YPD médiem a v rtiznych koncentracich a objemech naockovany na YPD agar
s pfidavkem zeocinu (fedéni 1x, 10x a 100x ockovano po 50 ul a 150 pl). YPDA
misky byly inkubovany 3 dny pri 28 °C.
4.5.2 Kultivace P. pastoris v analytickém métitku

Kolonie P. pastoris transformované genem a-L-fukosidazy byly z YPDA misek
zaockovany pomoci paratka do 500 ml banék se 100 ml BMGY média (4.1.2).
Bunky byly kultivovany 24 hodin pfi 220 ot./min a 28 °C. Druhy den byla kultura
centrifugovana 15 min pfi 10 °C a 6 000 x g. Peleta byla resuspendovana ve 30 ml
BMMY média (s obsahem methanolu misto glycerolu pro indukci) a prevedena
do 300 ml trnovych banék (Obrazek 10). Bariky byly kultivovany 2 dny pfi
220 ot./min a 28 °C a kazdy den bylo do kultury pfidano 150 ul methanolu do

cilové koncentrace 0,5 % v/v.

Obrazek 10 — Kultivace bunék P. pastoris s vloZenou DNA enzymu v BMMY
médiu v trnovych barkach. Produkce enzymu byla indukovana methanolem.

Zaroven s oc¢kovanim bunék do trnovych banék byly zaockovany zalozni
kolonie na YPD agaru s pfidavkem zeocinu, které se inkubovaly 2 dny pii 28 °C
a poté byly umistény do 4 °C.

4.5.3 Kryokonzervace bunék P. pastoris
Kultury v trnovych barkach z analytické produkce byly kryokonzervovany

pro dalsi produkce. Ze zaloZnich misek transformantt byly vybrany kolonie
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produkujici enzym o vysoké aktivité. Tyto kolonie byly zaockovany do11banék
s 95 ml YPD média s 0,05 mg/ml tetracyklinu. Banky byly inkubovany pri 28 °C
a 220 ot./min do druhého dne. Druhy den byl obsah ban€k centrifugovan po
50ml ve sterilnich zkumavkach (10 min, 6000x g 12°C). Peleta byla
resuspendovdna v5ml YPD média a 750 pl 15% v/v glycerolu. Objem byl

rozpipetovan do zkumavek po 100 pl a zamraZen pfi -80 °C.

4.5.4 Oveéreni exprese a-L-fukosidaz v P. pastoris

Pro potfeby ovéfeni, zda se nékteré enzymy v P. pastoris nedetekované
v médiu produkuji alespon intracelularné, byly buriky z produkce rozbity a jejich
obsah byl dale testovan. Bunécna kultura (4 ml) byla postupné centrifugovana
(4 °C, 10 min, 4 200 x g), aby doslo k oddéleni bunék od média. Peleta (samotné
buriky) byla resuspendovana ve 150 pl 50 mmol/l Na-P pufru (pH7,5)
s 10 mmol/l 2-merkaptoethanolem. K suspenzi byly pfidany 2 ul zymolyasy pro
navozeni enzymatické lyzy bunééné stény P. pastoris dle Naglak & Wang (1990).
Zkumavka byla inkubovana pres noc pfi 37 °C a 850 ot./min. Druhy den byly
k suspenzi pridany sklenéné kulicky (cca 1:1). Zkumavka byla vloZzena do
oscila¢niho mlynu a homogenizovana 5 min pfi 30 Hz a 8 °C. Zkumavky byly
centrifugovany (10 min pfi 4 200 x g a 10 °C) a supernatant (bunéény obsah) byl

dale testovan na aktivitu k pNP-Fuc.

4.5.5 Ovéreni vlozeni genu a-L-fukosidaz do genomu P. pastoris

Dle nize uvedeného postupu bylo ovéfeno, zda doSlo k vloZeni genu
kédujictho enzymy do genomu hostitelskych bunék P. pastoris. Byla provedena
izolace chromozomadlni DNA zlyzovanych bunék a ndsledné hybridizac¢ni
reakce. Z bunécnych kultur byly odebrany 4 ml a centrifugovany (4 °C, 10 min,
4200 x g). Déle se pracovalo se sadou DNeasy UltraClean Microbial Kit firmy
Qiagen. Peleta byla resuspendovana ve 150 ul Na-P pufru (50 mmol/l, pH 7,5)
s pfidavkem 10 mmol/l 2-merkaptoethanolu a 2 pl zymolyasy. Zkumavky byly

inkubovany pfes noc pfi 32 °C a 850 ot./min. Druhy den bylo k bunécéné suspenzi

54



pridano 50 ul lyzacniho roztoku, nasledovala 30 min inkubace pfi 40 °C. Cely
obsah zkumavky byl poté prepipetovan do PowerBead zkumavek s kulickami
(soucdasti sady). Zkumavka byla umisténa do oscilacntho mlynu a
homogenizovana 10 min pfi 30 Hz a 8 °C. Zkumavka byla centrifugovana (30 s,
12 000 x g) a supernatant byl preveden do ¢isté zkumavky. Do zkumavky bylo
pridano 100 pl promyvaciho roztoku I, zkumavka byla promichana, inkubovana
5 min na ledu a centrifugovana (12 000 x g, 1 min). Supernatant byl pfeveden do
Cisté zkumavky a bylo k nému pfidano 900 ul promyvaciho roztoku II. Obsah
zkumavky byl pfeveden na kolonku a centrifugovan (12 000 x g, 30 s). Kolonka
byla promyta 300 pl promyvaciho roztoku III (2x centrifugace 12 000 x g, 30 s).
Kolonka byla pfemisténa do cisté zkumavky. Na kolonku bylo naneseno 50 pl
eluéniho roztoku, nasledovala centrifugace (12 000 x g, 30s). Ziskany roztok

s DNA byl uchovavan pfi -20 °C.

Pro potfeby PCR byla zméfena koncentrace izolované DNA pomoci
fluorimetru Qubit a sady Qubit dsSDNA BR Assay (4.1.5). Ke 199 ul pufru byl pfidan
1 ul barvy. Takto pfipraveny roztok (199 ul) byl smichan s 1 pl roztoku s DNA.
Minizkumavka byla vloZena do fluorimetru Qubit. Ziskand hodnota byla

s pomoci kalibra¢ni kfivky pfepocitana na koncentraci DNA ve vzorku.

Ke zjisténi, zda DNA kultivovanych bunék obsahuje gen pro heterologni
expresi, byla pouzita metoda PCR s DreamTaq polymerazou. Do reakéni smési
byly prfiddny primery v koncentraci 1umol/l spolecné s1,25U DreamTaq
polymerdzy s pfislusSnym pufrem, 0,2 mmol/l deoxynukleotidd, 200 ng
templatové DNA a s vodou doplnujici objem na 50 pl. Poc¢ateéni denaturace
probéhla pfi 98 °C, 3 min a nasledovalo 35 cyklti s denaturaci pfi 98 °C a 30's,
nasednutim pii 52-58 °C a 30 s a prodluZzovanim pii 72 °C a 1 min. Zavérecna

syntéza probéhla pti 72 °C po dobu 15 min.
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4.5.6 Kultivace P. pastoris v preparativnim méfitku

Kryokonzervované buniky P. pastoris s vlozenym genem «-L-fukosidazy byly
v objemu 100 pl rozmrazeny a zaockovany do zkumavky s 15 ml YPD média.
Tato prekultura byla inkubovana 4 hod pfi 28 °C a 220 ot./min. Prekulturou byly
zaockovany 31 Erlenmeyerovy trnové banky s11 BMGY média. Banky byly
kultivovany 24 hodin pfi 220 ot./min a 28°C. Druhy den byla kultura
centrifugovana 2x15 min pfi 10 °C a 6 000 x g. Peleta byla resuspendovana a
pfevedena do 11 trnovych banék s200 ml BMMH média (4.1.2). Banky byly
inkubovany 72 hod pfi 28 °C a 220 ot./min a kazdy den do nich byl pfidan 1 ml

methanolu do finalni koncentrace 0,5 % v/v.

4.5.7 Purifikace enzymu

Pfed samotnou purifikaci byly buniky P. pastoris oddéleny od média, které
obsahovalo extraceluldrné produkovany enzym: obsah trnovych banék byl
postupné centrifugovan (6 000 x g, 10 min, 10 °C) a supernatant byl sbiran do
kadinky. Spojené supernatanty byly nafedény vodou 1:5, pH bylo upraveno na
pH ekvilibra¢niho pufru a roztok byl filtrovdn pfes Biichnerovu ndlevku
s filtraénim papirem.

Pro potfeby iontové-vyménné chromatografie byly vypocitany izoelektrické
body (pI) produkovanych enzymti pomoci programu SMS: Protein Isoelectric

Point (http://www.bioinformatics.org/sms2/protein_iep.html) — Tabulka 8.

Tabulka 8 — Izoelektrické body purifikovanych enzym?.

Enzym pl
FgFuc 4,71
FoFuc 5,32

Pro purifikaci enzym byl pouzit systém aniontové-vyménné chromatografie

Akta purifier a kolona Q-Sepharose, jeji stacionarni fazi jsou agarézové kulicky
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s kvartérnimi amonnymi  kationty ([NR4]"). Pfi aniontové-vyménné
chromatografii se analyt (enzym) nachazi v pH vyssim nez hodnota jeho pl, tudiz
je negativné nabity. Zaporné nabité molekuly analytu jsou pfitahovany kladné
nabitou stacionarni fazi (Q-Sepharosou s [NR4]*) a vdZou se iontovou vazbou.
Eluce analytu z kolony probihd postupnou zménou iontové sily prostredi

pfidavkem NaCl, nebo zménou pH (a tudiZ zménou ndboje proteinu).

Kolona byla nejprve promyta 50 ml vody, 1 mol/l NaOH a 1 mol/l NaCl pti
pratoku 10 ml/min a poté 100 ml eluéniho a ekvilibraéniho pufru. Jako
ekvilibra¢ni pufr byl pouzit pufr A a pufr D (10 mmol/l citrat-fostatovy pufr
pH 7,0 a 7,5 - viz 4.14). Jako eluéni roztok byl pouzit pufr B, pufr C, pufr E a
100 mmol/l NaOH - viz 4.1.4). Nasledovalo naneseni vzorku rychlosti 10 ml/min,
jeho navazani na kolonu a promyti kolony 100 ml ekvilibracniho pufru rychlosti
10 mol/min. Enzym byl eluovan gradientem elu¢niho pufru (pomoci NaCl nebo
NaOH) v objemu 120 ml pfi pratoku 2 ml/min. Podle hodnoty UV odezvy pfi
280 nm byl jiman enzym a podle potteby bylo pH eluovaného enzymu ihned po
eluci upraveno zredénou HCI na 6,0. Po ukonceni eluce byl systém promyt

vodou, 1 mol/l NaOH a na zavér 20% v/v ethanolem.

Kromé aniontové-vyménné chromatografie byla pouZzita také kationtové-
vyménna chromatografie s kolonou Fractogel EMD M SOs se stacionarni fazi z
polymernich kulicek s navdzanou funkcni skupinou SOs. Analyt ziskava v pH
nizsim nez jeho pl kladny naboj, coz umoziiuje iontovou vazbu na zdporné
nabitou kolonu se sulfonovou skupinou. Jako ekvilibra¢ni pufr byl pouzit pufr F
a pufr I (10 mmol/l C-P pufr pH 3,0 a 3,5 — viz 4.1.4) a jako eluéni pufr byl pouzit
pufr A, pufr B, pufr G a pufr H (obsahujici 1 nebo 2 mol/l NaCl).

Pritomnost proteinu byla ovéfena Bradfordovou metodou (viz 4.7.2).
Purifikovany enzym byl dale zakoncentrovan opakovanou centrifugaci v 15 ml

ultrafiltracnich zkumavkach Amicon Ultra 10K (15 min, 6 000 x g, 4 °C), které

zadrzuji molekuly s hmotnosti vétsi nez 10 kDa.
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4.6 Produkce rekombinantnich enzymi v E. coli

Pro produkci byl vybran plazmid pCold II a ¢tvery rtizné buriky E. coli: JM109
1990, BL21(DE3)pLysS, Rosetta2(DE3) a BL21-Gold(DE3) (rozdily v provedeni
produkce jsou popsany u jednotlivych bun€k nize). Plazmid pCold II nese gen
ampicilinové rezistence, sekvenci histidinové kotvy (His-tag) na N-konci, lac
operon a gen cspA (cold shock protein A), ktery zajistuje selektivni expresi proteinu
v teplotach 15-37 °C. Lac operon kdduje tfi enzymy ucastnici se metabolismu
laktozy a jeho indukce isopropyl-1-thio-B-D-galaktopyranosidem (IPTG)

indukuje expresi vloZeného genu proteinu.

4.6.1 Vlozeni gent a-L-fukosidaz do nového vektoru

Metoda polymerazové retézové reakce (PCR) byla pouzita pro amplifikaci
genu kodujiciho produkované enzymy. Pro tento tucel byly pfipraveny a
komeréné vyrobeny oligonukleotidové primery (Tabulka 9; Generi Biotech, CR)
s novymi restrikénimi misty. Primery byly v koncentraci 0,5 umol/l pfidany do
reakéni smési spolecné s 0,02 umol/l Q5 High-Fidelity polymerazy, Q5 pufrem,
Q5 zesilovacem (enhancer), 200 pumol/l deoxynukleotidi, 200 ng templatové DNA
a svodou doplnujici objem na 50 ul. Templdtem byl plazmid nesouci a-L-

fukosidazy

Tabulka 9 —Primery pouzité pro vkladani. Pfed sekvenci genu a-L-fukosidaz
byla vloZena sekvence zvoleného restrikéniho mista.

ApFuc_Fw  5"-AAA GGT ACC GCT CAT ATT TGG GCT ACT CAT AG-¥
ApFuc_Re  5-CCC CTC GAG TCT AAT TCT AAA TTC AAT ACA AGC-3’
ArFuc_Fw  5-GGG GCA TAT GAC TGT TTC TGT TAA GTC TCA-3
ArFuc_Re 5-AAA ACT CGA GAA TAG AACACT TCA AAA CCC A-3
CrFuc_Fw  5-GGA ACA TAT GCC AAA CTT GGC TTA CACTGG T-&
CrFuc_Re 5-CCA CTC GAG AAT GTA CAA CAA CAA ACCAG-3
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PCR zaéinala denaturaci k rozvolnéni vldaken DNA (98 °C, 30s), po které
nasledovalo 35 cyklt s denaturaci (98 °C, 10 s), nasednutim primerti (annealing,
52-58 °C, 30sec) a syntézou komplementdrnich vldken (72°C, 30s). Po
probéhnuti vsech cyklti probéhlo zavérecna syntéza (72 °C, 2 min).
4.6.1.1 Ligace plazmidu

Nejprve bylo tfeba rozstépit inserty a pCold II v pfislusnych restrikc¢nich
mistech a vytvofit tak lepivé konce pro uspésnou ligaci. Odstépeni provedly
prislusné endonukledzy (Tabulka 10) v prostiedi odpovidajictho pufru.
K 21 ymol/l DNA a 10 pmol/l plazmidu bylo pfidano po 3 pmol/l od kazdého
enzymu a po 3 pmol/l pufru. Stépeni probihalo pii 37 °C a 300 ot./min p¥es noc.
ApFuc bylo nutné stépit nadvakrat (single digest), protoze vybrané restrikéni
endonukledzy vyzadovaly rtzné pufry. Mezi jednotlivymi Stépenimi byla

provedena agar6zova elektroforéza pro kontrolu stépeni

Tabulka 10 — Vybrané restrikcni endonukledzy a jejich prislusné pufry.

Plazmid Restrikéni Pufr Gen enzymu
endonukledza
pCold I BamHI NEBuffer r3.1 ApFuc
Sall NEBuffer r3.1 ApFuc
Ndel rCutSmart Buffer ArFuc, CrFuc
Xhol rCutSmart Buffer ArFuc, CrFug,
ApFuc

Produkty Stépeni byly preciStény pomoci sady Gene]ET PCR Purification Kit.
Ke 30 ul DNA bylo pfidano 30 ul vazebného pufru (v poméru 1:1). Obsah
zkumavky byl promichdn a poté pfeveden do purifika¢ni kolonky. Kolonka byla
centrifugovana 1 min pfi 14 400 x g. Z jimaci zkumavky byl odebran odpad a do
kolonky bylo pfiddano 700 ul promyvaciho roztoku. Zkumavka byla
centrifugovdna 1min pfi 14400x g, odpad byl odebrdn a zkumavka byla
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centrifugovana jesté jednou. Jimaci zkumavka byla vyménéna za sterilni
zkumavku, na kolonku bylo naneseno 30 ul sterilni vody a nasledovala 2x

centrifugace 1 min pfi 14 400 x g.

Pro ligaci genu enzymu k plazmidu byla pouzita T4 DNA ligaza. Do reakce
vstoupil 1 ul ligdzy, 4 ul ptislusného pufru, 11 pl insertu a 2 pl plazmidu; ligace
probihala pres noc pfi 4 °C.

4.6.2 Produkce v bunkach E. coli

Buniky JM109 1990 maji pfidany mutovany (nefunkcni) recA gen, ktery za
normalnich okolnosti zajistuje genetickou rekombinaci a opravu DNA, ktera je
pro heterologni expresi proteinti nezadouci. Také obsahuji mutovany gen endA
kodujici DNA-specifickou endonukleazu I, kterd by jinak rozkladala DNA
plazmidu. JM109 1990 postradaji $-galaktosidazovou aktivitu diky deleci genu
lacZ. Misto lacZ je v lac operonu vloZzen gen a-L-fukosiddzy a indukce jeho
exprese je zajisSténa IPTG (analogem laktodzy), jehoz pfitomnost v médiu funguje

jako induktor exprese genti lac operonu.

Produkce v burikach BL21(DE3)pLysS je umoznéna T7 lysozomem, ktery
sniZuje expresi gend pozadi, coZ zajistuje selektivni expresi rekombinantniho

genu v plazmidu pCold II po indukci IPTG.

Buriky BL21-Gold(DE3) jsou upravenou verzi BL21 bunék s vyssi efektivitou
transformace a vys$sim vytézkem. Obsahuji inaktivovany gen endA (stejné jako
JM109 1990) a maji odstranén gen pro OmpT protein, ktery ma proteolytickou

aktivitu.

Buriky Rosetta2(DE3) jsou dalsi ipravou BL21 bunék, tentokrat se zvySenou
schopnosti exprese eukaryotnich proteinti. Obsahuji gen chloramfenikolové

rezistence.

Vybrand kolonie znamnoZeni byla sterilné zaockovdana do LB média

s pfidavkem ampicilinu (a chloramfenikolu v pfipadé BL21(DE3)pLysS a
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Rosetta2(DE3)). Kultura byla inkubovana pfi 35-37 °C a 200-220 ot./min. Po 3-
24 hod byla kultura prevedena po banék s TB médiem (se stejnymi antibiotiky).
Kultivace probihala do dosazeni ODesw = 0,6-1, poté byla kultura indukovana
IPTG do finalni koncentrace 0,5 mmol/l (0,1 mmol/l u BL21-Gold(DE3)). Tato
kultura byla inkubovana pfi 25-28 °C (BL21-Gold(DE3) byly inkubovany pfi
15 °C) a150-200 ot./min 24 h. Poté byla kultura postupné centrifugovana (20 min,
10 °C, 6 000 x g), peleta byla uchovana pti -20 °C.

4.6.3 Purifikace proteinu

E. coli produkuje veSkeré své proteiny intraceluldrné, proto byly enzymové
konstrukty opatfeny histidinovou kotvou (Hise-tag) na N-konci pro purifikaci
afinitni chromatografii na pf¥istroji Akta Prime Plus. Dochdzi pfitom k interakci
mezi histidinovou kotvou enzymového konstruktu skationty kovi
imobilizovanymi na koloné HisTrap. Eluce proteinu je zajiSténa navazanim

imidazolu na kolonu diky jeho vys$si afinité.

Z bunécné suspenze jednotlivych typt bunék bylo odebrano 1-5 g, které byly
suspendovany v 5 ml ekvilibra¢niho pufru s pridavkem 200 ul protedzového
inhibitoru PMSF (do findlni koncentrace 0,1 mol/l). Bunécna suspenze byla jemné
promichéana a poté sonikovana 6x1 min ultrazvukovymi pulzy s 2 min pauzou na
ledu. Sonikovanad suspenze byla centrifugovana (4 °C, 21000 x g, 15 min) a
prefiltrovana (filtrem s 0,8 um pory) do sterilni 50 ml zkumavky. Filtrat (cca 5 ml)
byl nafedén ekvilibra¢nim pufrem do 50 ml. (200 ul bylo odebrano na stanoveni
koncentrace proteinti Bradfordem a SDS-PAGE, na SDS-PAGE byla odebrana

peleta i supernatant).

Pro purifikaci enzymu byl pouZit systém rychlé proteinové kapalinové
chromatografie (FPLC) Akta prime a kolona HisTrap. Jako ekvilibraéni pufr byl
pouzit 50 mmol/l Na-P pufr s 300 mmol/l NaCl o pH 8,0 a zachyceny protein byl
eluovan stejnym roztokem s piidavkem 500 mmol/l imidazolu. Béhem eluce

imidazolem byly jimany 2 ml frakce, které byly testovany na p¥itomnost proteinu
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Bradfordovou metodou (4.7.2). Frakce obsahujici protein byly spojeny a zbaveny
prebytecnych soli dialyzou. Dialyza probihala v dialyzaéni membrané ve 31
dialyza¢niho pufru (4.1.4) pfi 8 °C. Po 18 hodinach byl pufr vyménén a dialyza
pokracovala dalsi 4 hodiny. Poté byly frakce prefiltrovany a uchovany pii 4 °C.

4.7 Biochemicka charakterizace a-L-fukosidaz
4.7.1 Stanoveni aktivity

Pro tucely screeningu aktivity k pNP-Fuc bylo pouzivdano stanoveni
v mikrotitraéni desticce. Probihaly dvé reakce lisici se fedénim enzymu: v reakci
A reagovalo 10 ul vzorku senzymem nafedénych 30 ul pufru (50 mmol/l
Sorensenuv pufr pH6,0) s10 ul substratu (pNP-Fuc, 2 mmol/l v reakci).
V kontrolni reakci B nebyl pouzit pufr a namisto néj bylo pouzito 40 ul vzorku
s enzymem. Reakce béZely v duplikdtu 10 min pfi 850 ot./min a 35°C. Po
uplynutém case byla enzymova reakce ukoncena pridavkem 100 pl 1mol/l
NaxCOs. Aktivita byla stanovena na zakladé pfirtistku p-nitrofenolu vici
slepému vzorku; byl-li enzym aktivni, pak byl nartst absorbance pfi 420 nm
stanoven spektrofotometricky a byla z néj vypocitana aktivita pomoci vztahu
uvedeného v 4.2.3. Stejny postup byl opakovan po purifikaci enzymu, jen bylo

nutné nékteré enzymy naredit.

Pokud byla aktivita enzymt nizkd (na hranici chyby stanoveni ¢i hodnoty
absorbance pozadyi), bylo v delSim ¢asovém intervalu (desitky minut) provedeno
nékolik odbérti vzorkii z reakéni smési, aby mohl byt spolehlivé monitorovan
postupny nartst absorbance pfimo imeérny nartistu koncentrace hydrolytického
produktu reakce. 100 pl vzorku bylo smichano se 300 ul pufru (50 mmol/l
Sorensen, pH 6,0) a 100 ul pNP-Fuc (2 mmol/l). Zkumavky byly inkubovany pfi
35 °C a 850 ot./min. Ve 20, 40 a 60 minutach byl proveden odbér 50 ul vzorku do
100 ul Tmol/l Na:COs pro zastaveni reakce. Zlinedrni zavislosti nariistu

absorbance na case byla vyhodnocena smérnice pfimky odpovidajici okamzité
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reakéni rychlosti. Primérnd aktivita daného enzymu (v U/ml) byla nasledné

vypocitana dle modifikovaného vztahu:

AAyyg V.- T
aktivita = %e-ct
kde AAjyg je primérnd zména absorbance pti 420 nm (zbylé symboly jsou

stejné jako ve vztahu v 4.2.3).

4.7.2 Stanoveni koncentrace proteinu

Vzorek s enzymem byl podle potfeby nafedén a 100 pl nafedéného vzorku
bylo smichano s 1ml Bradfordova c¢inidla. BéEhem reakce se barvivo Coomassie
Brilliant Blue v ¢inidle vdzalo na bazické aminokyseliny proteinu. Po
patnactiminutové inkubaci byla zméfena absorbance pfi 595 nm vci slepému
vzorku (100 ul vody a 1ml Bradfordova cinidla) Ze ziskané absorbance byla
vypocitana koncentrace proteinu ve vzorku pomoci kalibraéni kfivky namétené

s IgG dle vztahu:
¢ = Asos + 0,3694

kde c je koncentrace proteinli ve vzorku a Asgs je absorbance pfi 595 nm

(kalibraci provedl jiny pracovnik laboratofe).

4.7.3 Stanoveni pH optima

Pro stanoveni pH optima byl pouZit univerzalni Britton-Robinsontv pufr
v rozmezi pH 2,0-11,5. Enzym (100 ul) byl smichan se 300 ul pufru o daném pH
(méfilo se v rozmezi 2,0-11,5 po 0,5). Enzym byl podle potfeby nafedén pufrem o
daném pH. Zkumavka s touto smési byla preinkubovéana 10 min v daném pufru
pri 35 °C a 850 ot./min. Po preinkubaci bylo do smési pfidano 100 pl substratu
(10 mmol/l pNP-Fuc) a probéhlo stanoveni aktivity popsané vyse (4.7.1).

4.7.4 Stanoveni pH stability

Pro stanoveni optimalniho pH pro stabilitu enzymu se pracovalo s Britton-
Robinsonovym pufrem v uzsim rozmezi pH (3,5-7,5 po 1,0). Enzym (50 ul) byl
smichan se 300 ul pufru a zkumavka byla inkubovana pfi 25 °C a 300 ot./min.
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V1h, 4h a 20h byl proveden odbér 100 ul pro stanoveni aktivity (4.7.1).

Vyhodnoceni probéhlo stejnym zptisobem jako vyhodnoceni pH optima (4.7.3).

4.7.5 Stanoveni kinetickych parametri

Pro stanoventi kinetickych parametri enzymu bylo provedeno diskontinualni
meéfeni enzymové kinetiky v rozmezi koncentrace substratu odpovidajici cca 0,2—
2x Km (pouziti vyssich koncentraci zamezovala omezend rozpustnost substratu)
Toto rozmezi bylo pro kazdy enzym stanoveno screeningovou reakci pri
koncentracich substratu 0,5, 2, 5 a 7mmol/l a orientacnim vyhodnocenim
nelinedrni regresi (je popsano nize). Pro samotné méfeni enzymové kinetiky bylo
k dané koncentraci substratu (FoFuc: 0,2-6 mmol/l, FgFuc: 1-8 mmol/l) pfidano
80 ul enzymu (FoFuc fedén 100x, FgFuc nefedén) a smés byla doplnéna do 400 pl
C-P pufru o pH optima enzymu. Reakce probihala pfi 35°C a 850 ot./min.
Z kazdé reakéni smési bylo v minutovych intervalech odebirano po dobu 7 min
50 pl do 100 ul 1 mol/l Na2COs pro zastaveni reakce a naméreni absorbance pfi
420 nm. Ze smérnic casovych zavislosti nartistu koncentrace produktu byly
stanoveny okamzité reakéni rychlosti pro kaZzdou koncentraci substratu.
Zavislost okamzité reakéni rychlosti na koncentrace substratu byla vyhodnocena
nelinedrni regresi v programu GraphPad Prism 9 za pouZiti modelu Michaelis-
Menten dle vztahu:

_ Vinax " [S]
" Kt IS

kde v je rychlost reakce, V4, je maximalni rychlost reakce, [S] je koncentrace
substratu a K,,, je Michaelisova konstanta (udava koncentraci substratu, pfi niz
reakce dosahuje poloviny maximalni rychlosti). Namisto rovnice Michaelis-

Mentenové byla pro alostericky enzym FgFuc pouzit modifikovany vztah:

v = Vinax [S]h
Kpais™ + [S]"

64



kde hje sklon Hillovy kfivky a Kjq;f ekvivalentem K. Pro vSechny parametry

byl vypocitan interval spolehlivosti na hladiné 95% (CI 95%).

4.7.6 Screening substratové specifity rekombinantnich a-L-fukosidaz

Byla zkoumana aktivita a-L-fukosidaz k substratim 2’-fukosyllaktoze a 3-
fukosyllaktoze (vzorce viz Obrazek 11). Vzorek enzymu (10 ul ze zasobniho
roztoku s aktivitou vicéi pNP-Fuc: FoFuc: 90,4 U a FgFuc: 0,15 U) byl smichan
s 30 pl pufru (50 mmol/l Sérensen, pH 8,0) a10 pl 10 mmol/l substratu (2'FL, 3FL).
Do reakci byly pfiddny roztoky enzymdu, které byly ziskdny z purifikace a
zakoncentrovani. Hodnota aktivity nebyla pro porovnani sjednocena, protoze
byla snaha pouzit co nejvétsi dostupné mnozstvi enzymu pro detekci i nizké

aktivity k substratim.

Reakce probihala pfi 35 °C a 850 ot./min po dobu 20 hodin. V pribéhu reakce
byly v pravidelnych ¢asovych intervalech odebirany vzorky, které byly naneseny
na hlinikovou desticku potazenou silikagelem k provedeni tenkovrstvé
chromatografie (TLC). Reakcni smés byla vyvijena paralelné se standardy
substratti ve vyvijeci smési (4.1.9), ktera separovala jednotlivé sacharidy a
oligosacharidy. Vizualizace byla provedena ponofenim desticky do 5% v/v
roztoku kyseliny sirové v ethanolu a naslednou karbonizaci horkovzdusnou

pistoli.
OH OH
OH OH
NS NN
HO HO
9) OMOH HO O/(fvxs_,%
OH OH
HsC o HyC o
OH OH
HO HO

HO HO

Obrézek 11 — Vzorce 2’-fukosyllaktézy (2'FL, vlevo) a 3-fukosyllaktézy (3FL,
vpravo). Zdroj: Christensen et al., 2020.

4.7.7 Screening transfukosylacni aktivity

Jako donor transfukosyla¢nich reakci byl pouZzit 30 mmol/l pNP-Fuc. Jako

akceptory byly pouzity 100 mmol/l laktéza, arabinoéza, fukéza, galaktoza a
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laktosyl-tBoc (modifikovana laktdza; Lac-tBoc) — vzorce viz Obrazek 12. V 80 ul
pufru (10 mmol/l C-P pufru o pH optima) byl rozpustén donor a akceptor reakce;
reakéni smés byla pre-inkubovana pfi 35 °C a 900 ot./min. Po 10 min bylo pfidano
20 pl enzymu (FoFuc: 90,4 U a FgFuc: 0,15 U). V prubéhu reakce byly odebrany

vzorky na TLC analyzu, kterd probihala vyse uvedenym postupem (4.7.6).

OH_oH OH OH

OH
O ~0) OH O HO > OH
HO HO HO 0 d
HO OH OH
OH OH
Galaktoza Arabindza Laktdza

HQ OH OH o
TR S S BN W
OH HO HO ‘\/\N (o)
OH OH OH Y H
HO S
Fukdza Lac-tBoc

Obrazek 12 — Struktury akceptort transfukosyla¢nich reakci. Zdroje: TCI
Chemicals, n.d.; Heine et al., 2021.

Vysledky TLC analyzy byly ovéfeny vysokoucinnou kapalinovou
chromatografii (HPLC). Analyzy provadéla Ing. Lucie Petraskovd, PhD.
z Laboratofe biotransformaci MBU AV CR. Vzorky reakéni smési byly
separovany na NH: koloné v systému reverzni faze. Mobilni faze sestavala
z gradientu acetonitrilu a vody. Separované molekuly byly detekovany pomoci
PDA detektoru (Photo Diode Array — detektor s diodovym polem), ktery snima
celé UV a viditelné spektrum v redlném case, a ELSD (Evaporative Light Scatter
Detector), ktery snima rozptyl svétla zplisobeny analytem po odpateni mobilni
taze. PDA byl pouzit pro detekci pNP, pNP-Fuc a Lac-tBoc; ELSD byl pouzit pro
detekci nemodifikovanych sacharidtt (fukoéza, arabinoéza, galaktoza, laktdza).
HPLC byla doplnéna hmotnostnim spektrometrem, ktery podrobil analyt
ionizaci elektrosprejem a nasledné jej analyzoval pomoci kvadrupodlu za ticelem

identifikace latky.
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5 VYSLEDKY

5.1 Screening sbirky hub
Bylo vybrano deset zastupcti ze Sbirky kultur hub, u kterych byl

predpokladan vyskyt a-L-fukosiddzové aktivity, a to na zdkladé nékolika

parametri:

e podobnost aminokyselinové sekvence daného druhu k sekvenci a-L-
tukosidazy z Fusarium graminearum, a to: Aspergillus terreus, Fusarium
oxysporum, Mortierella alpina, Fusarium culmorum;

e podobnost aminokyselinové sekvence s a-L-fukosiddzou z Thermotoga
maritima: Mucor circinelloides;

e podle literatury: Heine et al., 2021; Hunkova et al., 1999: Aspergillus
flavipes, Aspergillus phoenicis, Penicillium funiculosum, Penicillium

purpurogenum var. rubrisclerotium, Talaromyces flavus.

Po dvoutydenni kultivaci vybranych hub v peptonovém médiu s induktory
byl nalezen pouze jeden zastupce s a-L-fukosidazovou aktivitou, a to Fusarium
oxysporum po indukci 0,5% fukozou a 0,1% arabinozou. Aktivita k pNP-Fuc byla
méfitelna od 6. dne kultivace, kdy zacalo testovani. Primérnad hodnota aktivity
vmédiu po indukci fukézou byla 1,3 £+ 0,1U/ml, po indukci arabindzou

0,03 + 0,01 U/ml.

Jediny zastupce ze sbirky hub s detekovanou a-L-fukosiddzovou aktivitou
vSak patfi mezi jiz charakterizované enzymy. Pro potencialni rozsifeni panelu
studovanych enzymt bylo tedy zvoleno hledéni potencidlnich gend a-L-

fukosidaz in silico a jejich heterologni exprese.

5.2 Sekvenacni analyza fungalnich gent

Prvnim krokem hledani potencidlnich novych a-L-fukosiddz bylo prohledani

genovych  databazi.  Knalezeni fungalnich enzymti s podobnou
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aminokyselinovou sekvenci k a-L-fukosiddzdm jiz zndmym z literatury byla
pouzita aplikace BLAST. Jako referencni enzymy byly zvoleny a-L-fukosidazy
z vlaknité houby Fusarium graminearum (Giberella zeae; FgFuc, AFR68935.1) a
z bakterie Thermotoga maritima (TmFuc, AAD35394.1) charakterizované v pracich
Zeuner et al. (2018) a Lezyk et al. (2016). TmFuc byl vybran pro svou
regioselektivitu a-1,2, ktera je zddouci pro mozné syntetickeé aplikace a FgFuc byl
vybran jako znamy fungdlni zastupce a-L-fukosiddz, ktery byl jiz v literatufe

heterologné produkovan.

Byl hleddn prtinik mezi enzymy podobnymi TmFuc a FgFuc, od kterého se
ocekavaly vlastnosti podobné alespon jedné z popsanych a-L-fukosidaz. Tyto
parametry spliiovaly v nejvyssi mife (s nejvyssimi hodnotami podobnosti)
potencidlni enzymy z Apiotrichum porosum (ApFuc), Absidia repens (ArFuc) a

Clonostachys rhizophaga (CrFuc).

Kvybéru byly pfidany dva jiz castecné popsané enzymy z Fusarium
graminearum a Fusarium oxysporum (FoFuc, JX274678.1; nativni enzym byl popsan
v pracich Yano et al. (1985); Yamamoto et al. (1986); Paper et al. (2013). Za tc¢elem
dosaZeni rozmanitosti potencidlné ziskanych enzymi byly z vybéru novych

kmenti vyjmuti ostatni zastupci rodu Fusarium (srpovnicky).

Analyza podobnosti vybranych sekvenci (ApFuc, ArFuc, CrFuc, FgFuc, FoFuc)
s referenénimi a-L-fukosiddzami (FgFuc, TmFuc) ukazala rtzné velkou miru
podobnosti aminokyselinovych sekvenci, kterd je zptisobena rtiznou pribuznosti
jednotlivych organismt. Procentudlni podobnost aminokyselinovych sekvenci je

vypséana v Tabulce 11.

Tabulka 11 — Vybrané enzymy z vlaknitych hub a podobnost s a-L-fukosiddzami
z Fusarium graminearum (FgFuc) a Thermotoga maritima (TmFuc).

Organismus a kdd proteinu Mira podobnosti s

FgFuc[%]  k TmFuc [%]
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Apiotrichum porosum (ApFuc) 24 42

Absidia repens (ArFuc) 27 38
Clonostachys rhizophaga (CrFuc) 71 27
Fusarium graminearum (FgFuc) 100 32
Fusarium oxysporum (FoFuc) 80 31

Pfibuznost porovnavanych sekvenci je zndzornéna na fylogenetickém stromu
(Obrazek 13). Je patrné, ze vybrané a-L-fukosiddzy pochazi z riznych oddéleni
hub (Zygomycota — houby spajivé, Basidiomycota — houby stopkovytrusé,
Ascomycota — houby vieckovytrusé).

Bakterie

Thermotoga maritima
Ahsidia repens
Apiotrichum porosum
Pyricularia oryzae
Clonostachys rhizophaga
Fusarium oxysporum

Zygomycota
Houby Basidiomycota

Ascomycata

Fusarium graminearum

Obrézek 13 — Fylogeneticky strom srovnavanych organismu. Ceské nazvy
oddéleni hub jsou zminény v textu, ¢eské nazvy hub jsou vypsany zde: Absidia
repens — obloukovka plaziva, Apiotrichum (téz Trichosporon) porosum —
trichosporon (nema ceské rodové jméno), Clonostachys rhizophaga je téZ bez
¢eského nazvu, Fusarium oxysporum — srpovnicka Spicatovytrusa,
Fusarium graminearum — téz Gibberella zeae, Cesky giberela ¢i srpovnicka riizova.
Do fylogenetického stromu byla pridéna sekvence z Pyricularia oryzae
(Magnaporthe grisea), ktera se nakonec nestala soucasti prace. Ceské nazvy byly
prevzaty z databaze BioLib (Zicha O., 2018).

Analyza konzervovanych domén potvrdila, Ze vSechny vybrané sekvence
obsahuji doménu GH29 typickou pro a-L-fukosidazy. Aplikace Predict Protein
neobjevila Zddné transmembranové useky a jeden signalni peptid v genech

FgFuc a FoFuc (sekvence kddujici signalni peptid byla v sekvenci ponechana).
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5.3 Produkce rekombinantnich enzymu v P. pastoris

Pro heterologni produkci enzym? byla vybrana kvasinka P. pastoris, ktera byla
pouzita v literatufe k produkci FgFuc (Cao et al., 2014) a dalSich eukaryotickych
a-L-fukosiddz (Zeuner et al., 2018a; Usvalampi et al., 2020). Ze stejnych dtavodu
byl vybran plazmid pPICZaA, ktery nese rezistenci na zeocin jako selekéni
taktor, pocatek replikace pUC pro namnozeni v E. coli a nékolik restrikcnich mist,
ze kterych lze vybrat vhodné restrikéni misto pro kazdy enzym. Dale plazmid
obsahuje promotor pro AOXI gen pro indukci exprese genti enzymu v P. pastoris

pomoci methanolu (viz 2.3.4).

5.3.1 Transformace bunék P. pastoris geny a-L-fukosidaz
Komercné pfipravené plazmidy obsahujici geny vybranych enzymi byly
namnozeny v burikach E. coli Topl0 pod selekénim tlakem zeocinu. Namnozeny
plazmid byl z bunék izolovan pomoci sady High Pure Plasmid Isolation Midi Kit.
Sekvenaci bylo ovéfeno, Ze geny proteinti izolovanych plazmidt odpovidaji

sekvencim enzymt z genetické databaze.

Pripravené plazmidy byly linearizovany restrikéni endonukledzou Sacl
(kromé ApFuc, kterd byla linearizovana endonukledazou Pmel) a vysledek
linearizace byl ovéfen elektroforézou v agarézovém gelu (Obrazek 14 — vzorovy
obrazek  elektroforézy = svybranymi  plazmidy) vG¢  cirkularnim

(nelinearizovanym) plazmidtim, které v gelu zaujimaji odliSnou konformaci.

Plazmidy byly izolovany z gelu v dostatecné Ccistoté (Azozs0=18-19) a
mnozstvi (5,5-9,1 pg/ul) a byly pouZity k transformaci bunék KM71H P. pastoris
pomoci elektroporace. Transformované bunky P. pastoris se vSemi

analyzovanymi geny byly uspésné kultivovany na YPD agaru se zeocinem.
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Obrazek 14 — Elektroforéza v agardézovém gelu byla pouZita pro kontrolu
linearizace plazmidu. V drahach 2-5 jsou patrné linearizované plazmidy, které
v gelu zaujimaji jinou konformaci neZ plazmidy cirkularni (v drahach 6-9).

V prvni draze je marker pro kontrolu velikosti. V drahach jsou plazmidy: 2 a 6 —
CrFuc, 3 a7 - ArFuc, 4 a 8 — ApFuc (v drahach 5 a 9 je plazmid nesouvisejici
s touto praci). Prouzky nalevo od prouzku plazmidu odpovidaji
nerozstépenému plazmidu.

5.3.2 Analytickd produkce rekombinantnich a-L-fukosidaz v P.
pastoris

Z YPDA misek bylo vybrano 10 kolonii (pro kazdy enzym), které byly
zaockovany do tekutého BMGY média pro analytickou (zkuSebni) kultivaci a
detekci pfitomnosti rekombinantnich a-L-fukosiddz. Cilem této kultivace bylo
ovéftit, Ze dané kolonie extracelularné produkuji rekombinantni enzymy s a-L-
fukosidazovou aktivitou. Ovéfeni probéhlo analyzou vzorkd média z produkce
pomoci SDS-PAGE a stanovenim oa-L-fukosiddzové aktivity se standardnim

substratem pNP-Fuc.

Aktivita k pNP-Fuc byla testovana v posledni (5.) den kultivace v trnovych
bartkkach. Tyto reakce daly pozitivni vysledek pouze u kultur produkujicich

enzymy FgFuc a FoFuc. U zbylych enzymii nebyla aktivita detekovana.

Na SDS-PAGE byl nanesen 10x koncentrovany vzorek kazdého kultivaéniho

média spolecné s LMW markerem. Analyza gelt potvrdila aspéSnou expresi
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gent proteinti odpovidajici velikosti FgFuc a FoFuc (Obrazek 15 — uveden pouze
FgFuc jako ptiklad). U enzymu CrFuc, ArFuc a ApFuc nebyla na gelu detekovana
pritomnost Zadného extracelularné produkovaného proteinu — u téchto enzymu
tedy nebyla produkce tispésnd. Pro tyto enzymy byla elektroporace opakovana,

ale i pfes to byla produkce netspésna.

Analytickd produkce byla uspésna pouze pro FoFuc a FgFuc. Jejich kolonie

byly kryokonzervovany pro preparativni produkci.

1 23 45 6 7 8 9 10

kDa
97

66

45

30

Obrazek 15 — Analyza SDS-PAGE k detekci extracelularni produkce proteinu
v analytické produkci FgFuc. V drahéach 1-10 jsou naneseny vzorky
z kultivacnich ban€k, ve zbyvajici draze napravo je LMW marker. Prouzek
proteinu odpovida teoretické hmotnosti 68 kDa.

5.3.3 Analyza exprese a-L-fukosidaz v P. pastoris
Vzorek transformovanych bunék P. pastoris z netispésné analytické kultivace
CrFuc, ArFuc a ApFuc byl podroben enzymatické lyze a mechanickému rozbiti
bunék pro zjisténi, zda nedochdzi u téchto kultur k intraceluldrni expresi enzymu
vinou napf. poruchy extraceluldrniho transportu. Bunéény lyzat kultur
transformovanych geny CrFuc, ArFuc a ApFuc byl testovan na aktivitu k pNP-
Fuc, ale ani jeden vzorek nevykazoval aktivitu. Bunécny lyzat byl dale

analyzovan pomoci SDS-PAGE (Obrézek 16), na které zadny z prouzkt svou
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migraci neodpovidal oekdvanym proteintim. Proteiny CrFuc, ArFuc a ApFuc

nebyly tedy burikami produkovany ani extracelularné, ani intracelularné.

1 2 3
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Obrazek 16 — Analyza SDS-PAGE pro detekci a-L-fukosiddz v bunééném lyzatu.
Do drahy 1 byl nanesen CrFuc (54,5 kDa), do drahy 2 ArFuc (61,3 kDa), do drahy
3 byl nanesen ApFuc (51,6 kDa). Absence prouzku v oblasti velikosti enzymu
vylucuje intracelularni produkci proteinti. Zbarveni celé drahy odpovida
bohaté proteinové vybaveé P. pastoris.

5.3.4 Analyza vlozeni genu a-L-fukosidaz do genomu P. pastoris

Protoze proteiny CrFuc, ArFuc a ApFuc nebyly transformovanymi burikami
produkovany, bylo ovéfeno, zda doslo pfi elektroporaci ke vlozeni pfislusnych
genlt do genomu P. pastoris. Buriky byly enzymaticky a mechanicky naruseny,
z lyzatu byla izolovana DNA pomoci sady DNeasy UltraClean Microbial Kit a
fluorimetricky byla stanovena jeji koncentrace. Sizolovanou DNA byla
provedena PCR s primery (Tabulka 9) nasedajicimi na sekvenci kédujici geny
prislusnych a-L-fukosidaz. PCR byla vyhodnocena elektroforézou v agarézovém
gelu (Obréazek 17), na kterém nebyly viditelné Zadné prouzky odpovidajici
genlim enzymu, z ¢ehoz lze usuzovat, Ze pfi elektroporaci nedoslo ke vloZeni

plazmidové DNA do bunék P. pastoris.
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Obrazek 17 — Analyza PCR produktii na agarézovém gelu pro detekci genti
kédujicich enzymy v bunikach P. pastoris. Do drahy 1byl nanesen vzorek ApFuc
(1362 bp), 2 — ArFuc (1 605 bp), 3 — CrFuc (1482 bp). Zadny viditelny prouzek
velikostné neodpovida gentim enzymii. Prouzky na konci gelu odpovidaji
fragmenttim chromozomalni DNA.

5.3.5 Preparativni produkce a-L-fukosidaz v P. pastoris
Preparativni produkce byla provedena se dvéma enzymy, jeZ byly tspésné
produkovany v P. pastoris, a sice s FoFuc a FgFuc. Kryokonzervované kultury
byly zaockovany do YPD média a poté byly prekultury zaockovany do 31
trnovych banék s BMGY médiem. Po 24 h kultivaci byly kultury preockovany do

BMMH meédia a indukovany methanolem k produkci rekombinantnich enzym1.

Rast bunék byl ve vSech fazich produkce kontrolovan zbarvenim a zakalem
média. V pfipadé potieby byla naméfena opticka hustota pti 600 nm, ktera se u
dobre narostlych bunék pohybovala nad 1. Krom vizualni kontroly Ize riist bunék
P. pastoris detekovat icichové, nebot jsou tyto kvasinky citit typickou
kvasnicovou vtini. Na konci produkce byla pfitomnost enzymii ovéfena
analyzou SDS-PAGE a stanovenim enzymové aktivity s pNP-Fuc. Obé metody

potvrdily, Ze produkce v preparativnim méfitku FoFuc a FgFuc byla tspésna.

5.3.6 Purifikace a-L-fukosidaz

Pred purifikaci byla média z preparativni produkce po odstranéni buné€k

filtrovana, nafedéna vodou pro dosazeni optimalni konduktivity
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v chromatografickém systému a jejich pH bylo upraveno na pH ekvilibra¢niho

pufru.

Pro purifikaci FoFuc a FgFuc byla pouzita iontové-vyménnd chromatografie
na piistroji Akta purifier. Purifikace byla provedena na kationtové-vyménném i
aniontové-vyménném systému a bylo vyzkouSeno nékolik kombinaci
ekvilibra¢nich a elucnich pufri. Vysledné usporadani, v némz byly enzymy
zdarné purifikovdny, bylo: aniontové-vyménna kolona Q-Sepharose,

ekvilibra¢ni C-P pufr pH 3,0 a eluce gradientem 100 mmol/l NaOH.

K eluci doslo v pomérné vysokém pH (9-10), proto bylo ve spojenych frakcich
obsahujicich purifikovany enzym ihned upraveno pH na hodnotu 6,0 (pH
kultivacniho média). Pfitomnost a-L-fukosiddaz ve frakcich byla potvrzena
Bradfordovou metodou a stanovenim aktivity s pNP-Fuc, které obé potvrdily
uspésnou purifikaci (a zachovani aktivity enzymu navzdory eluci ve vysokém
pH). Po purifikaci ndsledovalo zakoncentrovani enzymu v ultrafiltracnich

zkumavkach Amicon Ultra 10K.

Vytézek produkce a purifikace se zakoncentrovani byl vypocitan
z naméfenych aktivit a koncentraci proteinti vztazenych na objem roztoku
(Tabulka 12 —). Ze 190 ml kultivaéniho média FoFuc bylo ziskdno 2,2 mg ¢istého
proteinu, U FgFuc bylo ziskdno 83 mg cistého proteinu ze 180 ml kultiva¢niho
média.

Purifikované proteiny byly analyzovany pomoci SDS-PAGE (Obrazek 18).

Tabulka 12 — Vytézky produkce, purifikace a zakoncentrovani FoFuc a FgFuc.

Celkova Celkovy Specificka Vytézek

aktivita [U] protein aktivita [%]
[mg] [U/mg]
FoFuc Kultivacni 637 + 3 14,8 +0,3 4 + 3 100

médium
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Q-Sepharose 90 £ 5 22+0,1 41+3 14
a Amicon
Ultra 10K

FgFuc Kultivacni 1,2+0,1 117 +5 0,010 + 0,001 100
médium
Q-Sepharose  0,15+0,03 83 +2 0,0018 + 13

a Amicon 0,0004
Ultra 10K

FoFuc FgFuc
kDa
97
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66
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Obrazek 18 — Analyza SDS-PAGE byla provedena nadvakrat pro detekci a-L-
fukosidaz ve frakcich z purifikace. Nalevo je vzorek s FoFuc (67,9 kDa), napravo
FgFuc (68 kDa), mezi nimi jsou drahy s LMW markerem. Absence dalsich
prouzkili dokazuje Cistotu enzymu ziskanou purifikaci.

5.4 Produkce rekombinantnich enzym v E. coli

Protoze tfi z péti navrZenych enzymu se v ptivodné navrZzeném hostiteli P.
pastoris nepodafilo uspésné produkovat, byla u téchto konstrukti navrzena
alternativni metoda produkce v jiném hostitelském organismu, a to E. coli.

5.4.1 Vlozeni do plazmidu pCold II

Pro produkci v E. coli bylo nutné vlozit gen kédujici a-L-fukosiddzy do

plazmidu pCold II, vhodného pro expresi genu v E. coli. Plazmid pCold II je

v literatufe pouzivan k Setrné produkci Spatné se skladajicich proteinti
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(Hovorkova et al., 2021) a postrada (-galaktosiddzovou aktivitu, kterd mtize u
proteinti s nizkou produkdi interferovat. Soucasti plazmidu pCold II je sekvence
pro expresi histidinové kotvy. a-L-Fukosidazy nesouci histidinovou kotvu na N-

konci mohly byt purifikovany afinitni chromatografii na koloné HisTrap.

Prvnim krokem byla linearizace zdrojovych plazmidia pPICZaA nesoucich
piislusné geny pomoci restrikénich endonukledz. Uspésna linearizace byla
ovéfena elektroforézou v agarézovém gelu. Plazmidy byly z gelu izolovany a

byla stanovena koncentrace DNA: CrFuc: 5,95 ug/ul, ArFuc: 9,09 ug/ul, ApFuc:
5,76 ug/ul.

Druhym krokem byla amplifikace genti a-L-fukosidaz s novymi restrikénimi
misty pomoci PCR. PCR probéhla ve ¢tyfech zkumavkach s riznym teplotami
v gradientu 52-58 °C ve fazi nasednuti primerti. Rozmezi 52-58 °C bylo zvoleno
jako kompromis mezi rozdilnymi teplotami tani jednotlivych primerti. Na
elektroforéze PCR produktii se vliv teploty projevil pouze minimalné (Obrazek
19). Z gelu byl sadou DNA Gel Extraction Kit izolovan prouZek v oblasti 1 500 bp,
ktery velikostné odpovidal sekvenci enzymi. Poté byla fluorimetricky stanovena

koncentrace DNA: CrFuc: 2,74 pg/ml, ArFuc: 10,7 ug/ml, ApFuc: 3,56 pug/ml.
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Obrazek 19 — Elektroforéza v agarézovém gelu pro vyhodnoceni PCR reakce
pro amplifikaci genti. Do drah 14 byl nanesen gen ApFuc, 5-8: gen ArFuc, 9-12:
gen CrFuc. Prvni draha pro kazdy enzym odpovida teploté nasedani primerti
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52 °C, druha 54 °C, tfeti 56 °C, ¢tvrta 58 °C. Z intenzity jednotlivych prouzkt Ize
odhadovat mnozstvi amplifikované DNA, avSak mezi jednotlivymi teplotami
lze pozorovat jen minimalni rozdil.

Tfetim krokem bylo rozstépeni restrikénich mist plazmidu pCold II a
pfipravenych inzerti s geny a-L-fukosiddz. Rozstépenim vznikly lepivé konce,
diky nimZ bylo mozné vnést geny a-L-fukosiddz do plazmidu pCold II. Ligace

byla provedena T4 ligadzou.

Takto pfipraveny plazmid byl pouzit k transformaci bunék E. coli Topl0O pro
namnozeni. NamnoZené transformanty byly analyzovany elektroforézou
v agarozovém gelu (Obrazek 20), kdy byla porovnavana velikost plazmidi
s kontrolnim vzorky o zndmé molekulové hmotnosti. DNA ve vybranych
prouZcich byla izolovana pomoci sady High Pure Plasmid Isolation Mini Kit a
odeslana na sekvenovani. Byly vybrany pouze vzorky s uspésné vloZenym
genem a-L-fukosidaz. Na elektroforetickém gelu se vzorky ApFuc byly viditelné
pouze prouzky odpovidajici velikosti vektoru pCold II bez vloZeného insertu,
proto jsem usoudila, Ze se ApFuc nepodafilo vlozit do vektoru pCold II, a to ani

pri opakovani postupu s novymi primery.
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Obrézek 20 — Elektroforéza v agarézovém gelu pro ovéfeni aspésnosti ligace.
Do drah 3-10 byly naneseny vzorky pCold II s genem ArFuc a do drah 14— 21
vzorky pCold II s genem CrFuc. Ve zbylych drahach jsou kontrolni vzorky: 1 -
5700 bp, 2 -6 400 bp, 11 - 5198 bp (gen ArFuc v pPICZaA), 12 — 4 392 bp (vektor
pCold II), 13 - 5 075 bp (pPICZaA s genem CrFuc). Prouzky v drahach 3 a 6
odpovidaji pfedpokladané velikosti genu ArFuc (5 997 bp), stejné jako prouzky
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v drahach 14-18 odpovidaji genu CrFuc (5 874 bp); tyto prouzky byly izolovany
a zkontrolovany sekvenovanim.

Plazmidy pCOLD II nesouci geny a-L-fukosiddz byly namnoZeny v burikdch
Topl0, izolovany v preparativnim méfitku a sekvence genti byly ovéfeny

sekvenaci.

5.4.2 Analyza produkce a-L-fukosidaz v riznych kmenech E. coli
Pripravené plazmidy byly pouzity k produkci a-L-fukosidaz v burikach E. coli
JM109 1990, BL21(DE3)pLysS, Rosetta2(DE3) a BL21-Gold(DE3). Z praktického
hlediska se od sebe burky liSily inkubacnimi teplotami, rychlosti tfepani,
kultivacnimi médii, antibiotickou rezistenci, koncentraci induktoru a délkou
produkce. Jednotlivé kmeny pouzivaji rizné mechanismy stimulace exprese

genu kodujiciho rekombinantni protein.

Buniky byly kultivovany 3 dny v LB nebo TB médiu pod selekénim tlakem
prislusnych antibiotik: k ampicilinu, jehoz rezistence je obsazena v plazmidu
pCold II, byl v ptipadé BL21(DE3)pLysS a Rosetta2(DE3) pfidan chloramfenikol,
nebot tyto kmeny nesou chloramfenikolovou rezistenci. Béhem kultivace byl do
média pfidavan IPTG kindukci exprese genu a-L-fukosiddz. Bunky BL21-
Gold(DE3) byly béhem exprese genu kultivovany pfi nizsi teploté, aby bylo

zamezeno produkci jinych proteinti.

Vysledkem kultivace byla suspenze bunék (E. coli produkuje proteiny pouze
intraceluldrné na rozdil od P. pastoris), ze které bylo odebrano 1-5g (podle
vytézku kultivace). Burky byly resuspendovany v pufru, sonikovany a
purifikovany afinitni chromatografii na pfistroji Akta Prime Plus. Pti purifikaci
byla vyuzita histidinovd kotva na N-konci navrzenych konstruktd, kterd se
vazala na kolonu HisTrap, po promyti kolony byl protein eluovan pufrem
s imidazolem (ktery md ke koloné vyssi afinitu nez histidinova kotva). Priabéh

purifikace byl kontinudlné monitorovan spektrofotometricky pfi 280 nm.
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Pfitomnost proteinu ve sbiranych frakcich byla déale ovéfena Bradfordovou

zkouskou.

Béhem celé produkce a purifikace byl systematicky provadén screening o-L-
fukosidazové aktivity k pNP-Fuc. Testovany byly vzorky obou enzymt (CrFuc,
ArFuc) ve ¢tyfech bunéénych kmenech (supernatant po centrifugaci lyzatu po
produkci a frakce z purifikace). Zadny ze vzorkii bohuZel nevykazoval a-L-

fukosidazovou aktivitu.

Produkce rekombinantnich a-L-fukosidaz CrFuc a ArFuc ve vSech kmenech
byla analyzovana pomoci SDS-PAGE, na kterou byly naneseny vzorky z bunécné
suspenze a frakce z purifikace. Na zadném z gelti (Obrazek 21A) nebyla
prokazana pritomnost proteinu ani v lyzatu bunék E. coli, ani v purifikovaném
vzorku. Z toho lze usoudit, ze produkce fungalnich a-L-fukosidaz v burikach E.

coli nebyla tispésna.

Na dalSich obrazcich jsou zobrazeny gely se vzorky z produkce CrFuc
v dalsSich burnikéch, nicméné ani tam nebyla produkce tspésna (Obrazek 21B a C)

Situace byla totoZna u produkce ArFuc.

V dal$im experimentu jsem pomoci SDS-PAGE (Obrazek 21D) srovnala lyzaty
bunék z produkce a-L-fukosidaz s lyzaty totoznych bunék netransformovanych
plazmidem, kdy obé kultury byly kultivovany stejnym zptisobem. Je zobrazen
jeden priklad bunék (E. coli BL21-Gold(DES3)), protoze vysledky exprese ostatnimi
kmeny E. coli byly totozné. Je zfejmé, Ze proteinovy profil transformovanych a
netransformovanych bunék je shodny. Z hlediska pfitomnosti rekombinantnich

a-L-fukosidaz byla produkce v burikach E. coli vyhodnocena jako netispésna.
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Obrazek 21 — Analyzy produkce rekombinantnich a-L-fukosidaz v burikach E.
coli pomoci SDS-PAGE.

A: Analyza pfitomnosti CrFuc (drahy 1-3) ArFuc (drahy 4-6) v burikach JM109
1990. V prvni draze obou enzymt (1, 4) je nanesen vzorek pelety bunécné
suspenze, ve druhé draze (2, 5) je supernatant a ve tfeti draze (3, 6) jsou spojené
frakce z purifikace pozitivni na pfitomnost proteinu. Zadny z prouzk
neodpovida produkci ani velikosti a-L-fukosidaz (CrFuc 54,5 kDa, ArFuc
61,3 kDa).

B: Analyza pfitomnosti CrFuc v burikach BLI2I(DE3)pLysS (drahy 1-4) a
burikach Rosetta2(DE3) (drahy 5-8) V prvni draze obou setti (drdhy 1 a 5) je
suspenze bunék, ve druhé (drahy 2 a 6) je vzorek ze sbiraného odpadu
z purifikace a ve zbyvajicich drahach jsou frakce z purifikace. Silnéjsi prouzek
ve drahdch 7 a 8 velikostné neodpovida teoretické velikosti CrFuc (54,5 kDa),
takZe se nejspis jednd o bézny protein E. coli.

C: Analyza pfitomnosti CrFuc v burikdch BL21-Gold(DE3). V draze 1je vzorek
suspenze bunék, ve drdze 2 je vzorek sbiraného odpadu z purifikace a ve
zbyvajicich drahach jsou frakce z purifikace. Siln€jsi prouzky v drdhach 2 a 3
velikostné neodpovidaji teoretické velikosti CrFuc (54,5 kDa).

D: Analyza netransformovanych bunék BL21-Gold(DE3) (drahy 17 a 20) a
totoznych bunék s vloZzenym plazmidem CrFuc (drahy 18-19)a ArFuc (drahy 21-
22). V drédhéch 18 a 21 je vzorek suspenze bunék z produkce, v drdhach 19 a 22 je

vzorek ze spojenych frakci z purifikace.
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5.5 Charakterizace rekombinantnich a-L-fukosidaz
5.5.1 Stanoveni pH optima rekombinantnich a-L-fukosidaz

Byl zkouman vliv pH na aktivitu enzymt FoFuc a FgFuc v reakci. pH optimum
bylo vyhodnoceno jako hodnota pH, pfi niZ bylo dosaZeno nejvyssi aktivity
enzymu. Enzym byl inkubovan v daném pH a poté byla stanovena jeho aktivita
k pNP-Fuc (stdle v pH inkubace). Pro FoFuc bylo pH optimum (Obrazek 22
vlevo) stanoveno na pH 5,5, kdy dosahla aktivita 6,4 + 0,2 U/mg. V rozmezi pH
5,5-7,5 si FoFuc udrzel aktivitu vyssi nez 60 % maxima. V krajnich hodnotach (v
pH nizsich nez 3,5 a vyssich nez 10,5) mél FoFuc méné nez 5% aktivitu.

U enzymu FgFuc bylo pH optimum(Obrazek 22 vpravo) stanoveno stejnym
zpusobem. Vysledna hodnota byla pH 4,5, kdy enzym dosahl nejvyssi aktivity:
0,007 + 0,002 U/mg. FgFuc si udrzel vyssi nez 60% aktivitu v pH 3,0-5,0, ale
mimo toto rozmezi aktivita klesala. V krajnich hodnotadch méfeni (pH 2,0 a 8,0)

byla aktivita niZsi nez 5 %.
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Obrazek 22 — Vliv pH na aktivitu FoFuc (nalevo) a FgFuc (napravo).

Dale byl zkouman vliv pH na stabilitu enzymu FoFuc (Obrazek 23 vlevo)
Enzym byl preinkubovan v pH 3,5-7,5 a béhem preinkubaci byly ve stanovenych
casovych intervalech odebirany vzorky k provedeni reakce spNP-Fuc
standardni metodou (4.7.1). Po 4h v pH 5,5 vykazoval enzym FoFuc nejvyssi

stabilitu: jeho aktivita nabyla nejvyssi hodnoty, ale po 17 h inkubace jeho aktivita
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klesala pomaleji v pH 6,5 (s aktivitou 35 + 2 U/mg) a vpH 75 (s aktivitou
32 +1 U/mg). Pro dlouhodobé uchovavani FoFuc je tedy vhodné rozmezi pH 6,5-
7,5.

Stabilita FgFuc byla zkoumadna stejnym zptisobem (Obrazek 23 vpravo). Polh
inkubaci v pH 4,5 dosahl FgFuc nejvyssi aktivity: 0,07 £ 0,02 U/mg. S casem
inkubace vSak jeho aktivita klesala a po 17 h byla nejvyssi aktivita dosazena
v pH 3,5, kdy dosahla 41 % maxima (0,059 + 0,005 U/mg). Hodnota pH 3,5 byla

tedy vyhodnocena jako nejvhodnéjsi pro dlouhodobé uchovavani FgFuc.
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Obrazek 23 — Vliv pH na stabilitu FoFuc (nalevo) a FgFuc (napravo) béhem 17 h
preinkubace.

5.5.2 Enzymova kinetika
Pro FoFuc byla ze zavislosti reakéni rychlosti na koncentraci substratu pNP-
Fuc byla sestrojena kinetickd kfivka (Obrdzek 24 vlevo) a vypocitana
Michaelisova konstanta Km= 2,4 mmol/l (CI95% =1,8-3,0 mmol/l), maximalni
rychlost reakce Vmax= 0,02 pmol/l/min (CI 95% = 0,019-0,023 pmol/l/min) a ¢islo

premény ket =16 s™.

Sestrojend kinetickd kfivka saturace FgFuc (Obrazek 24 vpravo) méla esovity
tvar, coZ znamena, Ze se jedna o alostericky enzym. Podle sklonu Hillovy kiivky

h=3,2 by se FgFuc mohl skladat ze 3 kooperujicich aktivnich mist (dle Weiss
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(1997)). Byla vypocitana Vmax = 0,03 pmol/l/min (CI 95% = 0,02-0,05 pmol/l/min) a

Knat= 4,6 mmol/l (CI 95% = 3,9-7,3 mmol/l). Kinetickd kfivka FgFuc neni plné

saturovana z dtivodu Spatné rozpustnosti substratu ve vyssich koncentracich.
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Obrazek 24 — Vlevo: graf zavislosti rychlosti reakce na koncentraci pNP-Fuc pro
FoFuc. Vpravo: kineticka kfivka hydrolyzy pNP-Fuc pomoci FgFuc ma esovity
tvar typicky pro alosterické enzymy.

5.5.3 Analyza substratové specifity

U FgFuc a FoFuc byla testovana aktivita k alternativnim substratim 2'FL a
3FL, ktera byla vyhodnocena pomoci TLC. 2’FL a 3FL se odliSuji pouze
regioselektivitou vazby mezi fukézou a laktézou, takze hydrolyza jednoho
z téchto substratii by odhalila regioselektivitu daného enzymu. Po hydrolyze
substratu byla v reakci detekovatelna fukoza jako produkt Stépeni substratu.
Z analyzy TLC (Obrazek 25) je patrné, Ze doslo pouze k hydrolyze 2’FL. pomoci
FgFuc, cozbylo detekovatelné po 24 h reakce. Analyza HPLC (provedena na NH-
koloné v gradientu acetonitrilu a vody s detektory PDA a ELSD) vzorkii z reakce
potvrdila, Ze ve vzorcich z reakce byla fukdza obsazena pouze ve vzorku se
substratem 2'FL s enzymem FgFuc. FgFuc ma tedy vici tomuto substratu a-1,2

specifitu. U enzymu FoFuc byla detekovana pouze aktivita k pNP-Fuc.
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foFuc FgFuc "‘

2'FL-R3FL-R 2'FL Fuc Lac 2'FL-R 3FL-R 2'FL  Fuc Lac

Obrazek 25 —Analyza TLC pro vyhodnoceni aktivity FoFuc (vlevo) a FgFuc
(vpravo) k 2'FL a 3FL. 2’FL-R a 3FL-R znaci vzorky z reakce, do zbyvajicich
drah byly naneseny standardy substratt. V rdmecku jsou zvyraznény prouzky
fukdzy, kterd vznikla enzymovou hydrolyzou 2'FL (vznikala zde i laktéza jako
druhy hydrolyticky produkt).

5.5.4 Analyza transfukosylac¢ni aktivity

Transfukosylaé¢ni aktivita FgFuc a FoFuc byla zkouména reakci pNP-Fuc jako
donoru fukozy a nékolika moznych akceptorti: laktézy (Lac), arabindzy (Ara),
fukozy (Fuc), galaktdzy (Gal) a modifikovaného akceptoru laktosyl-tBoc (Lact na
obrazku). Akceptor byl pfidavan v nadbytku (100 mmol/l vic¢i 30 mmol/l
donoru) pro zvySeni poméru transglykosylace a hydrolyzy ve prospéch
transglykosylace. Pribéh reakce byl monitorovan pomoci TLC (Obrazek 26) a
HPLC analyzy.

Na deskach FoFuc jsou ve vSech drahach viditelné prouzky fukozy, které
dokazuji hydrolyzu pNP-Fuc. Synteticky modifikovany akceptor Lac-tBoc
pouzity s FoFuc obsahoval zbytkovou laktézu ze syntézy. Analyzou TLC nebyla
za téchto podminek pozorovana Zadna transfukosyla¢ni aktivita u FoFuc ani
FgFuc, a to ani autokondenzacni aktivita. Stejny zavér potvrdila HPLC analyza
(za vySe uvedenych podminek) vzorkt zreakce, kterd potvrdila pfitomnost
akceptoru a casteéné rozstépeného donoru, ale Zzadného vznikajiciho

disacharidu.
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FgFuc , FoFuc
PNP-Fuc

Fuc

Lac Lact Ara Gal Fuc Lac Lact Ara Gal Fuc

Obrazek 26 — Analyza vzorkt transfukosylacnich reakci pomoci TLC. Vlevo:

vzorky s FgFuc; vpravo: vzorky s FoFuc.
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6 DISKUZE

Ke screeningu fukosidazové aktivity ve Sbirce kultur hub Katedry botaniky
PfF UK byly vybrany houby podle nékolika parametrti. Kmeny Fusarium
oxysporum, Aspergillus flavipes, Aspergillus phoenicis, Penicillium funiculosum a
Penicillium purpurogenum var. rubrisclerotium v praci Hunkové et al. (1999) bud
samy vykazovaly a-L-fukosiddzovou aktivitu k pNP-Fuc, nebo byla jejich
fukosiddzova aktivita indukovana kultivaci s vybranymi induktory. Fusarium
oxysporum bylo dle Hunlkové et al. aktivni po indukci 0,1% fukozou a 0,1%
arabindzou. U Aspergillus flavipes byla dle Hunkové et al. naméfena o-L-
tukosidazova aktivita 0,02-8 U/mg po indukci 4% glukézou a u A. phoenicis byla
po stejné indukci naméfena aktivita nizsi nez 0,02 U/mg. U obou zastupcti
Penicillium byl zaznamenan pétinasobny nartst aktivity po indukci 0,1%
deoxyglukozou. V predkladané préci byla potvrzena a-L-fukosiddzova aktivita
pouze u F. oxysporum indukovana kultivaci s 0,5% fukoézou a 0,1% arabinozou.
Nepftitomnost aktivity u ostatnich zastupcti 1ze vysvétlit napt. poklesem a-L-
fukosidazové aktivity pod mez detekce v diisledku kazdorocniho pfeockovavani

fungdalnich kmenti (od prace Hurikové et al. uplynulo 24 let).

Dalsi skupina enzymi pro screening byla vybrdna na zakladé podobnosti
aminokyselinové sekvence ke zndmym a-L-fukosidazam z Fusarium graminearum
a Thermotoga maritima, a to: Aspergillus terreus, Mortierella alpina, Mucor
circinelloides a Fusarium culmorum (téz F. oxysporum mélo podobnost ke zndmym
fukosidazam, ale jiZ bylo zminéno vySe). a-L-Fukosidazova aktivita nebyla u
téchto zastupcti v této praci nalezena. Vybér doplnoval kmen Talaromyces flavus,
ktery je pfedmétem soucasného vyzkumu v laboratofi (Heine et al., 2021),

nicméné ani u néj nebyla nalezena a-L-fukosiddzova aktivita.

Netspéch screeningu Sbirky kultur hub mé donutil obratit se na genové
knihovny. Vybér genti novych fungalni a-L-fukosiddz byl proveden metodami
funkéni genomiky, které umoZnily prohledat prostor genetickych databazi.
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Vybrané geny vykazovaly relativné nizkou podobnost se zndmymi «a-L-
tukosiddzami (24-71 %), coz bylo zptisobeno parametry vybéru —jen maloktery
hypoteticky enzym byl podobny fungdlni a-L-fukosidaze z F. graminearum a
zaroven bakteridlni a-L-fukosidaze z Thermotoga maritima. Stejnymi metodami
byly v neddvné publikaci (Lezyk et al., 2016) nalezeny nové a-L-fukosidazy
v pudni metagenomické knihovné s podobnosti 41-76 % se znadmymi
fukosiddzami a vSech sedm enzymu bylo uspésné produkovano v E. coli.
Fukosidadzy FoFuc a FgFuc jiz jsou v literatufe ¢astecné popsany, proto byly

vybrany do studované skupiny.

Zeuner & Meyer (2020) spekuluji, Ze bohatym zdrojem glykosidaz
s transglykosylacni schopnosti mohou byt patogenni organismy, protoze mohou
transglykosylacni schopnost vyuzivat k maskovani své pfitomnosti produkci
hostitelskych glykanti vramci své strategie invaze. Vybér a-L-fukosidaz
k produkci v této praci navazoval na tuto teorii, nebot vybrané geny pochazeji
z patogennich plisni: zastupci rodu Fusarium zpusobuji ,fusariové vadnuti”
rostlin, rod Clonostachys jsou mykoparazitické houby. Rody Apiotrichum a Absidia
jsou pfevazné neskodné plidni plisné, ale zaroven potencialni alergeny a ptivodci

zygomykodzy krav (Middelhoven et al., 2001; Okungbowa et al., 2012).

Tato prace neni jedinou praci, ktera narazila na potiZe pfi expresi genu pfi
heterologni produkci. Z mnozstvi praci, které tento problém zminuji, Ize usoudit,
zZe se jedna o rozsifeny problém, ktery 1ze vysvétlit mezerami v nasich znalostech
molekularné-biologickych a biochemickych mechanism(t komplexniho procesu
produkce proteinti. Jednim =z nabizenych feSeni je zména hostitelského
organismu, coz bylo provedeno v praci Nekvasilové et al. (2022). V praci
Nekvasilové et al. byla produkce rekombinantniho proteinu pfesunuta z E. coli
do P. pastoris. ¢imZz bylo dosaZzeno lepsiho sklddani proteinti (jednalo se o
glykosidazu ptivodné z Bifidobacterium bifidum). V praci Hovorkové et al. (2021)

byla produkce p-galaktosidazy z B. circulans zlepSena pouzitim expresniho
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vektoru pCold II a bunék E. coli BL21-Gold(DE3). Kultivace pfi niZsi teploté
aktivovala promotor cspA, a tak bylo dosazeno spravného sloZzeni pomérné

velkého proteinu.

V této praci byly geny CrFuc a ArFuc produkovany jak v P. pastoris, tak ve
zminénych BL21-Gold(DE3), avsak ani vjednom pfipadé nebylo dosazeno
uspésné produkce. Na viné mutiZze byt samotny gen, ktery byva do genovych
databazi pfidan na zdkladé sekvenace celého organismu. Pfifazovani funkci
jednotlivym gentim je doménou genomiky, kterd ale pracuje v Cisté teoretické
roviné (na zakladé analyz in silico). Vybrané geny (CrFuc, ArFuc, ApFuc) nebyly
doposud nikdy heterologné exprimovany, a tak je jejich funkce pouze
hypoteticka. Je mozné, Ze ndm o jejich expresi v domovskych organismech schazi
klicové informace. Dalsim déivodem netspéchu produkce miize byt slozitost
zvolenych proteini — je mozné, Ze pfi rekombinantni produkci nebyly
hostitelskym organismem provedeny vSechny posttranslacni tpravy nutné pro
spravnou produkci enzymu (napf. glykosylace, odebrani signalnich peptidi).
Odstranéni sekvence signalniho peptidu bylo provedeno pfi produkeci FgFuc
v praci Zeuner, Muschiol, et al. (2018). V jejich praci byla k FgFuc pfidana
histidinova kotva a enzym byl nejprve netuspésné produkovan v E. coli
BL21(DE3)pLysS, kde ztstal v nerozpustnych inkluznich téliskach. Poté byl

FgFuc tspésné produkovan v burikach P. pastoris X-33 ve vytézku 35 mg/l.

V praci Paper et al. (2013) byla netspésna produkce a-L-fukosidazy z F.
oxysporum v P. pastoris vysvétlena moznou interferenci histidinové kotvy pfidané
ke genu enzymu. Tuto teorii si experimentatofi ovéfili pfi produkci a-L-
fukosidazy z F. graminearum, kterou si pfipravili ve verzi s histidinovou kotvou
byla jak spolehlivost produkce, tak mnoZstvi vyprodukovaného proteinu.
V produkci v pfedkladané praci byly geny exprimovany v P. pastoris bez

histidinové kotvy, ale byla ke gentim pfiddna pfi produkci v E. coli. Produkce
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rekombinantnich a-L-fukosiddz CrFuc, ArFuc a ApFuc nebyla v predkladané
praci tspésna, a to ani pres opakované produkce v P. pastoris a ve ¢tyf kmenech
E. coli. MoZnou upravou by bylo odebrani histidinové kotvy pfi produkci v E.
coli, coz v jinych pracich potencidlné prineslo lepsi vysledky produkce (Paper et
al., 2013). Dals$i moznosti pro potencidlni zlepSeni produkce v E. coli je pouziti
chaperonii — proteinovych komplexti napomahajicich spravnému sloZeni proteint

(Santra et al., 2017).

V nésledujicim textu budu porovnavat rekombinantni enzymy, které se

podafilo produkovat a purifikovat (FgFuc a FoFuc), s dosavadnimi publikacemi.

V praci Paper et al. (2013) byla pfipravena nativni FoFuc (izolovanim
z fungalni kultury) a téZ rekombinantni FgFuc; byly stanoveny jejich kinetické
parametry se substratem pNP-Fuc: nativni FoFuc: Km= 0,85 mmol/l, keat= 82,7 s7,
rekombinantni FgFuc: Km=9,8 mmol/l, keat=510 s™. Kinetické parametry FoFuc
stanovené v predklddané praci (Km= 2,42 mmol/l, kat = 16 s?), se mirné odlisuji,
coz muiize byt vysvétleno rozdilnou pfipravou enzymu (nativni a
rekombinantni). Parametry FgFuc (Knat=4,55 mmol/l) nelze porovnat kvili
alosterii FgFuc detekované v predkladané praci. V praci Cao et al. (2014) byla
prezentovana krystalograficka struktura FgFuc, ktera odhalila dvé konformacni
formy FgFuc, které se shoduji s vysledkem této prace. Cao et al. hypotetizuji, Ze
jedna z forem predstavuje enzym v nereaktivnim stavu, zatimco druha forma je

uzptlisobena ke katalyze.

Pfi pozorovani vlivu pH na aktivitu a-L-fukosidaz bylo stanoveno pH
optimum a pH stabilita pro FgFuc a FoFuc. Pro FoFucjsem stanovila pH optimum
reakce jako 5,5, coZ je v dobré shodé sdfive naméfenou hodnotou pH 5,0
stanovenou pro nativni FoFuc v praci Paper et al. (2013), ¢i s rozmezim pH 4,5-
6,0 uvedeném v praci Yamamoto et al. (1986). Vysledky stanoveni pH stability
FoFuc (pH 6,5-7,5) se téz shoduii s literaturou: pH 5,5-10 (Yamamoto et al., 1986)

¢i pH 4-8 (Yano et al., 1985) (obé zminéné prace stanovovaly pH stabilitu po
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dvoudenni inkubaci nativniho enzymu, zatimco v predkladané praci byla
inkubace dlouhd 17 h). Pro FgFuc jsem naméfila pH optimum 4,5 a dospéla jsem
k dobré shodé s publikovanym vysledkem (Cao et al., 2014), kde autofi stanovili

pH optimum 4,6. Udaj o pH stabilité nebyl pro FgFuc dosud publikovén.

Vpraci Cao et al. (2014) zaznamenali inhibici aktivity a-L-fukosidaz
zptusobenou citrdtovym a Tris pufrem v koncentracich 10-50 mmol/l
pravdépodobné zapficinénou kompetitivni vazbou v aktivnim misté enzymu
mezi inhibitory pufru a pNP-Fuc. V reakcich v predklddané praci byl pouzit

50 mmol/l fosfatovy pufr, jehoz inhibicni efekt nebyl pozorovan.

V predkladané praci byl FgFuc aktivni k substratim pNP-Fuc a 2’'FL. Aktivita
k pNP-Fuc byla velice nizkd, coZ je v souladu s tim, ze pNP-Fuc neni pfirozenym
substratem FgFuc. Znamend to, Ze aromaticky aglykon p-nitrofenyl ma malou
afinitu k aminokyselindm v aktivnim misté enzymu. Paper et al. (2013) a Cao et
al. (2014) spekuluji, zda by mohly byt pfirozenymi substraty FgFuc
glykoproteiny, pektin, fukosylované xyloglukany (jiné nez dfive testovany
xyloglukan izolovany z hrdSku a z tamarindu) nebo exopolysacharidy hub a
bakterii. Reakce FgFuc s pNP-Fuc v predkladané praci i v praci Cao et al. (2014)
byla vyrazné pomalejsi, neZ jak je tomu u znamych «a-1,2-fukosiddz z rodiny
GH29 (napft. FoFuc v této praci), coz by ukazovalo na vétsi podobnost FgFuc k a-
1,3/4-fukosiddzam z rodiny GH29. Na rozdil od a-1,3/4-fukosidaz vSak nebyl ani
v praci Cao et al. (2014) ani shodné v pfedkladané praci FgFuc aktivni k 3FL ani
trisacharidim Lewis® a Lewis* (v této praci byl testovan pouze 3FL). V praci Cao
et al. (2014) preferoval FgFuc fukosylované substraty svazbou a-1,2 pfed
substraty svazbou o-1,3/4: nejvyssi aktivity bylo dosazeno s2'FL. Tato
regioselektivita FgFuc se shoduje s vysledky predkladané prace. Regioselektivita
a-1,4 byla u fungdlnich a-L-fukosiddz nalezena pouze v praci Shvetsova et al.
(2015), kde byla izolovana «-L-fukosiddza zfungalni kultury Fusarium

proliferatum s preferenc¢ni regioselektivitou a-1,4.
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FoFuc byl z testovanych substrati (2’FL, 3FL, pNP-Fuc) v této praci aktivni
pouze k pNP-Fuc. Tento vysledek se shoduje s praci, kde byl nativni FoFuc
aktivni k pNP-Fuc a navic odstépoval fukozu z fukoidanu (v préaci neni zminén
puvod fukoidanu). Tento zavér se mi nepodarilo ovéfit, nebot fukoidan z naseho
zdroje (Laminaria japonica) jsme nedokdzali rozpustit v dostate¢né koncentraci

pro reakci.

Ve screeningu transfukosylacni aktivity a-L-fukosidaz FoFuc a FgFuc se sérii
raznych akceptorti (arabindza, fukdza, laktdza, laktosyl-tBoc, galaktdza) tyto
enzymy nekatalyzovaly transfukosylacni reakce s vybranymi akceptory. U WT
a-L-fukosidaz byvaji vytézky syntéz HMO v rozmezi 1-20 %, coz je pro
pramyslové pouziti nedostacujici (Zeuner et al., 2020a). Tento zavér potvrzuje a-
L-fukosidadza z Thermotoga maritima, kterd byla v literatufe pouzita k syntéze 2'FL
s 6,4% vytézkem (Lezyk et al.,, 2016). Vyssiho vytéZku 13 % pfi syntéze 2'FL
dosahla a-L-fukosidaza z druhu Paenibacillus izolovaného z horkého pramene
(Thegersen et al.,, 2020). Necekané vysoky vytézek 50 % byl ziskan s a-1,3/4-L-
fukosidazou z Clostridium perfringens pti syntéze LNFPII, kde byl z dévodu
regioselektivity enzymu pouZit donor 3FL (Zeuner et al., 2018b). Vysoky vytéZek
33 % byl taktéZ dosazen s a-L-fukosidazou z Thermotoga maritima v praci
Guzman-Rodriguez et al. (2018), kde byl pomér donoru a akceptoru upraven na

1:1000.

Metodami genetického inZenyrstvi 1ze nejen zvysit vytéZek transfukosylace a
upravit selektivitu enzymu, ale téZ zménit pomér transfukosyla¢ni a
hydrolytické aktivity, ¢ehoZ lze pouzit pro zvyseni efektivity syntézy HMO.
V praci Zeuner et al. (2020) byl FgFuc upraven satura¢ni mutagenezi se ziskem
lepsi regioselektivity v porovndni sWT verzi (zdménou nukleofilniho
asparaginu za nepoldrni methionin — D286M). Jinym typem upravy byla
pozménéna a-1,3/4-L-fukosidaza z B. bifidum: pomoci genetické modifikace (loop

engineering) byla nahrazena smycka 23 aminokyselin korespondujici smyckou
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z a-1,3/4-L-fukosidazy z Clostridium perfringens pobliz aktivniho mista. Touto
upravou byla témér plné potladena hydrolyticka aktivita enzymu, coz vedlo
k trojndsobnému zvyseni vytézku syntézy LNFP II a LNFP III oproti WT enzymu
(Zeuner et al., 2018b).
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7 ZAVER
V prvni ¢asti prace byli ve sbirce vldknitych hub hledani zastupci vykazujici
a-L-fukosidazovou aktivitu. Ve vybéru deseti kment kultivovanych s induktory

fukdzou, arabinézou, glukézou a fukoidanem byl nalezen jeden kmen aktivni

k pNP-Fugc, a to Fusarium oxysporum.

Na zdkladé genti zndmych a-L-fukosiddz byly v genové knihovné hub
nalezeny tfi hypotetické enzymy, které dosud nebyly izolovany, produkovany
ani charakterizovany. Byla zkoumdna podobnost vybranych genti ke zndmym
fukosiddzam zndzornénd sestavenim fylogenetického stromu. Pro kontrolu
produkce byly kvybéru pfidany dvé zndmé o-L-fukosiddzy z Fusarium
graminearum a Fusarium oxysporum, které jsou v literatufe jiz castecné

charakterizovany.

Vybrané geny byly upraveny pro vloZeni do plazmidu pPICZaA. Navrzeny
plazmid byl komercné vyroben a vloZen do bunék P. pastoris KM71H, které jsou
vhodné k heterologni produkci eukaryotnich enzymiti. Produkce vSak byla
uspésna pouze u dvou jiz dfive produkovanych a-L-fukosidaz. Netuspésné geny
byly vloZeny do plazmidu pCold II a exprimovany v rtznych burkach E. coli
liSici se mechanismem produkce (JM109 1990, BL21(DE3)pLysS, BL21-Gold(DE3)
a Rosetta2(DE3)). Ani zde nebyla produkce tispésna, a to ani po opakovani celého

procesu.

Obé heterologné produkované a-L-fukosidazy z Fusarium oxysporum (FoFuc) a
Fusarium  graminearum  (FgFuc) byly purifikovany iontové-vyménnou
chromatografii a poté charakterizovany. Byla zkoumdana schopnost enzymu
hydrolyzovat substrat pNP-Fuc a tato aktivita byla kvantifikovana. Dale byla
zkoumdna aktivita k substratim 2’FL a 3FL, z nichz byl hydrolyzovan pouze
2’FL pomoci FgFuc. Detekované aktivity se shoduji se substratovou specifitou

popsanou v literature.
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Byly stanoveny hodnoty pH pro optimalni priibéh reakce: pH 5,5 pro FoFuc a
pH 4,5 pro FgFuc. Byl pozorovan vliv pH na stabilitu enzymu a ze 17 h inkubace
bylo urceno rozmezi pH idedlni pro stabilitu: pH 6,5-7,5 pro FoFuc a pH 3,5 pro

FgFuc. Stanovené hodnoty se shoduiji s literaturou.

Pro oba enzymy byly stanoveny kinetické parametry. Pro FoFuc bylo
vypocitano Km= 2,42 mmol/l, Vmax=0,02 umol/l/min a kat = 16 s. U FgFuc byla
zjiSténa alosterickd regulace a byly uréeny kinetické parametry alosterického

enzymu: 1 = 3,2, Vmax = 0,03 umol/l/min a Knat= 4,55 mmol/l.

Ani u jednoho zenzymti nebyla detekovana transfukosylaéni aktivita
testovand s donorem pNP-Fuc a akceptory laktozou, arabinoézou, fukdzou,
galaktozou a modifikovanym akceptorem laktosyl-tBoc. Absence této aktivity
znemoznila naplnéni findlniho cile této prace, a to syntézy fukosylovanych
oligosacharidi. Mutaci v aktivhim misté enzymu lze zvysit pomér
transglykosylacni aktivity a hydrolyzy ve prospéch transglykosylace. Riizné
postupy mutageneze by byly moznosti jak pouzit vyprodukované o-L-

fukosidazy k syntéze HMO, ale tento postup je mimo ¢asovy ramec této prace.
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8 SEZNAM ZKRATEK

UDP-Gal - uridin-5’-(a-D-galaktopyranosyl-difosfat)
UDP-Glc - uridin-5'-(a-D-glukopyranosyl-difosfat)
GDP-Fuc - guanosin-5-(3-L-fukopyranosyl-difosfat)
CAZy — Carbohydrate-Active Enzymes (enzymy aktivni k sacharidim)
GH - Glycoside Hydrolase — glykosidhydrolaza
FUCA 1 - gen kddujici a-L-fukosidazu

scGOS - galaktooligosacharidy s kratkym fetézcem
HpFucT2 — a-1,2-fukosyltransferaza z Helicobacter pylori
BbAfcA — a-1,2-fukosidaza z Bifidobacterium bifidum
B-FucF — B-fukosylfluorid

HMO - oligosacharidy lidského mléka

2’FL - 2'-fukosyllaktoza

3FL - 3-fukosyllaktoza

3'FL - 3'-sialyllaktoza

6'FL — 6'-sialyllaktdza

LNT - lakto-N-tetradza

LN#nT - lakto-N-neotetradza

LNH - lakto-N-hexadza

LNFP — lakto-N-fukopentaoza

DSLNT - disialyllakto-N-tetratza

LNDFH - lakto-N-difukohexadza

DFL - difukosyllaktosid

FLN#nH - fukosyllakto-N-neohexa6za

DFLN#nH - difukosyllakto-N-neohexa6za

pLN#nH — para-lakto-N-hexaoza

FpLN#nH - fukosyl-para-lakto-N-neohexadza

XyG — xyloglukan



AOX - alkoholoxidaza

KM71 - buniky P. pastoris s inaktivovanym genem aox1
SCFA - mastné kyseliny s kratkym fetézcem (short-chain fatty acids)
IgE — imunoglobulin E

FUTI - a-1,2-fukosyltransferaza, H-transferaza

FUT2 - a-1,2-fukosyltransferaza, Se-transferaza

FUT3 - a-1,3/4-fukosyltransferaza, Le-fukosyltransferaza
FUT4 - a-1,3-fukosyltransferaza

FUT7 - a-1,3-fukosyltransferdza

FUTS8 - a-1,6-fukosyltransferaza

POFUT - fukosyltransferaza

Neub5Ac — N-acetylneuraminova kyselina, kyselina sialova
GIcNAc - N-acetylglukosamin

LAD-2 — deficit adheze leukocytt 2

SLC35C1 - transportér GDP-fukosidu

AFP - a-fetoprotein

pNP-Fuc — 4-nitrofenyl-a-L-fukopyranosid

TLC - tenkovrstva chromatografie

PCR - polymerazova fetézova reakce

MBU AV CR - Mikrobiologicky tistav Akademie véd Ceské republiky
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Human milk oligosaccharides (HMOs) play a crucial role in neonatal nutrition. The
composition of human milk is unique in terms of oligosaccharide content, their
concentration, and their diversity. In addition to linear and branched oligosaccharide
chains consisting of D-galactose, D-glucose, and N-acetyl-D-glucosamine, they may be
additionally decorated with L-fucose and/or sialic acid. [1]. Naturally, the fucosylation
of HMOs is carried out by transferases that are strictly selective for their acceptors and
use expensive nucleotide donors.

Transglycosylation catalyzed by glycosidases is an alternative to in vitro synthesis of
HMOs from cheaper, naturally available substrates. Although glycosidase-catalyzed
synthesis is complicated by side hydrolytic activity, strategies like the development of
transglycosidases or glycosynthases may be employed to obtain fucosidases with
suppressed or completely inactivated hydrolytic activity.

a-(1—2)-Fucosidases belong to two GH families, namely GH29 and GH95, which differ
in their catalytic mechanisms. While GH29 a-(1—2)-fucosidases use the retention
mechanism, GH95 a-(1—2)-fucosidases are inverting enzymes and exhibit only
hydrolytic activity. Mutant enzymes with enhanced transglycosylation ability have been
developed in both groups [2, 3]. This project focuses on the synthetic potential of
selected engineered and wild-type bacterial and fungal o-L-fucosidases and their
application in the synthesis of fucosylated HMO analogs.
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Figure 1. Synthesis of fucosylated HMOs by engineered fucosidases.
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