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Proteinski inZenjering celobioza - dehidrogenaze iz Phanerochaete
chrysosporium u cilju povecanja oksidativne stabilnosti za primenu u
biokatalizi

SAZETAK

Celobioza - dehidrogenaza poreklom iz Phanerochaete chrysosporium, gljive
bele trulezi, pripada ekstracelularnim oksidoredukcionim enzimima i katalizuje
oksidaciju B - 1,4 - glikozidno vezanih oligosaharida poput celobioze i laktoze.
Oksidacijom laktoze dolazi do formiranja laktobionske kiseline koja pronalazi veliku
primenu u farmaceutskoj i kozmetickoj industriji gde se koristi prilikom distribucije
lekova i za hidrataciju koze kao sastavni deo razli¢itih krema, gde zajedno sa

hijaluronskom kiselinu ima ulogu u smanjenju bora.

Celobioza - dehidrogenaza prilikom oksidacije laktoze ili celobioze, kao
prirodnih  supstrata, katalizuje redukciju jednog dvoelektronskog ili dva
jednoelektronska akceptora elektrona. Jedan od najkoris¢enijih dvoelektronskih
akceptora elektrona je upravo dihlor fenol indofenol (DCIP), dok jednoelektronski
akceptori elektrona mogu biti citohrom c, ABTS, ali i Fe3* i Mn3* joni. Redukcijom
Fe3* jona u prisustvu molekulskog kiseonika dolazi do formiranja vodonik peroksida

i posredstvom Fentonove reakcije do generisanja hidroksil radikala.

Polazeci od ove ¢injenice, iskoristili smo upravo Fentonovu reakciju za razvoj
fluorescentnog eseja za visoko efikasnu pretragu biblioteka gena celobioza -
dehidrogenaze, baziranog na detekciji proizvedenih hidroksil radikala fluorogenom

probom aminofenil - fluoresceinom (APF).

Primena celobioza - dehidrogenaze u konstruisanju biosenzora i biogorivnih
¢elija lezi upravo u njenoj sposobnosti da katalizuje oksidaciju laktoze, celobioze i 3
- 1,4 - vezanih oligosaharida do odgovaraju¢ih laktona koji potom spontano
hidrolizuju do aldonskih kiselina. Enzimi koji nalaze primenu u konstruisanju

biosenzora i biogorivnih celija, moraju da zadovoljavaju nekoliko kriterijuma,
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odnosno moraju da imaju veliku osetljivost i supstratnu specifi¢nost, ali i da

pokazuju povecanu stabilnost.

Povedana stabilnost enzima za biosenzore je posebno vazna u pogledu
njihove stabilnosti u odnosu na reaktivne kiseoni¢ne vrste. Uvodenjem mutacija na
pozicijama metionina 65, 685, 738 celobioza - dehidrogenaze Zeleli smo da dobijemo
mutante koji bi pokazivali povecanu stabilnost u prisustvu vodonik peroksida.
Analizom saturacionih biblioteka na pozicijama metionina 65, koji je ujedno i jedini
metionin unutar citohrom domena, kao i na pozicijama 685 i 738 koje se nalaze
unutar flavinskog domena u blizini kataliticki aktivhog mesta, detektovali smo tri
mutanta celobioza - dehidrogenaze koji pokazuju povecanu stabilnost u prisustvu
0,3 M vodonik peroksida ali i povec¢anu aktivnost u odnosu na prirodni oblik enzima.
Mutant M65F nakon 6 sati inkubacije u vodonik peroksidu je pokazivao 70%
rezidualne aktivnosti u odnosu na wtCDH koji je zadrzao 40% svoje pocetne
aktivnosti. Mutanti M685Y i M738S su pokazivali 90% odnosno 80% aktivnosti

nakon inkubacije u vodonik peroksidu.

Proizvodnja enzima u kvascu Saccharomyces cerevisiae je zadovoljavajuda za
detekciju i ispitivanje karakteristika mutiranih formi enzima, dok je za dobijanje
vecih koli¢ina enzima koji se potom mogu koristiti za proizvodnju biosenzora
neophodna ekspresija u kvascu Pichia pastoris. Trostruki mutant celobioza -
dehidrogenaze (D20oN, A64T i V592M), i oksidativni mutanti (M65F, M685Y, M738S)
konstruisani u kvascu Saccharomyces cerevisiae, su reklonirani u Pichia pastoris, gde
su produkovani, precis¢eni i okarakterisani. Trostruki mutant pokazuje specifi¢nu
aktivnost od 14,1 IlU/mg proteina, dok oksidativni mutanti u poredenju sa trostrukim
mutantom pokazuju manju specificnu aktivnost koja iznosi izmedu 4 i 13 IU/mg

proteina.
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Kako bismo uspostavili kontinualni proces proizvodnje laktobionske kiseline
upotrebom trostrukog mutanta celobioza - dehidrogenaze (D20N, A64T i V592M) i
laktoze kao supstrata, neophodno je bilo da uklju¢imo i lakazu koja katalizuje
regeneraciju redoks medijatora, dihlor fenol indofenol (DCIP), koji potom ima
sposobnost da kontinualno preuzima elektrone prilikom oksidacije laktoze.
Ekspresijom celobioza - dehidrogenaze kao i lakaze na povrsini celija kvasca, a
potom njihovim mesanjem, proizvedena je laktobionska kiselina upotrebom enzima

imobilizovanih na celijskim zidovima kvasaca.

Lakaza eksprimirana na celijskim zidovima nije pokazala dovoljno brzu re -
oksidaciju DCIP - a u odnosu na brzinu sinteze laktobionske kiseline dejstvom
trostrukog mutanta celobioza - dehidrogenaze, usled ¢ega nije bilo moguce dobiti
zadovoljavajuce koli¢ine laktobionske kiseline. Kako bismo uspostavili kontinualnu
proizvodnju laktobionske kiseline, ¢elijskim zidovima sa eksprimiranim trostrukim
mutantom celobioza - dehidrogenaze, dodali smo komercijalnu lakazu i kao rezultat

toga proizveli laktobionsku kiselinu u ve¢em prinosu.

Klju¢ne reci: celobioza - dehidrogenaza, oksidativna stabilnost, kvasac, mutanti,
Pichia pastoris, Saccharomyces cerevisiae, fluorescentni esej, laktobionska kiselina,

Fentonova reakcija
Nauc¢na oblast: Hemija

UzZa nauc¢na oblast: Biohemija
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Protein engineering of cellobiose dehydrogenase from Phanerochaete
chrysosporium for higher oxidative stability in biocatalysis

ABSTRACT

Cellobiose dehydrogenase from Phanerochaete chrysosporium, a white rot
fungus, belongs to the extracellular oxidoreductive group of enzymes and catalyzes
the oxidation of the B - 1,4 - glycoside bond of oligosaccharides such as cellobiose
and lactose. During oxidation of lactose, formation of lactobionic acid occurs which
has many applications in pharmaceutical and cosmetic industry. Such applications
include the distribution of medicine, a component responsible for skin hydration

and when combined with hyaluronic acid as an agent against wrinkles.

During oxidation of lactose or cellobiose by cellobiose dehydrogenase,
reduction catalysis occurs of one two electron or two one electron acceptors. One of
the most utilized two electron acceptors is DCIP, while one electron acceptors are
usually cytochrome ¢, ABTS, Fe3* and Mn3* ions. During reduction of Fe3* ions in the
presence of molecular oxygen, H,O, is formed and due to the Fenton reaction
formation of hydroxyl radicals occurs. Due to this occurrence we wanted to use the
Fenton reaction in order to develop a fluorescent assay based on the production of
hydroxyl radicals and the fluorescence of aminophenyl fluorescein (APF). This would

allow us to efficiently analyze cellobiose dehydrogenase gene libraries.

With this fact in mind, the Fenton reaction was used to develop a fluorescent
assay for the high throughput screening of cellobiose dehydrogenase genes, based on

the detection of hydroxyl radicals with the fluorescent probe APF.

The possible application of cellobiose dehydrogenase in the construction of
various biosensors and biofuel cells is due the its ability to catalyze the oxidation of
lactose, cellobiose and similar - 1,4 - oligosaccharides do their corresponding

lactones which then spontaneously hydrolyze to aldonic acids. Enzymes used in such
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applications need to satisfy certain criteria, such as exceptional sensitivity, substrate

selectivity, stability and activity.

Increased stability of enzymes used in biosensors is especially important due
to the large amounts of reactive oxygen species produced during biosensor use.
Introduction of mutations on methionine positions 65, 685 and 738 of cellobiose
dehydrogenase we aimed to develop mutants which would show an increase in
stability while in the presence of H,O.. Analyzing saturation libraries of methionine
at position 65, which is the only methionine in the cytochrome domain, as well as
methionine on positions 685 and 738, which are located in the flavin domain active
site, we detected 3 cellobiose dehydrogenase mutants which showed an increase in
stability in the presence of 0.3 M H,O, and an increase in activity with respect to the
wild type enzyme. Mutant M65F showed 70% residual activity after 6 hours of
incubation in H,O,, while the wild type showed 40% residual activity. Mutants

M685Y and M738S showed 90% and 80% respectively after incubation in H,O..

Production of cellobiose dehydrogenase in Saccharomyces -cerevisiae is
satisfactory concerning the detection and analysis of characteristics of mutated
forms of the enzyme, however larger amounts of the enzyme are needed for
application in biosensors. Thus, a different expression system is needed, such system
is Pichia pastoris. Cellobiose dehydrogenase triple mutant (D20oN, A65T, V592M) as
well as oxidative mutants (M65F, M685Y and M738S) were constructed in
Saccharomyces cerevisiae and were cloned into Pichia pastoris, where they were
subsequently produced, isolated and characterized. The triple mutant showed
specific activity 14.1 IU/mg, while the oxidative mutants compared to triple mutant,

showed a smaller specific activity 4 - 13 IU/mg.
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In order to facilitate a continual production of lactobionic acid by use of a
cellobiose dehydrogenase triple mutant (D20N, A64T and V592M) and lactose as a
substrate, it is imperative that we include laccase as a way of regenerating redox
mediator, dichlorophenolindophenol (DCIP), which later have the ability of
continuously accepting electrons during oxidation of lactose. We aimed to induce
expression of cellobiose dehydrogenase as well as laccase on the yeast’s surface and
their subsequent mixing, thus immobilizing the enzymes on the yeast’s cell wall and

using them to produce lactobionic acid.

Laccase expressed on the cell wall did not show a sufficient reoxidation rate of
DCIP with regard to synthesis of lactobionic acid by the cellobiose dehydrogenase
triple mutant, resulting in a less than adequate amount of product. As our aim was
to continually produce lactobionic acid, we added commercial laccase to our cell
wall with expressed cellobiose dehydrogenase triple mutant, and successfully

synthesized lactobionic acid.

Key words: cellobiose dehydrogenase, oxidative stability, yeast, mutants, Pichia

pastoris, Saccharomyces cerevisiae, fluorescent assay, lactobionic acid
Scientific field: Chemistry

Scientific subfield: Biochemistry
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ABTS

AOX

APF

APS

BFP

BMG

BMM

CAA

CBB

CBLM

CDH

CYTcpu

DCIP

DEAE

DET

DHcpu

DMSO

DNK

DTT

2,2' — azino - bis (3 - etilbenztiazolin - 6 - sulfonska kiselina)
alkohol oksidaza

eng. aminophenyl fluorescein

amonijum persulfat

Brom Fenol Plavo

eng. Buffered Minimal Glycerol

eng. Buffered Minimal Methanol

eng. casamino acids

eng. Comasie Briliant Blue

celobionolaktam

celobioza - dehidrogenaza

citohrom domen celobioza - dehidrogenaze
dihloroindofenol

dietilaminoetil

eng. Direct Electron Transfer

flavinski domen celobioza - dehidrogenaze
dimetilsulfoksid

dezoksiribonukleinska kiselina

ditiotreitol
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EDTA

EGDMA

EGFP

ET

FACS

FAD

Gal

GFP

Glc

GMA

HPLC

IET

LB

LPMO

MET

PAGE

PBS

PCR

etilendiamin tetrasiréetna kiselina

etilen - glikol - dimetakrilat

eng. Enhanced Green Fluorescent Protein
eng. Electron Transfer

eng. Fluorescence Activated Cell Sorting
Flavin Adenin Dinukleotid

galaktoza

eng. Green Fluorescent Protein

glukoza

glicidil - metakrilat

hemaglutinin

eng. High Pressure Liquid Chromatography

eng. Inter Electron Transfer

Luria - Bertani

Liticka Polisaharidna Monooksigenaza
eng. Mediated Electron Transfer

poliakrilamidna gel elektroforeza

eng. Phosphate Buffered Saline (puferisani fizioloski rastvor)

eng. Polymerase Chain Reaction
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SDS

TEMED

TRIS

eng. Sodium Dodecil Sulfat

1,2 — Bis(dimetilamino)etan
tris(hidroksimetil)aminometan

eng. wild type

eng. yeast Enhanced Green Fluorescent Protein
eng. Yeast Nitrogen Base

eng. Yeast Peptone Dextrose

eng. Yeast Surface Display
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Enzimi predstavljaju visoko efikasne biokatalizatore, koji zahvaljujuéi svojoj
sposobnosti da funkcioni$u u blagim reakcionim uslovima, ali i visokoj selektivnosti
za dobijanje proizvoda, kao i zbog veoma niske fizioloske toksi¢nosti i toksi¢nosti
prema okruzenju, pronalaze znacajnu ulogu u katalizi na industrijskoj skali za
proizvodnju razlic¢itih proizvoda*4. Zbog svojih karakteristika, enzimi nalaze

primenu u farmaceutskoj industriji, ali i u industriji hrane i picas™.

Upotreba mikroorganizama za fermentaciju hrane je poznata od najranijeg
doba, ali i dan danas mikroorganizmi predstavljaju jedan od efikasnih nacina za
obradu hrane”. Enzimi dobijeni od strane mikroorganizama imaju veoma vaznu
ulogu u industriji kao i u medicini upravo zbog svoje povecane stabilnosti,
kataliticke aktivnosti i relativno lake proizvodnje u odnosu na enzime iz biljnog ili
zivotinjskog  porekla. Dobijanje enzima iz mikroorganizama pomocu
fermentacionih tehnologija predstavlja ekonomski dostupan pristup, a ujedno i zbog
lako¢e modifikacije i optimizacije proizvodnje enzima'4, pronalazi primenu u
razli¢itim granama industrije, kao $to su industrija hrane, detergenata, papirne i

tekstilne industrije®.

Razvojem rekombinantne DNK tehnologije i proteinskog inZenjeringa
omogucena je modifikacija mikroorganizama u cilju povecanja proizvodnje Zeljenih
proizvoda’®. Genskom manipulacijom, omogucéeno je dobijanje mikroorganizama
kao i enzima koji poseduju poboljsane osobine u odnosu na prirodni oblik, ¢ime
enzimi poput celobioza - dehidrogenaze, glukoza - oksidaze, peroksidaze, lakaze,
dobijaju znacajnu ulogu u farmaceutskoj, tekstilnoj i paprinoj industriji kao i u

industriji za obradu koze*.

Phanerochaete chrysosporium, najviS§e izucavana gljiva bele trulezi,
predstavlja jedan od najefikasnijih organizama za razgradnja lignoceluloznog
materijala. Sposobnost Phanerochaete chrysosporium ali i drugih sojeva gljiva bele

trulezi, da degraduju fenolne i nefenolne strukture lignina, uticala je na razvoj
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biotehnoloskih pristupa za njihovu primenu u paprinoj industriji i industriji
celuloze. Sistemi za razgradnju lignina podrazumevaju nekoliko ekstracelularnih
enzima kao $to su lignin peroksidaza, mangan peroksidaza, lakaza kao i celobioza -

dehidrogenaza'7->2.

Celobioza - dehidrogenaza je ekstracelularni enzim koji kao supstrat
uglavnom koristi celobiozu i njoj sli¢cne Sec¢erne komponente i katalizuje njihovu
oksidaciju do odgovarajucih laktona, nakon ¢ega dolazi do sponatane hidrolize i do
nastanka aldonske kiseline. Prilikom oksidacije supstrata, celobioza - dehidrogenaza
vr$i redukciju dvoelektronskih ili jednoelektronskih akceptora elektrona, poput Fe3*.
Upravo redukcijom Fe3* u prisustvu vodonik peroksida posredstvom Fentonove
reakcije, dolazi do formiranja hidroksil radikala, $to se smatra jednim od mogucih

mehanizama za razgradnju kako celuloze tako i lignina2* 2229,

Celobioza - dehidrogenaza katalizuje oksidaciju B - 1,4 - vezanih disaharida
kao sto su celobioza i laktoza prevodeci ih do celobionske i laktobionske kiselines°.
Laktobionska kiselina pronalazi veliku primenu u farmaceutskoj i biomedicinskoj
industriji za dostavu lekova ali i kao antikoagulans, dok u kozmetickoj industriji
sluzi kao jedan od agenasa za hidrataciju koze, za uklanjanje bora odnosno kao anti

- aging agens, ali nalazi primenu i u hemijskoj industriji i industriji hrane3.

Proizvodnja laktobionske kiseline upotrebom celobioza - dehidrogenaze i
laktoze kao supstrata, je moguca ukoliko se u ¢itav proces ukljudi i lakaza koja ima
ulogu da katalizuje regeneraciju redoks medijatora kako bi on bio u mogu¢nosti da

kontinualno preuzima elektrone nastale oksidacijom laktoze3>.

Oksidoredukcioni enzimi u zavisnosti od svoje funkcije mogu da katalizuju
oksidaciju ili redukciju nekog odredenog supstrata ili grupe strukturno veoma
slicnih supstrata, a shodno tome nalaze primenu za dizajniranje biosenzora3 34 ili

biogorivnih celija353%. Kako bi bili kori§¢eni kao biosenzori, neophodno je da enzimi
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poseduju visoku senzitivnost kao i supstratnu specifi¢nost ali kao i za biogorivne

celije, pozeljna je povecana stabilnost ali i aktivnost enzima39.

Cilj ovog rada je bio povecdanje aktivnosti i posebno stabilnosti celobioza
dehidrogenaze u cilju dobijanja biokatalizatora pogodnog za proizvodnju
aldobionskih kiselina i primenu u biosenzorima i biogorivnim ¢elijama. U tu svrhu
su korisene metode proteinskog inzinjeringa, visoko - efikasne pretrage
biokatalizatora i ekspresije proteina na povrsini celija kvasca i ekstracelularno u

sojevima pogodnim za industrijsku proizvodnju enzima.
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2.1. Mikrobioloska razgradnja drveta

Drvo predstavlja jedan od najkori$¢enijih prirodnih materijala, medutim kao
organski, heterogeni i biodegradibilni materijal, ujedno predstvalja i hranljivi izvor
za gljive koje ucestvuju u razgradnji drveta. Gljive imaju sposobnost da razgraduju
kompleksne polimere koji ucestvuju u izgradnji drveta. Kako bi doslo do rasta i
razvoja gljiva na kori drveta neophodna je odreden stepen vlaznosti, odgovarajuca
temperatura, kao i dovoljan protok kiseonika+°.

Odredene vrste gljiva koje imaju sposobnost da se razvijaju na drvetu, koriste
specifican set enzima koje oslobadaju u okruzenje ¢ak i prilikom svog rasta, kako bi
doslo do razgradnje celijskog zida i oslobadanja prostih Secera, koje gljive potom
koriste kao izvor ugljenika. Razgradnja drveta je energetski veoma bogat proces, ali
ujedno i veoma kompleksan jer se celijski zid drvenastih biljaka sastoji od celuloze,
hemiceluloze i lignina koji zajedno formiraju kompaktan i nepropustljiv

lignocelulozni matriks+.

Celijski zid drvenastih biljaka predstavlja fizi¢ki veoma ¢vrstu, a hemijski
veoma stabilnu barijeru koja ima zastitnu ulogu. Osnovna komponenta celijskog
zida je celuloza, koja je izgradena od linearnih B - 1,4 - glukanskih lanaca koji
zajedno sa hemiceluloznim lancima koji su razgranati i znatno amorfniji od celuloze
i ligninom, formiraju ¢vrste snopove. Celijski zid sadrzi i veoma male koli¢ine

proteina, skroba, pektina kao i voskaZ*.

Razgradnja drveta se u velikoj meri odvija pomocu aerobnih gljiva bele i
braon truleZi (Basidiomycetes) kao i meke trulezi (Ascomycetes) koje uestvuju u
razgradnji celuloze kao i hemiceluloze do rastvornih ugljenih hidrata#+#4 upotrebom
nekoliko razli¢itih enzima kao $to su celulaza, ksilanaza, mangan - peroksidaza,

lakaza, kao i celobiza - dehidrogenaza3% 4s.
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Glavna osobina gljiva koje ucestvuju u razgradnji drveta je njihova sposobnost
da pored celuloze i hemiceluloze, degraduju i lignin, razgranati aromati¢ni
heteropolimer izgraden od p - kumaril alkohola, koniferil alkohola i sinapil
alkohola?%, koji zbog svoje strukture ima zastitnu ulogu. Uo¢avanjem makroskopskih
promena na strukturi drveta, gljive koje ucestvuju u razgradnji se dele na gljive bele,

braon i meke trulezi< 47,

Gljive bele trulezi ucestvuju u razgradnji svi komponenti koje ucestvuju u
izgradnji drveta, zbog Cega razgradnjom lignina dolazi do gubitka karakteristi¢ne
braon boje drveta i dolazi do potpunog raspadanja drveta. Za razliku od gljiva bele
trulezi, gljive braon trulezi imaju osobinu da ucestvuju u razgradnji samo celuloze i
hemiceluloze, pri ¢emu lignin ostaje intaktan, a samim tim ne dolazi do promene
boje drveta. Gljive meke trulezi, takode degraduju samo celulozu i hemicelulozu ali
pretezno rastu na drvecu koje se nalazi u veoma vlaznim predelima+> 45.

Do sada su najviSe istrazene gljive bele trulezi, zahvaljuju¢i ogromnom
potencijalu enzima sekretovanih od strane ovih gljiva u biotehnoloskim procesima

posebno u industriji papira kao i u industriji za obradu drveta#.

Razgradnja drveta od strane gljiva bele trulezi, se lako uocava na kori samog
drveta i zavisi kako od vrste drveta, uslova u kojima drvo raste tako i od gljive koja ga
nastanjuje. U zavisnosti od stepena razgradnje celuloze, hemiceluloze odnosno
lignina, gljive ostavljaju karakteristican trag, sto se najbolje uocava tokom razgradnje

lignina usled ¢ega dolazi do izbeljivanja kore drveta+ 5> 5.,

Nacin na koji gljive bele trulezi vr$e razgradnju komponenti drveta se, na
osnovu mikroskopskih i hemijskih analiza, klasifikuje na simultani i selektivni put
razgradnje. Simultani put razgradnje podrazumeva podjednaki stepen razgradnje
celuloze, hemiceluloze kao i lignina, za razliku od selektivnog puta razgradnje gde

uglavnom dolazi do razgradnje hemiceluloze i ligninas°-s4.
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Gljive bele trulezi Phanerochaete chrysosporium pripadaju grupi gljiva koje
simultano vr$e razgradnju komponenti celijskog zida drveta zajedno sa Trametes
versicolor, Phlebia radiata, Heterobasidion annosum i Irpex lacteus. Dok C.
subvermispora, Phellinus pini, Phlebia spp. i Pleurotus spp. pripradaju grupi gljiva

koja selektivno razgraduje komponente celijskog zida drvetass.

Celobioza - dehidrogenaza je proizvedena i izlu¢ena od strane mnogih
gljiva u ekstracelularni prostor, ali najvise je proucena kod gljive bele trulezi
Phanerochaete chrysosporium i predstavlja 0,5 - 2,5% ukupno izlu¢enih proteinaz> 5%
57. Uoceno je da se ekspresija i sekrecija celobioza - dehidrogenaze kod gljiva bele
trulezi odvija u kasnijim stadijumima, ¢ime se implicira na ucesce celobioza -

dehidrogenaze u celuloznoj razgradnji nakon zavr$ene razgradnje ligninass.

2.1.1. Celuloza

Celuloza predstavlja osnovnu Secernu komponentu biljaka, ¢inedi razgradnju
celuloze veoma vaznim segmentom u ciklusu ugljenika unutar biosfere. Razgradnja
celuloze, celulolitickim enzimima za direktnu primenu u biotehnologiji, privlaci sve
viSe paznje medutim nedovoljno poznavanje samog procesa razgradnje celoluze,
smanjuje brzinu napretka i istrazivanja celulolitickih enzima. Upotrebom
molekulske genetike, biohemije kao i strukturne biologije dobijeni su podacio o

strukturi i funkciji celuloliti¢kih enzimas9-62.

Glukozne jedinice medusobno povezane [ - 1,4 vezama, predstavljaju
osnovnu gradivnu jedinicu celuloze formirajuci proste, linearne lance izgradene od
100 do 1400 glukoznih jedinica (Slika 1). Polimerni lanci celuloze medusobno
formiraju veliki broj intramolekularnih i intermolekularnih vodoni¢nih veza, usled
¢ega dolazi do formiranja nerastvornih i strukturno rigidnih mikro vlakana. Uoc¢eno
je da organizmi koji imaju sposobnost da razgraduju celulozu, proizvode veliku
grupu enzima koji su strukturno i funkcionalno razli¢iti ali sinergistickim

delovanjem katalizuju razgradnju celuloze. Upravo rigidna i nerastvorna struktura
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celuloze, ¢ini je veoma otpornu na enzimsku hidrolizu zbog cega je veliki broj

enzima uklju¢en upravo u razgradnju celuloznih vlakana4s ¢ 63,

- 1,4 — glikozidna veza

A

L v J L v v Il v J
neredukujudi kraj celobioza anhidroglukopiranozna redukujudi kraj
jedinica

Slika 1: Strukturna grada celuloze' sa definisanim glukoznim jedinicama medusobno
povezanim 3 - 1, 4 — glikozidnim vezama; celuloza na jednom kraju ima D - glukozu sa
slobodnom OH grupom na C4 atomu, ¢ime se ovaj kraj lanca naziva ne redukujudi kraj, dok

se drugi kraj lanca naziva redukujuci zbog slobodne OH grupe na C1 atomu D - glukoze.

Slojevi celuloznih mikro vlakana, koji su medusobno paralelno postavljeni i
suprotno orijentisani u odnosu na prethodni sloj formiraju, zajedno sa matriksom
izgradenim od hemiceluloze i lignina, celijski zid biljaka. Zbog svoje rigidne
strukture celuloza formira veoma ¢vrstu gradivnu strukturu biljnih ¢elija koja im
omogucava da izdrze osmotski pritisak, kao i da budu veoma izdrzljive i ¢vrste usled
mehanickog stresa. Mehanicku izdrzljivost i ¢vrstinu celuloze, najbolje uoc¢avamo

kod drvenastih biljaka ali i kod tekstilnih vlakana poput pamuka i lana4.

! Struktura kreirana u ChemDraw programu.
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2.1.2. Celobioza i laktoza: supstrati celobioza -

dehidrogenaze

Celulazama posredovanom razgradnjom celuloze dolazi do formiranja
celobioze, disaharida izgradenog od dve glukozne jedinice medusobno povezanih 3
-1, 4 - glikozidnom vezom (Slika 2), koja predstavlja prirodni supstrat celobioza -

dehidrogenaze®.

Slika 2: Strukturna grada celobioze’.

Celobioza - dehidrogenaza pored celobioze moze da koristi i laktozu (Slika 3)
kao supstrat koja je izgradena od galaktoze i glukoze medusobno povezane § -1, 4 -

glikozidnim vezama.

Slika 3: Strukturna grada laktoze’.

* Za kreiranje strukture korisc¢en je ChemDraw program.

3 Za kreiranje strukture kori$¢en je ChemDraw program.
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2.2. Celobioza - dehidrogenaza

2.2.1. Opste karakteristike celobioza - dehidrogenaze

Celobioza - dehidrogenaza (CDH, EC 1.1.99.18.) je prvi put okarakterisana kao
deo enzimske masinerije produkovane od strane gljive bele trulezi Phanerochaete
shrysosporium®. Pokazano je da u prisustvu izolovane celobioza - dehidrogenaze
dolazi do oksidacije rastvornih produkata nastalih razgradnjom celuloze tokom
raspadanja drveta. Oksidacijom celobioze, moze do¢i do redukcije razlicitih
ligninskih komponenti, te se inicijalno smatralo da je redukcija lignina neophodna
kako bi se upotpunio kataliticki ciklus®® 67. Kasnije je otkriveno da celobioza -
dehidrogenaza ima je kataliticka funkciju dehidrogenazna sa oksidaznom aktivnos¢u
usled slabe interakcije sa molekulskim kiseonikom>°.

Celobioza - dehidrogenaza privlac¢i veliku paznju istraziva¢a upravo jer
poseduje dva domena, mali elektron - transferuju¢i domen koji sadrzi citohrom
(CYTcpn) i flavodehidrogenazni domen koji poseduje flavin (DHcpn) i katalizuje
oksidaciju $ec¢ernih komponenti®.

Celobioza - dehidrogenaza je izgradena od 752 amino kiseline koje ¢ine da
molekulska masa enzima iznosi 8o kDa, medutim u zavisnosti od organizma iz kog
potice enzim kao i iz kog ekspresionog sistema je izolovan, masa enzima varira u
zavisnosti od stepena glikozilacije># 68 ¢9. Strukturno celobioza - dehidrogenaza
predstavlja monomerni enzim kod kog se uocavaju dva strukturno i funkcionalno
razli¢ita domenas, flavinski domen (DHcpn) koji ima nekovalentno vezan FAD i
citohrom domen (CYTcpn) koji sadrzi citohrom b tip hema heksakoordinisan unutar
domena, koji su medusobno povezani fleksibilnim linkerom duzine 15 amino
kiselina. Flavinski domen ima duplo ve¢u molekulsku masu od citohrom domena, ali
ono $to je karakteristi¢no jeste znatno veci stepen glikozilacije citohrom domena u

odnosu na flavinski domen?+.
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[zoelektricna tacka celobioza - dehidrogenaze iznosi 4,2, dok nezavisni
flavinski domen ima izoelektri¢nu tacku 5,45, dok ona za hem domen iznosi 3,427°.
Celobioza - dehidrogenaza pokazuje znacajnu stabilnost u odnosu na razlic¢ite pH
vrednosti kao i temepraturu®4 5¢ 7. Inkubiranjem celobioza - dehidrogenaze na
sobnoj temperaturi tokom 24 ¢asa u puferima pH vrednosti od 3 do 10, enzim
zadrzava u potunosti svoju aktivnost, medutim prilikom inkubacije na pH 2 nakon
samo 2 ¢asa dolazi do potpune inaktivacije enzima usled otpustanja FAD5% 7. Tako je
pokazano da celobioza - dehidrogenaza ima aktivhost u Sirokom opsegu pH
vrednosti, uocavaju se male razlike po pitanju stabilnosti u razli¢itim pH
vrednostima. Pokazano je da enzim ima najvecu stabilnost u opsegu pH od 3 - 5, dok
u opsegu od 5 — 8 pokazuje neznatno manju aktivnost, medutim u opsegu pH od 8 -
10 se uocava smanjena stabilnost enzima?4. Enzim pokazuje znacajnu stabilnost na
temperaturama do 60°C u puferu pH 4,55 7.

Celobioza - dehidrogenaza poreklom iz Phanerochaete chrysosporium
pokazuje razli¢ite vrednosti Km za laktozu i za celobiozu, kao dva osnovna
supstrata, pa tako Km vrednost za laktozu iznosi 0,27 mM, dok za celobiozu iznosi
0,016 mM. Vrednosti kcat za celobiozu i laktozu su vrlo sli¢ne i za celobiozu iznosi
15,5 s7, dok je za laktozu 14,3 s™. Efikasnost celobioza - dehidrogenaze odnosno
odnos kcat/Km za celobiozu iznosi 960 mM's™, dok za laktozu iznosi 46 mMs?57,

Bez obzira na ulozeni trud i istrazivanja, funkcija celobioza - dehidrogenaze
ostaje predmet istrazivanja ve¢ nekoliko decenija. Nekoliko istrazivackih grupa je
sugerisalo mogudu fiziolosku ulogu celobioza - dehidrogenaze koja je
podrazumevala redukciju aromati¢nih radikala nastalih reakcijom lakaze odnosno
peroksidaza kako bi se sprecila ponovna polimerizacija degradovanih polimerima
dejstvom ovih enzima72. Smatra se da celobioza - dehidrogenaza sprecava inhibiciju
celulaza u prisustvu visokih koncentracija celobioze katalizuju¢i njenu oksidaciju do
celobionske kiseline®® 73. Na ovaj nacin generisana celobionska kiselina potom

efikasno helira mangan, ¢ime se potpomaze i aktivnost mangan peroksidaza7+.
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lako je do sada postavljeno mnostvo hipoteza o funkciji celobioza -
dehidrogenaze, ni jedna nije obezbedila objasnjenje o funkciji citohrom domena ali
jedna od najrasprostranjenijih hipoteza jeste da celobioza - dehidrogenaza ima
ulogu u Fentonovoj reakciji kako bi doslo do generisanja veoma reaktivnih hidroksil
radikala usled redukcije Fe3* 29 75 76, Poznato je da hidroksil radikali u¢estvuju u
razgradnji celuloze i pojedinih komponenti lignina?7 i da shodno tome predstavljaju
osnovni mehanizam razgradnje lignoceluloznog materijala7é.

Novija istrazivanja ukazuju na ulogu celobioza - dehidrogenaze kao
katalitickog aktivatora liti¢ki polisaharidnih monooksigenaza (LPMO) ukazujudi da
je ulestvovanje celobioza - dehidrogenaze u Fentonovoj reakciji kineticki
nepovoljno usled veoma brze reakcije celobioza - dehidrogenaze i LPMO79. LPMO
katalizuju isecanje celuloze formirajuc¢i slobodne krajeve koji potom postaju meta
delovanja celulaza®, ¢ineéi ih u kombinaciji sa celobioza - dehidrogenazom veoma

efikasnom enzimskom masinerijom za razgradnju celuloze u odsustvu jona gvozdas*

81

2.2.2. Strukturne karakteristike celobioza - dehidrogenaze

Genom Phanerochaete chrysosporium sadrzi ¢ak dva gena koja kodiraju za
celobioza - dehidrogenazu®?, s$to ukazuje da je ekspresija celobioza - dehidrogenaze
pod kontrolom dva razli¢ita promotora, jedan koji indukuje ekspresiju celobioza -
dehidrogenaze prilikom rasta Phanerochaete chrysosporium na celulozi, dok uslovi
pri kojima dolazi do aktivacije drugog promotora, a samim tim i do ekspresije
enzima jo$ uvek nije poznat?4.

Poredenjem genske sekvence celobioza - dehidrogenaze sa proteinima koji
poseduju flavin i hem, uoceno je nekoliko sli¢nosti izmedu flavinskog domena
celobioza - dehidrogenaze i GMC (glukoza - metanol - holin) oksidoreduktazne
porodice proteina u koje spada i glukoza - oksidaza iz Aspergillus niger kao i
metanol oksidaza iz Hansenula polymorpha®. Ovi proteini imaju 50 % homologu

sekvencu sa flavinskim domenom celobioza - dehidrogenaze i pokazuju sli¢ne
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oksidazne osobine. Citohrom domen pokazuje veoma malu homologiju u sekvenci u
poredenju sa drugim poznatim proteinima koji poseduju hem kao prosteti¢nu
grupu’4.

Bez obzira na to iz kog organizma potice, celobioza - dehidrogenaza na C -
terminusu ima kataliticki aktivan flavinski domen, na koji se nastavlja citohrom
domen, pri ¢emu su oba domena kodirana jednim polipeptidnim lancem#. Domeni
su medusobno povezani linearnim papain - osetljivim peptidnim linkerom koji se
uglavnom sastoji od 15 - 33 amino kiselinska ostatka, ¢ime je omogucena velika
fleksibilnost domena jednog u odnosu na drugi. Pretpostavlja se da toliki stepen
mobilnosti domena medusobno, predstavlja klju¢nu osobinu za celobioza -
dehidrogenaznu funkciju, medutim upravo zbog prevelike mobilnosti dva domena,
nije mogude dobiti kristalografsku sliku nativnog proteinad4. Kristalne strukture
pojedina¢nih domena celobioza - dehidrogenaze su objavljene, hem domen
CYTcpu® i flavinski domen DHcpr®0.

Kristalna struktura intaktnog enzima nije dobijena jer linker koji povezuje
dva domena onemogucava dobijanje kristalne strukture, zbog cega su uradene

kristalne strukture domena zasebno?3> $°.

2.2.2.1. Citohrom domen celobioza - dehidrogenaze (CYTcpn)
Citohrom domen je izgraden od 190 amino kiselina koje formiraju B -
burence, koje poseduje hidrofobni hem b - vezujuci dzep koji se nalazi na povrsini
domena (Slika 4). Gvozde unutar hema je heksakoordinisano sa metioninom na
poziciji 65, koji je ujedno i jedini metionin prisutan u CYTcpu®” 8 i histidinom na
poziciji 163% postavljenim aksijalno jedan u odnosu na drugi®’ ¢inedi jedinstvenu

koordinaciju hema®+.
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Slika 4: Prikaz strukture citohrom domena celobioza - dehidrogenaze iz Phanerochaete

chrysosporium®.

Pokazano je da zamenom bilo koje od ove dve amino kiseline alaninom,
unutar celobioza - dehidrogenaze iz Phanerochaete chrysosporium, dolazi do
slabijeg vezivanja hema, a samim tim i do destabilizacije citohrom domena.
Destabilizacijom citohrom domena on postaje podlozan razgradnji posredstvom
proteolitickih enzima prisutnih u kultivacionom medijumu®. Pored celobioza -
dehidrogenaze, svega nekoliko enzima koji sadrze hem kao prosteticnu grupu

poseduju Met/His interakciju sa gvozdem iz hema%°.

2.2.2.2. Flavinski domen celobioza - dehidrogenaze (DHcpn)
U izgradnji flavinskog domena ucestvuje oko 550 amino kiselina%. Flavinski
domen po strukturi pripada GMC oksidoreduktaznoj porodici proteina, zajedno sa

ostalim proteinima koji kao prosteticnu grupu sadrze flavin, kao sto je glukoza -

4 Struktura citohrom domena je konstruisana upotrebom PDB fajla 1D7C. Za kreiranje strukture

kori$¢en je UCSF Chimera program.
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oksidaza iz Aspergillus niger®® 9. Homologija unutar GMC familije proteina se odnosi
na segment koji odgovara flavin - vezuju¢em domenu glukoza - oksidaze®.

Unutar flavinskog domena celobioza - dehidrogenaze oucavaju se dva
strukturno razli¢ita pod - domena, flavin - vezuju¢i domen (F - domen) i supstrat -
vezuju¢i domen (S - domen). Karakteristike F - domena su tipi¢ne za sve flavin
vezujuce proteine, pa se tako uocava vezujuéi Baff motiv, a FAD je nekovalentno

vezan za protein i nalazi se u unutr$njosti enzima (Slika 5)%.

Slika 5: Prikaz strukture flavinskog domena celobioza - dehidrogenaze iz Phanerochaete

chrysosporiun?.

lako enzimi koji pripadaju GMC familiji katalizuju oksidaciju razli¢itih
supstrata, analizom njihovih sekvenci primecena je sli¢nost u supstrat — vezujucem
domenu, dok tercijerne strukture flavinskog domena celobioza - dehidrogenaze?,
glukoza - oksidaze%> 93 i holesterol oksidaze%+ 95 pokazuju veoma konzervirano
kataliticko mesto u kojem se nalaze dve amino kiseline od kojih obe mogu biti

histidin ili histidin i asparagin. Unutar flavinskog domena celobioza -

5 Struktura citohrom domena je konstruisana upotrebom PDB fajla 1KDG. Za kreiranje strukture

kori$¢en je UCSF Chimera program.
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dehidrogenaze, His689 i Asn732 se nalaze u blizini flavinskog prstena, ¢ime se
ukazuje da ocuvanjem ovih amino kiselina kod GMC proteina postoji sli¢nost u

mehanizmu aktivacije oksidacije supstratas’.

2.2.3. Kataliticki mehanizam celobioza - dehidrogenaze

Nekoliko vrsti gljiva produkuje celobioza - dehidrogenazu, medutim u
zavisnosti od organizma koji produkuje enzim zavise i same karakteristike enzima.
Okarakterisani enzimi izolovani iz razli¢itih organizama, pokazivali su razlicite
strukturne i kataliticke osobine $to je dovelo do podele enzima na dve klase?> 9,
klasu I Basidiomycete i klasu Il Ascomycete. Celobioza - dehidrogenaza koja pripada
Basidiomycete klasi, pokazuje veliku diskriminaciju prema glukozi kao supstratu i
unutrasnji transfer elektrona (IET) sa flavinskog domena na citohrom domen se
odvija jedino pri kiselim uslovima na pH vrednostima nizim od 5,5, pri ¢emu je
optimalna pH vrednost izmedu 3,5 do 4,0”.

Za razliku od Basidiomycete, celobioza - dehidrogenaza poreklom iz klase
Ascomycete pokazuje S$iri spektar supstrata koje moze da oksiduje, veoma malu
diskriminaciju glukoze kao supstrata, a u zavisnosti iz kog organizma potice, do
unutrasnjeg transfera elektrona dolazi pri neutralnim ili alkalnim pH uslovima, sto
moze biti objasnjeno adaptacijom gljiva na prirodno staniste gde se nalaze i na
mehanizam razgradnje polimera?.

Upotrebom kompetitivnog inhibitora, celobionolaktama (CBLM) i njegovom
ko - kristalizacijom sa celobioza - dehidrogenazom, dobijeni su podaci o strukturi
aktivnog mesta kao i o amino kiselinama odgovornim za vezivanje sustrata ali i o
amino kiselinama koje ucestvuju u katalitickom mehanizmu7% 93

Pokazano je da se unutar aktivhog mesta uocavaju dva segmenta, kataliticki
segment C i supstrat — vezujuc¢i segment B. Vezivanjem celobionolaktama unutar
aktivnog mesta, C1 ugljenik koji odgovara redukujucem kraju celobioze, je bio
pozicioniran u blizini N5 atoma flavinskog prstena, ¢ime je omogucena oksidacija

supstrata posredstvom histidina koji se nalazi u katalitickom mestu i ujedno je
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jedina bazna amino kiselina koja se nalazi u blizini C1 atoma. Na osnovu vezivanja i
orijentacije inhibitora unutar aktivnog mesta, pretpostavlja se da histidin preuzima
proton sa C1 hidroksilne grupe i prebacuje ga na N5 atom na FAD, nakon cega
dobijamo redukovani FAD i oksidovani supstrat. Mutacijom na poziciji His689,
dobijen je kineticki oslabljen enzim, $to ukazuje da histidin ima veoma vaznu ulogu
u katalitickom mehanizmu celobioza - dehidrogenaze iz Phanerochaete
chrysosporiums’.

Kataliticki mehanizam celobioza - dehidrogenaze se moze podeliti na
oksidativnu i reduktivhu polu - reakciju koje mogu da se analiziraju i izucavaju
pojedinacno. Tokom oksidativne polu - reakcije dolazi do oksidacije supstrata na C1
poziciji pri ¢emu dolazi do prevodenja supstrata do odgovarajuceg laktona, koji
potom podleze spontanoj hidrolizi do karboksilne kiseline (Slika 6). Prilikom
oksidacije dolazi do redukcije FAD do FADH2, nakon cega se elektroni transferuju

na jedan dvoelektronski akceptor ili na dva jednoelektronska akceptora elektrona%s

100
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Slika 6: Sematski prikaz oksidativne polu - reakcije prilikom koje dolazi do oksidacije

supstrata do odgovarajuceg laktona, a potom i do njegove hidrolize do aldonske kiseline®.

Oksidacija supstrata se odvija posredstvom FAD grupe, koja se konvertuje u
FADH27°, nakon cega se elektroni dalje transferuju na hem99°2. Misljenja su prili¢no
podeljena po pitanju transfera elektrona sa FADH2 grupe, zbog cega su
pretpostavljena dva modela transfera elektrona. Po modelu ,lanac elektrona“ (eng.
Electron chain model) (Slika 7) elektroni su sa flavinskog domena transferovani na

hem, a odatle na neki spoljasnji akceptor elektrona=.

6 Za kreiranje struktura koris¢en je ChemDraw program.

19
Doktorska disertacija — Ana Marija Balaz



Teorijski deo

B - 1,4 - vezani
disaharidi ili
oligosaharidi

odgovarajuci
lakton

Slika 7: Sematski prikaz transfera elektrona po modelu ,lanac elektrona“. Flavinski domen je
obelezen u skladu sa oksidacionim stanjem flavina; citohrom domen je prikazan u skladu sa
oksidacionim stanjem gvozda iz hema; spoljasnji akceptor elektrona je prikazan i obelezen

kao A.

Medutim, ovo je u suprotnosti sa ¢injenicom da flavinski domen celobioza -
dehidrogenaze u odsustvu hem domena ima sposobnost da redukuje sve poznate
akceptore elektrona’> 99. Do redukcije jednoelektronskih akceptora elektrona, poput
fericijanida, fenoksi radikala i citohroma c, se odvija sporije u prisustvu samo
flavinskog domena u odnosu na intaktni enzim, dok je redukcija dvoelektronskih
akceptora elektrona, kao sto su hinoni i trijodid jon, ne izmenjena u odsustvu hem
domena u odnosu na intaktni enzim?7 13,

Ovo ukazuje da se transfer elektrona na neki od spoljasnjih akceptora
elektrona moze odvijati direktno sa FAD grupe bez posredstva hem domena.
Ukoliko dolazi do redukcije jednoelektronskog akceptora elektrona, posredstvom
FADH- sporije u odnosu na FADH2"%4, pretpostavlja se da uloga hema moze da bude

da sluzi kao prenosnik elektrona, c¢ime se podstice brzina reakcije za
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jednoelektronske akceptore elektrona (model ,prenosenja elektrona®, eng. electron
sink) (Slika 8)99.

Za razliku od modela ,prenosenje elektrona“ kod kog u zavisnosti od
akceptora elektrona moze da dode do direktnog transfera elektrona sa flavinskog
domena na akceptor elektrona, a moze da dode i do transfera elektrona sa flavinskog
domena na hem, a potom na akceptor elektrona, model ,lanac elektrona“s?
podrazumeva direktni transfer elektrona sa FADH2 na hem koji potom elektrone
prebacuje na jednoelektronske akceptore elektrona. Pretpostavlja se da do redukcije
dvoelektronskih akceptora elektrona dolazi posredstvom samo flavinskog domena

bez ucestvovanja citohrom domena%l.

Fez+

B - 1,4 - vezani
disaharidi ili
oligosaharidi

odgovarajudi
lakton

Slika 8: Sematski prikaz transfera elektrona po modelu ,prenosenje elektrona“. Flavinski
domen je obeleZen u skladu sa oksidacionim stanjem flavina; citohrom domen je prikazan u
skladu sa oksidacionim stanjem gvozda iz hema; spoljasnji akceptor elektrona je prikazan i

obelezen kao A.

Kod modela ,prenosenje elektrona“, dolazi do transfera elektrona sa potpuno

redukovanog flavina na elektron akceptor i ovaj model se zasniva na pretpostavci da
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generisani FADH- reaguje znatno sporije sa akceptorom elektrona za razliku od
potpuno redukovanog flavina. Teorija o posredovanom transferu elektrona kod
modela ,prenosenje elektrona“ je potpomognuta ¢injenicom da svi poznati elektron
akceptori, uklju¢uju¢i i citohrom ¢, mogu biti redukovani u prisustvu samo
flavinskog domena celobioza - dehidrogenaze%’.

Celobioza - dehidrogenaza, kao ekstracelularni protein koji sadrzi i flavinski i
hem domen, predstavlja jedinstveni elektron transferni protein, medutim uloga
citohrom domena u kompleksom katalitickom mehanizmu enzima i dalje ostaje
neobjasnjena u potpunosti. Uklanjanjem citohrom domena, upotrebom papaina za
digestiju linkera koji spaja dva domena, dolazi do dobijanja potpuno aktivnog
flavinskog domena koji je ujedno i kataliticki aktivan odnosno katalizuje oksidaciju

supstrata’°.

Tokom godina istrazivanja, pokazano je da citohrom domen igra znacajnu
ulogu u interakciji sa spoljasnjim akceptorima elektrona, odnosno da oksidacijom
supstrata odmah dolazi do redukcije FAD kofaktora, nakon cega sledi veoma spor
transfer elektrona sa flavinskog domena na hem unutar citohrom domenas 6.

Nekoliko istrazivackih grupa je ukazalo na ¢injenicu da dolazi do naglog pada
brzine transfera elektrona sa flavinskog domena na hem domen pri pH vrednostima
ve¢im od 5,0 odnosno da dolazi do potpune inhibicije pri vrednostima pH iznad
6,097 17, lako pri baznijim pH vrednostima dolazi do inhibicije unutrasnjeg transfera
elektrona, kataliticka sposobnost flavinskog domena ostaje intaktna. Mogucde
objasnjenje za pH zavisni unutras$nji transfer elektrona, lezi u Cdinjenici da
elektrostaticko odbijanje izmedu flavinskog i hem domena pri baznijim pH
vrednostima moze da dovede do inhibicije transfera elektrona izmedu domenas.

Eksperimentalno dobijeni podaci za izoelektri¢ne tacke pojedina¢nih domena
celobioza - dehidrogenaze iz Phanerochaete chrysosporium, koje iznose 5,45 za
flavinski domen i 3,42 za citohrom domen?°, pokazuju da su na pH vrednostima

iznad 6 pojedina¢ni domeni negativno naelektrisani usled ¢ega dolazi do njihovog
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odbijanja ¢ime je spreceno blisko postavljanje domena, a samim tim i efikasni

unutrasnji transfer elektrona®.

2.2.4. Bioloska funkcija celobioza - dehidrogenaze

lako je postavljeno mnostvo hipoteza o bioloskoj funkciji celobioza -
dehidrogenaze, ona jos uvek nije do kraja istrazena i definisana, medutim poznato je
da proizvodnja celobioza - dehidrogenaze od strane Phanerochaete chrysosporium
predstavlja oko 0,5% ukupne mase sekretovanih proteina, ¢ime se ukazuje na znacaj
i vaznu ulogu ovog enzima. lako su radena mnoga istrazivanja po pitanju bioloske
funkcije celobioza - dehidrogenaze, njenu funkciju je moguce u potpunosti definisati
shvatanjem i istrazivanjem osnovnih osobina enzima kao sto je prisustvo celuza -
vezujuceg mesta, prisustvo hem grupe, kao i diskriminacija glukoze kao elektron

donoraz°.

Prisustvo razli¢itih supstrata za celobioza — dehidrogenazu koji se nalaze u
lignoceluloznom matriksu, ukazuje na mogucu funkcionalnu raznolikost enzima. Na
slici g prikazano je nekoliko osnovnih bioloskih procesa u kojima se pretpostavlja da

ucestvuje celobioza - dehidrogenaza.
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Slika g9: Sematski prikaz bioloskih funkcija celobioza - dehidrogenaze iz Phanerochate
chrysosporium: (1) smanjenje supstratne inhibicije celulaza, konverzijom celobioze nastale
celulaznom razgradnjom celuloze, do celobiono - § - laktone®; (2) hidrolizom celobiono - §
- laktona nastaje celobionska kiselina koja ucestvuje u snizavanju pH vrednosti i ima
sposobnost da helira metalne jone prisutne u drvetu; (3) celobioza - dehidrogenaza
redukuje toksi¢ne hinone do difenola’; (4) redukcijom fenoksi radikala nastalih dejstvom
lignin peroksidaze i lakaze, posredstvom celobioza - dehidrogenaze sprecava se ponovna
polimerizacija prekinutih celuloznih lanaca’™; (5) celobioza - dehidrogenaza katalizuje
oksidaciju celobioze i dolazi do formiranja celobionske kiseline koja potom helira Mn (III)
jone, a ujedno dolazi i do proizvodnje vodonik peroksida i do redukcije MnOz kao i
toksi¢nih hinona nastalih dejstvom mangan peroksidaze’; (6) celobioza — dehidrogenaza

prilikom oksidacije supstrata, u prisustvu Fe** jona i molekulskog kiseonika, katalizuje
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proizvodnju Fe* jona i vodonik peroksida posredstvom Fentonove reakcije usled ¢ega dolazi
do nastanka hidroksil radikala OH+**, (5) koji potom ima sposobnost da direktno ucestvuje

u razgradnji lignoceluloznog matriksa™ ili (7) da uclestvuje u proizvodnji reaktivnih

64, 111, 112

kiseoni¢nih vrsta posredstvom citohrom fomena

Oksidacijom celobioze nastale celulaznom razgradnjom celuloze, dejstvom
celobioza - dehidrogenaze, sprecava se inhibicija celulaza® medutim to je energetski
veoma nepovoljan proces, pri ¢emu 3 - glukozidaza moze na znatno laksi nacin da
hidrolizuje celobiozu do glukoze. Takode nije u potpunosti razjasnjeno da li je u in
vivo uslovima koncentracija celobioze moze da bude toliko velika da moze da
dovede do znacajne inhibicije celulaza proizvodom?.

Celobioza - dehidrogenaza sprecava ponovno formiranje glikozidnih veza
unutar lanaca celuloze, hidrolizovanih dejstvom endoglukanaza, ¢ime se povecava
efikasnost razgradnje celuloze®.

Celobioza - dehidrogenaza redukuje aromati¢ne radikale nastale razgradnjom
lignina dejstvom lignolitickih enzima7> 3. Pretpostavlja se da lignoliticki enzimi
lignin peroksidaza i lakaza oksiduju redoks medijatore, razli¢ite aromaticne
monomere, do reaktivnih radikalski vrsta koje potom imaju spsosobnost da oksiduju
lignin. Medutim, u in vitro uslovima, radikali koji nastaju dejstvom enzima cesto pre
dovode do polimerizacije lignina nego do njegove razgradnje. Celobioza -
dehidrogenaza moze da inhibira polimerizaciju redukujuci radikale nastale dejstvom
lignolitickih enzimaZ®.

Celobioza - dehidrogenaza redukuje toksi¢ne hinone do fenolnih jedinjenja
koji potom mogu da se koriste kao redoks medijatori za lignoliticke enzime?25 100 109,
medutim mnostvo oksidoreduktaza poseduje ovu osobinu, stoga nije ¢udno sto se
ona uocava i kod celobioza - dehidrogenaze?°.

Celobioza - dehidrogenaza potpomaze aktivhost mangan peroksidaze
(MnP)74, koja ucestvuje u razgradnji lignina oksidujuc¢i Mn(II) do reaktivhog Mn(III)

koji potom ucestvuje u jednoelektronskoj oksidaciji lignina. Pretpostavlja se da
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celobioza - dehidrogenaza moze da ucestvuje u razgradnji redukuju¢i mangan
dioksid ¢ime on postaje rastvoran, produkujuéi celobionsku kiselinu koja ima
sposobnost da kompleksira reaktivne vrste poput Mn(III), ali i redukujuéi hinone?9.

Prilikom oksidativne razgradnje supstrata dejstvom celobioza -
dehidrogenaze dolazi do formiranja vodonik peroksida i superoksid anjona
posredstvom Fentonove reakcije’4, iako enzim nije dizajniran za proizvodnju
vodonik peroksida. Nastanak radikala moZe dovesti do uklanjanja drugih
mikroorganizama, ali ¢e dovesti i do narusavanja same gljiveS.

Celobioza - dehidrogenaza posredstvom hidroksil radikala nastalih
Fentonovom reakcijom katalizuje razgradnju i modifikuje celuloze, hemiceluloze i
lignina2® 77 1o, Oksidacijom celobioze moze do¢i do redukcije Fe(IIT) do Fe(II), ili
Cu(Il) do Cu(I) gde u prisustvu vodonik peroksida dolazi do formiranja hidroksil
radikala. U prisustvu reaktivnih radikalskih vrsta moze da dodje do iniciranja
modifikacije i depolimerizacije celuloze, hemiceluloze i lignina2®.

Depolimerizacija u prisustvu celobioza - dehidrogenaze, celobioze, Fe(Ill) i
vodonik peroksida je prvo pokazana na karboksimetil celulozi, ksilanu rastvornom u
vodi i radioaktivno obelezenom sintetickom ligninu7’. Uoceno je da dolazi do
depolimerizacije ¢ak i bez dodatog vodonik peroksida usled proizvodnje vodonik
peroksida od strane same celobioza - dehidrogenze®’, medutim u odsustvu bilo koje
druge komponente ili u prisustvo DMSO kao neutralizatora radikala, ne dolazi do
depolimerizacije”’.

lako postoje mnoge predlozene funkcije celobioza - dehidrogenaze, mora se
uzeti u obzir da iako gljiva proizvodi celobioza - dehidrogenazu ona ne mora nuzno
da produkuje i neki od ostalih lignocelulolitickih enzima, usled ¢ega se onda i
funkcija celobioza - dehidrogenaze moze menjati od vrste do vrste gljiva koja

sekretuje enzimb4.
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2.2.5. Primena celobioza - dehidrogenaze

Raznolika bioloska funkcija celobioza - dehidrogenaze kao i osobine
mehanizma dejstva enzima pronalaze veliku primenu. Poznato je da je sve
rasprostranjenija intolerancija na laktozu, zbog ¢ega biosenzori bazirani na celobioza
- dehidrogenazi mogu da se koriste upravo za detekciju laktoze u hrani kao i u
kontroli nivoa laktoze prilikom proizvodnje sira®®.

Celobioza - dehidrogenaza moze da se koristi za izbeljivanje pulpe u
prisustvu gvozda jer tada pokazuje mehanizam dejstva veoma slican lignolitickim
enzimima poput lakaze i mangan peroksidaze””. Hidroksi radikal koji nastaje
oksidacijom supstrata posredstvom Fentonove reakcije je ujedno i nespecifican i
moze da dovede do depolimerizacije celuloze i hemiceluloze dovoded¢i do
narusavanja vlakana7” "° $to celobioza - dehidrogenazu ¢ini neodgovarajucom za
izbeljivanje pamuka. Medutim celobioza - dehidrogenaza moze da ucestvuje u
reduktivnom izbeljivanju, redukujuci hinone i sli¢na jedinjenja koja su prisutna u
pulpi®? 5, iako je redukciju hinona i njemu sli¢nih molekula znatno jednostavnije
inicirati dodatkom vodonik peroksida zbog ¢ega upotreba celobioza - dehidrogenaze
predstavlja ekonomski nepovoljan sistem za izbeljivanje2®.

Redoks enzimi katalizuju oksidaciju ili redukciju specifi¢nih supstrata ili
grupe supstrata koji poseduju sli¢ne strukturne osobine, a u zavisnosti od bioloskih
funkcija, oni mogu da se primenjuju u proizvodnji biosenzora3* 34 39 odnosno u
proizvodnji biogorivnih celija363% 16, Za proizvodnju biosenzora, neophodno je da
enzimi imaju veoma veliku osetljivost ali i supstratnu specifi¢nost, dok biogorivne
¢elije podrazumevaju upotrebu modifikovanih elektroda koji rade u uslovima veoma
velike struje, dok je istovremeno neophodno je posti¢i i dugoro¢nu stabilnost.
Biosenzori su uglavnom dizajnirani tako da obezbeduju veoma brz odgovor, pri
¢emu bi trebalo da budu jeftini kao i da imaju jednokratnu upotrebu. Bilo da enzim

Zelimo da iskoristimo za konstruisanje biosenzora ili biogorivnih Ccelija,
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elektrohemijske osobine samog redoks enzima moraju biti zadovoljene, $to se moze
posti¢i upotrebom redoks medijatora?7 8.

Povezivanjem enzima na osmijumske redoks polimere, dolazi do transfera
elektrona (ET) posredovanog fleksibilnim Os>*/3* redoks centrima koji imaju
sposobnost da transportuju elektrone sa elektrohemijski aktivnog dela enzima na
elektrodus” 9, ovo se naziva posredovani transfer elektrona (MET). Pojedini enzimi
imaju sposobnost da direktno prebacuju elektrone na elektrodu prilikom oksidacije
supstrata (DET). Konstruisanje i struktura same elektrode je znacajno
pojednostavljena, ukoliko se ne koriste redoks medijatori, kako u biogorivnim
¢elijama tako i u biosenzorima, ¢ime je ujedno i smanjen broj komponenti koje
moraju biti optimizovane. Upotrebom manjeg broja komponenti prilikom
konstruisanja biogorivnih ¢elija smanjuje se i maksimalna ¢elijska voltazas.

Celobioza - dehidrogenaza je jedan od redoks enzima koji pronalaze primenu

u razvoju amperometrijskih biosenzora baziranih na direktnom elektron transferu’o®

120-122

2.2.5.1. Laktobionska kiselina
Laktobionska kiselina nalazi veliku primenu u industriji hrane, kozmetickoj,
farmaceutskoj i hemijskoj industriji ali i u medicini. Novija istrazivanja su ukazala na
potencijalnu upotrebu laktobionske kiseline kao bioaktivhe komponente za sintezu

novih i potencijalno biokompatibilnih i biodegradibilnih nosaca za transfer lekova3'.

Jedan od mehanizama za dobijanje laktobionske kiseline je upotrebom
enzima, celobioza - dehidrogenaza koja katalizuje oksidaciju laktoze do
laktobionolaktona koji potom spontano hidrolizuje do laktobionske kiseline i lakaze

koja ima ulogu da oksiduje redoks medijator (Slika 10)°.
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supstrat CDH DCIP lakaza HO
redukovan oksidovana redukovan oksidovana
proizvod CDH DCIP lakaza (@)
oksidovan redukovana oksidovan redukovana 2

Slika 10: Sematski prikaz enzimske proizvodnje laktobionske kiseline upotrebom celobioza -

dehidrogenaze i lakaze.

2.3. Zeleni fluorescentni protein

Zeleni fluorescentni protein (GFP), poreklom iz Aequera victoria 1,
molekulske mase 27 kDa, se sastoji od 238 amino kiselina koje formiraju cilindri¢nu
strukturu, izgradenu od 11 B - plocica, unutar koje se nalazi o heliks ¢ije amino
kiseline Ser65 — Tyr66 — Gly67 predstavljaju sastavni deo hromofore (Slika 11)3.
Prilikom sinteze i uvijanja proteina, dolazi i do simultanog formiranja hromofore i
orijentacije neophodnih amino kiselina u odgovarajuc¢i polozaj ¢ime se dodatno
inicira sinteza hromofore. Formiranjem hromofore unutar rigidne strukture B -
burenceta, obezbeduje se odgovaraju¢a sredina neophodna za funkcionisanje
hromofore pri ¢emu se ogranicava fleksibilnost hromofore, ali ujedno ne dolazi do

njenog narusavanja usled promena u okruzenju samog proteina’?4725,
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'1
/ Q’M
Slika 11: Prikaz strukture zelenog fluorescentnog proteina iz Aequera victoria’.

lako hromofora predstavlja sastavni deo samog zelenog fluorescentnog
proteina, uvijanje proteina i formiranje hromofore predstavljaju dva potpuno
nezavisna procesa’?””. Amino kiselinski ostaci koji direktno ucestvuju u formiranju
hromofore, uti¢u i na determinisanju fotohemijskih osobina pojedina¢nih varijanti
zelenog fluorescentnog proteina?® 29. Zamenom amino kiselina koje su sastavni deo
hromofore dolazi do promena i u spektralnim osobinama samog proteina, ukazujudi
na sponu izmedu strukture i optickih osobina fluorescentnih proteina.
Modifikacijama na amino kiselinskom sastavu zelenog fluorescentnog proteina,
doslo je do formiranja velikog broja razli¢itih fluorescentnih proteina ¢ime je paleta
boja fluorescentnih proteina, koji nalaze primenu za detekciju razli¢itih celijskih
mehanizama znatno unapredena’?4 307133,

Razlic¢ite varijante fluorescentnih proteina poseduju i razlic¢it amino kiselinski

sastav, medutim Gly 67, koji ucestvuje u formiranju hromore je jedina konzervirana

" Struktura zelenog fluorescentnog proteina je konstruisana upotrebom PDB fajla 1IEMA. Za kreiranje

strukture korisc¢en je UCSF Chimera program.
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amino kiselina koja se javlja u svim varijantama proteina. Zajedno sa Gly67, Tyr66 se
takode nalazi na svim prirodno sintetisanim GFP - sli¢nim proteinima, medutim
upotrebom proteinskog inZenjeringa moguce je zameniti ga nekom drugom
aromati¢nom amino kiselinom usled ¢ega dolazi do formiranja strukturno i hemijski
razli¢itih hromofora koje emituju svetlost plave boje’3436,

Denaturacijom zelenog fluorescentnog proteina dolazi do gubitka
fluorescencije usled narusavanja strukture samog proteina pa samim tim i
hromofore, medutim renaturacijom proteina dolazi i do formiranja funkcionalnog
proteina sa ne izmenjenom fluorescencijom®’.

Zeleni fluorescentni protein ima sposobnost da absorbuje svetlost na dve
razlicite talasne duzine u zavisnosti od toga da li se hromofora nalazi u
protonovanom (neutralnom) obliku ili u deprotonovanom (anjonskom) obliku.
Ukoliko je hromofora u neutralnom obliku dolazi do absorbcije svetlosti na 395 nm,
dok ukoliko je hromofora u anjonskom obliku absorbuje se svetlost na 475 nm?38.

Zeleni fluorescentni protein zbog svoje sposobnosti da formira fluorescentno
aktivhu hromoforu u odsustvu kofaktora, nalazi veliku primenu u in situ
eksperimentima kao biohemijski marker39. Zeleni fluorescentni protein sluzi kao
reporter protein prilikom genske distribucije, za proucavanje unutarcelijskih
reakcija, ali i za detekciju kompartmentalizacije proteina sa kojima formira himerni
oblik 40142,

lako se GFP uspesno koristi kao marker protein, uoceno je da je proizvodnja
solubilnog, sekretovanog zelenog fluorescentnog proteina ili GFP - sli¢nih proteina
u himernom obliku sa proteinima od interesa veoma tesko postic¢i. Kako bi se
poboljsala proizvodnja zelenog fluorescentnog proteina i kako bi se dobile velike
koli¢ine proteina, eksperimenti su bazirani na njegovu proizvodnju u Saccharomyces
cerevisiae. Uprkos svim naporima i upotrebom razli¢itih lider sekvenci za ekspresiju
poput inui, sucz, phos i meli, nivo ekspresije u Saccharomyces cerevisiae je bio

zanemarljivo mali’3® 4.
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Pokazano je da C(celije kvasca imaju sposobnost da produkuju zeleni
fluorescentni protein ali u veoma malom prinosu, medutim dosadasnja istrazivanja
nisu ukazala na mogucdi problem, pa samim tim i na resenje. Uprkos ¢injenici da je
veoma teSko produkovati rastvorni GFP u kvascu Saccharomyces cerevisiae,
detektovana je ekspresija zelenog fluorescentnog proteina u himernom obliku na C -
terminalnom kraju R - aglutinina3®, kao i njegova ekspresija sa Floip adhezinom?8
kao i sa manoproteinima na ¢Celijskom zidu'44.

Istrazivanja bazirana na ekspresiji zelenog fluorescentnog proteina su ukazala
da veoma vaznu ulogu u ekspresiji solubilnog zelenog fluorescentnog proteina imaju
lider sekvenca kao i protein od interesa koji zajedno sa GFP formira himerni oblik38.

Kako bi se poboljsala ekspresija zelenog fluorescentnog proteina u kvascu
Sacchraromyces cerevisiae uvedene su mutacije S65G i S72A unutar prirodnog oblika
proteina ¢ime je konstruisan unapreden GFP (EGFP) ¢ime je omogucdena povecana
fluorescencija i stabilnost prilikom ekspresije u Escherichia coli'4s, ali i prilikom

ekspresije kao himere sa Aga2p proteinom na povrsini celija kvasca™® 147,

2.4. Proteinski inZenjering

Proteinskim inZenjeringom moguce je konstruisati proteine sa tac¢no
definisanim osobinama upotrebom rekombinantne DNK tehnologije. Poznavanje
genske sekvence, a samim tim i amino kiselinske sekvence proteina od interesa je
neophodno kako bi bilo omoguceno konstruisanje proteina sa izmenjenim
osobinama kao i odabir odgovarajude tehnike proteinskog inzenjeringa. Proteinski
inZenjering podrazumeva upotrebu tehnika za manipulaciju na nivou sekvence gena
proteina, $to dovodi do promena kako u strukturi tako i u karakternim osobinama
proteina. Upotrebom proteinskog inzenjeringa, moguce je poboljsati kineticke
osobine enzima, izmeniti supstratnu specificnost, optimalnu pH vrednost za rad
enzima, povecati temperaturnu stabilnost$, a ujedno je mogude povecati i

oksidativnu stabilnost enzima (Slika 12).
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specifi¢nost

Enzimska
stabilnost u
razli¢itim
uslovima

Povecanje
enzimske

aktivnosti

Proteinski inZenjering

Povecana
temperaturna
stabilnost

Promena
optimalne
pH vrednosti

Slika 12: Sematski prikaz potencijalnih osobina proteina koje mogu biti modifikovane i

poboljsane upotrebom proteinskog inzenjeringa.

Unutar proteinskog inZenjeringa moguce je definisati nekoliko tehnika za
konstruisanje Zeljenih varijanti enzima poput, dirigovane evolucije, racionalnog
dizajna i polu - racionalnog dizajna koji se naziva jo§ i mesto specifi¢na
mutageneza#S. Pored ovih metoda moguce je koristiti i druge tehnike proteinskog
inZenjeringa kao $to su nasumic¢na mutageneza#9, molekulska dinamika i homologo
modelovanje’® ', de novo enzimski inzenjering’s> 53 kao i mnoge druge metode u
cilju poboljsanja enzimskih karakteristika. U zavsinosti od karakteristika samog
enzima koji Zelimo da modifikujemo kao i od osobina koje Zelimo da dobijemo
upotrebom proteinskog inZzenjeringa, zavisi i izbor metode koja ¢e se koristiti’s.

Proteini  predstavljaju  biopolimere izgradene ta¢no definisanom
kombinacijom dvadeset amino kiselina, ¢ine¢i ih evolutivno lakim materijalnom za
uvodenje mutacija direktno kodiranim sekvencom gena. Do evolucije proteina u

beskona¢nom broju generacija, ¢ineci da dolazi do formiranja proteina koji poseduju
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nove, poboljsane osobine ili usled promena u okruzenju i trenutnih potreba
domacina, mogu i da izgube neku od svojih osobina. Upotrebom tehnika za
manipulaciju gena u laboratorijskim uslovima dolazi do kreiranja razli¢itih

biblioteka gena koji poseduju ¢itav opseg razlicitih osobina proteina koji kodiraju®s.

2.4.1. Dirigovana evolucija proteina

Dirigovanom evolucijom nakon selekcije targetnog biomolekula ili
organizma, pristupa se njihovoj modifikaciji upotrebom ponavljajucih rundi genske
modifikacije, skeniranju i selekciji mutanata sa poboljsanim osobinama, nakon cega
sledi upotreba poboljsanih mutanata kao templata prilikom nove runde uvodenja
mutacija’s> 56. Dirigovanom evolucijom moguce je uvoditi nove mutacije sve dok se
ne dobije Zeljena osobina ili sve dok dalje uvodenje mutacija ne dovede do potpunog
gubitka aktivnosti proteina, nepravilnog uvijanja ili dok nove mutacije nimalo ne

unapreduju karakterne osobine proteina (Slika 13)%.

Uvodenje mutacija u gen
wild type gen od interesa
e

(U

Izolovanje gena
koji nosi poboljsane

Upotreba wild type
gena kao templat

za prvi stepen mutacija .
Biblioteka

mutanata

Upotreba mutiranog

gena kao templat

za narednu stepen
osobine u odnosu na mutacija Selekcija mutiranih
wild type gen . . .
——— varijanti proteina

mutirani gen sa pobolj§anim osobinama
u odnosu na wild type enzim

Slika 13: Sematski prikaz dirigovane evolucije proteina u cilju dobijanja varijanti enzima sa

poboljsanim osobinama u odnosu na prirodni oblik enzima.
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2.4.2. Racionalni dizajn

Upotrebom razlic¢itih kompjuterskih softvera i programa, moguce je simulirati
uvijanje proteina’s” 5%, medutim nase dosadasnje poznavanje proteinskog uvijanja
kao i odnos strukture proteina sa funkcijom koju obavlja, nije dovoljno kako bismo
bili u moguc¢nosti da konstruiS$emo racionalni de novo dizajn proteina sa specifi¢cnim
bioloskim i fizickim osobinama. Racionalni dizajn podrazumeva zamenu tacno
definisanih amino kiselina drugim amino kiselinama, na osnovu informacija o
strukturi i funkciji enzima ¢ije osobine Zelimo da promenimo’9.

Poznavanje i razumevanje osobina enzima od interesa, poput supstratne
specifi¢nosti ali i katalitickog mehanizma delovanja samog enzima, direktno utice na
mogucnost upotrebe racionalnog dizajna, ¢ime je ogranic¢ena upotreba racionalnog
dizajna samo na veoma dobro okarakterisane sisteme. lako je za upotrebu
racionalnog dizajna neophodno dobro poznavati strukturu i funkciju enzima, jedna
od najvec¢ih prednosti je $to dolazi do uvodenja mutacija na ta¢no definisanom
mestu enzima i ne dolazi do formiranja nasumi¢nih mutacija, ¢ime je omogucena
analiza veoma malog broja varijanti enzima kako bi se selektovali mutanti koji
zadovoljavaju trazene osobine’¢°,

Upotrebom metoda racionalnog dizajna, cCesto se desava da je limitirajudi
faktor u stvari definisati koju specificnu amino kiselinu Zelimo da zamenimo kako
bismo dobili Zeljene osobine ¢ak i pri uslovi kada je veoma dobro poznata strukturna
sekvenca i osobine samog enzima’¢°.

Prosta i jednostavna zamena neke od aminokiselina moze da dovede do
promena u tercijernoj strukturi proteina kao i u fleksibilnosti proteina sto dalje utice
na kataliticku aktivnost ali i na supstratnu specifi¢nost na nacine koje ne mozemo ni
da predvidimo. Shodno tome, razvoj i dizajniranje metoda kod kojih dolazi do
nasumic¢nih mutacija individualnih amino kiselina u neku drugu aminokiselinu, je
dovelo do toga da je neophodno imati veoma malo informacija o strukturi i funkciji

proteina’®.
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Upotrebom metoda racionalnog dizajna dolazi do konstruisanja biblioteka
mutanata proteina koji se potom sekvenciraju i analiziraju u cilju detekcije i selekcije
novih varijanti enzima koji ispoljavaju Zeljene karakteristike. Nakon dizajniranja i
konstruisanja biblioteka mutanata ono $to je kritican korak jeste analiza ogromnog
broja mutanata u veoma kratkom vremenskom periodu uz upotrebu odgovarajuceg i
pouzdanog sistema za detekciju enzimske aktivnosti’°.

Racionalni dizajn podrazumeva mesto - specifi¢cnu mutagenezu proteina’®
koja omogucava uvodenje ta¢no definisanih aminokiselina unutar gena od interesa.
Prilikom mesto - specifi‘cne mutageneze moguce je koristiti dva pristupa za
dobijanje Zeljenog konstrukta, od kojih se jedan naziva ,preklapajuc¢e produzavanje®
gena (eng. overlap extension), a drugi pristup podrazumeva umnoZavanje celog
plazmida PCR reakcijom (eng. whole plasmid single round PCR)62.

Pristup ,preklapajuc¢eg produzavanja“ gena podrazumeva upotrebu dva para
prajmera pri ¢emu u svakom paru jedan od prajmera sadrzi Zeljeni izmenjeni
fragment sekvence gena. Oba para prajmera se koriste prilikom prve PCR reakcije,
nakon Cega se dobijaju dva dvolancana produkta gena. Daljom denaturacijom i
vezivanjem prajmera za komplementarne delove DNK lanaca dolazi do formiranja
dva heterodupleksa pri ¢emu svaki lanac heterodupleksa poseduje Zeljeni mutirani
DNK segment. Nakon zavr$ene delimic¢ne sinteze mutiranih gena, pristupa se drugoj
rundi PCR reakcija u kojima se koristi set ne mutiranih prajmera kako bi se uradila
potpuna sinteza Zeljenog gena’°.

Prilikom umnozavanja celog plazmida PCR reakcijom se uglavnom koristi
komercijalno dostupan kit ,QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit“ koji
proizvodi kompanija Stratagene. Za potrebe PCR reakcije, neophodno je kreirati dva
oligonukleotidna prajmera sa Zeljenom mutacijom odnosno mutacijama koji su
komplementarni suprotnim lancima dvolancane plazmidne DNK. Tokom samo
jedne PCR reakcije dolazi do umnozavanja oba lanca plazmidne DNK pri ¢emu ne

dolazi do pomeranja prajmera i dobijaju se mutirani plazmidi kod kojih ne postoje
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dvolancani prekidi koji se ne preklapaju. Nakon umnozavanja plazmidne DNK i
uvodenja mutacija koristi se Dpnl metilaza koja vrsi selektivnu digestiju cirkularne
metilovane DNK pri ¢emu u reakcionoj smesi ostaje samo mutirana plazmidna DNK
koja poseduje dvolancani prekid koji se popunjava nakon transformacije
kompetentnih ¢elija upotrebom DNK masinerije samih celija, nakon cega se dobija

cirkularna plazmidna DNK koja poseduje Zeljene mutacije’®°.

2.4.3. Proteinski inZenjering celobioza - dehidrogenaze

Veoma je interesantan podatak da celobioza - dehidrogenaza ima
sposobnosst da u in situ uslovima vrs$i proizvodnju vodonik peroksida ¢ime ona
pronalazi primenu u biotehnoloskim procesima poput izbeljivanje pamuka,
detergentima za pranje vesa, ali i nalazi primenu i kao antimikrobni agens u
medicinske svrhe. Poznato je da celobioza - dehidrogenaza oksidacijom supstrata
poput celobioze ili laktoze moze da produkuje i vodonik peroksid, medutim ona za
razliku od oksidaza, nema sposobnost da produkuje velike koli¢ine vodonik

peroksida’®.

Modifikacijom amino kiselina unutar kataliticki aktivhog mesta, moguce je
dizajnirati upotrebom proteinskog inzenjeringa enzim koji ima sposobnost da
produkuje vece koli¢ine vodonik peroksida, a samim tim ovako mutirana celobioza -
dehidrogenaza nalazi primenu u papirnoj industriji, pamuc¢noj industriji, za
proizvodnju detergenata za pranje veSa ali i za formiranje mikrofilma unutar

urinarnih katetera kako bi se sprecio rast mikroorganizama’®3.

Kreiranjem saturacionih biblioteka celobioza - dehidrogenaze, u kojima je
mutirano pet amino kiselina koje se nalaze unutar kataliticki aktivnog mesta (G323,
A322, 1324, N700, H701) dobijene su biblioteke u kojima veliki broj mutanata nije
pokazivao enzimsku aktivnost merenu u prisustvu supstrata i DCIP - a kao redox
medijatora. Medutim, merenjem produkovanog vodonik peroksida od strane

mutanta, selektovano je ¢ak 12 varijanti enzima na poziciji N7oo i 7 varijanti na
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poziciji G232 koje su pokazivale povecanu proizvodnju vodonik peroksida.
Ponovnom analizom selektovanih mutanata, pokazano je da su mutanti na poziciji
G232 dali lazno pozitivne rezultate, a sekvenciranjem analiziranih varijanti enzima
na poziciji N700, pokazano je da su sve imale istu mutaciju N700S koja je dovela do

povecane proizvodnje vodonik peroksida’®.

2.5. Ekspresioni sistemi

Razvoj rekombinantne DNK tehnologije, kloniranje i ekspresija velikog broja
sisarskih gena upotrebom razlic¢itih ekspresionih sistema, omogucdili su proizvodnju
razlic¢itih rekombinantnih proteina koji imaju Sirok opseg primene. U zavisnosti od
karakteristika proteina od interesa, zavisi i selekcija odgovarajuceg ekspresionog
sistema. lako proizvodnja rekombinantnih proteina na velikoj skali, predstavlja
veliki izazov za istrazivace usled striktnih kvalitativnih i kvantitativnih propisa koje
je neophodno ispuniti, najvec¢i izazov je pronalaZenje uslova za optimizaciju i
poboljsanje postojecih ekspresionih sistema, kao i razvoj novih mehanizama za
proizvodnju kompleksnih rekombinantnih proteina’¢4.

Ekspresioni sistemi se koriste za proizvodnju rekombinantnih proteina koji
potom nalaze primenu kako u medicinske svrhe u obliku razlic¢itih terapeutika, tako
i u istrazivacke svrhe. Potreba za pronalazenjem novih ekspresionih sistema
povecava se linearno sa brojem potencijalnih genskih targeta koji mogu imati
industrijsku primenu’é4. Primenu u ekspresiji razli¢itih proteina do sada su nasli
razliciti ekspresioni sistemi poput bakterija’®s, preko kvasaca®® 7 i filamentoznih
gljiva®® do celija visih eukariota’é+ %9

Odabir nekog od postojec¢ih ekspresionih sistema, zavisi kako od kvaliteta
proizvodnje proteina u odredenom sistemu, tako i od ekonomicnosti same
proizvodnje jer za industrijsku proizvodnju rekombinantnih proteina neophodna je
upotreba jeftinih medijuma i komponenti koje ulaze u sastav medijuma. Industrijska

proizvodnja rekombinantnih proteina podrazumeva visok prinos Zeljenog proizvoda,
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a ujedno je neophodno zadovoljiti i odredene kriterijjume $to se tice kvaliteta samog
proizvoda, posebno ukoliko on nalazi primenu u medicinskim istrazivanjima ili
terapijama. S’ obzirom na razli¢ite primene rekombinantnih proteina, odabir
odgovarajuceg ekspresionog sistema ¢e zavisiti upravo od same svrhe proteina i
njegove primene’%4.

Rekombinantnom DNK tehnologijom moguce je prevazi¢i sve poteskoce
vezane za kvalitetnu ekspresiju zadovoljavajucih koli¢ina Zeljenih proteina, bilo da
se kao ekspresioni sistem koriste bakterije, kvasci, biljke, insekti ili sisarski

ekspresioni sistemi’64.

2.5.1. Prokariotski ekspresioni sistemi

Siroku upotrebu u ekspresiji produkata rekombinantne DNK tehnologije
imaju bakterijski ekspresioni sistemi, uglavnom zbog visokog nivoa ekspresije
rekombinantnih proteina, veoma brzog umnozavanja i rasta ¢elija ali i zbog veoma
prostog i jeftinog medijuma koji se koristi za rast i ekspresiju proteina. Medutim,
bakterije ne predstavljaju savrSene ekspresione sisteme zbog upravo zbog
intracelularne akumulacije heterolognih proteina, nepravilnog uvijanja proteina, kao
i zbog nedostatka post - translacionih modifikacija®+.

Proizvodnja rekombinantnih proteina se u veliko meri radi upotrebom
prokariotskih ekspresionih sistema koji omogucavaju laku genetsku manipulaciju
Zeljenog proteina upotrebom poznatih tehnika proteinskog inzZenjeringa, a ujedno se
mogu produkovati na veoma jeftinim medijumima. Najrasprostranjeniji prokariotski
sistem je gram negativna bakterija Escherichia coli, dok se kao gram pozitvna
bakterija koristi Bacillus subtilis'o+.

Kloniranje i ekspresija Zeljenih proteina, poreklom iz eukariotskih izvora,
upotrebom prokariotskih ekspresionih sistema, ne mora nuzno da bude i
odgovarajuci sistem za ekspresiju upravo zbog ¢injenice da eksprimirani protein ne
mora nuzno poseduju Zeljenu biolosku aktivnost ili stabilnost, a ujedno bakterije

produkuju izuzetno mnogo drugih proteina kao i toksi¢ne komponente koje mogu
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da dovedu do kontaminacije finalnog produkta, $to predstavlja glavni problem
ukoliko se eksprimirani proteini koriste u terapeutske svrhe. Upotrebom
eukariotskih ekspresionih sistema, dolazi do prevazilazenja ogranic¢enja koja postoje
upotrebom prokariotskih ekspresionih sistema, zbog velike sli¢nosti po pitanju

genetskih, biohemijskih i molekulskih osobina izmedu eukariotskih organizama+.

2.5.2. Kvasac Saccharomyces cerevisiae kao ekspresioni

sistem

Soj kvasca Saccharomyces cerevisiae, poznatiji kao pekarski kvasac, zbog svoje
veoma rasprostranjene primene kako u prehrambenoj industriji, industriji
alkogolnih pic¢a ali i u istrazivacke svrhe, se svrstava u ekspresioni sistem sa
najvec¢om komercijalnom vrednoséu. U istrazivackim laboratorijama, kvasac sluzi
kao model sistem za istrazivanja bazirana na funkciji Celija, a i kao ekspresioni
sistem za proizvodnju velikog broja rekombinantnih proteina, koji potom nalaze
primenu u konstruisanju vakcina, razli¢itih farmaceutskih proizvoda ali i u
dijagnostici7°.

Modifikacijama kvasca, dobijen je ekspresioni sistem koji ima sposobnost da
produkuje razlic¢ite heterologne gene?’, pri ¢emu dolazi do ispunjavanja kriterijuma
za biokompatibilnost kao i da je bezbedan za humanu upotrebu, a ujedno da
proizvodi produkovani od strane kvasaca budu u potpunosti netoksi¢ni i bezbedni
za humanu upotrebu’é4.

U poredenju sa ostalim eukariotskim ekspresionim sistemima, kvasac jedini
poseduje prednosti kako i prokariotskih tako i eukariotskih ekspresionih sistema.
Kao i prokariotski sistemi, kvasac je lak za koris¢enje i ekspresiju proteina, koristi
jeftine medijume i komponente za rast, ima veoma kratko vreme rasta i obezbeduje
veliki stepen ekspresije Zeljenog proteina. Kvasac, kao i ostali eukariotski sistemi ima

sposobnost da vrsi veliki broj post - translacionih modifikacija koje su od posebnog
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znacaja za pravilnu ekspresiju i funkciju eukariotskih proteina, a ujedno obezbeduju
pravilno uvijanje proteina’®4.

Sojevi kvasaca Saccharomyces cerevisiae, Hansenulla polymorpha i Pichia
pastoris iako predstavljaju najjednostavnije eukariotske organizme, pored
spososbnosti da relativho brzo rastu, ¢ime je omogucena proizvodnja proteina u
veoma kratkom vremenskom periodu, mogu upotrebom dirigovane evoluicje da se
modifikuju i prilagode za proizvodnju proteina u industrijske svrhe. Pored veé
pomenutih prednosti kvasaca kao ekspresionih sistema, ono $to ih karakterise jeste i
mesto - specifi¢na integracija plazmidne DNK, povecéan broj kopija gena od interesa,
kao i prisustvo sekvence za sekreciju heterolognih proteina u vancelijsku sredinu’6+.

Poslednjih godina godina, doslo je do razvoja metilotrofnih kvasaca poput
Hansenulla polymorpha, Pichia pastoris i Candidia biodini, i njihove upotrebe za
proizvodnju rekombinantnih proteina. Kvasac, Pichia pastoris predstavlja jedan od
najkoris¢enijih ekspresionih sistema, obezbeduju¢i efikasnu proizvodnju velikih
koli¢ina funkcionalno aktivnih rekombinantnih proteina’7? u poredenju sa
Saccharomyces cerevisiae. Ekspresija proteina u vancelijsku sredinu obezbeduje laku
selekciju i odvajanje proteina od ostatka fermentacione kulture, ¢ime je potom
znatno olaksano i preciscavanje eksprimiranih proteina’®4. Sposobnost Pichia
pastoris da vrsi glikozilaciju proteina, veoma sli¢cnim mehanizmom kao prilikom
glikozilacije Zeljenih proteina unutar zivotinjskih celija upotrebom secernih
komponenti, koje poseduju minimalne razlike u odnosu na one koje se koriste
prilikom Zivotinjskih post - translacionih modifikacija’®4, ¢ini da Pichia pastoris ima

veoma vaznu ulogu u ekspresiji proteina zivotinjskog ili humanog porekla.

2.5.2.1. Ekspresija proteina na povrsini celija kvasca
Modifikacijom proteina kako bi oni imali poboljsane osobine, u odnosu na
osnovni tip enzima, koje mogu da podrazumevaju povecanu kataliticku aktivnost i

supstratnu specifi¢nost, kao povecanu stabilnost u razli¢itim uslovima, doprineli su
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razvoju i definisali pravac kako bioloskih istrazivanja tako i medicinskih i
biotehnoloskih istrazivanja’73.

Kako bi se unapredile bioloske funkcije, stabilnost i specifi¢cnost nekog
proteina, pored relativho dobrog poznavanja same strukture i funkcije proteina,
neophodno je dobro poznavati i tehnike proteinskog inzenjeringa, pomocu kojih je
moguce generisati biblioteke mutanata Zeljenog proteina. Kreirane biblioteke
mutanata bivaju analizirane i varijante enzima sa Zeljenim osobinama se selektuju
upotrebom neke od visoko - efikasnih metoda za analizu i selekciju proteina. Nakon
zavrsene selekcije varijanti enzima, pristupa se sekvenciranju gena koji kodiraju za
date enzime kako bi se dobile informacije o mutacijama koje su uvedene?’73.

Tokom istrazivanja, razvijeno je nekoliko ekspresionih sistema ¢ijom
upotrebom je moguce sacuvati vezu izmedu genotipa i fenotipa i takvi ekspresioni
sistemi uglavnom podrazuveaju ekspresiju proteina na povrsini ekspresione celije,
poput ekspresije na povrsini faga74+ 75, bakterija7%, sisarskih ¢elija77 78 kao i
ekspresija na povrsini celija kvasca'79.

Ekspresija na povrsini celija kvasca (YSD) podrazumeva da prevashodno svaka
pojedinacna celija kvasca poseduje vektor koji u sebi nosi gen za neku od varijanti
enzima, ¢ime nakon inicirane sinteze proteina dolazi do njegove ekspresije na
povrsini celije upotrebom fuzionih proteina kvasca. Posebno dizajnirani soj kvasca
Saccharomyces cerevisiae EBY100, poseduje fuzione proteine koji imaju ulogu u
ekspresiji Zeljenih proteina na povrsini celija, $to ujedno predstavlja i imobilizaciju
enzima na celiji kao prirodnom nosacu, a ujedno je obezbeden pristup enzima
supstratima i okolnim rastvarac¢ima koji se nalaze u ekstracelularnom prostoru?7s.

Ekspresija na povrsini celija kvasca poput ostalih eukariotskih ekspresionih
sistema omogucava uvodenje post - translacionih modifikacija, formiranje
disulfidnih mostova, veoma su laki za upotrebu ali i za rast i ekspresiju proteina i
upotrebom protoc¢ne citometrije moguce je simulatno analizirati Zeljene osobine

eksprimiranih proteina bez prethodnog precis¢avanja’73.
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Ekspresija proteina na povrs$ini kvasca moze da se vrsi upotrebom nekoliko
tipova fuzionih proteina vezivanjem preko N - ili C - terminalnog kraja fuzionog
proteina46. U zavisnosti od osobina samog enzima, zavisi i odabir fuzionog proteina,
a najrasprostranjeniji mehanizam za ekspresiju proteina na povrsini celija kvasca
podrazumeva upotrebu Aga proteina (Slika 14). Protein od interesa preko C -
terminalnog kraja a - aglutinina Aga2p subjedinice biva eksprimiran na povrsinu
¢elija kvasca”?, c¢ime dolazi do obelezavanja eksprimiranog proteina
hemaglutininom (HA) koji se nalazi izmedu N - terminalnog kraja eksprimiranog
proteina i Aga2p subjedinice ali i obelezavanja pomocu c - myc epitopa koji se nalazi

na C - terminalnom kraju'73.

Slika 14: Sematski prikaz ekspresije celobioza - dehidrogenaze na povrsini ¢elije kvasca

upotrebom Aga proteina.

Kvantifikacija ekspresije proteina na povrs$ini kvasca je omogucena upravo
prisustvom razli¢itih molekula za obelezavanje, a ujedno se obezbeduje i
normalizacija funkcije proteina u zavisnosti od ekspresije. Upotrebom eksprimiranih

epitopa, ne dobija se informacija o pravilnom uvijanju proteina ili o funkciji
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proteina, zbog Cega se preporucuje upotreba specificnih liganada ili antitela
specijalno dizajniranih za karakteristicne strukturne segmente eksprimiranog
proteina’’s.

Veza izmedu genotipa i fenotipa ostaje intaktna prilikom ekspresije proteina
na povrs$ini celija kvasca, ¢ime je omogucena laka detekcija i selekcija varijanti
enzima kreiranih upotrebom metoda proteinskog inZenjeringa. Biblioteke mutanata
konstruisane i eksprimirane na povrsini celija kvasca mogu lako da budu analizirane
upotrebom protocne citometrije odnosno fluorescencijom aktivirano celijsko
sortiranje (FACS) u prisustvu fluorescentnog supstrata ili fluorescentnog proteina
koji je zajedno sa proteinom od interesa eksprimiran na povrs$ini celija’4® 18183 poput

zelenog fluorescentnog proteina.

2.5.3. Kvasac Pichia pastoris kao ekspresioni sistem

Za kvasac Pichia pastoris kao eukariotski ekspresioni sistem,
karakteristi¢cno je nekoliko osobina visih eukariotskih sistema poput pravilnog
uvijanja proteina, njegove obrade i uvodenje post - translacionih modifikacija ali ono
Sto dodatno ¢ini Pichia pastoris veoma primamljivu kao ekspresioni sistem je upravo
veoma laka manipulacija ovim sistemom poput Escherichia coli ili Saccharomyces
cerevisiae. Pichia pastoris pored svih svojih prednosti, predstavlja ekspresioni sistem
veoma lak za upotrebu, koji za relativno kratak vremenski period uz upotrebu
prostih i jeftinih medijuma za gajenje i ekspresiju, daje veoma velike koli¢ine
Zeljenog proteina’8+786,

lako Saccharomyces cerevisiae i Pichia pastoris imaju mno$tvo zajednickih
osobina po pitanju molekularne i genske manipulacije, Pichia pastoris ima 10 do 100
puta veci stepen ekspresije rekombinantnih proteina, sto je ¢ini idealnim sistemom
za ekspresiju vecih koli¢ina proteina. Osnovni aspekt metabolizma Pichia pastoris je
njena sposobnost da kao jedini izvor ugljenika koristi metanol, koji u prisustvu

kiseonika podleze oksidaciji do formaldehida usled c¢ega dolazi do formiranja i
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vodonik peroksida koji je toksi¢an za celije, zbog ¢ega se metabolizam metanola
odvija u specijalizovanim organelama, peroksizomima$+18¢,

Alkohol oksidaza (AOX, EC 1.1.3.13) predstavlja prvi enzim u metabolickom
putu metanola i unutar genoma Pichia pastoris postoje dva gena koji kodiraju za
alkohol oksidazu, AOX1 i AOX2 gen, pri ¢emu je najveca proizvodnja alkohol
oksidaze regulisana AOX1 genom. Alkohol oksidaza, ima veoma mali afinitet prema
molekulskom kiseoniku, zbog c¢ega Pichia pastoris generise velike koli¢ine ovog
enzima kako bi se uspe$Sno vr§io metabolizam metanola. Proizvodnja alkohol
oksidaze je pod direktnom regulacijom promotora koji je odgovoran za inicijaciju
heterologne ekspresije proteina. Visoke koncentracije metanola uti¢u na regulaciju
ekspresije AOX1 gena usled cega, gotovo 30% ukupnih solubilnih proteina ¢ini
upravo alkohol oksidaza8486,

lako je homologija izmedu AOX2 i AOX1 skoro identi¢na, ne uocava se ista
brzina rasta pri upotrebi metanola kao izvor ugljenika, $to omogucava izolovanje
Muts sojeva’®s 187,

Na osnovu fenotipa, moguce je klasifikovati dva rekombinantna soja kvasca
Pichia pastoris, Mut® (eng. Methanol utilization slow) soj kod kog je gubitak AOX1
gena doveo do veoma male proizvodnje alkohol oksidaze, ¢ine¢i da ovaj soj ima
veoma mali procenat rasta i ekspresije kada se gaji na metanolnom medijumu. Soj
Pichia pastoris KM71H pripada upravo Mut® soju kvasca, dok Mut* (eng. Methanol
utilization plus) soj predstavlja osnovni tip soja koji ima sposobnost da metabolise
metanol kao jedini izvor ugljenika i ovom soju pripadaju X - 33 celije kvasca’®7 138,

U zavisnosti od signalne sekvence koja se koristi za ekspresiju proteina,
razlikujemo intracelularnu ili ekstracelularnu ekspresiju. Istrazivanjima se doslo do
zakljucka da je signalna sekvenca, o - faktor, koji se koristi i prilikom ekstracelularne
ekspresije proteina kod Saccharomyces cerevisiae kompatibilan i odgovarajuc i za

ekspresiju proteina u Pichia pastoris®7 188,
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Ono $to predstavlja jednu od osnovnih karakteristika kvasca Pichia pastoris i
njenu najvecu prednost u odnosu na ostale sojeve kvasca, jeste veoma mala sekrecija
nativnih proteina samog kvasca u vandelijsku sredinu, ¢ime je vecinski procenat
sekretovanih proteina upravo protein od interesa. Prilikom ekspresije proteina
upotrebom Pichia pastoris, usled veoma male koncentracije ostalih proteina u
ekspresionom medijumu, smatra se da to predstavlja prvi korak u precis¢avanju
proteina’é7 188,

Kao sto je ve¢ pomenuto, eukariotski ekspresioni sistemi imaju sposobnost da
vrse post — translacione modifikacije, pri ¢emu su naj¢es¢a mesta glikozilacije upravo
Asn - X - Ser/Thr mesta unutar primarne sekvence proteina. Za razliku od
Saccharomyces cerevisiae kod koga prilikom glikozilacije dolazi do kacenja izmedu
50 i 150 manoznih ostataka, Pichia pastoris kaci svega 8 do 14 manoznih ostataka po

mestu glikozilacije8o 9°.
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Predmet doktorske disertacije je dobijanje mutanata celobioza -
dehidrogenaze iz Phanerochaete chrysosporium u cilju povecanja oksidativne
stabilnosti i aktivnosti enzima u odnosu na njegov prirodni oblik, za primenu u
biokatalizi i produkciji laktobionske kiseline. Pored toga radeno je i na razvoju i
optimizaciji nove metode visoko efikasne pretrage biblioteke mutiranih varijanti
gena celobioza - dehidrogenaze, zasnovane na detekciji aktivnosti enzima
eksportovanog na povrsini celija kvasca fluorescentnim enzimskim esejem
pogodnim za upotrebu u proto¢noj citometriji.

U okviru ove doktorske disertacije postavljeno je nekoliko ciljeva:

1. Razvoj i optimizacija fluorescentnog enzimskog eseja za celobioza -
dehidrogenazu pogodnog za koris¢enje u proto¢noj citometriji.

2. Kloniranje i ekspresija celobioza — dehidrogenaze u kvascu Saccharomyces
cerevisiae EBY100 u vidu himere sa AGA 2 i/ili zelenim fluorescentnim
proteinom eksportovane na povrs$inu celija kvasca.

3. Pravljenje biblioteke mutiranih varijanti gena celobioza - dehidrogenaze
metodom slucajnih mutacija i njena ekspresija u kvascu Saccharomyces
cerevisiae EBY100 u vidu himere sa AGA 2 proteinom eksprimirane na
povrsini ¢elija kvasca.

a. Pretrazivanje dobijenih biblioteka mutiranih varijanti gena celobioza -
dehidrogenaze, eksprimiranih na povrsini kvasca Saccharomyces
cerevisiae EBY 100, za dobijanje mutiranih varijanti enzima sa
povecanom aktivno$¢u u odnosu na prirodni oblik enzima.

4. Semi - racionalni dizajn celobioza - dehidrogenaze u cilju povecanja
oksidativne stabilnosti.

a. Kreiranje biblioteka mutiranih varijanti gena celobioza -
dehidrogenaze semi racionalnim pristupom za dobijanje sluc¢ajnih
mutacija na ta¢no definisanim pozicijama i njihova ekspresija u kvascu

Saccharomyces cerevisiae Invsci u vidu vancelijskog enzima.
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b. Testiranje aktivhosti mutiranih varijanti enzima u uslovima
oksidativnhog stresa i selekcija varijanti gena sa povecanom
oksidativnom stabilnos¢u u odnosu na prirodni oblik enzima i
konstruisanje varijanti enzima koji poseduju vise od jedne selektovane
mutacije koja je dovela do povecanje oksidativne stabilnosti.

c. PreciS¢avanje i detaljna strukturna i kineticka karakterizacija
mutiranih varijanti enzima.

5. Kloniranje i ekspresija prirodnog oblika enzima i odabranih mutanata
celobioza - dehidrogenaze u kvascu Pichia pastoris, njihovo precis¢avanje i
detaljna karakterizacija enzimskih varijanti.

6. Primena dobijenih mutanata i prirodnog oblika enzima u biokatalizi za

proizvodnju laktobionske kiseline.
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4.1. Materijal

4.1.1. Oprema

Tehnicka vaga: Kern 440 - 35A

Analiticka vaga:

pH metar: Adwa AD8ooo

Centrifuga: Eppendorf minifuga

Centrifuga: BioSan LMC - 3000

Termostat: Enviromental Shaker - Inkubator ES - 20
Termostat sa mesanjem: Termo shaker TS - 100 Biosan
PCR masina: Ependorf Mastercycler personal

Sistem za DNK elektroforezu: Hoefer SE 600 Ruby
Sistem za proteinsku elektroforezu:

Uredaj za elektroporaciju: Eppendorf Electroporator 25
Uredaj za analizu agaroznih DNK elektroforeza: UV lampa VWR GenoSmart
Spektrofotometar: WPA Lightwave S2000 UV/VIS
Elisa ¢itac¢: LKB 5060-006

Peristalticka pumpa: Heidolf peristaltic pump
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4.1.2. Hemikalije

Antibiotski selektabilni markeri, ampicilin i zeocin, naruceni su od kompanije

Invitrogen, Kalifornija, SAD.

Komponente za pripremu medijuma, agar, pepton i tripton su naruceni od
kompanije Torlak, Srbija, dok su kazamino kiseline (CAA) kao i azotne baze kvasca
bez amonijum sulfata i amino kiselina (YNB) narucene od Roth, Nemacka. Soli za
pripremu medijuma kao i puferskih rastvora su naruc¢ene od kompanije Centrohem,

Srbija kao i od kompanije Superlab, Srbija.

Restrikcioni enzimi kori$¢eni za kloniranje (BamHI, Nhel, Xhol, EcoRI, Xbal,
Dpnl) i Pmel enzim za linearizaciju plazmida, kao i odgovarajudi puferi, naru¢eni su
od kompanije Thermo Fisher Scientific, SAD. T4 DNK ligaza, DreamTaq polimeraza i
puferi 10X pufer za T4 DNK ligazu, 10X pufer za DreamTaq polimerazu ali i sme$a

dezoksinukleotida su naruc¢eni od kompanije Thermo Fisher Scientific, SAD.

Precis¢avanje PCR proizvoda kao i restrikovanih plazmida je radeno pomocu
NucleoSpin Gel and PCR Clean - up kita (Macherey - Nagel, Nemacka) prema
uputstvu proizvodaca. Za analizu plazmidne DNK kao i PCR proizvoda koris¢ena je
komercijalna boja za DNK elektroforezu i DNK molekulski markeri (Thermo Fisher

Scientific, SAD).

Konstruisanje biblioteka mutanata kao i kloniranje mutanata je radeno
pomocu QuikChange Lightning Site - Directed Mutagenesis kita (Agilent

Technologies, SAD) prema uputstvu proizvodaca.

4.1.3. Izvor gena za celobioza - dehidrogenazu
Gen za celobioza - dehidrogenazu iz soja gljive bele trulezi Phanerochaete
chrysosporium sintetisan je od strane GenSkrip kompanije (SAD), prema

nukleotidnoj sekvenci zrelog proteina CDH dostupnoj u nukleotidnoj bazi podataka

(NCBI) pod rednim brojem U46081.1.
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4.1.4. Izvor gena za zeleni fluorescentni protein

Gen za zeleni fluorescentni protein je modifikovan u odnosu na prirodni
protein iz meduze Aequorea victoria (P42212) kako bi se poboljsala njegova
ekspresija u kvascima, kao i fluorescencija. Mutirani gen za zeleni fluorescentni
protein sadrzi tri mutacije na pozicijama S65G, S72A, A206K i dobijen je od

profesora Erik Sust sa Univerziteta u Vinskonsinu, SAD™",

4.1.5. Vektori i sojevi

Sojevi Escherichia coli DH5a i XLiogold kori$¢eni su za kloniranje Zeljenih

gena kao i za odrzavanje i ¢uvanje plazmida.

Kvasac Saccharomyces cerevisiae soj InvSci (Invitrogen, SAD) je kori$éen za
ekstracelularnu ekspresiju celobioza - dehidrogenaze, dok je za ekspresiju na
povrsini Celija kvasca koris¢cen pCTCON2 vektor i Saccharomyces cerevisiae soj

EBY100 dobijeni od profesora Dejn Vitrap, MIT, SAD.

Ekstracelularna ekspresija celobioza - dehidrogenaze je radena i u Pichia
pastoris soju KM71H, kloniranjem gena u pPICZoA vektor naru¢enih od kompanije

Invitrogen, SAD.

4.2. Mikrobioloske metode

Prilikom rada sa mikrobioloskim metodama postovana su sva propisana

pravila rada u mikrobioloskoj hemiji.

Pripremanje mikrobioloskih podloga je radeno sa supstancama cistoce pro
analysis i suspendovanjem definisane koli¢ine supstance u demineralizovanoj vodi, a
pre upotrebe medijumi su prethodno sterilisani u autoklavu na 121°C u trajanju od 20
minuta. Pojedine komponente koje se dodaju u medijume, a ne smeju da se sterilisu
na visokim temperaturama su sterilisane filter sterilizacijom upotrebom filtera od

0,22 mikrona.
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4.2.1. Medijumi za rast bakterija

4.2.1.1. Super optimalni te¢ni medijum za rast bakterija (SOC

medijum)
Ekstrakt kvasca 58
NaCl 0,58
Tripton 208

Suspendovati komponente u 960 mL demineralizovane vode.

Nakon sterilizacije u medijum ohladen na 50°C su dodati prethodno sterilisani

rastvori:
MgCl,, 1M 10 mL
MgSO,, 1 M 10 mL
Glukoza, 20% (w/v) 20 mL
4.2.1.2. Luria - Bertani medijum za rast bakterija (LB medijum)
Ekstrakt kvasca 58
Nacl 10g
Tripton 108

Suspendovati komponente u 1000 mL demineralizovane vode i podesiti pH na 7,4.

4.2.1.3. Luria - Bertani ¢vrst medijum za rast bakterija (LA

medijum)
Ekstrakt kvasca 58
NaCl 10g
Tripton 108
Agar 208

Suspendovati komponente u 1000 mL demineralizovane vode i podesiti pH na 7,4.
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4.2.1.4. Luria - Bertani medijum za rast bakterija sa rezistencijom

na ampicilin (LB - ampicilin)

Ekstrakt kvasca 58
Nacl 10g
Tripton 108

Suspendovati komponente u 1000 mL demineralizovane vode i podesiti pH na 7,4.

Nakon sterilizacije u medijum ohladen na 50°C dodat je sterilni rastvor ampicilina

koncentracije 100 mg/mL, kako bi finalna koncentracija u medijumu bila 100 pg/mL.

4.2.1.5. Luria - Bertani ¢vrst medijum za rast bakterija sa

rezistencijom na ampicilin (LA - ampicilin)

Ekstrakt kvasca 58

Nacl 10g
Tripton 108
Agar 208

Suspendovati komponente u 1000 mL demineralizovane vode i podesiti pH na 7,4.

Nakon sterilizacije u medijum ohladen na 50°C dodat je sterilni rastvor ampicilina

koncentracije 100 mg/mL, kako bi finalna koncentracija u medijumu bila 100 pg/mL.

4.2.1.6. Luria - Bertani medijum za rast bakterija sa rezistencijom

na zeocin (LB - zeocin)

Ekstrakt kvasca 58
Nacl 58
Tripton 108

Suspendovati komponente u 1000 mL demineralizovane vode i podesiti pH na 7,4.

Nakon sterilizacije u medijum ohladen na 50°C dodat je sterilni rastvor zeocina

koncentracije 100 mg/mL, kako bi finalna koncentracija u medijumu bila 25 pg/mL.
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4.2.1.7. Luria - Bertani ¢vrst medijum za rast bakterija sa

rezistencijom na zeocin (LA - zeocin)

Ekstrakt kvasca 58
NacCl 58
Tripton 108
Agar 20g

Suspendovati komponente u 1000 mL demineralizovane vode i podesiti pH na 7,4.

Nakon sterilizacije u medijum ohladen na 50°C dodat je sterilni rastvor zeocina

koncentracije 100 mg/mL, kako bi finalna koncentracija u medijumu bila 25 pg/mL.
4.2.2. Medijumi za rast kvasaca

4.2.2.1. YPD te¢ni medijum za rast kvasaca

Ekstrakt kvasca 108

Tripton 208

Suspendovati komponente u goo mL demineralizovane vode.
Nakon sterilizacije u medijum ohladen na 50°C dodat je prethodno sterilisan rastvor:

Glukoza, 20% (w/v) 100 mL

4.2.2.2. YPD te¢ni medijum za rast kvasaca sa rezistencijom na

zeocin

Ekstrakt kvasca 10g

Tripton 208

Suspendovati komponente u goo mL demineralizovane vode.

Nakon sterilizacije u medijum ohladen na 50°C dodat je prethodno sterilisan rastvor:

Glukoza, 20% (w/v) 100 mL

Kao i sterilni rastvor zeocina koncentracije 100 mg/mL, kako bi finalna koncentracija

u medijumu bila 100 pg/mL.

56

Doktorska disertacija — Ana Marija Balaz



Materijal i metode

4.2.2.3. YPD ¢vrsti medijum za rast kvasaca

Ekstrakt kvasca 108
Tripton 20g
Agar 208

Suspendovati komponente u goo mL demineralizovane vode.

Nakon sterilizacije u medijum ohladen na 50°C dodat je prethodno sterilisan rastvor:

Glukoza, 20% (w/v) 100 mL

4.2.2.4. YPD ¢vrsti medijum za rast kvasaca sa rezistencijom na

zeocin
Ekstrakt kvasca 10g
Tripton 208
Agar 208

Suspendovati komponente u goo mL demineralizovane vode.

Nakon sterilizacije u medijum ohladen na 50°C dodat je prethodno sterilisan rastvor:

Glukoza, 20% (w/v) 100 mL

Kao i sterilni rastvor zeocina koncentracije 100 mg/mL, kako bi finalna koncentracija

u medijumu bila 100 pg/mL.

4.2.2.5. 2xYPAD tec¢ni medijum za rast kvasaca

Ekstrakt kvasca 208
Tripton 408
Adenin sulfat 0,08 ¢g

Suspendovati komponente u 8oo mL demineralizovane vode.

Nakon sterilizacije u medijum ohladen na 50°C dodat je prethodno sterilisan rastvor:

Glukoza, 20% (w/v) 200 mL
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4.2.2.6. Tec¢ni selektivni medijum za rast kvasca Saccharomyces

cerevisiae InvSci soja (YNB - CAA medijum sa Glc + A + W)

(NH,).SO, 518
Azotne baze kvasca bez (NH,).SO, i amino 1,6g
kiselina

Kazamino kiseline 58

Suspendovati komponente u 880 mL demineralizovane vode.

Nakon sterilizacije u medijum ohladen na 50°C dodati su prethodno sterilisani

rastvori:

Glukoza (Glc), 20% (w/v) 100 mL
Adenin sulfat (A), 20 mg/mL 10 mL
Triptofan (W), 20 mg/mL 10 mL

4.2.2.7. Tec¢ni selektivni medijum za indukciju ekspresije

proteina u kvascu Saccharomyces cerevisiae InvSc1 soja (YNB - CAA

medijum sa Gal + A + W)
(NH,).SO, 518
Azotne baze kvasca bez (NH,),SO, i amino 1,6g
kiselina
Kazamino kiseline 58

Suspendovati komponente u 880 mL demineralizovane vode.

Nakon sterilizacije u medijum ohladen na 50°C dodati su prethodno sterilisani

rastvori:

Galaktoza (Gal), 20% (w/v) 100 mL
Adenin sulfat (A), 20 mg/mL 10 mL
Triptofan (W), 20 mg/mL 10 mL
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4.2.2.8. Cvrsti selektivni medijum za rast kvasca Saccharomyces

cerevisiae InvSci soja (YNB - CAA medijum sa Glc + A + W)

(NH,).SO, 518
Azotne baze kvasca bez (NH,).SO, i amino 1,6g
kiselina

Kazamino kiseline 58
Agar 208

Suspendovati komponente u 880 mL demineralizovane vode.

Nakon sterilizacije u medijum ohladen na 50°C dodati su prethodno sterilisani

rastvori:

Glukoza (Glc), 20% (w/v) 100 mL
Adenin sulfat (A), 20 mg/mL 10 mL
Triptofan (W), 20 mg/mL 10 mL

4.2.2.9. Cvrsti selektivni medijum za indukciju ekspresije

proteina u kvascu Saccharomyces cerevisiae InvSc1 soja (YNB - CAA

medijum sa Gal + A + W)
(NH,).SO, 518
Azotne baze kvasca bez (NH,),SO, i amino 1,6g
kiselina
Kazamino kiseline 58
Agar 208

Suspendovati komponente u 880 mL demineralizovane vode.

Nakon sterilizacije u medijum ohladen na 50°C dodati su prethodno sterilisani

rastvori:

Galaktoza (Gal), 20% (w/v) 100 mL
Adenin sulfat (A), 20 mg/mL 10 mL
Triptofan (W), 20 mg/mL 10 mL
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4.2.2.10. Te¢ni selektivni medijum za rast kvasca Saccharomyces

cerevisiae EBY100 soja (YNB - CAA medijum sa Glc + A)

(NH,).SO, 518
Azotne baze kvasca bez (NH,).SO, i amino 1,6g
kiselina

Kazamino kiseline 58

Suspendovati komponente u 8go mL demineralizovane vode.

Nakon sterilizacije u medijum ohladen na 50°C dodati su prethodno sterilisani

rastvori:
Glukoza (Glc), 20% (w/v) 100 mL
Adenin sulfat (A), 20 mg/mL 10 mL

4.2.2.11. Tec¢ni selektivni medijum za indukciju ekspresije
proteina u kvascu Saccharomyces cerevisiae EBY100 soja (YNB - CAA

medijum sa Gal + A)

(NH,).SO, 518
Azotne baze kvasca bez (NH,).SO, i amino 1,6g
kiselina

Kazamino kiseline 58

Suspendovati komponente u 8go mL demineralizovane vode.

Nakon sterilizacije u medijum ohladen na 50°C dodati su prethodno sterilisani

rastvori:
Galaktoza (Gal), 20% (w/v) 100 mL
Adenin sulfat (A), 20 mg/mL 10 mL
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4.2.2.12. Cvrsti selektivni medijum za rast kvasca Saccharomyces

cerevisiae EBY100 soja (YNB - CAA medijum sa Glc + A)

(NH,).SO, 518
Azotne baze kvasca bez (NH,).SO, i amino 1,6g
kiselina

Kazamino kiseline 58
Agar 208

Suspendovati komponente u 8go mL demineralizovane vode.

Nakon sterilizacije u medijum ohladen na 50°C dodati su prethodno sterilisani

rastvori:
Glukoza (Glc), 20% (w/v) 100 mL
Adenin sulfat (A), 20 mg/mL 10 mL

4.2.213. Cvrsti selektivni medijum za indukciju ekspresije
proteina u kvascu Saccharomyces cerevisiae EBY100 soja (YNB - CAA

medijum sa Gal + A)

(NH,).SO, 518
Azotne baze kvasca bez (NH,),SO, i amino 1,6g
kiselina

Kazamino kiseline 58
Agar 20g

Suspendovati komponente u 8go mL demineralizovane vode.

Nakon sterilizacije u medijum ohladen na 50°C dodati su prethodno sterilisani

rastvori:
Galaktoza (Gal), 20% (w/v) 100 mL
Adenin sulfat (A), 20 mg/mL 10 mL
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4.2.2.14. Tec¢ni selektivni medijum za rast kvasca Pichia pastoris
KM71H soja (BMG medijum)
(NH,).SO, 10g
Azotne baze kvasca bez (NH,),SO, i amino 3,4g

kiselina

Suspendovati komponente u 8oo mL demineralizovane vode.

Nakon sterilizacije u medijum ohladen na 50°C dodati su prethodno sterilisani

rastvori:

KH,PO,,1 M, pH 6.0 100 mL
Glicerol, 10% (v/v) 100 mL
Biotin, 0,02% (w/v) 2 mL

4.2.2.15. Te¢ni selektivni medijum za rast kvasca Pichia pastoris
KM71H soja (BMM medijum)
(NH,).SO, 10g
Azotne baze kvasca bez (NH,),SO, i amino 3,4¢g

kiselina

Suspendovati komponente u 8go mL demineralizovane vode.

Nakon sterilizacije u medijum ohladen na 50°C dodati su prethodno sterilisani

rastvori:

KH,PO,,1 M, pH 6.0 100 mL
Metanol, 50% (v/v) 10 mL
Biotin, 0,02% (w/v) 2 mL

4.2.3. Kompetentne celije

4.2.3.1. Hemijski kompetentne celije bakterija Escherichia coli
DHs5a i XLio gold soja
Kolonija Escherichia coli DHsa ili XLiogold soja sa LA medijuma je

inokulirana u 10 mL LB medijuma i gajena u termostatu sa mesanjem na 37°C, pri
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250 obrtaja/min tokom 8 h. U 100 mL svezeg LB medijuma, prebacen je 1 mL kulture
i celije su ponovo gajene u termostatu sa mesanjem na 22°C, pri 250 obrtaja/min
tokom 14 h sve dok opticka gustina na 600 nm nije dostigla vrednost 0,55. Nakon $to
je postignuta odgovarajuca optic¢ka gustina, ¢elijska kultura je inkubirana na ledu 10
minuta, a potom su celije centrifugirane na 4°C, 10 minuta na 3000 obrtaja/min.
Supernatant iznad celija je odbacen i celije su resuspendovane u 40 mL ledeno -
hladnog Inoue pufera (55 mM MnCL, 15 mM CaCl,, 250 mM KCl, 10 mM PIPES,
pH6,7), prethodno sterilisanog. Celije su ponovo centrifugirane na 4°C, 10 minuta na
3000 obrtaja/min i resuspendovane u 8 mL ledeno - hladnog Inoue pufera uz
dodatak o,7 mL sterilnog DMSO, nakon cega su ostavljene na ledu 10 minuta.
Celijska suspenzija je podeljena u alikvote od po 100 pL koji su odmah zamrznuti u

te¢nom azotu i ¢uvani na - 80°C.

4.2.3.2. Hemijski kompetentne celije kvasaca Saccharomyces

cerevisiae InvSc1i EBY100 soja
Kolonija Saccharomyces cerevisiae InvSci ili EBY 100 soja sa YPD ¢vrstog
medijuma je inokulirana u 2,5 mL 2xYPAD te¢nog medijuma sa 12,5 pg/mL
hloramfenikol i gajena u termostatu sa mesanjem na 30°C, pri 250 obrtaja/min
tokom 14 h. Celijska kultura je prebacena u 50 mL sveZeg 2xYPAD medijuma i ¢éelije
su ponovo gajene u termostatu sa mesanjem na 30°C, pri 250 obrtaja/min. Pracena je
opticka gustina celija na 60oo nm i kada je dostugnuta gustina oko 1, celije su
centrifugirane 5 minuta na 3000 obrtaja/min. Celije su potom resuspendovane u 25
mL sterilne demineralizovane vode i centrifugirane 5 minuta na 3000 obrtaja/min,
nakon cega su jos jednom resuspendovane u 500 pL sterilne demineralizovane vode i
centrifugirane 5 minuta na 6000 obrtaja/min. Celije su resuspendovane sa 500 pL
sterilnog FCC rastvora (5% glicerol, 10% DMSO) i podeljene u alikvote od po 50 pL,

koji su zamrznuti na - 80°C.
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4.2.3.3. Elektro kompetentne celije kvasaca Pichia pastoris

KM71H soja
Kolonija Pichia pastoris KM71H soja sa YPD ¢vrstog medijuma je inokulirana
u 3 mL YPD te¢nog medijuma sa 12,5 ug/mL hloramfenikol i gajena u termostatu sa
mesanjem na 30°C, pri 250 obrtaja/min tokom 14 h. U 50 mL svezeg YPD medijuma
je prebaceno 100 pL kulture i celije su opet gajene u termostatu sa meSanjem na
30°C, pri 250 obrtaja/min tokom 14 h. Kada je Ccelijska kultura dostigla opticku
gustinu od 1 do 1,5, celije su centrifugirane 10 minuta na 3000 obrtaja/min, nakon
¢ega su resuspendovane u 10 mL DTT/LiAc rastvora (100 mM litijum - acetat, 0,6 M
sorbitol, 10 mM TRIS pH 7,5, 10 mM ditiotreitol (dodaje se nakon sterilizacije)) i
inkubirane na 22°C uz blago mesanje, tokom 30 minuta. Celije su potom tri puta
centrifugirane 5 minuta na 3000 obrtaja/min i nakon svakog centrifugiranja isprane
sa po 1 mL ledeno - hladnog 1 M sorbitola. Finalno, celije su resuspendovane u 500
uL ledeno - hladnog 1 M sorbitola sa 60 pL 100% glicerola i podeljene u alikvote od

po 50 pL, koji su zamrznuti na - 80°C.
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4.3. Molekularno - bioloske metode

4.3.1. Kloniranje gena za celobioza - dehidrogenazu u pYES2

vektor

4.3.1.1. UmnoZavanje gena za celobioza - dehidrogenazu PCR

reakcijom

Tabela 1: Smesa za umnoZavanje gena za celobioza - dehidrogenazu PCR reakcijom.

Komponenta Zapremina Finalna koncentracija

MiliQ voda 41,25 pL.
10x pufer za Dream Taq polimerazu 5 pL 1X
Smesa dezoksinukleotida (ANTP, 10 mM) 1l 0,2 mM
Forward prajmer (25 uM) 1L 0,5 UM
Reverse prajmer (25 uM) 1L 0,5 UM
Dream Taq polimeraza (5 U/pL) 0,25 pL 0,025 U/pL
Templat 0,5 uL 0,5 ng/pL

Ukupna zapremina 50 uL

Prajmeri koris¢eni u PCR reakciji

dehidrogenaze u pYES2 vektor (Prilog 1).

su prajmeri za kloniranje celobioza -

Tabela 2: Program za PCR reakciju.

Inicijalna denaturacija 94°C
Denaturacija 94°C
Annealing 55°C
Elongacija 72°C
Terminalna elongacija 72°C

4 min
1 min
2 min, 15 sec
1 min

10 min

30 ciklusa
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4.3.1.2. Dvostruka digestija restrikcionim enzimima umnozenog
gena za celobioza - dehidrogenazu i pYES2 vektora

Tabela 3: Smesa za dvostruku digestiju gena za celobioza - dehidrogenazu i pYES2 vektora.

Komponenta PCR proizvod Vektor
MiliQ voda 3 pL 3 pL
10x Tango pufer 4 pL 4 pL
EcoRI restrikcioni enzim (10 U/uL) 2 pl 2 pL
Xbal restrikcioni enzim (10 U/uL) 1l 1l
Templat 10 pL 10 pL,
Ukupna zapremina 20 uL 20 uL

Smesa za dvostruku digestiju gena za celobioza - dehidrogenazu kao i vektora
je inkubirana na 37°C tokom 16 h, nakon cega je reakcija prekinuta inkubiranjem na

80°C tokom 20 minuta.

4.3.1.3. Ligacija u dvostruko digestovanog gena za celobioza -
dehidrogenazu i pYES2 vektora

Tabela 4: Smesa za ligaciju dvostruko digestovanog gena za celobioza - dehidrogenazu i

pYES2 vektora.
Komponenta Zapremina
MiliQ voda 55 pL
10x pufer za T4 DNK ligazu 2 pL
Dvostruko digestovan vektor 2 pL
Dvostruko digestovan PCR proizvod 10 pL
T4 DNK ligaza (5 U/pL) 0,5 1L
Ukupna zapremina 20 uL

Ligaciona smesa je inkubirana na 16°C tokom 16 h, nakon cega je reakcija prekinuta

inkubiranjem na 70°C u trajanju od 5 minuta.

66
Doktorska disertacija — Ana Marija Balaz



Materijal i metode

4.3.2. Kreiranje saturacionih biblioteka celobioza -

dehidrogenaze u pYES2 vektoru

Kreiranje saturacionih biblioteka celobioza - dehidrogenaze u pYES2 vektoru
je radeno pomoc¢u QuikChange Lightning Site — Directed Mutagenesis kita (Agilent
Technologies, SAD) i odgovaraju¢ih prajmera za metionine na pozicijama 65, 685 i
738 (Prilog 1). Kao templat korisc¢en je wtCDH gen u pYES2 vektoru. Prema uputstvu

proizvodaca pripremljena je PCR reakciona smesa.

Tabela 5: Program za PCR reakciju.

Inicijalna denaturacija 94°C 2 min

Denaturacija 94°C 30 min 3
Anneadling 55°C 30 sec ',Ef
Elongacija 65°C 5 min, 45 sec ;
Terminalna elongacija 65°C 10 min

Nakon transformacije Escherichia coli XLiogold kompetentnih celija, svi
transformanti pojedina¢nih biblioteka su spojeni, plazmidi za svaku biblioteku su
izolovani i sa njima je uradena transformacija kvasca Saccharomyces cerevisiae

InvSc1 soja.

4.3.2.1. Kreiranje kombinovanih mutanata iz saturacionih

biblioteka celobioza - dehidrogenaze u pYES2 vektoru
Nakon s$to smo detektovali pojedinacne mutante sa Zeljenim osobinama,
pristupili smo kreiranju kombinovanih mutanata sa odgovaraju¢im prajmerima sa
mutacijama na 65, 685, 738 pozicijama metionina (Prilog 1). Kao i pri kreiranju
saturacionih biblioteka, tako i pri kreiranju kombinovanih mutanata kori$c¢en je
QuikChange Lightning Site — Directed Mutagenesis kita (Agilent Technologies, SAD)
prema uputstvu proizvodaca. Dobijeni kombinovani mutanti su kori$¢eni za
transformaciju kvasca Saccharomyces cerevisiae InvSci soja, a potom su analizirani

prema istom protokolu kao i saturacione biblioteke.
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4.3.3. Kloniranje gena za celobioza - dehidrogenazu u

pCTCON2 vektor

43.3.1. UmnozZavanje gena za celobioza - dehidrogenazu PCR

reakcijom

Tabela 6: Smesa za umnoZzavanje gena za celobioza - dehidrogenazu PCR reakcijom.

Komponenta Zapremina Finalna koncentracija

MiliQ voda 41,25 pL
10x pufer za Dream Taq polimerazu 5L 1X
Smesa dezoksinukleotida (ANTP, 10 mM) 1L 0,2 mM
Forward prajmer (25 uM) 1l 0,5 uM
Reverse prajmer (25 uM) 1L 0,5 UM
Dream Tagq polimeraza (5 U/uL) 0,25 pL 0,025 U/puL
Templat 0,5 1L 0,5 ng/puL

Ukupna zapremina 50 uL

Prajmeri kori$¢eni u PCR reakciji su prajmeri za kloniranje celobioza -

dehidrogenaze u pCTCONz2 vektor (Prilog 1).

Tabela 7: Program za PCR reakciju.

Inicijalna denaturacija 94°C 4 min
Denaturacija 94°C 1 min
Annealing 50°C 2 min, 15 sec
Elongacija 72°C 2 min, 45 sec
Terminalna elongacija 72°C 10 min

30 ciklusa
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4.3.3.2. Dvostruka digestija restrikcionim enzimima umnozenog

gena za celobioza - dehidrogenazu i pCTCON2 vektora

Tabela 8: Smesa za dvostruku digestiju gena za celobioza - dehidrogenazu i pCTCON2

vektora.
Komponenta PCR proizvod Vektor
MiliQ voda 6 pL 1 pL
10x Tango pufer 2 pL 2 uL
BamHI restrikcioni enzim (10 U/pL) 1l 1pl
Nhel restrikcioni enzim (10 U/pL) 1uL 1L
Templat 10 pL 5 puL
Ukupna zapremina 20 uL 20 uL

Smesa za dvostruku digestiju gena za celobioza - dehidrogenazu kao i vektora
je inkubirana na 37°C tokom 16 h, nakon cega je reakcija prekinuta inkubiranjem na

80°C tokom 20 minuta.

4.3.3.3. Ligacija u dvostruko digestovanog gena za celobioza -
dehidrogenazu i pCTCON2 vektora

Tabela 9: Smesa za ligaciju dvostruko digestovanog gena za celobioza - dehidrogenazu i

pCTCON?2 vektora.
Komponenta Zapremina
MiliQ voda 9,5 UL
10x pufer za T4 DNK ligazu 2 puL
Dvostruko digestovan vektor 2 pL
Dvostruko digestovan PCR proizvod 6 uL
T4 DNK ligaza (5 U/pL) 0,5 uL
Ukupna zapremina 20 uL

Ligaciona smesa je inkubirana na 16°C tokom 16 h, nakon cega je reakcija

prekinuta inkubiranjem na 70°C u trajanju od 5 minuta.
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4.3.4. Kreiranje error - prone biblioteka celobioza -

dehidrogenaze u pCTCON2 vektoru

43.4.1. UmnozZavanje gena za celobioza - dehidrogenazu PCR

reakcijom
Prilikom kreiranja error - prone biblioteke celobioza - dehidrogenaze u
pCTCON2 vektoru koris¢en je mangan (Mn32*) kako bi se nasumic¢no uvodile
mutacije u prirodni oblik enzima. Protokol za sme$u za umnozavanje gena je
prikazan u tabeli 10 uz dodatak mangana u koncentracijama od o mM do 0.2 mM

mangana.

Tabela 10: Sme$a za umnozavanje gena za celobioza - dehidrogenazu PCR reakcijom.

Komponenta Zapremina Finalna koncentracija

MiliQ voda x pL
10x pufer za Dream Taq polimerazu 5 1L 1X
Smesa dezoksinukleotida (ANTP, 10 mM) 1L 0,2 mM
Forward prajmer (25 uM) 1L 0,5 UM
Reverse prajmer (25 uM) 1L 0,5 UM
Dream Taq polimeraza (5 U/pL) 0,25 pL 0,025 U/pL
Templat 0,5 1L 0,5 ng/puL

Ukupna zapremina 50 uL

Prajmeri koris¢eni u PCR reakciji su prajmeri za kloniranje celobioza -

dehidrogenaze u pCTCONz2 vektor (Prilog 1).

Tabela 11: Program za PCR reakciju.

Inicijalna denaturacija 94°C 4 min

Denaturacija 94°C 1 min ®
Annealing 50°C 2 min, 15 sec :;
Elongacija 72°C 2 min, 45 sec ;ﬁ
Terminalna elongacija 72°C 10 min
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Nakon PCR reakcije, dobijeni proizvod je tretiran Dpnl enzimom (New
England Biolabs, Nemacka) kako bi se uklonio sav templat. PCR smes$a je inkubirana

na 37°C, 1 h, nakon cega je reakcija prekinuta inkubiranjem na 80°C, 20 minuta.

4.3.4.2. Dvostruka digestija restrikcionim enzimima umnozenog
gena za celobioza - dehidrogenazu i pCTCON2 vektora

Tabela 12: Smesa za dvostruku digestiju gena za celobioza - dehidrogenazu i pCTCON2

vektora.
Komponenta PCR proizvod Vektor
MiliQ voda 6 pL 1 pL
10x Tango pufer 2 pL 2 pL
BamHI restrikcioni enzim (10 U/pL) 1l 1l
Nhel restrikcioni enzim (10 U/pL) 1L 1l
Templat 10 pL 5L
Ukupna zapremina 20 pL 20 puL

Smesa za dvostruku digestiju gena za celobioza - dehidrogenazu kao i vektora
je inkubirana na 37°C tokom 16 h, nakon cega je reakcija prekinuta inkubiranjem na

80°C tokom 20 minuta.

4.3.4.3. Ligacija u dvostruko digestovanog gena za celobioza -
dehidrogenazu i pCTCON2 vektora

Tabela 13: Smesa za ligaciju dvostruko digestovanog gena za celobioza - dehidrogenazu i

pCTCON?2 vektora.
Komponenta Zapremina
MiliQ voda 9,5 UL
10x pufer za T4 DNK ligazu 2 pL
Dvostruko digestovan vektor 2 pL
Dvostruko digestovan PCR proizvod 6 uL
T4 DNK ligaza (5 U/pL) 0,5 1L
Ukupna zapremina 20 uL
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Ligaciona smesa je inkubirana na 16°C tokom 16 h, nakon cega je reakcija

prekinuta inkubiranjem na 70°C u trajanju od 5 minuta.

4.3.5. Kloniranje gena za zeleni fluorescentni protein u

pCTCON2 vektor

43.5.1. Umnozavanje gena za zeleni fluorescentni protein PCR

reakcijom

Tabela 14: Smesa za umnozavanje gena za zeleni fluorescentni protein PCR reakcijom.

Komponenta Zapremina Finalna koncentracija

MiliQ voda 41,25 pL.
10x pufer za Dream Taq polimerazu 5 pL 1X
Smesa dezoksinukleotida (ANTP, 10 mM) 1L 0,2 mM
Forward prajmer (25 uM) 1l 0,5 pM
Reverse prajmer (25 uM) 1L 0,5 UM
Dream Taq polimeraza (5 U/uL) 0,25 pL 0,025 U/puL
Templat 0,5 1L 0,5 ng/pL

Ukupna zapremina 50 uL

Prajmeri koriS¢eni u PCR reakciji su prajmeri za kloniranje zelenog

fluorescentnog proteina u pCTCON2 vektor (Prilog 1).

Tabela 15: Program za PCR reakciju.

Inicijalna denaturacija 94°C 4 min
Denaturacija 94°C 1 min
Annealing 50°C 1 min
Elongacija 72°C 1 min
Terminalna elongacija 72°C 10 min

30 ciklusa
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43.5.2. Dvostruka digestija restrikcionim enzimima umnozenog
gena za zeleni fluorescentni protein i pCTCON2 vektora

Tabela 16: Smesa za dvostruku digestiju gena za zeleni fluorescentni protein i pCTCON2

vektora.
Komponenta PCR proizvod Vektor
MiliQ voda 3 pL 3 pL
10x Tango pufer 4 pL 4 pL
BamHI restrikcioni enzim (10 U/uL) 2 pL 2 pL
Xhol restrikcioni enzim (10 U/pL) 1l 1pl
Templat 10 pL 10 pL,
Ukupna zapremina 20 uL 20 uL

Smesa za dvostruku digestiju gena za celobioza - dehidrogenazu kao i vektora
je inkubirana na 37°C tokom 16 h, nakon c¢ega je reakcija prekinuta inkubiranjem na

80°C tokom 20 minuta.

43.5.3. Ligacija u dvostruko digestovanog gena za zeleni
fluorescentni protein i pCTCON2 vektora

Tabela 17: Smesa za ligaciju dvostruko digestovanog gena za zeleni fluorescentni protein i

pCTCON?2 vektora.
Komponenta Zapremina
MiliQ voda 55 pL
10x pufer za T4 DNK ligazu 2 pL
Dvostruko digestovan vektor 2 pL
Dvostruko digestovan PCR proizvod 10 pL
T4 DNK ligaza (5 U/pL) 0,5 1L
Ukupna zapremina 20 puL

Ligaciona smes$a je inkubirana na 16°C tokom 16 h, nakon cega je reakcija

prekinuta inkubiranjem na 70°C u trajanju od 5 minuta.

73
Doktorska disertacija — Ana Marija Balaz



Materijal i metode

4.3.6. Kloniranje gena za celobioza - dehidrogenazu u GFP -

pCTCON2 vektor

43.6.1. Umnozavanje gena za celobioza - dehidrogenazu PCR

reakcijom

Tabela 18: Smesa za umnozavanje gena za celobioza - dehidrogenazu PCR reakcijom.

Komponenta Zapremina Finalna koncentracija

MiliQ voda 41,25 pL
10x pufer za Dream Taq polimerazu 5L 1X
Smesa dezoksinukleotida (ANTP, 10 mM) 1L 0,2 mM
Forward prajmer (25 uM) 1l 0,5 uM
Reverse prajmer (25 uM) 1L 0,5 UM
Dream Tagq polimeraza (5 U/uL) 0,25 pL 0,025 U/puL
Templat 0,5 1L 0,5 ng/puL

Ukupna zapremina 50 uL

Prajmeri kori$¢eni u PCR reakciji su prajmeri za kloniranje celobioza -

dehidrogenaze u pCTCONz2 vektor (Prilog 1).

Tabela 19: Program za PCR reakciju.

Inicijalna denaturacija 94°C 4 min
Denaturacija 94°C 1 min
Annealing 50°C 2 min, 15 sec
Elongacija 72°C 2 min, 45 sec
Terminalna elongacija 72°C 10 min

30 ciklusa
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4.3.6.2. Dvostruka digestija restrikcionim enzimima umnozenog
gena za celobioza - dehidrogenazu i GFP - pCTCON2 vektora

Tabela 20: Smesa za dvostruku digestiju gena za celobioza - dehidrogenazu i GFP -

pCTCONz2 vektora.
Komponenta PCR proizvod Vektor
MiliQ voda 6 pL 6 pL
10x Tango pufer 2 pL 2 uL
BamHI restrikcioni enzim (10 U/uL) 1uL 1L
Xhol restrikcioni enzim (10 U/pL) 1l 1pl
Templat 10 pL 10 pL,
Ukupna zapremina 20 uL 20 uL

Smesa za dvostruku digestiju gena za celobioza - dehidrogenazu kao i vektora
je inkubirana na 37°C tokom 16 h, nakon ¢ega je reakcija prekinuta inkubiranjem na

80°C tokom 20 minuta.

4.3.6.3. Ligacija u dvostruko digestovanog gena za celobioza -
dehidrogenazu i GFP - pCTCON2 vektora

Tabela 21: Smesa za ligaciju dvostruko digestovanog gena za celobioza - dehidrogenazu i

pCTCONz2 vektora.
Komponenta Zapremina
MiliQ voda 55 pL
10x pufer za T4 DNK ligazu 2 pL
Dvostruko digestovan vektor 2 pL
Dvostruko digestovan PCR proizvod 10 pL
T4 DNK ligaza (5 U/pL) 0,5 1L
Ukupna zapremina 20 puL

Ligaciona smes$a je inkubirana na 16°C tokom 16 h, nakon cega je reakcija

prekinuta inkubiranjem na 70°C u trajanju od 5 minuta.
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4.3.7. Kloniranje gena za celobioza - dehidrogenazu u

pPICZaA vektor

43.7.1. UmnoZavanje gena za celobioza - dehidrogenazu PCR

reakcijom

Tabela 22: Sme$a za umnozavanje gena za celobioza - dehidrogenazu PCR reakcijom.

Komponenta Zapremina Finalna koncentracija

MiliQ voda 41,25 puL.
10x pufer za Dream Taq polimerazu 5L 1X
Smesa dezoksinukleotida (ANTP, 10 mM) 1L 0,2 mM
Forward prajmer (25 uM) 1l 0,5 uM
Reverse prajmer (25 uM) 1L 0,5 UM
Dream Tagq polimeraza (5 U/uL) 0,25 pL 0,025 U/pL
Templat 0,5 1L 0,5 ng/puL

Ukupna zapremina 50 uL

Prajmeri kori$¢eni u PCR reakciji su prajmeri za kloniranje celobioza -

dehidrogenaze u pPICZaA vektor (Prilog 1).

Tabela 23: Program za PCR reakciju.

Inicijalna denaturacija 94°C 4 min
Denaturacija 94°C 1 min
Annealing 55°C 2 min, 15 sec
Elongacija 72°C 2 min, 45 sec
Terminalna elongacija 72°C 10 min

30 ciklusa
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4.3.7.2. Dvostruka digestija restrikcionim enzimima umnozZenog

gena za celobioza - dehidrogenazu i pPICZc0A vektora

Tabela 24: Smesa za dvostruku digestiju gena za celobioza - dehidrogenazu i pCTCON2

vektora.
Komponenta PCR proizvod Vektor
MiliQ voda 6 pL 6 pL
10x Tango pufer 2 pL 2 uL
BamHI restrikcioni enzim (10 U/uL) 1uL 1L
Xhol restrikcioni enzim (10 U/pL) 1l 1pl
Templat 10 pL 10 pL,
Ukupna zapremina 20 uL 20 uL

Smesa za dvostruku digestiju gena za celobioza - dehidrogenazu kao i vektora

je inkubirana na 37°C tokom 16 h, nakon c¢ega je reakcija prekinuta inkubiranjem na

80°C tokom 20 minuta.

4.3.7.3. Ligacija u dvostruko digestovanog gena za celobioza -

dehidrogenazu i pPICZxA vektora

Tabela 25: Smesa za ligaciju dvostruko digestovanog gena za celobioza - dehidrogenazu i

pYES2 vektora.
Komponenta Zapremina
MiliQ voda 55 pL
10x pufer za T4 DNK ligazu 2 pL
Dvostruko digestovan vektor 2 pL
Dvostruko digestovan PCR proizvod 10 pL
T4 DNK ligaza (5 U/pL) 0,5 1L
Ukupna zapremina 20 puL

Ligaciona smes$a je inkubirana na 16°C tokom 16 h, nakon cega je reakcija

prekinuta inkubiranjem na 70°C u trajanju od 5 minuta.
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4.3.8. Kreiranje mutiranih gena za celobioza - dehidrogenazu

u pPICZoA vektor

Kreiranje mutiranih gena celobioza - dehidrogenaze u pPICZaA vektoru je
radeno pomocu QuikChange Lightning Site — Directed Mutagenesis kita (Agilent
Technologies, SAD) i odgovarajué¢ih prajmera kako za metionine na pozicijama 65,
685 i 738, tako i za mutacije koje odgovaraju trostrukom mutantu CDH (Prilog 1).
Kao templat koris¢en je wtCDH gen u pYES2 vektoru. Prema uputstvu proizvodaca

pripremljena je PCR reakciona smesa.

Tabela 26: Program za PCR reakciju.

Inicijalna denaturacija 94°C 2 min

Denaturacija 94°C 30 min 5
Annealing 55°C 30 sec :;
Elongacija 65°C 5 min, 45 sec ;
Terminalna elongacija 65°C 10 min

Nakon transformacije Escherichia coli XLio gold kompetentnih celija, svi
transformanti pojedina¢nih biblioteka su spojeni, plazmidi za svaku biblioteku su
izolovani i sa njima je uradena transformacija kvasca Saccharomyces cerevisiae

InvSc1 soja.

4.3.9. Transformacija kompetentnih ¢elija Escherichia coli

Transformacija kompetentnih celija Escherichia coli je radena sa prethodno
izolovanim plazmidima ili ligacionim sme$ama. Dodavanjem plazmidne DNK u
zamrznute kompetentne celije, transformaciona smesa je ostavljena na ledu 30
minuta, a potom su celije podvrgnute toplotnom $oku (42°C, 45 sekundi) i odmah
nakon toga stavljene u led na 2 minuta. U transformisane celije dodat je 1 mL SOC
medijuma, nakon cega su celije inkubirane na 37°C tokom 1h. Posle zavrsene
inkubacije, 100 pL transformacione smeSe je zasejano na LA medjum sa

odgovarajucim antibiotikom i inkubirano 14h na 37°C.
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4.3.10. Transformacija kompetentnih celija Saccharomyces

cerevisiae

Kompetentne Celije Saccharomyces cerevisiae su polako otapane na ledu, a
zatim centrifugirane 2 minuta na 6000 obrtaja/min. Supernatant iznad
kompetentnih celija je uklonjen, a ¢elije su resuspendovane u 260 pL 50% rastvora
PEG3350, 36 pL 1 M litijum acetata, 50 pL skuvane jednolan¢ane DNK (2 mg/mL) i 14
uL plazmidne DNK. Celijska suspenzija je potom dobro prome$ana na vortexu i
inkubirana 1h na 42°C. Nakon zavrSene inkubacije, u ¢elijsku suspenziju je dodat 1
mL odgovarajuceg medijuma za rast i 200 pL transformacione smese je zasejano na
odgovarajuci ¢vrsti medijum za rast celija. Transformisane celije su inkubirane 2

dana na 28°C.

4.3.11. Transformacija kompetentnih celija Pichia pastoris

Tabela 27: Linearizacija plazmidne DNK za transformaciju kvasca Pichia pastoris.

Komponenta Zapremina
MiliQ voda 7 pL
10x B pufer 2 pL
Plazmidna DNK 10 pL
Pmel (sU/uL) 1l
Ukupna zapremina 20 puL

Smesa za linearizaciju plazmidne DNK je inkubirana 16 h na 37°C, a

reakcija je prekinuta inkubiranjem na 80°C u trajanju od 20 minuta.

Odmah nakon zavr$ene linearizacije plazmidne DNK, 10 pL je dodato u sveze
pripremljene kompetentne Celije kvasca Pichia pastoris KM7iH soja.
Transformaciona smesa je potom prebacena u prethodno ohladenu elektroporacionu
kivetu (BioRad, Kalifornija, SAD) i inkubirano na ledu 5 minuta, nakon ¢ega je kiveta
prebacena u elektroporator gde su celije transformisane elektroporacijom na 2500 V.

Nakon zavrsene elektroporacije, ¢elijama je dodat 1 mL ledeno hladnog 1 M sorbitola,
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a potom su inkubirane na 30°C, 1 h bez meganja. Celijama je zatim dodato 2 mL YPD
medijuma i inkubirane su na 30°C tokom 3h sa mesanjem od 250 obrtaja/min. Nakon
zavr$ene transformacije, celije su centrifugirane na 5 minuta na 60oo obrtaja/min,
resuspendovane u 200 pL YPD medijuma, zasejane na YPD ¢vrsti medijum sa 100

ng/mL zeocina i inkubirane na 30°C 3 dana.
4.3.12. Izolovanje plazmida

4.3.12.1. Izolovanje plazmida iz bakterija

Pojedina¢na kolonija sa LA medijuma sa odgovaraju¢im antibiotikom,
inokulisana je u 5 mL LB medijuma koji sadrzi isti antibiotik i gajena u inkubatoru sa
mesanjem 14h na 37°C pri 250 obrtaja/min. Prekonoc¢na kultura je centrifugirana 1
minut na 13000 obrtaja/min, kako bi se sve celije odvojile od supernatanta i potom
resuspendovale u 150 pL hladnog GTE+ rastvora (25 mM TRIS, 10 mM EDTA, 50 mM
glukoza, 100 pg/mL ribonukleaze, pH 8,0). Celijama je potom dodato 300 WL sveZe
pripremljenog P2 rastvora (200 mM NaOH, 1% SDS) uz lagano promesanje dok se
rastvor Celija nije potpuno izbistrio, nakon cega je dodato 450 pL hladnog 4 M
CH3COOK, pH6,3, pri ¢emu uz lagano izvrtanje ependorfa dolazi do formiranja
belicastog precipitata. Suspenzija je cetrifugirana 4 minuta na 13000 obrtaja/min.
Dobijeni supernatant je prebacen u nov ependorf i plazmidna DNK je precipitirana
dodatkom 400 pL izopropanola, sadrzaj je promesan nekoliko puta i centrifugiran 4
minuta na 13000 obrtaja/min. Supernatant je uklonjen, a precipitat je ispran
dodatkom 1 mL ledeno hladnog 75% etanola, koji je potom uklonjen
centrifugiranjem 2 minuta na 13000 obrtaja/min, dok je precipitat odnosno

plazmidna DNK osu$ena u vakuum uparivacu na 45°C, 30 min.

4.3.12.2. Izolovanje plazmida iz kvasaca
Pojedina¢na kolonija sa selektivhog c¢vrstog medijuma za rast kvasaca je
inokulisana u 5 mL istog selektivnhog te¢nog medijuma za rast kvasaca i inkubirana 2

dana na 28°C uz mesanje (250 obrtaja/min). Celije su potom centrifugirane i isprane
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3 puta sa 1 mL pufera za liziranje ¢elija (1o mM EDTA, 0,5% B - merkaptoetanol) I
finalno resuspendovane u 30 pL istog pufera. U Celijsku suspenziju je dodato 10 pL
litikaze (5 U/pL) i ostavljeno na 37°C tokom 1hzomin. Nakon zavr$ene celijske lize,
plazmidi su izolovani upotrebom NucleoSpin Plasmid kita (Macherey - Nagel,

Nemacka) prema uputstvu proizvodaca za low - copy plazmide.
4.3.13. Analiza izolovanih plazmida

4-3.13.1. Enzimska restrikcija izolovanih plazmida
Provera veli¢ine dobijenih konstrukata je radena enzimskom restrikcijom sa

EcoRI restrikcionim enzimom.

Tabela 28: Smesa za enzimsku restrikciju izolovanih plazmida.

Komponenta Zapremina
MiliQ voda 5 pL
10x EcoRI pufer 1L
Plazmidna DNK 4 pL
EcoRI (10 U/uL) 0,5 1L
Ukupna zapremina 10 uL

Resrikciona smesa je inkubirana na 37°C tokom 3 h, nakon cega je reakcija
prekinuta inkubiranjem 20 minuta na 60°C, a linearizovana plazmidna DNK je

analizirana na agaroznoj DNK elektroforezi.

4.3.13.2. Detekcija restrikovanih plazmida na agaroznoj DNK
elektroforezi

Za analizu restrikovanih plazmida, kao i PCR proizvoda koris¢ena je 0,6%

agaroza u TBE puferu (89 mM TRIS, 89 mM borna kiselina, 20 mM EDTA, pH 8,0)

koja je prethodno pripremljena u kadu za elektroforezu. Uzorci su mesani sa bojom

za DNK elektroforezu i nanoseni na gel zajedno sa DNK molekulskim markerima.

Elektroforeza je radena pod naponom od 8o V, nakon ¢ega su DNK trake analizirane
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potapanjem gela u rastvor etidijum - bromida (0,5 pg/mL) i vizuelizovane pod UV

lampom.

4.3.14. Proizvodnja celobioza - dehidrogenaze u
Saccharomyces cerevisiae InvSci soju

Nakon transformacije kvasca Saccharomyces cerevisiae InvSci soja,
pojedinacne kolonije su inokulisane u 25 mL te¢nog YNB - CAA medijuma sa Glc + A
+ W i hloramfenikolom (12,5 pg/mL) i inkubirane 2 dana na 28°C uz mesanje od 250
obrtaja/min. Celokupna celijska suspenzija je prebacena u 225 mL te¢nog YNB -
CAA medijuma sa Glc + A + W i inkubirane su pri istim uslovima narednih 24h.
Dodavanjem YNB - CAA medijuma sa Gal + A + W i razblazivanjem Ccelijske
suspenzije tako da finalno ODsoonm bude ~ 0,4 indukovana je expresija proteina.

Expresija proteina je radena na 28°C uz mesanje pri 250 obrtaja/min tokom 16 h.

4.3.15. Proizvodnja celobioza dehidrogenaze u

Saccharomyces cerevisiae EBY100 soju

Transformacijom kvasca Saccharomyces cerevisiae EBY100 soja, dobijene
pojedinac¢ne kolonije su inokulisane u 5 mL te¢cnog YNB - CAA medijuma sa Glc + A
i hloramfenikolom (12,5 pg/mL) i inkubirane 2 dana na 28°C uz mes$anje od 250
obrtaja/min. Ekspresija proteina je indukovana dodavanjem te¢nog YNB - CAA
medijuma sa Gal + A i razblazivanjem celijske suspenzije tako da finalno ODsoonm

bude ~ 1,0. Expresija proteina je radena na 25°C uz mes$anje pri 250 obrtaja/min

tokom 36 h.
4.3.16. Proizvodnja celobioza - dehidrogenaze u Pichia
pastoris KM71H soju

Sa YPD ¢vrstog medijuma za rast kvasaca sa rezistencijom na zeocin, kolonija
transformisane Pichia pastoris KM71H sa Zeljenim konstruktom je inokulisana u 20

mL BMG medijuma sa zeocinom (100 pg/mL) i inkubirana na 28°C sa me$anjem pri
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200 obrtaja/min tokom 24 h. Celije su potom razblazene dodavanjem 180 mL BMG
medijuma i gajene pri istim uslovima narednih 48 h. Opticka gustina celija ODsoonm
je bila izmedu 5,0 - 6,0, nakon cega je celijskoj suspenziji dodato jos 8oo mL istog
medijuma i ¢elije su gajene narednih 48 h, nakon ¢ega je ODgoonm je bilo izmedu 5,0
- 6,0. Celije su centrifugirane 30 minuta na 3000 obrtaja/min, a potom
resuspendovane u 100 mL BMM medijuma i inkubirane na 28°C sa mesanjem pri 200
obrtaja/min narednih 6 dana. Indukcija ekspresije proteina je inicirana svakoga dana

dodavanjem 50% metanola tako da finalna koncentracija bude 0,5%.

4.4. Preparativne metode

4-4.1. Jonoizmenjivacka hromatografija

Nakon =zavrSenih fermentacija sa vancelijskom ekspresijom proteina,
centrifugiranjem celijskih suspenzija dobijeni supernatant je koncentrovan na Viva
Flow 50 (Sartorius, Nemacka) ultrafiltracionoj membrani sa 50 kDa cut - off. Uzorci
su preciScavani na 10 mL Toyopearl DEAE jonoizmenjivackoj koloni nakon sto su
dijalizovani naspram 10 mM natrijum - fosfatnog pufera pH 6,0. Ekvilibracija kolone
je radena sa 10 mM natrijum - fosfatnim puferom pH 6,0, dok je za eluciju proteina
korisc¢en linearni gradijent od 0% do 50% koncentracije natrijum hlorida (1 M NaCl)
u 10 mM natrijum - fosfatnom puferu pH 6,0. Elucija je radena sa 10 zapremina
kolone pri protoku od o,5 mL/min, a sakupljene frakcije od 1 mL su kasnije

analizirane na celobioza - dehidrogenaznu aktivnost.

4-4.2. Gel filtraciona hromatografija

Frakcije sa jonoizmenjivacke hromatografije koje su pokazale celobioza -
dehidrogenaznu aktivnost su spojene i dodatno precis¢ene na gel filtracionoj
Toyopearl HF55 gel exclusion koloni zapremine 8o mL. Uzorci su pre nanosenja na
kolonu dijalizovani naspram 10 mM natrijum - fosfatnog pufera pH 6,0 sa 0,1 M NaCl

koji je ujedno koris¢en kako za ekvilibraciju kolone tako i za eluciju proteina. Elucija
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proteina je radena pri protoku od 0,2 mL/min, a sakupljene frakcije od 1 mL su

analizirane na celobioza - dehidrogenaznu aktivnost.

4.5. Analiticke metode

4.5.1. Odredivanje enzimske aktivnosti

Odredivanje enzimske aktivnosti celobioza - dehidrogenaze je radeno na
22°C upotrebom 0,3 mM DCIP (Sigma chemicals; Aex520nm; €520=6,80 mM™ cm™)
kao electron akceptora u o,1 M natrijum - acetatnom puferu pH 4,5, sa 30 mM
laktozom kao supstratom. Jedna internacionalna jedinica (U) enzimske aktivnosti je
definisana kao ona koli¢ina enzima koja redukuje 1 umol DCIP tokom 1 minuta pri

datim reakcionim uslovima3e.

4.5.2. Sprektrofotometrijsko odredivanje koncentracije

proteina

PreCis¢en protein je koriS¢en za spektrofotometrijsko odredivanje
koncentracije proteina merenjem absorbance na 28onm, pri ¢emu je za
izracunavanje koncentracije proteina koris¢en objavljen molarni ekstencioni
koeficient za celobioza - dehidrogenazu iz Phanerochaete chrysosporium na 28onm

(€280nm=217 mM™ cm™)™92,

4.5.3. Odredivanje oksidativne stabilnosti celobioza -

dehidrogenaze u prisustvu vodonik peroksida

Oksidativna stabilnost mutanata celobioza - dehidrogenaze je analizirana u
prisustvu 0,3 M vodonik peroksida merenjem zaostale enzimske aktivnosti nakon o,
2 i 6 sati inkubacije u vodonik peroksidu. Kako bi se prekinula inkubacija enzima i
uklonio vodonik peroksid, reakcione smese su inkubirane 30 minuta sa katalazom

(nooo U/mL, 1 mg/mL) imobilizovanom na GMA - EGDMA polimeru. Nakon
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uklanjanja vodonik peroksida, enzimska aktivnost celobioza - dehidrogenaze je

merena prema opisanom protokolu (odeljak 4.5.1.).

4.5.4. Denaturisuca elektroforeza (SDS - PAGE)

Provera preciscenosti proteina je radena pomocu denaturiSuce
poliakrilamidne gel elektroforeze, gde je za koncentrovanje uzoraka koris¢en 4% gel,

a za razdvajanje 10% gel, pripremljeni prema podacima datim u tabeli 29.

Tabela 29: Protokol za pripremu gelova za denaturisucu poliakrilamidnu elektroforezu.

10% gel za 4% gel za
Komponenta razdvajanje koncentrovanje

Akrilamidni rastvor (AA, 30% T, 2.7% C)* 3,33 mL 500 pL
1,5 M TRIS pufer pH 8,8 2,5mL /
0,5 M TRIS pufer pH 6,8 / 940 pL
Voda 4 mL 2,25 mL
10% SDS 100 pL 38 pL
TEMED 4 pL 2 pL
10% APS 75 pL 25 uL

Ukupna zapremina 10 mL 4 mL

*T je ukupna masa akrilamida i bisakrilamida u 100 mL rastvora; C je masa bisakrilamida u odnosu na T.

Uzorci za SDS -PAGE su pripremani mes$anjem jedne zapremine pufera za
uzorke (PUZ; 60 mM TRIS pH 6,8, 10% glicerol, 2% SDS, 14,4 mM [ -
merkaptoetanol, 0,02% BFP) sa Cetiri zapremine uzorka, nakon ¢ega su inkubirani 10
minuta na 95°C. Elektroforeza je radena pod naponom od 8o V dok uzorci iz
koncentrujuceg gela nisu usli u razdvajajuci gel nakon cega je elektroforeza radena
pod naponom od 150 V. Prilikom elektroforeze kori$¢en je pufer za elektroforezu (25
mM TRIS, 192 mM glicin, 0,1% SDS, pH 8,3). Nakon zavr$ene elektroforeze, gel je
fiksiran i obojen rastvorom CBB G - 250 (0,1% CBB, 50% metanol, 10% siréetna
kiselina), dok je obezbojavanje radeno u 7% rastvoru sircetne kiseline do pojave

plavo obojenih proteinski traka na gelu.
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4.5.5. Nativna elektroforeza
Analiza preci$¢enog proteina je radena pomocu nativne poliakrilamidne gel
elektroforeze, gde je za koncentrovanje uzoraka koris¢en 4% gel, a za razdvajanje

10% gel, pripremljeni prema podacima datim u tabeli 30.

Tabela 30: Protokol za pripremu gelova za nativnu poliakrilamidnu elektroforezu.

10% gel za 4% gel za
Komponenta razdvajanje koncentrovanje
Akrilamidni rastvor (AA, 30% T, 2.7% C) 3,33 mL 500 pL
1,5 M TRIS pufer pH 8,8 2,5mL /
0,5 M TRIS pufer pH 6,8 / 940 pL
Voda 4,1 mL 2,29 mL
TEMED 4 pL 2 pL
10% APS 75 puL 25 pL
Ukupna zapremina 10 mL 4 mL

Uzorci za nativnu elektroforezu su pripremani mesanjem jedne zapremine
pufera za uzorke (PUZ; 60 mM TRIS pH 6,8, 10% glicerol, 0,02% BFP) sa Cetiri
zapremine uzorka, nakon cega su uzorci nanoSeni na gel. Elektroforeza je radena
pod naponom od 8o V dok uzorci iz koncentrujuceg gela nisu usli u razdvajajudi gel
nakon cega je elektroforeza radena pod naponom od 150 V. Prilikom elektroforeze
kori§¢en je pufer za elektroforezu (25 mM TRIS, 192 mM glicin, pH 8,3). Nakon
zavr$ene elektroforeze, gel je fiksiran i obojen rastvorom CBB G - 250 (0,1% CBB,
50% metanol, 10% sircetna kiselina), dok je obezbojavanje radeno u 7% rastvoru

sircetne kiseline do pojave plavo obojenih proteinski traka na gelu.

4.5.6. Detekcija aktivnosti celobioza - dehidrogenaze u
nativhom gelu (zimogram)

Nakon zavrsene nativne elektroforeze, pored bojenja gela rastvorom CBB G -

250 boje, odradena je i detekcija aktivnosti celobioza - dehidrogenaze na gelu. Kako
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bi ovo bilo omoguceno, postavljena su dva paralelna seta uzoraka na gelu pri ¢emu je
jedan bojen rastvorom CBB G - 250 boje, dok je drugi koriS¢en za detekciju

aktivnosti.

Gel je 3 puta ispran demineralizovanom vodom, potom je ispran sa 0,1 M
natrijum - acetatnim puferom, nakon cega je ostavljen u istom puferu 15 minuta.
Rastvor DCIP (0,3 mM) u 0,1 M natrijum - acetatnom puferu je kori$¢en za bojenje
gela, inkubiranjem 15 minuta, nakon cega je gel ispran demineralizovanom vodom
kako bi se uklonio visak boje. Gel je potom inkubiran u 0,3 M rastvoru laktoze do
pojave obezbojenja na gelu gde se nalaze proteinske trake koje poti¢u od celobioza -

dehidrogenaze.
4.5.7. Karakterizacija celobioza - dehidrogenaze

4.5.7.1. Odredivanje kinetickih parametara celobioza -
dehidrogenaze
Kineticki parametri celobioza - dehidrogenaze su odredivani na 22°C stepena
u 0.1 M natrijum - acetatnom puferu pH 4,5 sa 0,3 mM DCIP kao akceptorom
elektrona, dok su kao supstrati koris¢ene laktoza i celobioza u razli¢itom opsegu
koncentracija (0,2 mM do 20 mM za laktozu; 1 uM do 700 pM za celobiozu).
Dobijene vrednosti za enzimsku aktivnost su analizirane fitovanjem u Mihaelis -
Menteninu hiperbolu upotrebom Graph Pad Prism 6 programa. Za izra¢unavanje keat
je koris¢ena koncentracija proteina dobijena merenjem absorbance na 28onm i
upotrebom molarnog ekstencionog koeficienta za celobioza - dehidrogenazu iz

Phanerochaete chrysosporium na 28onm (€,8,nm=217 mM™ cm™)%92.

4.5.7.2. Odredivanje temperaturne stabilnosti celobioza -
dehidrogenaze
Temperaturna stabilnost celobioza - dehidrogenaze je analizirana

inkubiranjem enzima na temperaturama od 25°C do 9o°C u trajanju od 15 minuta,
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nakon cega je reakcija prekinuta prebacivanjem enzima na led i merenjem zaostale

enzimske aktivnosti po protokolu koji je opisan u odeljku 4.5.1.

4.5.7.3. Odredivanje pH optimuma celobioza - dehidrogenaze
Kako bi se odredio pH optimum celobioza - dehidrogenaze koriscen je
citratno - fosfatni pufer (Mcllvaine pufer) u opsegu pH od 2 do 9, pri ¢emu je kao
akceptor elektrona koris¢en 0,3 mM DCIP, a kao supstrat 30 mM laktoza. Prilikom
izraCunavanja enzimske aktivnosti koris¢eni su ekstencioni koeficienti za DCIP

definisani za razli¢ite vrednosti pH iz razloga $to je DCIP pH zavisan (tabela 31)%.
Tabela 31: Ekstencioni koeficienti za DCIP pri razli¢itim pH vrednostima.

pH vrednosti Absorbancija, nm  Ekstencioni koeficient, mM*cmm™

3,0-4,5 515 6,8
5,0 535 6,8
5,5 585 8,8
6,0 600 12,7
6,5 600 15,7
7,0 600 16,8
7,5 — 9,0 600 17,7

4.6. Imobilizacija enzima na makroporoznom nosacu

Imobilizacija enzima je radena na makroporoznom nosa¢u baziranom na
glicidil - metakrilatu i etilen - glikol - dimetakrilatu, koji je prethodno aminovan®+.
Prilikom imobilizacije koris¢en je 0,1 g suvog aminovanog polimera koji je
suspendovan u 1 mL 0,1 M natrijum - fosfatnom puferu pH 8,0, a potom dezaerisan
10 minuta. Polimer je ispran jos dva puta sa istim puferom, a potom inkubiran u 2
mL 2,5% (v/v) glutaraldehidnog rastvora u 0,1 M natrijum - fosfatnom puferu pH
8,0, 2 h na 22°C uz povremeno blago mesanje. Kako bi se uklonio glutaraldehid,
polimer je ispran 3 puta sa 5 mL 0,1 M natrijum - fosfatnog pufera pH 7,0, nakon

Cega je polimer bio spreman za imobilizaciju enzima. Katalaza, 1 mL koncentracije 1
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mg/mL (1000 U/mL) je pome$ana sa prethodno pripremljenim polimerom i
inkubirana 2 dana na 4°C uz povremeno blago mesanje. Nevezana katalaza je
uklonjena ispiranjem polimera 2 puta sa 5 mL 1 M NaCl u 50 mM natrijum -
acetatnom puferu pH 5,5, nakon cega je polimer inkubiran sa 2 mL ogp M
etanolamina u 0,1 M natrijum - fosfatnom puferu pH 7,0, 2 h na 22°C kako bi se
blokirala sva slobodna protein vezujuca mesta. Polimer sa imobilizovanom
katalazom je ispran 2 puta sa 5 mL 0,1 M natrijum - fosfatnog pufera pH 7,0 i finalno

resuspendovan u istom puferu i ¢uvan na 4°C.

4.7. Razvoj fluorescentnog eseja za odredivanje aktivnosti

celobioza - dehidrogenaze

Fluorescentni esej za odredivanje aktivnosti celobioza - dehidrogenaze se
bazira na oksidaciji supstrata u prisustvu Fe3* jona i vodonik peroksida. Oksidacijom
supstrata, elektroni sa flavinskog domena se prenose na jone gvozda kao spoljasnji
elektron akceptor i nastaje Fe** koji Fentonovom reakcijom formira hidroksil
radikale koji potom interaguju sa aminofenil fluoresceinom. Kao krajnji proizvod
nastaje fluorescein, ¢ija fluorescencija predstavlja aktivnost celobioza -
dehidrogenaze. Prilikom dizajniranja eseja koristili smo razli¢ite koncentracije
vodonik peroksida i jona gvozda sSto je prikazano u tabeli 32. Koris¢en je 0,1 M
natrijum - acetatni pufer pH 5,0. Kao supstrat je koris¢ena 30 mM laktoza. Celobioza
- dehidrogenaza je dobijena iz Pichia pastoris i koris¢en je koncentrovan uzorak, 10
puta razblazen, 100 puta razblazen uzorak enzima. APF ima ekscitaciju na , a emisiju

na.

Tabela 32: Razlic¢ite koncentracije vodonik peroksida i jona gvozda kori$¢ene prilikom

razvoja fluorescentnog eseja.

Fe**/Fe3* ‘ 0.2 mM 2 mM

H.O, ‘ 0.2 mM 2 mM
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4.8. Proizvodnja laktobionske kiseline

4.8.1.  Proizvodnja  liziranih  celijskih  zidova sa
eksprimiranom celobioza - dehidrogenazom

Ekspresija celobioza - dehidrogenaze, prirodnog oblika enzima, kao i
trostrukog mutanta je radena prema protokolu opisanom u odeljku 4.3.15. Nakon
zavrsene ekspresije, dobijene celije koje na svojoj povrsini imaju eksprimiran enzim,
kao i prazne ¢elije transformisane samo sa pCTCON2 vektorom, isprane su 3 puta sa
0,1 M natrijum - acetatnim puferom pH 4,5. Celije su potom centrifugirane 10
minuta na 3000 obrtaja/min i resuspendovane u dejonizovanoj vodi tako da finalna
koncentracija c¢elija bude o,1 g/mL, nakon cega je dodat toluen u finalnoj
koncentraciji od 3%. Celijska liza je radena na 25°C uz mesanje na 250 obrtaja/min
tokom 24h, nakon cega je liza celija prekinuta centrifugiranjem Ccelijskih zidova 15
minuta na 3000 obrtaja/min i ispiranjem 3 puta sa 0,1 M natrijum - acetatnim
puferom pH 4,5. Dobijeni ¢elijski zidovi su finalno resuspendovani u 0,1 M natrijum

- acetatnom puferu pH 4,5 tako da finalna koncentracija bude 250 mg/mL.

4.8.2.  Proizvodnja  liziranih  ¢elijskih  zidova sa

eksprimiranom lakazom?®

Ekspresija lakaze je radena prema protokolu opisanom u odeljku 4.3.15.
Nakon zavrsene ekspresije, dobijene celije koje na svojoj povrsini imaju eksprimiran
enzim isprane su 3 puta sa 0,1 M natrijum - acetatnim puferom pH 4,5. Celije su
potom centrifugirane 10 minuta na 3000 obrtaja/min i resuspendovane u
dejonizovanoj vodi tako da finalna koncentracija ¢elija bude 0,1 g/mL, nakon cega je
dodat toluen u finalnoj koncentraciji od 3%. Celijska liza je radena na 25°C uz

mesanje na 250 obrtaja/min tokom 24 h, nakon c¢ega je liza celija prekinuta

8 Kori¢eni protokol je dobijen od koleginice Nikoline Popovi¢ i predstavlja sastavni deo njene

doktorske disertacije. Ovde je koris¢eno samo kao sastavni deo proizvodnje laktobionske kiseline.
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centrifugiranjem celijskih zidova 15 minuta na 3000 obrtaja/min i ispiranjem 3 puta
sa 0,1 M natrijum - acetatnim puferom pH 4,5. Dobijeni celijski zidovi su finalno
resuspendovani u 0,1 M natrijum - acetatnom puferu pH 4,5 tako da finalna

koncentracija bude 250 mg/mL.

4.8.3. Detekcija aktivnosti celobioza - dehidrogenaze

eksprimirane na liziranim c¢elijskim zidovima

Merenje enzimske aktivnosti celobioza - dehidrogenaze eksprimirane na
celijskim zidovima kvasca, koji su potom lizirani u prisustvu 3% toluena je radeno u 1
mL reakcionoj smesi, koja sadrzi 100 pL liziranih celijskih zidova i goo pL rastvora za
merenje aktivnosti (0,1 M natrijum - acetatni pufer pH 4,5, 0,3 mM DCIP, 30 mM
laktozu). Celijski zidovi su pre svakog merenja centrifugirani 30 sekundi na 13000
obrtaja/min i 200 pL supernatanta iznad celijskih zidova je analizirano merenjem
absorbance na 540 nm. Nakon svakog merenja, supernatant je vra¢en u reakcionu
smesu i celije su vorteksovane. Enzimska aktivnost je merena na 10 minuta tokom 30

minuta.

4.8.4. Detekcija aktivnosti lakaze eksprimirane na liziranim
celijskim zidovima?

Merenje enzimske aktivnosti lakaze eksprimirane na celijskim zidovima
kvasca, koji su potom lizirani u prisustvu 3% toluena je radeno u 2 mL reakcionoj
smesi, koja sadrzi 13 pL liziranih ¢celijskih zidova i 200 pL 20 mM CuClz, 700 pL 20
mM ABTS u 1087 pL 0,1 M natrijum - acetatnog pufera pH 4,5. Odmah nakon
mesanja, 200 pL reakcione smese je prebaceno u mikrotitar plocicu i pracena je

promena absorbance na 405 nm na 2 minuta tokom 15 minuta.

9 Korisceni protokol je dobijen od koleginice Nikoline Popovi¢ i predstavlja sastavni deo njene

doktorske disertacije. Ovde je koris¢eno samo kao sastavni deo proizvodnje laktobionske kiseline.
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4.8.5. Detekcija produkovane laktobionske kiseline

Proizvodnja laktobionske kiseline je radena u 20 mL reakcionoj zapremini i
koris¢en je 10 mM natrijum - acetatni pufer pH 4,5, 200 mM laktoze i 0,6 mM DCIP.
Reakcije su postavljene sa eksprimiranom celobioza - dehidrogenazom i lakazom na
c¢elijskim zidovima, celobioza - dehidrogenazom na C(elijskim zidovima i
komercijalnom lakazom (0,94 U/mg) kao i sa celobioza - dehidrogenazom
dobijenom iz Pichia pastoris i liofilizovanom (3,1 U/mg) i komercijalnom lakazom.
Detekcija produkovane laktobionske kiseline je pracena tokom vremena merenjem
pH vrednosti reakcione smese, a koli¢ina produkovane laktobionske kiseline je

odredena titracijom sa 0,1 M natrijum hidroksidom.
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5.1. Razvoj i optimizacija fluorescentnog eseja za
pretrazivanje  biblioteke  mutanata celobioza -

dehidrogenaze

Posredstvom celobioza - dehidrogenaze dolazi do oksidacije supstrata, koji
mogu biti laktoza, celobioza ili njima sli¢ne Se¢erne komponente do odgovarajuc¢ih
laktona, a potom dolazi do njihove sponatne hidrolize i do nastanka aldonske
kiseline. Pored oksidacije supstrata, celobioza - dehidrogenaza simultano vrsi i
redukciju dvoelektronskih ili jednoelektronski akceptora elektrona. Prilikom
merenja enzimske aktivnosti, uglavnom se koristi DCIP kao dvoelektronski akceptor
elektrona, dok jedan od jednoelektronski akceptora elektrona je uoravo Fe3*, ¢ijom
redukcijom u prisustvu vodonik peroksida posredstvom Fentonove reakcije dolazi do
formiranja hidroksil radikala (*OH), koji potom u reakciji sa 3’ - (p - aminofenil) -
fluoresceinom (APF) katalizuje oslobadanje fluoresceina. Upravo ova sposobnost
celobioza - dehidrogenaze je iskoris¢ena prilikom razvoja i optimizacije
fluorescentnog eseja za visoko efikasnu pretragu biblioteka mutiranih varijanti

enzima eksprimiranih na povrsini celija kvasca.

Celobioza - dehidrogenaza u prisustvu supstrata, u ovom slucaju laktoze, Fe3*
jona kao i vodonik peroksida, katalizuje redukciju gvoda do Fe** jona koji dovodi do
stvaranja hidroksil radikala posredstvom Fentonove reakcije. U prisustvu APF,
hidroksi radikal dobijen Fentonovom reakcijom, interaguje sa APF - om usled cega
dolazi do kreiranja fluoresceina ¢iju fluorescenciju detektujemo i koja ukazuje na
efikasnost enzima odnosno predstavlja proporcionalno aktivnost celobioza -
dehidrogenaze. Pozitivha kontrola se bazira na prisustvu Fe?* jona i vodonik
peroksida u odsustvu enzima, pri ¢emu dolazi do formiranja hidroksil radikala, a
samim tim i do njegove interakcije sa APF - om i formiranja fluorescentnog

proizvoda. U odsustvu enzima, a u prisustvu Fe3* jona, vodonik peroksida i supstrata,
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dolazi do formiranja superoksid radikala (*OOH) koji ne interaguje sa APF i ne
dolazi do formiranja fluoresceina, a samim tim ne dolazi do detekcije fluorescencije

$to ujedno predstavlja negativnu kontrolu (Slika 15).

Slika 15: Sematski prikaz fluorescentnog eseja baziranog na oksidaciji laktoze dejstvom
celobioza - dehidrogenaze i redukciji Fe** jona koji u prisustvu vodonik peroksida

posredstvom Fentonove reakcije katalizuju formiranje hidroksil radikala.

Fentonovom reakcijom, Fe3* joni redukovani do Fe?* jona u prisustvu vodonik
peroksida, ponovo bivaju oksidovani do Fe3* jona, usled c¢ega prilikom dizajniranja
fluorescentnog eseja veoma je bitan odnos molski odnos jona gvozda i vodonik
peroksida u reakcionoj smesi. Upravo zbog konstantne reoksidacije jona gvozda, a
zbog neprestanog trosenja vodonik peroksida prvi od koraka prilikom dizajniranja
fluorescentnog eseja jeste uspustaviti odgovaraju¢i molski odnos jona gvozda i

vodonik peroksida. Testirani su uslovi pri kojima je molski odnos identi¢an kao i
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kada ima 10 puta viSe jona gvozda u odnosu na vodonik peroksida. Postavljene su

pozitivne kontrole, kao i kontrole bez enzima (Slika 16).
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250 uM APF + 2 mM H,0, + 2 mM Fe**

250 gM APF + 0,2mM H,O, + 0,2mM Fe**

250 uM APF + 0,2mM H,O, + 2 mM Fe**

250 tM APF + 2 mM H,0, + 2 mM Fe3* + 30 mM laktoza

250 pM APF + 0,2 mM H,O, + 0,2 mM Fe?* + 30 mM laktoza
250 pM APF + 0,2 mM H,0, + 2 mM Fe?* + 30 mM laktoza

Slika 16: Prikaz promene fluorescencije u vremenu pri razli¢itim odnosima molskih

koncentracija jona gvozda i vodonik peroksida za pozitivhu kontrolu i kontrolu bez enzima.

Primecuje se da prilikom upotrebe 2 mM koncentracije vodonik peroksida i
Fe>* jona dolazi do detekcije najveceg stepena fluorescencije koja raste u vremenu,
dok pri 0,2 mM koncentracijama za vodonik peroksid i jone gvozda, fluorescencija se
ne menja znacajno u vremenu i primecuje se da je reakcija bila veoma brza i da je
maksimum fluorescencije dostignut odmah na pocetku merenja. Najmanja
fluorescencija je detektovana prilikom upotrebe 10 puta vece koncentracije gvozda u
odnosu na vodonik peroksid i uo¢eno je da se odmah na pocetku dostize maksimum

fluorescencije koji se ne menja se tokom vremena. Kontrole bez enzima nisu
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pokazivale fluorescenciju, sto ukazuje da u odsustvu enzima ne dolazi do redukcije

Fe3*jona, a samim tim i do proizvodnje hidroksil radikala.

Zajedno sa analiziranjem odgovaraju¢ih koncentracija za vodonik peroksid i
jone gvozda, analizirana je i koncentracija dodatog enzima u reakcionu smesu.
Prilikom uspostavljanja fluorescentnog eseja koris¢ena je rekombinantni prirodni
oblik celobioza - dehidrogenaze (wtCDH) produkovane u kvascu Pichia pastoris, a
analiziran je koncentrovan uzorak (Slika 17), zatim koncentrovan uzorak razblazen

10 puta (Slika 18) i 100 puta (Slika 19).
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Vreme (minut)

® 350 uM APF + 2 mM H,0, + 2 mM Fe** + 30 mM laktoza + koncentrovan wtCDH (8,4pL)
® 350 uM APF + 0,2 mM H,O, + 0,2 mM Fe3* + 30 mM laktoza + koncentrovan wtCDH (8,4pL)
® 250 uM APF + 0,2 mM H,O, + 2 mM Fe3* + 30 mM laktoza + koncentrovan wtCDH (8,4uL)

Slika 17: Prikaz promene fluorescencije u vremenu pri razli¢itim odnosima molskih
koncentracija jona gvozda i vodonik peroksida i prilikom upotrebe koncentrovanog wtCDH

produkovanog u Pichia pastoris.
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Upotrebom koncentrovanog enzima pri razli¢itim koncentracijama vodonik
peroksida i Fe3* jona, primecujemo da sve tri reakcije pokazuju veoma slican profil,
kao i da prilikom upotrebe 2 mM koncentracija vodonik peroksida i Fe3* jona dolazi

do detekcije najvece fluorescencije.
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Vreme (minut)

® 350 uM APF + 2 mM H,O, + 2 mM Fe?>* + 30 mM laktoza + 10x razblazen wtCDH (8,4uL)
® 350 uM APF + 0,2 mM H,O, + 0,2 mM Fe** + 30 mM laktoza + 10x razblazen wtCDH (8,4uL)
® 350 uM APF + 0,2 mM H,0, + 2 mM Fe3* + 30 mM laktoza + 10x razblazen wtCDH (8,4uL)

Slika 18: Prikaz promene fluorescencije u vremenu pri razli¢itim odnosima molskih
koncentracija jona gvozda i vodonik peroksida i prilikom upotrebe koncentrovanog wtCDH

produkovanog u Pichia pastoris koji je razblazen 10 puta.

Razblazenjem koncentrovanog enzima, uocava se da u uzorcima gde je
koris¢ena 0,2 mM koncentracija vodonik peroksida i Fe3* jona, kao i u reakcijama
gde je korisc¢eno 10 puta vise Fe3* jona u odnosu na vodonik peroksid, ne dolazi do
velike promene u fluorescenciji u odnosu na detektovanu fluorescenciju

koncentrovanog uzorka, ali i tokom vremena ne dolazi do rasta fluorescencije.

98
Doktorska disertacija — Ana Marija Balaz



Rezultati i diskusija

Medutim, uocava se da prilikom upotrebe 2 mM vodonik peroksida i Fe3* jona,
dolazi do znacdajnog povecanja fluorescencije sa 10 puta razblazenim uzorkom u
odnosu na koncentrovan uzorak, sto moze da ukaze da je razblazenjem doslo do
smanjenja koncentracije potencijalno ometaju¢ih jedinjenja koja se nalaze u

koncentrovanom uzorku.
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Vreme (minut)

® 350 UM APF + 2 mM H,0, + 2 mM Fe3* + 30 mM laktoza + 100x razblazen wtCDH (8,4L)
® 350 uM APF + 0,2 mM H,O, + 0,2 mM Fe3* + 30 mM laktoza + 100x razblazen wtCDH (8,4uL)
® 550 uM APF + 0,2 mM H,O, + 2 mM Fe3* + 30 mM laktoza + 100x razblaZzen wtCDH (8,4uL)

Slika 19: Prikaz promene fluorescencije u vremenu pri razli¢itim odnosima molskih
koncentracija jona gvozda i vodonik peroksida i prilikom upotrebe koncentrovanog wtCDH

produkovanog u Pichia pastoris koji je razblazen 100 puta.

Dodatnim razblazenjem enzima u prisustvu 2 mM vodonik peroksida i Fe3*
jona, primecuje se da dolazi do znacajnog povecanja fluorescencije u odnosu na
prethodna merenja gde je koris¢en koncentrovan kao i 10 puta razblazen uzorak.

Medutim, razblaZzenjem enzima u prisustvu 0,2 mM koncentracija vodonik peroksida
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i jona gvozda, kao i u prisustvu 10 puta vece koncentracije gvozda u odnosu na
vodonik peroksid, ne dolazi do promene fluorescencije u odnosu na prethodna

merenja.

Na osnovu prikazanih rezultata, moze se zakljuciti da se upotrebom 2 mM
koncentracije vodonik peroksida i Fe3* jona u prisustvu koncentrovane celobioza -
dehidrogenaze razblazene 100 puta, dobija najveéi stepen fluorescencije, $to je

potom iskori$¢eno u daljim istrazivanjima.

U odsustvu bilo 2 mM vodonik peroksida, bilo 2 mM Fe3*, a u prisustvu
enzima ne dolazi do promene fluorescencije, ve¢ je detektovana bazi¢na

fluorescencija (Slika 20).
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® 550 uM APF + 2 mM Fe3* + 30 mM laktoza + 100x razblazen wtCDH (8,4pL)
® 250 pM APF + 2 mM H,O, + 30 mM laktoza + 100x razblazen wtCDH (8,4uL)

Slika 20: Prikaz promene fluorescencije u vremenu u odsustvu 2 mM vodonik peroksida

odnosno u odsustvu 2 mM Fe** jona prilikom upotrebe koncentrovanog wtCDH

produkovanog u Pichia pastoris koji je razblazen 100 puta.

S’obzirom da je primeceno da upotrebom koncentrovanog enzima koji je

razblazen 100 puta dolazi do detekcije najveceg stepena fluorescencije u prisustvu 2

mM vodonik peroksida i gvozda, ispitana je i zapremina dodatog enzima u reakcionu

smesu (Slika 21).
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Vreme (minut)

® 350 uM APF + 2 mM H,0, + 2 mM Fe3* + 30 mM laktoza + 100x razblazen wtCDH (4,2pL)
® 550 uM APF + 2 mM H,0, + 2 mM Fe3* + 30 mM laktoza + 100x razblazen wtCDH (8,4pL)
® 250 uM APF + 2 mM H,O, + 2 mM Fe3* + 30 mM laktoza + 100x razblazen wtCDH (16,8L)

Slika 21: Prikaz promene fluorescencije u vremenu u prisustvu 2 mM vodonik peroksida i 2
mM Fe** jona prilikom upotrebe razli¢itih zapremina koncentrovanog prirodnog oblika

enzima produkovanog u Pichia pastoris koji je razblazen 100 puta.

Upotrebom razlic¢itih zapremina enzima u reakcionoj smesi, pokazano je da u
zavisnosti od dodate zapremine, ne dolazi do detekcije razli¢itog stepena

fluorescencije i da je u sva tri sludaja pokazan isti  profil.
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5.2. Ekspresija celobioza - dehidrogenaze na povrsini

celija kvasca

Kako bi se kreirale razli¢ite mutirane varijante enzima, uglavnom se koriste
neke od tehnika proteinskog inzenjeringa poput dirigovane evolucije, koja
podrazumeva uvodenje nasumic¢nih mutacija u prirodni oblik gena enzima
upotrebom error - prone PCR. Nakon svakog ciklusa i selekcije dobijenih varijanti
enzima, postupak uvodenja mutacija se ponavlja sve dok se ne dobije enzim koji
poseduje Zeljene osobine’s> 5. Upravo zbog svojih osobina dirigovana evolucija je
postala jedna od najrasprostranjenijih i najkorisc¢enijih tehnika molekularne
biotehnologije. Kako bi se mutirani geni eksprimirali uglavhom se koriste
ekspresioni sistemi poput Escherichia coli i Saccharomyces cerevisiae upravo zbog
svoje velike efikasnosti transformacije koja je neophodna kako bi se kreirale velike

biblioteke gena®ss 197: 201,

5.2.1. Kloniranje prirodnog oblika celobioza - dehidrogenaze

u pCTCON2 vektor i kreiranje error - prone biblioteke mutanata

Gen za celobioza - dehidrogenazu iz gljive bele trulezi Phanerochaete
chrysosporium je sintetisan i kloniran u pUCs57 vektor od strane GenScript
kompanije (SAD), prema nukleotidnoj sekvenci zrelog proteina CDH koja je
dostupna u nukleotidnoj bazi podataka (NCBI) pod rednim brojem U46081.1. Gen je
potom upotrebom odgovarajucih prajmera za kloniranje celobioza - dehidrogenaze
u pCTCON2 vektor, umnozen i kloniran u vektor, Sto je provereno DNK

elektroforezom, a kasnije i sekvenciranjem dobijenog konstrukta.

Nakon uspesno kloniranog prirodnog oblika gena celobioza - dehidrogenaze
u pCTCONZ2 vektor, kreirane su error — prone biblioteke mutanata prema protokolu
opisanom u odeljku 4.3.4. nakon ¢ega je uradena transformacija kompetentnih celija

kvasca Saccharomyces cerevisiae EBY100 soj.
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5.2.2. Ekspresija error - prone varijanti celobioza -
dehidrogenaze i prirodnog oblika enzima na povrsini celija kvasca

Pojedina¢ne kolonije dobijene nakon transformacije kompetentnih celija
kvasca Saccharomyces cerevisiae EBY100 soja potom su koriS¢ene za ekspresiju
prirodnog oblika enzima kao i error — prone varijanti enzima kako bi se detektovala
aktivnost celobioza - dehidrogenaze eksprimirane na povrsini celija kvasca kao
himerni protein sa Aga2 proteinom. Analiziran je veliki broj kolonija od kojih je
samo jedna varijanta enzima pokazivala aktivnost na povrsini celija kvasca. Uporedo
sa mutiranom varijantom enzima, radena je i ekspresija prirodnog oblika enzima koji

ne pokazuje aktivnost na povrsini ¢elija kvasca (Slika 22).

-0~ pCTCON2
-©- wtCDH - pCTCON2
—* tmCDH - pCTCON2

0.0087

0.0007 T o= 1
o 20 40 60
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Slika 22: Merenje enzimske aktivnost celobioza — dehidrogenaze trostrukog mutanta i

prirodnog oblika enzima eksprimiranih na povrsini celija kvasca.

Uocava se da wtCDH ne pokazuje aktivnost, dok dobijeni mutant pokazuje da
prilikom indukcije ekspresije u prisustvu galaktoze dolazi do najvedeg stepena
ekspresije, a samim tim i do detekcije najvece enzimske aktivnosti nakoh 36 sati od

pocetka ekspresije. Prilikom merenja enzimske aktivnosti, celije kvasca sa
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eksprimiranim enzimom su isprane 3 puta sa 0,1 M natrijum - acetatnim puferom

pH 4,5, kako bi se uklonili svi tragovi fermentacionog medijuma.

Nakon detektovane celobioza - dehidrogenazne aktivnosti na povrsini celija
kvasca, kolonija koja je pokazivala aktivnost je selektovana i izolovan je plazmid koji
je potom poslat na sekvenciranje. Rezultati sekvenciranja su pokazali da je doslo do
mutacija na pozicijama D20N, A64T unutar citohrom domena (Slika 23) i na poziciji

V592M unutar flavinskog domena (Slika 24).

Slika 22: Prikaz strukture citohrom domena trostrukog mutanta celobioza -
dehidrogenaze sa obelezenim amino kiselinama na pozicijama na kojima je doslo do
uvodenja mutacija kao i plavo obelezen M65 i ljubicasto H163 koji ucestvuju u koordinaciji
Fe iz hema: (A) prirodan oblik enzima gde je, Zuto je obelezen A64, a zeleno D20; (B)
mutirana forma enzima gde je cigla narandzasto obelezena mutacija T64 i tamno zeleno

obeleZena mutacija N2o.

1o Struktura citohrom domena je konstruisana upotrebom PDB fajla 1D7C. Za kreiranje strukture i

obelezavanje amino kiselinskih ostataka i kofaktora koris¢en je UCSF Chimera program.
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Primecuje se da obe mutacije do kojih je doslo unutar citohrom domena se
nalaze na povrsini domena, ali i da se nalaze u neposrednoj blizini hema. Metionin
65 ocestvuje u koordinaciji gvozda unutar hema, dok je error — prone bibliotekom
dobijena mutacija na poziciji 64 gde je alanin presao u treonin. S’ obzirom da je do
mutacije doslo u neposrednoj blizini metionina koji ucestvuje u koordinaciji hema,
ukazuje na veliku vaznost tog regiona u aktivnosti samog enzima. Mutacija
asparaginske kiseline na poziciji 20 unutar citohrom domen u asparagin koji se
nalazi na povrs$ini domena, verovatno ima uticaj na naelektrisanje citohrom domena,
a samim tim i na elektrostaticko privlacenje dva domena i blizinu kataliticki

aktivnog mesta hemu unutar citohrom domena.

Slika 24: Prikaz strukture flavinskog domena trostrukog mutanta celobioza -
dehidrogenaze" sa obelezenim amino kiselinama na pozicijama na kojima je doslo do
uvodenja mutacija kao i tirkizno obelezen FAD: (A) prirodnog oblika enzima gde je, roze je

obeleZen V592; (B) mutirana forma enzima gde je svetlo braon obeleZzena mutacija M592.

Na slici 24, prikazana je treca mutacija unutar trostrukog mutanta celobiza -
dehidrogenaze koja je locirana u flavinskom domenu i nalazi se na spoljasnjosti

domena, a opet u neposrednoj blizini kataliticki aktivhog mesta.

" Struktura citohrom domena je konstruisana upotrebom PDB fajla 1KDG. Za kreiranje strukture i

obelezavanje amino kiselinskih ostataka i kofaktora koris¢en je UCSF Chimera program.

106

Doktorska disertacija — Ana Marija Balaz



Rezultati i diskusija

Dobijeni trostruki mutant je dalje koris¢en u okviru nase istrazivacke grupe
od strane doktoranta Marije Blazi¢, kao templat u narednoj rundi error - prone PCR
reakcija kako bi se dobili mutanti koji poseduju poboljsane osobine u odnosu na
trostrukog mutanta i kako bi potencijalno nasli primenu u dizajniranju biosenzora i

biogorivnih ¢elijja.

5.2.3. Ekspresija trostrukog mutanta celobioza -
dehidrogenaze sa zelenim fluorescentnim enzimom na povrsini

celija kvasca

Dobijeni trostruki mutant celobioza - dehidrogenaze je potom kloniran u
pCTCON2 konstrukt u koji je prethodno kloniran gen za zeleni fluorescentni
protein. Ekspresijom himernih proteina na povrsini ¢elije kvasca nije detektovana
aktivnost celobioza - dehidrogenaze, ali smo uspeli da detektujemo fluorescenciju
zelenog fluorescentnog proteina. Razlog zasto nije detektovana aktivnost celobioza -
dehidrogenaze nije poznat iako je dokazano da ekspresijom proteina sa zelenim
fluorescentnim proteinom ne dolazi do ometanja njihove aktivnosti, ve¢ da moze
do¢i samo do smanjenja enzimske aktivnosti?*? usled konformacionih ograni¢enja
enzima i dostupnosti supstrata. Na primeru glukoza - oksidaze eksprimirane na
povrSini kvasca kao himere sa zelenim fluorescentnim proteinom uocava se
smanjenje enzimske aktivnosti u odnosu na glukoza - oksidazu eksprimiranu u
odsustvu zelenog fluorescentnog proteina2®. S’ obzirom da prirodni oblik celobioza
- dehidrogenza ne pokazuje aktivnost na povrsini celija kvasca, dok trostruki mutant
pokazuje aktivnost koja nakon 36 h ekspresije iznosi oko 0,006 IU/mL, $to je veoma
mala enzimska aktivnost, ne ¢udi da u prisustvu zelenog fluorescentnog proteina ne

dolazi do detekcije aktivnost celobioza — dehidrogenaze.
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5.3. Semi - racionalni dizajn celobioza - dehidrogenaze u

cilju povecanja oksidativne stabilnosti

Veoma vaznu ulogu prilikom odabira i selekcije proteina za upotrebu i dizajn
biogorivnih ¢elija ili biosenzora igra upravo njihova stabilnost u prisustvu reaktivnih
kiseonic¢nih vrsta. lako do destabilizacije proteina moze doci u prisustvu razlic¢itih
hemijskih agenasa, usled c¢ega dolazi do denaturacije ali i do inaktivacije ili
delimi¢nog smanjenja enzimske aktivnosti, reaktivne kiseoni¢ne vrste se smatraju
agensima koji najviSe doprinose destabilizaciji proteina. U prisustvu reaktivnih
kiseoni¢nih vrsta, poput vodonik peroksida, dolazi do oksidacije amino kiselinskih

ostataka poput metionina, cisteina, tirozina i triptofana’ss.

Nasuprot ostalim amino kiselina koje podlezu oksidaciji, metioninski ostaci
su najosetljiviji ¢ak i prisustvu veoma mali koncentracija oksidativhog agensa.
Oksidacijom metionina dolazi do njegove konverzije u metionin sulfoksid. Stoga
metioninski ostaci koji se nalaze u blizini aktivhog mesta kao i oni koji se nalaze na
samoj povr$ini enzima imaju najvec¢i uticaj na oksidativhu stabilnost enzima u

prisustvu nekog od oksidativnih agenasa, odnosno u prisustvu vodonik peroksidao+.

5.3.1. Odabir i selekcija metionininskih ostataka celobioza -

dehidrogenaze

Celobioza - dehidrogenaza poseduje ukupno 7 metionina, od kojih je 6
metionina smesteno unutar flavinskog domena, dok se jedan metionin nalazi unutar
citohrom domena i zajedno sa histidinom 163 ucestvuje u koordinaciji gvozda unutar
hema?%. Zamenom metionina na poziciji 65, koji se nalazi unutar citohrom domena i
ucestvuje u koordinaciji gvozda, nekom od 20 amino kiselina, moze do¢i do
naru$avanja strukture hema odnosno do slabijeg vezivanja gvozda ili do njegovog

potpunog gubitka.
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Istrazivanja su pokazala da zamenom M65 sa alaninom dolazi do zadrzavanja
hema, a pretpostavlja se da je razlog upravo koordinacija hema sa histidinom na
pozicji 163 $to ujedno dovodi i do zadrZavanja aktvnosti celobioza - dehidrogenaze®.
Mutacijom metionina na poziciji 65 u serin pokazano je da dolazi do povecanja
aktivnosti ali i do povecane proizvodnje vodonik peroksida u odnosu na prirodni

oblik enzima9s.

Unutar flavinskog domena se nalazi kataliticki aktivho mesto i supstrat
vezujuce mesto, a poznato je da flavinski domen ima sposobnost da katalizuje
redukciju kako jednoelektronskih tako i dvoelektronski akceptora elektrona, zbog
Cega ima sposobnost da funkcioniSe nezavisno od citohrom domena i da zadrzi

celokupnu enzimsku aktivnost.

Uoceno je da ekspresijom flavinskog domena u odsustvu hem domena, dolazi
do povecdane enzimske aktivnosti ukoliko se koristi DCIP kao akceptor elektrona®.
Flavinski domen moze direktno da prebacuje elektrone na jednoelektronske ili
dvoelektronske akceptore elektrona nakon oksidacije supstrata, a moze i da
elektrone prebacuje na citohrom domen odakle se transferuju na neki od
jednoelektronskih akceptora elektrona. Smatra se da transfer elektrona sa flavinskog
na citohrom domen moze da bude limitirajudi po pitanju brzine enzimske reakcije u
zavsisnosti od pH na kom se reakcija odvija i samim tim u zavisnosti medusobnog

poloZaja domena.

S’ obzirom na ¢injenicu da mutacije metionina na poziciji 65 unutar citohrom
domena mogu da dovedu do destabilizacije strukture samog domena i do njegove
inaktivacije, upotrebom saturacione mutageneze kreirana je biblioteka mutanata

celobioza - dehidrogenaze na poziciji M65 (Slika 25).
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Slika 235: Prikaz strukture citohrom domena celobioza - dehidrogenaze iz Phanerochaete
chrysosporium” sa obelezenim metioninom na poziciji 65 (zlatno) i histidinom 163
(ljubi¢asto) koji ucestvuju u koordinaciji gvozda unutar hema (tamno zeleno); udaljenost

M65 od gvozda unutar hema iznosi 2,347 A, a udaljenost H163 iznosi 2,080 A.

Flavinski domen poseduje 6 metionina na pozicijama 427, 485, 512, 664, 685,
738 od kojih M685 i M738 su pozicionirani tako da su najmanje udaljeni od N5

atoma flavinskog prstena (Tabela 33).

2 Struktura citohrom domena je konstruisana upotrebom PDB fajla 1D7C. Za kreiranje strukture i

obelezavanje amino kiselinskih ostataka i kofaktora kori$¢en je UCSF Chimera program.
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Tabela 33: Udaljenost metioninskih ostataka (S atom) unutar flavinskog domena od Ns

atoma FAD koji se nalazi unutar kataliticki aktivnog mesta.

Metioninski ostatak Udaljenost [A]
Myg27 21,9
M485 26,3
Ms12 26,4
M664 24,2
M685 18,2
M738 11,0

Metionini na pozicijama 685 i 738 su upravo zbog svoje blizine u odnosu na
FAD, a samim tim i u odnosu na kataliticki aktivho mesto, predstavljaju potencijalna
mesta oksidacije u prisustvu vodonik peroksida (Slika 26). Oksidacija ovih amino
kiselina moze imati veliki uticaj na aktivnost i stabilnost samog enzima, zbog ¢ega su

ova mesta iskori$¢ena za kreiranje saturacionih biblioteka.
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Slika 24: Prikaz strukture flavinskog domena celobioza - dehidrogenaze iz Phanerochaete
chrysosporium®” sa obelezenim metioninima unutar domena; M427, M485, M512, M664 su
obelezeni narandzasto, dok su M685 i M738 obelezeni zuto; FAD je obeleZen svetlo zeleno;

udaljenost svakog metioninskog ostatka je prikazana ispod svakog metionina.

5.3.2. Pretrazivanje saturacionih biblioteka celobioza -

dehidrogenaze

Nakon selekcije metioninskih ostataka i kreiranja saturacionih biblioteka,
dobijenim plazmidima transformisane su kompetentne celija kvasca Saccharomyces
cerevisiae InvSci soja. Analiza saturacionih biblioteka je radena u mikrotitar
ploficama (96 bunara), inokulisanjem pojedina¢nih kolonija i ekstracelularnom

ekspresijom enzima.

3 Struktura citohrom domena je konstruisana upotrebom PDB fajla 1KDG. Za kreiranje strukture i

obelezavanje amino kiselinskih ostataka i kofaktora koris¢en je UCSF Chimera program.
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Aktivnost eksprimiranih varijanti celobioza - dehidrogenaze je detektovana
upotrebom DCIP eseja i u poredenju sa prirodnim oblikom enzima, uocava se da
unutar svake biblioteke postoji nekoliko varijanti enzima koje pokazuju povecanu

aktivnost u odnosu na prirodni oblik enzim (Slika 27).
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Slika 27: Analiza razlic¢itih varijanti enzima unutar saturacionih biblioteka na pozicijama
metionina M65, M685, M738; mutanti su sortirani prema aktivnosti u odnosu na prirodni

oblik enzima.

Nekoliko varijanti enzima, iz svake saturacione biblioteke, sa povecanom
aktivnosc¢u u odnosu na prirodni oblik enzima je selektovano i uradena je ekspresija
proteina na vecoj skali, kako bismo selektovane mutante koristili za detekciju

oksidativne stabilnosti u prisustvu vodonik peroksida.

Nakon zavr$ene ekspresije selektovanih varijanti enzima, koncentrovanim
uzorcima je izmerena aktivnost i uporedeni su sa prirodnim oblikom enzima kako bi
se utvrdio tacan odnos aktivnosti i kako bi potvrdili da su mutacije uvedene u enzim

dovele do promene enzimske aktivnosti merene upotrebom DCIP eseja (Slika 28).

Selektovani mutanti iz svake biblioteke, koje su obelezene u odnosu na

poziciju metionina koji je mutiran, su sekvencirani kako bi se utvrdilo koje amino

kiseline su dovele do dobijenih rezultata.
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Slika 28: Aktivnost selektovanih varijanti enzima pojedina¢nih saturacionih biblioteka: (A)

mutanti iz M65 biblioteke; (B) mutanti iz M685 biblioteke; (C) mutanti iz M738 biblioteke.

Mutanti iz biblioteke M65, pokazuju oko 5 puta vec¢u aktivnost u odnosu na
wtCDH, dok mutanti iz biblioteke M738 pokazuju veoma sli¢nu aktivnost kao i
wtCDH. Mutanti M68sL i M685Y iz biblioteke M685 pokazuju 3 do 4 puta vecu
aktivnost u odnosu na wtCDH, dok mutant M685T ima aktivnost vrlo slicnu wt

enzimu, a mutant M685G pokazuje dva puta vecu aktivnost u poredenju sa wtCDH.

5.3.3. Merenje oksidativne stabilnosti selektovanih mutanata
i prirodnog oblika celobioza - dehidrogenaze

Selektovani mutanti su potom tretirani vodonik peroksidom kako bi utvrdili
da li su uvedene mutacije dovele do povecane oksidativne stabilnosti u odnosu na
prirodni oblik enzima. Merenje oksidativne stabilnosti je radeno u mikrotitar

ploc¢icama upotrebom prethodno konstruisanog eseja.
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Kako bi se odredila oksidativna stabilnost mutanata i prirodnog oblika
celobioza - dehidrogenaze u prisustvu 0,3 M vodonik peroksida, merena je
rezidualna aktivnost enzima nakon 2 i 6 ¢asova inkubacije u vodonik peroksidu
upotrebom DCIP eseja (Slika 29). Uporedo sa merenjem oksidativne stabilnosti
selektovanih varijanti enzima, merena je i oksidativna stabilnost prirodnog oblika

enzima kako bi se ustanovilo da li uvedene mutacije dovode do povecane stabilnosti

nakon inkubacije u vodonik peroksidu.

Pre merenja rezidualne aktivnosti, vodonik peroksid je uklonjen iz reakcione
smese inkubacijom sa katalazom imobilizovanom na makroporoznom GMA -

EGDMA polimeru, kako bi se sprecila interakcija vodonik peroksida sa DCIP, sto

dovodi do ometanja merenja enzimske aktivnosti.
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Slika 29: Merenje rezidualne aktivnosti mutanata saturacionih biblioteka nakon 2 sata i 6
sati inkubacije u 0,3 M vodonik peroksidu; prikazana je i aktivnost u o h odnosno pocetna

aktivnost enzima. (A) mutanti iz M65 biblioteke; (B) mutanti iz M685 biblioteke; (C)
mutanti iz M738 biblioteke.
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Mutanti iz saturacione biblioteke M65, pored toga $to pokazuju znacajno
vecu aktivnost u poredenju sa prirodnim oblikom enzima, pokazuju i povecanu
oksidativnu stabilnost. Nakon 6 sati inkubacije u 0,3 M vodonik peroksidu, wtCDH
zadrzava 40% svoje pocetne aktivnosti, dok mutant M65F pokazuje ¢ak 70% svoje
pocetne aktivnosti. Iz biblioteke M65, za dalje precis¢avanje i detaljnu kineticku
karakterizaciju, odabran je mutant M65 koji pored toga Sto pokazuje veliku
oksidativnu stabilnost, ima i 9 puta vecu aktivhost u odnosu na prirodni oblik
enzima i 1,4 puta vecu aktivnost u odnosu na M65G mutant nakon 6 sati inkubacije u

vodonik peroksidu (Slika 30).
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Slika 30: Promena absorbance na 540 nm u vremenu nakon o, 2 i 6 h inkubacije u 0,3 M

vodonik peroksidu za mutante iz M65 biblioteke.

Mutanti M685T i M685Y nakon 6 h inkubacije u vodonik peroksidu pokazuju
90% rezidualne aktivnosti, dok mutanti M685L i M685G pokazuju 60% rezidualne
aktivnost i u poredenju sa prirodnim oblikom enzima, pokazano je da mutacije na
M685 poziciji dovode do povecane oksidativne stabilnosti. lako mutanti M685T i
M685Y pokazuju c¢ak 90% rezidualne aktivnosti nakon inkubacije u vodonik
peroksidu, mutant M685Y ima 2 puta vecu aktivnost u poredenju sa mutantom
M685T (Slika 31) zbog cega je odluceno da se u daljim eksperimentima koristi

mutant M685Y.
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Slika 31: Promena absorbance na 540 nm u vremenu nakon o, 2 i 6 h inkubacije u 0,3 M

vodonik peroksidu za mutante iz M685 biblioteke.

lako mutanti iz biblioteke M738 imaju manju aktivnost u poredenju sa

prirodnim oblikom enzima, pokazano je da nakon 6 h inkubaciju u 0,3 M vodonik

peroksidu zadrzavaju ¢ak 80% svoje pocetne aktivnosti. Mutant M738S je odabran za

dalje eksperimente jer ima veoma sli¢nu aktivnost kao i wtCDH (Slika 32).
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Slika 32: Promena absorbance na 540 nm u vremenu nakon o, 2 i 6 h inkubacije u 0,3 M

vodonik peroksidu za mutante iz M738 biblioteke.
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5.3.4. PreciScavanje oksidativho stabilnih mutanta i
prirodnog oblika celobioza - dehidrogenaze

Prvi korak u predis¢avanju oksidativno stabilnih mutanata, u poredenju sa
prirodnim oblikom enzima, je bila ultrafiltracija gde su uklonjeni svi proteini ¢ija je
molekulska masa bila manja od 50 kDa. Nakon toga, mutanti i wtCDH su precis¢eni
upotrebom jonoizmenjivacke hromatografije i analizirani SDS - PAGE

elektroforezom (Slika 33), gde se jasno uocavaju trake preci$¢enih varijanti enzima

koje se nalaze iznad molekulskog markera od 116 kDa.

MM 1 2 3 4 5

1160 - 2%

662 W

450 gy
35,080
-

Slika 33: SDS - PAGE preci$céenih varijanti celobioza - dehidrogenaze: (1) wtCDH; (2) M65F;
(3) M685Y; (4) M738S; (5) koncentrovani uzorak wtCDH; (MM) molekulski markeri.

Molekulska masa rekombinantno dobijenih varijanti enzima je znatno veca
od teorijski pretpostavljene vrednosti. Upotrebom Saccharomyces cerevisiae kao
ekspresionog sistema ¢esto dolazi do ekspresije proteina vecih molekulskih masa ali
i do formiranja Sirokih traka prilikom analize na SDS - PAGE, usled ne uniformne
glikozilacije $to je potvrdeno na primeru glukoza - oksidaze iz Aspergilus niger'ss,

lakaze iz Myceliophthora thermophila'7 i invertazes.
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Do oksidacije metionina dolazi posredstvom malih molekula poput reaktivnih

kiseoni¢nih vrsta, povecan stepen glikozilacije ne uti¢e na ovaj proces i ne moze da

spre¢i oksidaciju metioninski ostataka u prisustvu vodonik peroksida, $to je

potvrdeno na studijama o oksidativnoj stabilnosti glukoza - oksidaze eksprimirane u

Saccharomyces cerevisiae's9.

5-3-5-

prirodnog oblika celobioza - dehidrogenaze

5.3.5.1. Odredivanje kinetickih parametara

Karakterizacija oksidativnho stabilnih mutanata i

Oksidativno stabilni mutanti M65F, M685Y i M738S zajedno sa wtCDH su

kinetic¢ki okarakterisani upotrebom laktoze i celobioze kao supstratima i dobijene

vrednosti su uporedene sa rekombinantnim prirodnim oblikom enzima (Tabela 34).

Tabela 34: Kineticki parametri, wtCDH i oksidativho stabilnijih varijanti celobioza -

dehidrogenaze, izmereni u prisustvu laktoze i celobioza kao supstrata.

Oksidativna
stabilnost
u 0,3M H.0. Laktoza Celobioza
tl/2 kcat kcat/I(m kcat kcat/Km
[h] K [mM] [s”] (mM*s”] | Km [pM] [s”] [mM™s”]
wtCDH 4,7+1,3 0,77£0,09  1,55+0,05  2,00+0,24 38+10 0,81+0,08 21,5+6,1
Mé6sF 13,1£1,9 1,4310,10  4,64%0,09  3,24%0,24 | 103%44  3,27%0,74  31,8%154
M685Y 27,3%7,2 1,44%0,14  3,95+0,12  2,73%0,28 | 12,5%1,9 2, 6230,09  209+32,6
M738S 18,9+4,4 1,53+0,10 0,97+0,02  0,64+0,04 162421 1,58+0,12 9,76+1,47
Oksidativna stabilnost pojedina¢nih mutanata prikazana u tabeli 34 je

izracunata na osnovu rezidualne aktivnosti mutanata nakon 6 h inkubacije u 0,3 M

vodonik peroksidu (Slika 29).
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Rekombinantni wtCDH pokazuje vece K, za laktozu i manje ke za celobiozu
u poredenju sa wtCDH iz Phanerochaete chrysosporiums’. Manja aktivnost
rekombinantnih enzima eksprimiranih u Saccharomyces cerevisiae InvSci soju je
takode pokazana i prilikom ekspresije glukoza - oksidaze°. Razlog za smanjenu
aktivnost enzima eksprimiranih u kvascu Saccharomyces cerevisiae moze nastati kao
posledica povecane glikozilacije koja je karakteristi¢na za ovaj tip kvasca, ¢ime se
sprecava dostupnost supstrata enzimu. Uprkos ¢injenici da Saccharomyces cerevisiae
katalizuje kacenje izmedu 50 i 150 manoznih ostataka po mestu glikozilacije na
enzimu'®> 9° veoma laka genetska manipulacija i dalje ¢ini ovaj kvasac veoma

poZeljnim za proteinski inZenjering eukariotskih enzima.

Mutanti M65F i M685Y pokazuju medusobno sli¢ne vrednosti za kear prilikom
upotrebe laktoze kao supstrata, dok su te vrednosti oko 2 puta ve¢e u odnosu na
wtCDH. Takode je uoc¢eno, da su specificne konstante za mutante M65F i M685Y
vece u odnosu na prirodni oblik enzima. Prilikom upotrebe celobioze kao supstrata,
kcat vrednosti svih oksidativno stabilnijih mutanata su 2 do 4 puta vece u odnosu na
prirodni oblik enzima, dok pokazuju sli¢ne vrednosti sa rekombinantnim enzimom
¢ija keat iznosi 4,1 s. Mutant M685Y pokazuje znacajno manje K, u odnosu na ostale
mutante kao i u odnosu na wtCDH, usled ¢ega ima pokazuje znacajno vecu

specifi¢nu konstantu za celobiozu.

Mutant M738S pokazuje manju aktivnost u poredenju sa wtCDH, medutim
pokazano je da je uvodenje ove mutacije dovelo do znacajnog povecanja stabilnosti u
prisustvu vodonik peroksida u poredenju sa prirodnim oblikom enzima, pa tako polu
zivot M738S mutanta je 4 puta povecan u odnosu na wtCDH. Polu zZivot u 0,3 M
vodonik peroksidu je za M65F je 2,8 puta veci u odnosu na wtCDH, dok je za M685Y

5,8 puta veci.
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5.3.5.2. Odredivanje temperaturne stabilnosti
Temperaturna stabilnost je odredena merenjem aktivnosti prirodnog oblika
enzima i oksidativnih mutanata nakon inkubacije na odredenoj temperaturi tokom
15 minuta i svi mutanti su pokazivali sli¢nu stabilnost kao i wtCDH odnosno dolazi

do potpune inaktivacije enzima na temperaturama iznad 60°C (Slika 34).

wt CDH
Me65F CDH
M685Y CDH
M738S CDH

Lo

100

507

Rezidualna aktivnost (%)

40 60 8o 100
Temperatura °C

Slika 254: Prikaz temperaturne stabilnosti wtCDH i oksidativnih mutanata na razlic¢itim

temperaturama.

5.3.5.3. Odredivanje pH optimuma
Oksidativno stabilnim mutantima kao i wtCDH enzimu, odreden je pH
optimum i uoc¢eno je da mutant M738S pokazuje najvecu enzimsku aktivnost na pH
vrednostima od 3 do 4, dok wtCDH i mutanti M65F i M685Y pokazuju pH optimum
u opsegu pH vrednosti od 4 do 6 (Slika 35).
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Slika 35: Prikaz pH optimuma prirodnog oblika enzima i oksidativnih mutanata na

razli¢itim pH vrednostima od 2 do 9.

5.3.6. Proizvodnja kombinovanih mutanata

Mutacije, prethodno selektovanih i okarakterisani oksidativhih mutanata
(M65F, M685Y, M738S) su potom iskori$¢ene za kreiranje kombinovanih mutanata
koji sadrze dve odnosno tri mutacije (M65F - M685Y, M65F - M738S, M685Y -
M738S, M65F - M685Y - M738S). Dobijeni kombinovani mutanti su eksprimirani u
fermentacijama od 1 L, medutim nakon koncentrovanja uzoraka nije detektovana

aktivnost celobioza - dehidrogenaze upotrebom DCIP eseja.
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5.4. Kloniranje i ekspresija prirodnog oblika i mutiranih

varijanti celobioza - dehidrogenaze u Pichia pastoris

KM71H soju

Ekspresioni sistemi poput Saccharomyces cerevisiae se koriste prilikom
dirigovane evolucije i drugih tehnika proteinskog inzenjeringa za kreiranje razlic¢itih
varijanti enzima. Medutim, nakon dobijanja varijante enzima sa Zeljenim osobina,
neophodno je pristupiti proizvodnji enzima na vec¢em ekspresionom nivou, za $ta se
uglavnom koristi metilotrofni kvasac Pichia pastoris*®s. lako Pichia pastoris ima
veoma malu efikasnost prilikom transformacije?°s, velika gustina celija prilikom
rasta, sposobnost da sekretuje velike koli¢ine Zeljenog proteina kao i post -

translacione modifikacije ¢ine je veoma kori$¢enim ekspresionim sistemom?=°°.

5.4.1. Kloniranje mutiranih varijanti celobioza -

dehidrogenaze u pPICZoA vektor

Prilikom dirigovane evolucije celobioza - dehidrogenaze eksprimirane na
povrsini Celija kvasca Saccharomyces cerevisiae EBY100, dobijen je trostruki mutant
(D20oN, A64T, V592M) koji je zajedno sa oksidativnhim mutantima M6sF, M685Y,
M738S uspesno kloniran u pPICZaA vektor. Nakon kloniranja, dobijeni konstrukti su

sekvencirani i potvrdene su mutacije na zeljenim pozicijama.

5.4.2. Ekspresija i preciS¢avanje prirodnog oblika i mutiranih
varijanti celobioza - dehidrogenaze

Nakon uspesnog kloniranja Zeljenih varijanti celobioza - dehidrogenaze,
pristupilo se transformaciji Pichia pastoris, a potom ekspresiji i preci$¢avanju
zeljenih varijanti enzima. Transformacijom Pichia pastoris, dobijeno je nekoliko
kolonija na YPD agar plotama sa zeocinom koje su potom testirane na aktivnost

celobioza - dehidrogenaze upotrebom DCIP eseja. Za svaku varijantu enzima,
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transformant koji je pokazivao najbolju proizvodnju je selektovan i koris¢en za

proizvodnju enzima u 1 L fermentacije.

Optimalno vreme trajanja fermentacije, kako bi se postigla najveca
proizvodnja celobioza - dehidrogenaze je determinisano merenjem enzimske
aktivnosti upotrebom DCIP eseja u alikvotima fermentacione tecnosti uzetih na

svaka 24 h tokom 8 dana metanolne indukcije (Slika 36).

0.0 T T T T 1
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Ekspresiono vreme (dani)

Enzimska aktivnost (IU/mL)

Slika 26: Optimalno vreme trajanja fermentacije prikazano za trostrukog mutanta celobioza
- dehidrogenaze eksprimiranog u Pichia pastoris KM71H soju, merenjem enzimske

aktivnosti upotrebom DCIP eseja.

Primeceno je da se nakon cetiri dana metanolne indukcije dostize
maksimalna proizvodnja enzima koja iznosi oko 950 IU/L fermentacione te¢nosti i
da ne dolazi do znacajnih promena u narednim danima trajanja fermentacije.
Ekspresijom celobioza — dehidrogenaze klonirane u pPIC9K vektoru u kvascu Pichia
pastoris dobijeni su slicni podaci za optimalno vreme ekspresije proteina’-.
Medutim u prethodnim istrazivanjima, ekspresijom prirodnog oblika celobioza -
dehidrogenaze u Pichia pastoris KM71H soju, dobijena je znatno niza ekspresiona

stopa, 221 IU/L® u odnosu na podatke koje je nasa istrazivacka grupa dobila, sto se
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moze objasniti potencijalnom upotrebom transformanta sa viSestrukom

integracijom plazmida unutar hromozomalne DNK kvasca.

Kako bi se postigla maksimalna stopa ekspresije proteina, za ekspresiju
mutiranih varijanti celobioza - dehidrogenaze, radena je metanolna indukcija tokom
6 dana, nakon cega je centrifugiranjem odvojena fermentaciona tecnost sa
eksprimiranim varijantama enzima od celija. Dobijena fermentaciona tec¢nost je
koncentrovana upotrebom ultrafiltracione celije, $to je ujedno i bio prvi korak pri
precis¢avanju eksprimiranih mutanata celobioza - dehidrogenaze. Nakon
ultrafiltracije, radena je jonoizmenjivacka hromatografija (Slika 37) gde se uocava pik
koji poti¢e od tmCDH ali uocavaju se i manji pikovi drugih proteina i gel filtraciona

hromatografija (Slika 38) gde se jasno uocava jedan pik proteina koji poti¢e od CDH.

mAU - UV1_280nm
140 tm CDH UV3 420nm
Uv2_450nm
120
100
80
60
40
20
0 3 % S RO e S e as—————
0.0 10.0 20.0 30.0 40.0 50.0 60.0 mi

Slika 27: Prikaz hromatograma za trostrukog mutanta celobioza - dehidrogenaze (tmCDH)

eksprimiranog u Pichia pastoris KM71H soju nakon jonoizmenjivacke hromatografije'.

4 Zbog lakse preglednosti, prikazan je hromatogram samo za trostrukog mutanta celobioza -
dehidrogenaze eksprimiranog u Pichia pastoris KM71H soju. Hromatogrami ostalih mutanata, kao i

prirodnog oblika enzima su pokazivali isti profil (Prilog 2).
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Slika 28: Prikaz hromatograma za trostrukog mutanta celobioza - dehidrogenaze (tmCDH)

eksprimiranog u Pichia pastoris KM71H soju nakon gel filtracione hromatografije®.

Nakon zavrSenih hromatografija, SDS - PAGE elektroforezom su analizirani

svi koraci precis¢avanja za wtCDH i trostrukog mutanta celobioza - dehidrogenaze

(Slika 39), kao i za oksidativne mutante M65F, M685Y, M738S (Slika 40). Na slikama

39 i 40, moguce je jasno uoditi da je nakon gel filtracije dobijena jedna traka proteina

koja potice od celobioza - dehidrogenaze i da masa dobijenog enzima od 100 kDa

odgovara masi prethodno izolovane rekombinantne celobioza - dehidrogenaze iz

Pichia pastoris®» 9% 207, ali i da je dobije masa enzima veoma sli¢na masi nativhog

enzima izolovanog iz Phanerochaete chrysosporium?°7. Neznatno veca masa

rekombinantno eksprimiranih varijanti enzima u odnosu na nativnu formu enzmina,

nastaje kao posledica veceg stepena glikozilacije.

'5 Zbog lakse preglednosti, prikazan je hromatogram samo za trostrukog mutanta celobioza -

dehidrogenaze eksprimiranog u Pichia pastoris KM71H soju. Hromatogrami ostalih mutanata, kao i

prirodnog oblika enzima su pokazivali isti profil (Prilog 2).
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Slika 29: SDS - PAGE koraka predi§¢avanja varijanti celobioza - dehidrogenaze: (1) wtCDH
dijalizovan uzorak; (2) wtCDH dijalizovan uzorak; (3) wtCDH koncentrovan uzorak; (4) wtCDH
nakon jonoizmenjivacke hromatografije; (5) wtCDH nakon gel filtracije; (MM) molekulski markeri;
(6) tmCDH dijjalizovan uzorak; (7) tmCDH dijalizovan uzorak; (8) tmCDH koncentrovan uzorak; (9)

tmCDH nakon jonoizmenjivacke hromatografije; (10) tmCDH nakon gel filtracije.

Slika 30: SDS - PAGE koraka preci$¢avanja oksidativno stabilnih varijanti celobioza - dehidrogenaze:
(1) M65F koncentrovan uzorak; (2) M65F nakon jonoizmenjivacke hromatografije; (3) M65F nakon
gel filtracije; (4) M685Y koncentrovan uzorak; (5) M685Y nakon jonoizmenjivacke hromatografije; (6)
M685Y nakon gel filtracije; (7) M738S koncentrovan uzorak; (8) M738S nakon jonoizmenjivacke
hromatografije; (9) M738S nakon gel filtracije; (MM) molekulski markeri.
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Precis¢eni uzorci su analizirani i nativhom elektroforezom kako bi se
detektovala enzimska aktivnost eksprimiranog proteina na gelu upotrebom DCIP
eseja. Prikazan je zimogram za oksidativne mutante (Slika 41) dok su wtCDH i
trostruki mutant pokazivali isti profil na nativnoj elektroforezi. Nativni gel bojen
CBB - om jasno pokazuje samo jednu traku proteina, dok je zimogramom pokazano
da traka odgovara celobioza - dehidrogenazi jer prilikom oksidacije laktoze, koja je
koris¢ena kao supstrat, dolazi do simultane redukcije DCIP - a usled ¢ega on menja
boju i iz ljubicaste, kada je u oksidovanom obliku, postaje bezbojan, kada se nalazi u
potpuno redukovanom stanju. Obezbojavanjem ljubic¢asto obojenog gela ukazuje na

aktivnost celobioza - dehidrogenaze.

y

1 203
-
.'

A

Slika 31: Nativna elektroforeza oksidativno stabilnih mutanata celobioza - dehidrogenaze:
(A) bojena CBB - om; (B) detekcija aktivnosti u gelu (zimogram) upotrebom DCIP eseja; (1)

M65F mutant; (2) M685Y mutant; (3) M738S mutant.

Tokom preci$éavanja proteina, odredeni su prinos preci$¢avanja i stepen
precisc¢enosti trostrukog mutanta celobioza - dehidrogenaze kao i za prirodni oblik

enzima (Tabela 35), ali i za oksidativne mutante (Tabela 36).
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Tabela 35: Podaci o koracima tokom precis¢avanja wtCDH i trostrukog mutanta celobioza -
dehidrogenaze: (UF) ultrafiltracija; (DEAE) uzorak nakon jonoizmenjivac¢ke hromatografije;
(GF) uzorak nakon gel filtracione hromatografije; (V) zapremina uzorka; (Cp) koncentracija
proteina; (Ac) koncentracija enzimske aktivnosti; (Sp) specifi¢na aktivnost enzima po

miligramu ukupnih proteina; (Y) prinos preci§c¢avanja; (Pf) stepen preci§éenosti uzorka.

wtCDH tmCDH
UF DEAE GF UF DEAE GF
V [mlL] 12 5 6 12 3 7

Cp [mg/mL] 0,72 0,59 0,22 0,42 0,48 0,08
Ac [TU/mL] 8,86 8,1 4,49 2,34 5,41 1,17
Sp [TU/mg] 12,3 13,7 20,4 5,55 11,2 14,1
Y [%] 100 38,09 25,34 100 57,80 29,17

Pf 1 1,11 1,66 1 2,02 2,6

Tabela 36: Podaci o koracima tokom preci$¢avanja oksidativnih mutanta celobioza -
dehidrogenaze: (UF) ultrafiltracija; (DEAE) uzorak nakon jonoizmenjivacke hromatografije;
(GF) uzorak nakon gel filtracione hromatografije; (V) zapremina uzorka; (Cp) koncentracija
proteina; (Ac) koncentracija enzimske aktivnosti; (Sp) specifitna aktivnost enzima po

miligramu ukupnih proteina; (Y) prinos preci§c¢avanja; (Pf) stepen preci$éenosti uzorka.

M65F M685Y M738S
UF DEAE GF UF DEAE GF UF DEAE GF
V [mL] 15 10 10 15 10 10 15 10 10

Cp [mg/mL] | 1,84 0,39 0,11 1,84 0,62 0,08 1,84 0,39 0,08

Ac [TU/mL] | 13,96 4,71 1,27 14,66 7,31 1,12 2,01 1,72 0,34
Sp [IU/mg] | 757 1238 1,34 | 7,95 11,71 13,36 1,09 4,40 4,45
Y [%] 100 22,49 6,06 100 33,24 5,09 100 57,05 11,28

Pf 1 1,61 1,50 1 1,47 1,68 1 4,04 4,08

Stepen preciScenosti enzima je definisan kao odnos specificne aktivnosti

enzima po miligramu ukupnih proteina nakon i pre precis¢avanja i kretao se od 1 do
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4 za razli¢ite mutante celobioza - dehidrogenaze, a stepen precis¢enosti za wtCDH
iznosi 1,66, dok je prinos precis¢avanja koji je definisan kao procenat enzimske
aktivnosti nakon preciscavanja bio od 5% do 29% za razli¢ite mutante i prirodni
oblik celobioza - dehidrogenaze. Specifi¢na aktivnost prirodnog oblika celobioza -
dehidrogenaze i trostrukog mutanta nakon preci§¢avanja iznosi 20,4 IU/mg odnosno
14,1 IU/mg, dok oksidativni mutant M685Y nakon precis¢avanja pokazuje najvecu

specifi¢nu aktivnost (13,36 IU/mg) u poredenju sa ostalim oksidativnim mutantima.

5.4.3. Karakterizacija prirodnog oblika i mutiranih varijanti

celobioza - dehidrogenaze
5.4.3.1. Odredivanje kinetickih parametara

Mutirane varijante celobioza — dehidrogenaze zajedno sa prirodnim oblikom
enzima su kineticki okarakterisane upotrebom laktoze i celobioze kao supstratima i

dobijene vrednosti su uporedene sa rekombinantnim prirodnim oblikom enzima

(Tabela 37).

Tabela 37: Kineticki parametri, prirodnog oblika i oksidativno stabilnijih varijanti celobioza

- dehidrogenaze, izmereni u prisustvu laktoze i celobioza kao supstrata.

Laktoza Celobioza
Km Keat Keat/Km Km Keat Keat/Km
[mM] [s7] [mM™s”] [kM] [s7] [mM™s”]
wt CDH 3,49 35,7 10,2 168 29,8 177
tm CDH 1,00 19,9 19,8 79,6 28,4 358
MeésF 1,248 16,59 13,29 979,1 45,07 46,03
M685Y 3,642 49,18 13,50 1377 125,2 90,92
M738S 1,751 12,75 7,28 155,3 13,62 87,70

Trostruki mutant celobioza - dehidrogenaze pokazuje najmanju Ky, vrednost

(1 mM) za laktozu i za celobiozu (79,6 mM) u odnosu na oksidativne mutante ali i u
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odnosu na prirodni oblik enzima. Oksidativni mutant M685Y i wtCDH pokazuju
gotovo identi¢ne K, vrednosti za laktozu, dok za celobiozu oksidativni mutant
M685Y pokazuje 8,2 puta vecu K, vrednost u odnosu na wtCDH. Mutant M65F ima
Km vrednost koja iznosi 1,248 mM za laktozu, sto je veoma mala razlika u odnosu na
trostrukog mutanta, dok M738S mutant pokazuje 2 puta manju K. vrednost u
odnosu na wtCDH. Oksidativni mutanti M65F i M685Y imaju znatno vece Ky
vrednosti u odnosu na ostale mutante ali i u odnosu na wtCDH. Mutant M738S i
wtCDH pokazuju veoma slicne vrednosti Km za celobiozu, dok tmCDH pokazuje

nesto manju vrednost u odnosu na wtCDH.

Mutanti M65F, M738S i trostruki mutant celobioza - dehidrogenaze pokazuju
slicne vrednosti ke za laktozu gde je koris¢en DCIP kao elektron akceptor, za
razliku od wtCDH i M685Y mutanta koji pokazuju oko 2 odnosno 3 puta vece ket za
laktozu u odnosu na ostale mutante. U poredenju sa publikovanim vrednostima kecat
za prirodni oblik celobioza - dehidrogenaze iz Phanerochaete chrysosporium soj
KCC60256, rekombinantno eksprimiranu u Pichia pastoris X - 33 soju, iznosi 8,2 s
207 dok za CDH iz Phanerochaete chrysosporium soj RP78 rekombinantno
eksprimiranu u Pichia pastoris KM71H soju iznosi 4,7 s* % uocava se da svi
eksprimirani mutanti kao i prirodni oblik enzima imaju vece ke vrednosti za
laktozu kao supstrat. Ukoliko uporedimo dobijene ke vrednosti sa nativhom
celobioza - dehidrogenazom izolovanom iz Phanerochaete chrysosporium K3 soj gde
Keat iznosi 13,4 s 2°%, uoc¢ava se da mutanti tmCDH, M65F i M738S imaju veoma
slicne ket vrednost kao nativni protein, dok wtCDH enzim i mutant M685Y imaju

oko 3 do 4 puta vece keac vrednosti u odnosu na nativni protein.

Poredenjem dobijenih ke vrednosti za celobiozu za mutante i wtCDH sa
prethodno publikovanim ke vrednostima za celobiozu koja za prirodni oblik
celobioza - dehidrogenaze iz Phanerochaete chrysosporium soj KCC60256,

rekombinantno eksprimiranu u Pichia pastoris X - 33 soju, iznosi 6,27 s 2%7, 3,6 s-1 je
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keat vrednost za CDH iz Phanerochaete chrysosporium soj RP78 rekombinantno
eksprimiranu u Pichia pastoris KM71 soju® dok za nativhu CDH iz Phanerochaete
chrysosporium K3 so0j Kkeat iznosi 15,7 s-1 2°%, moze se uociti da oksidativni mutant
M738S ima skoro identi¢no ke kao i nativni protein celobioza — dehidrogenaze, dok
rekombinantno eksprimiran prirodni oblik enzima i ostali mutanti pokazuju

znacajno vece ke vrednosti.

Na osnovu dobijenih podataka za kca;, mozemo zakljuciti da eksprimirani i
precis¢eni rekombinantni prirodni oblik i mutanti celobioza - dehidrogenaze
pokazuju znacajno vecu enzimsku aktivnost kada se koriste laktoza ili celobioza kao
supstrati u odnosu na prethodno publikovane vrednosti za celobioza -
dehidrogenazu, sto ukazuje na njihovu mogucu primenu u biokatalizi za

proizvodnju laktobionske ili celobionske kiseline3.

Za upotrebu enzima u biosenzorima jedan od najbitnijih parametara je
konstanta specifi¢nosti (kcat/Km) enzima prema supstratu®4, stoga se iz prilozenih
rezultata uocava da trostruki mutant celobioza - dehidrogenaze pokazuje najvecu
konstantu specifi¢nosti za laktozu (19,8 mM™s?) ali i za celobiozu (358 mM™s™) u
odnosu na rekombinantni wtCDH za koji konstanta specifi¢nosti za laktozu iznosi
10,2 mM™s?, a za celobiozu 177 mM~s. U poredenju sa literaturnim podacima za
prirodni oblik celobioza - dehidrogenaze iz Phanerochaete chrysosporium soj
KCC60256, rekombinantno eksprimiranu u Pichia pastoris X - 33 soju, specificna
konstanta za laktozu iznosi 24,1 mM7s™, a za celobiozu 29,9 mM™s™ 2°7 a za CDH iz
Phanerochaete chrysosporium soj RP78 rekombinantno eksprimiranu u Pichia
pastoris KM71 soju specificna konstanta za laktozu je 4,1 mM™s?, a za celobiozu 60
mM-s? 8, dok nativni enzim CDH izolovan iz Phanerochaete chrysosporium K3 soja
ima specifi¢nu konstantu 12 mM™s™ za laktozu i 140 mM™s” za celobiozu 2°% moZemo

uociti da trostruki mutant pokazuje vece konstante specifi¢nosti prema laktozi i
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celobiozi kao supstratima i da je potencijalni kandidat za proizvodnju biosenzora

osetljivih na laktozu odnosno celobiozu.

5.4.3.2. Odredivanje temperaturne stabilnosti
Temperaturna stabilnost je odredena merenjem aktivnosti prirodnog oblika
enzima i mutiranih varijanti enzima nakon inkubacije na odredenoj temperaturi
tokom 15 minuta i svi mutanti su pokazivali slicnu stabilnost kao i wtCDH osim

M738S mutanta koji pokazuje stabilnost i pri temperaturama iznad 65°C (Slika 42).

100 ¥<X
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Rezidualna aktivnost (%)
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Slika 32: Prikaz temperaturne stabilnosti prirodnog oblika enzima i mutiranih varijanti

celobioza - dehidrogenaze na razli¢itim temperaturama.

5.4.3.3. Odredivanje pH optimuma
Oksidativno stabilnim mutantima kao i trostrukom mutantu i wtCDH
enzimu, odreden je pH optimum i uoceno je da mutant M738S pokazuje najvecu
enzimsku aktivnost na pH vrednostima od 3 do 5,5, kao i trostruki mutant celobioza
— dehidrogenaze dok prirodni oblik enzima i mutanti M65F i M685Y pokazuju pH

optimum u opsegu pH vrednosti od 4 do 6 (Slika 43). Dobijeni pH optimum za
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wtCDH i mutirane varijante enzima je veoma slican prethodno publikovanim

podacima za nativnu i rekombinantnu celobioza - dehidrogenazu>7.

Rezidualna aktivnost (%)

pH vrednost

Slika 33: Prikaz pH optimuma prirodni oblik enzima i mutiranih varijanti celobioza -

dehidrogenaze na razli¢itim pH vrednostima.
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5.5. Proizvodnja laktobionske kiseline

Imobilizacijom enzima na povrsini celija kvasca obezbeduje se jednostavna i
laka upotreba enzima, ali i uklanjanje enzima iz reakcione smese kako bi se sakupio
zeljeni proizvod. Ekspresijom celobioza - dehidrogenaze kao i lakaze na celijskim
zidovima kvasca, a potom liziranjem celija kako bi se dobili ¢elijski zidovi kao sluze
kao nosadi enzima i njihovim meSanjem u odgovarajucoj srazmeri, moguce je
katalizovati proizvodnju laktobionske kiseline. Ekspresija lakaze na povrsini celija
kvasaca, kao i proizvodnja liziranih celijskih zidova sa eksprimiranom lakazom je
radena u okviru doktorske disertacije doktoranta Nikoline Popovi¢, dok je u ovoj
doktorskoj disertaciji iskoris¢ena kao deo enzimske masinerije za proizvodnju
laktobionske kiseline. Na osnovu proizvodnje celijskih zidova sa eksprimiranom
lakazom, kreirani su eksperimenti za proizvodnju celijskih zidova sa eksprimiranom

celobioza - dehidrogenazom.

Nakon zavrsene ekspresije, celije koje su na svojoj povrsini imale eksprimiran
wtCDH, tmCDH kao i prazne celije su centrifugirane i isprane 3 puta sa 0,1 M
natrijum - acetatnim puferom pH 4,5 kako bi se uklonio sav medijum, nakon cega je
postavljena liza ¢elija upotrebom 3% toluena. Celijska liza je pra¢ena tokom 30 hi u
odredenim casovima lize, uzimani su alikvoti c¢elijskih zidova koji su potom
analizirani na aktivnost celobioza - dehidrogenaze. Uporedo sa merenjem aktivnosti
celobioza - dehidrogenaze, pratili smo i oslobadanje proteina iz Ccelije u
supernatantu iznad liziranih delijskih zidova, merenjem absorbance na 280 nm.
Alikvotima prikupljenim tokom lize ¢elija, podesena je koncentracija ¢elijskih zidova

da bude 250 mg/mL i izmerena je enzimska aktivnost upotrebom DCIP eseja (Slika

44).
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Slika 34: Merenje enzimske aktivnost celijskih zidova sa imobilizovanim trostrukim

mutantom i prirodnim oblikom celobioza - dehidrogenaze.

Primecuje se da c¢ak i nakon liziranja celijskih zidova, ne detektuje se
aktivnost prirodnog oblika enzima, dok trostruki mutant pokazuje aktivnost, zbog
Cega je on koris¢en u daljim eksperimentima. Trostruki mutant celobioza -
dehidrogenaze pokazuje najvec¢u enzimsku aktivnost po miligramu ¢elijskih zidova
nakon 18 h lize, dok nakon 24 h lize pokazuje neznatno manju aktivnost, medutim u
24 h lize, koncentracija proteina u supernatantu iznad celijskih zidova je bila
najveca, zbog ¢ega su za proizvodnju laktobionske kiseline koris¢ene celije nakon 24

h lize.

Pored lize Celijskih zidova sa eksprimiranim trostrukim mutantom celobioza
- dehidrogenaze, uradena je i liza celijskih zidova sa eksprimiranom lakazom.
Celijski zidovi (250 mg/mL) sa imobilizovanom CDH (100 pL) i razli¢ite zapremine
celijskih zidova sa imobilizovanom lakazom (bez lakaze, 50 pL, 100 pL, 150 pL, 200

pL, 250 pL) su pomesane i merena je promena absorbance na 540 nm u prisustvu
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DCIP - a kao redoks medijatora i u prisustvu 0,2 mM bakra koji je neophodan lakazi

kako bi katalizovala oksidaciju redukovanog DCIP - a (Slika 45).
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Slika 35: Promena absorbance na 540 nm u prisustvu DCIP - a kao redoks medijatora,

tmCDH i razli¢itih zapremina lakaze imobilizovane na ¢elijskim zidovima.

Oksidacijom laktoze dejstvom celobioza - dehidrogenaze dolazi do redukcije
DCIP - a usled cega dolazi do opadanja absorbance na 540 nm i do promene boje
redoks medijatora iz ljubicaste kada je u oksidovanom stanju u bezbojnu kada je u
potpuno redukovanom obliku. Poznato je da se aktivnost celobioza - dehidrogenaze
ne moze detektovati u prisustvu lakaze, upravo zbog njene sposobnosti da katalizuje
oksidaciju redoks medijatora koji je prethodno redukovan od strane CDH, Ssto

dovodi do toga da se aktivnost CDH ne detektuje°4.

Promena absorbance bez dodate lakaze je oko 0,25 $to ukazuje na aktivnost
trostrukog mutanta celobioza - dehidrogenaze, medutim sa dodatkom vecih
zapremina lakaze trebalo bi da dode do opadanja promene absorbance, $to ovde nije
slucaj. UocCava se da pri nizim koncentracijama dodati Ccelijskih zidova sa
imobilizovanom lakazom dolazi do smanjenje promene absorbance $to moze da

ukaze na simultan transfer elektrona sa enzima na redoks medijator, a potom
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posredstvom lakaze na kiseonik. Medutim, kako raste koncentracija celijskih zidova
tako raste i promena absorbance $to moze da ukaZe na prisustvo oksido -
redukcionih enzima eksprimiranih na celijskim zidovima, usled cega pri veéim
koncentracijama celijskih zidova dolazi do obezbojavanja DCIP - a kao redoks

medijatora za oksido - reduktazne enzime.

Na osnovu dobijenih rezultata, moze se zakljuciti da lakaza imobilizovana na
c¢elijskim zidovima nije idealan kandidat za proizvodnju laktobionske kiseline u
kombinaciji sa imobilizovanom celobioza - dehidrogenazom na zidovima kvasca.
Upotreba komercijalno dostupne lakaze bi trebala da omogudi prevazilazenje
prethodno nastalih ometajuc¢ih faktora, usled c¢ega su postavljene reakcije sa
razli¢itim koncentracijama lakaze iz Trametes versicolor kako bismo odredili koja
koncentracija lakaze je neophodna za simultan transfer elektrona, a samim tim i

proizvodnju laktobionske kiseline (Slika 46).

0.4"

dAbs/min
e e
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=]
-
1

é%%%%%.
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Razli¢ite koncentracije lakaze IU/mL

Slika 36: Promena absorbance na 540 nm u prisustvu DCIP - a kao redoks medijatora,

tmCDH i razli¢itih koncentracija lakaze izrazene u IU/mL: (1) 0,094; (2) 0,0188; (3) 0,0282;

(4) 0,0376; (5) 0,047; (6) 0,0564; (7) 0,0658; (8) 0,0752; (9) 0,084; (10) 0,094.
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Upotrebom komercijalne lakaze, primecuje se trend opadanja promene
absorbance sa povecanjem koncentracije lakaze, kao i da pri koncentraciji od 0,094
[IU/mL lakaze dolazi do blagog porasta promene absorbance $to moze biti posledica
nedostatka rastvorenog molekulskog kiseonika, odnosno da je pri tim uslovima, sav
kiseonik dejstvom lakaze preveden u vodu, s$to omogucava celobioza -
dehidrogenazi da u prisustvu supstrata dovede do redukcije redoks medijatora. Na
osnovu rezultata prikazanih na slici 31, moze se zakljuciti da pri koncentracijama
lakaze oko 0,07 IU/mL dolazi do nesmetane proizvodnje laktobionske kiseline u
prisustvu tmCDH eksprimiranog na liziranim ¢elijama, $to je potom testirano i na

vecoj skali.

Proizvodnja laktobionske kiseline pri reakcionoj zapremini od 20 mlL,
upotrebom imobilizovanog trostrukog mutanta celobioza - dehidrogenaze (0,15
[IU/mL) i komercijalne lakaze je pracena promenom pH vrednosti. Za proizvodnju
laktobionske kiseline je koris¢en 10 mM natrijum - acetatni pufer pH 4,5, 200 mM
laktoza i 0,6 mM DCIP, medutim u reakcijama sa CDH imobilizovanom na ¢elijskim
zidovima (2 mL suspenzije ¢elijskih zidova koncentracija 250 mg/mL), nakon 24 h
promena pH je iznosila 0,2 pH jedinice. Kako bi se pH vrednost vratila na pocetnu
pH vrednost, odnosno pH vrednost pufera, bilo je neophodno utrositi 600 pL 0,1 M
natrijum hidorksida, sto ukazuje na podatak da je tokom 24 h produkovano 60 pmol

laktobionske kiseline.

U cilju proizvodnje vecih koli¢ina laktobionske kiseline, uocava se da ovaj
sistem ne daje zadovoljavajuce velike koli¢ine laktobionske kiseline, zbog cega je
produkovana laktobionska kiselina upotrebom prirodnog oblika celobioza -
dehidrogenaze produkovane u Pichia pastoris i liofilizovane (3,1 IU/mL) i
komercijalne lakaze. Reakciona smesa je sadrzala 200 mM laktozu, 0,25 IU/mL
wtCDH, 0,7 IU/mL lakaze i 0,6 mM DCIP u 10 mM natrijum - acetatnom puferu pH

4,5, a nakon 2 h detektovana je promena pH vrednosti od 1,2 pH jedinice, $to
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odgovara koli¢ini od 320 pmol laktobionske kiseline, $to bi znacilo da za 24 h moze

biti produkovano 3,84 mmol laktobionske kiseline.
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Sposobnost celobioza - dehidrogenaze da katalizuje redukciju Fe3* jona kao
jednoelektronskog akceptora elektrona, oksidacijom razli¢itih supstrata poput
laktoze je iskoriS¢ena prilikom razvoja fluorescentnog eseja tokom cega je
zakljuceno da u prisustvu 2 mM vodonik peroksida kao i 2 mM jona gvozda moguce
detektovati aktivnost celobioza - dehidrogenaze na osnovu fluorescencije i iskoristiti

za pretragu biblioteka gena ovog enzima u proteinskom inzenjeringu.

Uspesno su konstruisane error - prone biblioteke mutanata upotrebom
celobioza - dehidrogenaze insertovane u pCTCON2 vektor, odakle je analizom i
merenjem aktivnosti enzima detektovan trostruki mutant (D20N, A64T, V592M) koji

je za razliku od prirodnog oblika enzima pokazivao aktivnost.

U ovoj doktorskoj disertaciji uspesno su kreirane saturacione biblioteke
upotrebom semi - racionalnog dizajna i detektovani su mutanti oksidativno
stabilniji u prisustvu 0,3 M vodonik peroksida u odnosu na prirodni oblik celobioza -
dehidrogenaze. Analizom kreiranih biblioteka na pozicijama metionina 65, 685, 738
uoceno je da zamenom metionina na poziciji 65, koji ucestvuje u koordinaciji gvozda
unutar hema, sa fenilalaninom nastaje varijanta enzima koja ima 9 puta vecu
aktivnost u odnosu na prirodni oblik enzima nakon 6 h inkubacije u vodonik
peroksidu kao i da pokazuje preko 70% rezidualne aktivnosti. Mutant M68s5Y
pokazuje preko 90% rezidualne aktivnosti, dok mutant M738S iako pokazuje 2 puta
manju aktivnost u poredenju sa wtCDH, zadrzava 80% rezidualne aktivnossti nakon
6 h inkubacije u vodonik peroksidu. Mutant M685Y ima 5,8 puta povecan polu Zivot
u 0,3 M vodonik peroksidu u odnosu na wtCDH. lako su dobijeni pojedina¢ni
mutanti koji pokazuju povecanu oksidativnu stabilnost, dobijanje mutanata
kombinovanjem pojedina¢nih mutacija nije bilo uspesno. Na osnovu dobijenih
rezultata, moze se zakljuciti da su uspes$no kreirani mutanti sa povecanom
oksidativnom stabilno$c¢u u prisustvu vodonik peroksida, pri cemu M6sF i M685Y

pokazuju i povecanu aktivhost u poredenju sa wtCDH. Kreirani mutanti zbog
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povecane oksidativne stabilnosti ali i povecane aktivnosti predstavljaju odli¢ne

kandidate za dizajn biosenzora, ali i za proizvodnju laktobionske kiseline.

Oksidativni mutanti prethodno produkovani u kvascu Saccharomyces
cerevisiaze kao i trostruki mutant su uspe$no klonirani u pPICZaA vektor i
eksprimirani u kvascu Pichia pastoris KM71H soju. Mutanti celobioza -
dehidrogenaze su precisc¢eni i okarakterisani i na osnovu dobijenih rezultata moguce
je zakljuciti da trostruki mutant celobioza - dehidrogenaze pokazuje najvecu
konstantu specifi¢nosti za laktozu (19,8 mM™s?) ali i za celobiozu (358 mM™s™) u
odnosu na rekombinantni wtCDH za koji konstanta specifi¢nosti za laktozu iznosi
10,2 mMs?, a za celobiozu 177 mM™s™. Mutant M685Y pokazuje najvecu Ky, kao i keat
vrednost za laktozu ali i celobiozu kao supstrate u odnosu na prirodni oblik enzima

ali i ostale analizirane mutante.

Trostruki mutant (D2oN, A64T, V592M) dobijen uvodenjem mutacija
pomocu error — prone PCR je iskoris¢en za proizvodnju laktobionske kiseline. Na
osnovu dobijenih rezultata, moze se =zaklju¢iti da upotrebom celobioza -
dehidrogenaze eksprimirane na povrsini Celija kvasca i lakazom moguce uspesno
produkovati laktobionsku kiselinu, pri ¢emu se nakon 24 h dobija 60 pmol dok
upotrebom rekombinantne celobioza - dehidrogenaze produkovane u Pichia
pastoris, nakon 24 h dobija se 3,84 mmol laktobionske kiseline. Dobijeni rezultati
ukazuju da je upotrebom celobioza - dehidrogenaze eksprimirane na povrsini celija
kvasca moguce produkovati laktobionsku kiselinu, ali usled veoma male aktivnosti
enzima eksprimiranog na povrsini kvasca dobija se 64 puta manje laktobionske

kiseline u odnosu na enzim dobijen iz Pichia pastoris.
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8. Prilog
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Prilog

8.1. Prilog 1

Prajmeri za kloniranje gena za celobioza - dehidrogenazu u

pYES2 vektor
forward prajmer ATCGAATTCATGAGATTTCCTTCAATTTT
reverse prajmer ATCTCTAGATCAAGGACCTCCCGCAAGCG

Prajmeri za kreiranje saturacionih biblioteka celobioza -

dehidrogenaze u pYES2 vektoru®

Mé6s forward prajmer CTCGGTGGCGCCNNNAACAACGACCTG
reverse prajmer CAGGTCGTTGTTNNNGGCGCCACCGAG
M68s5 forward prajmer GACCCCGCGACGNNNAACTCGAACCAC
reverse prajmer GTGGTTCGAGTTNNNCGTCGCGGGGTC
M738 forward prajmer CAGGGCACGCTCNNNTCTGCCGCCGAG
reverse prajmer CTCGGCGGCAGANNNGAGCGTGCCCTG

Prajmeri za kreiranje kombinovanih mutanata celobioza -

dehidrogenaze u pYES2 vektoru

Més5 forward prajmer CTCGGTGGCGCCTTCAACAACGACCTG
reverse prajmer CAGGTCGTTGTTGAAGGCGCCACCGAG
M685 forward prajmer GACCCCGCGACGTATAACTCGAACCAC
reverse prajmer GTGGTTCGAGTTATACGTCGCGGGGTC

16 NNN predstavlja svaki od 64 kodona.
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Prilog

M738 forward prajmer CAGGGCACGCTCAGTTCTGCCGCCGAG

reverse prajmer CTCGGCGGCAGAACTGAGCGTGCCCTG

Prajmeri za kloniranje gena za celobioza - dehidrogenazu u

pCTCON2 vektor
forward prajmer ATGCTAGCCAGAGTGCCTCACAGTTTACC
reverse prajmer ATGGATCCTCAAGGACCTCCCGCAAG

Prajmeri za kreiranje error - prone biblioteka celobioza -

dehidrogenaze u pCTCON2 vektor
forward prajmer ATGCTAGCCAGAGTGCCTCACAGTTTACC

reverse prajmer ATGGATCCTCAAGGACCTCCCGCAAG

Prajmeri za kloniranje gena za zeleni fluorescentni protein u

pCTCON2 vektor
forward prajmer ATTGGATCCTCTGGTATGTCTAAAGGTGAAGAATT
reverse prajmer AATCTCGAGTCATTTGTACAATTCATCCATAC

Prajmeri za kloniranje gena za celobioza - dehidrogenazu u

GFP - pCTCONz2 vektor
forward prajmer ATGCTAGCCAGAGTGCCTCACAGTTTACC

reverse prajmer ATGGATCCTCAAGGACCTCCCGCAAG

Prajmeri za kloniranje gena za celobioza - dehidrogenazu u

pPICZaA vektor
forward prajmer ATGAATTCCAGAGTGCCTCACAGTTTACC
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reverse prajmer

ATTCTAGATCAAGGACCTCCCGCAAG

Prajmeri za kloniranje mutiranih gena za celobioza -

dehidrogenazu u pPICZoA vektor

D2oN
A64T
V592M
Meé6sF
M685Y

M738S

forward prajmer
forward prajmer
forward prajmer
forward prajmer
forward prajmer

forward prajmer

GGTATCACCAACCCTGTTCATG

CTCGGTGGCACCATGAACAAC

CGCAGCCTCCATGAACTCC

CTCGGTGGCGCCTTTAACAACGACCTG

GACCCCGCGACGTATAACTCGAACCAC

GCACGCTCTCTTCTGCCGCCG
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Prilog

8.2. Prilog 2

wtCDH

150

100

20

UV1_280nm
UV3_420nm
Uv2_450nm

80

ml

Slika 37: Prikaz hromatograma za prirodni oblik celobioza - dehidrogenaze (wtCDH)

eksprimiran u Pichia pastoris KM71H soju nakon jonoizmenjivacke hromatografije.
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Slika 38: Prikaz hromatograma za prirodni oblik celobioza - dehidrogenaze (wtCDH) eksprimiran u

Pichia pastoris KM71H soju nakon gel filtracione hromatografije.
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M65F pPIC 10mL 28032019 DEAE001:10_UV1_280nm —— M65F pPIC 10mL 28032019 DEAE001:10_UV2_450nm
M65F pPIC 10mL 28032019 DEAE001:10_UV3_420nm —— M65F pPIC 10mL 28032019 DEAE001:10_Fractions
mAU
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Slika 39: Prikaz hromatograma za mutanta celobioza - dehidrogenaze (M65F) eksprimiranog

u Pichia pastoris KM71H soju nakon jonoizmenjivacke hromatografije.

M65F pPIC 2nd time after DEAE SEC 10mL 04042019:10_UV1_280nm MB5F pPIC 2nd time after DEAE SEC 10mL 04042019:10_UV2_450nm

M65F pPIC 2nd time after DEAE SEC 10mL 04042019 10_UV3_420nm  — M65F pPIC 2nd time after DEAE SEC 10mL 04042019:10:Fracn0ns
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0.0 10.0 20.0 30.0 40.0 ml

Slika 4o0: Prikaz hromatograma za mutanta celobioza - dehidrogenaze (M65F) eksprimiranog u

Pichia pastoris KM71H soju nakon gel filtracione hromatografije.
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M685Y pPIC DEAE 10mL 29032019:10_UV1_280nm — M685Y pPIC DEAE 10mL 29032019:10_UV2_450nm
M685Y pPIC DEAE 10mL 29032019:10_UV3_420nm — M685Y pPIC DEAE 10mL 29032019:10_Fractions
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Slika 41: Prikaz hromatograma za mutanta celobioza - dehidrogenaze (M685Y)

eksprimiranog u Pichia pastoris KM71H soju nakon jonoizmenjivacke hromatografije.

M685Y pPIC after DEAE SEC 04042019:10_UV1_280nm M685Y pPIC after DEAE SEC 04042019:10_UV2_450nm M685Y pPIC after DEAE SEC 04042019:10_UV3_420nm

M685Y pPIC after DEAE SEC 04042019:10_Fractions
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Slika 42: Prikaz hromatograma za mutanta celobioza - dehidrogenaze (M685Y) eksprimiranog u

Pichia pastoris KM71H soju nakon gel filtracione hromatografije.
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M738S pPIC DEAE 10mL 29032019:10_UV1_280nm — M738S pPIC DEAE 10mL 29032019:10_UV2_450nm
M738S pPIC DEAE 10mL 29032019:10_UV3_420nm — M738S pPIC DEAE 10mL 29032019:10_Fractions
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Slika 43: Prikaz hromatograma za mutanta celobioza - dehidrogenaze (M738S)

eksprimiranog u Pichia pastoris KM71H soju nakon jonoizmenjivacke hromatografije.

M738S pPIC ater DEAE SEC 05042019:10_UV3_420nm

M738S pPIC ater DEAE SEC 05042019:10_UV2_450nm
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Slika 44: Prikaz hromatograma za mutanta celobioza - dehidrogenaze (M738S) eksprimiranog u

Pichia pastoris KM71H soju nakon gel filtracione hromatografije.
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H3jaea o aymopcmey

HNwme u npesume aytopa ____AHa Mapwuja banax

bpoj ungekca Jb13/2014

H3jaBmyjem
Ja je JOKTOPCKa AUcepTalyja Mo HaCI0BOM

IporenHCKN WH)KeWEPUHT ILe/Io0no3a - AexupaporeHase us Phanerochaete
chrysosporium y unpy noBehama OKcugaTUBHE CTAaOMITHOCTH 3a MPUMEHY Y
OMOKaTa/Iu3u

® pe3y/TaT COIICTBEHOI UCTPAXKUBAYKOTI paja;

e 1A [UMcepTAaLMja y LieJIMHU HU Y e/ IOBUMA HUje OWIa MpeioKeHa 3a CTHLAbe
Jpyre AWIioMe IMpema CTYAWjCKMM IporpaMHMa JpyTruMX BHCOKOILKOJICKHX
YCTaHOBQ;

® Ja Cy pe3yJTaTh KOPEKTHO HaBeJleH! U

e Ja HMCaM KPIIMO//Ia ayTOPCKA MpaBa U KOPUCTUO//Ia UHTEJIeKTya/IHy CBOjUHY
OpYTUX JIULA.

IloTnuc ayropa

Y Beorpany,
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H3zjaea o ucmogemHnocmu wmamnaHe u e1eKmpoHcke
eéep3uje dokmopckoz pada

Mme u npesumMe aytopa:  AHa Mapuja banax

bpoj unpekca : [b13/2014
Cryaujcku mporpam: buoxemuja
HacnoBs paga: IIporenHCcKkn WH)XeHhepHHT menroomno3sa -

aexugporenaze w3 Phanerochaete chrysosporium y upwpy mnoBehama
OKCHUJATHUBHE CTAaOM/THOCTH 3a MPUMEHY Y OMOKaTa/Iu3u

MenTop: BaHpeHHU npodecop ap Papusoje [Ipomanosuh

M3jaB/pyjeM [a je urTaMiaHa Bep3Hja MOT JOKTOPCKOT PaZia MCTOBETHA eIeKTPOHCKO]
Bep3Hju KOjy caM Mpejao/sna paju MoxpawmeHa y [JUruraiHoM peno3uTopHjymy
YHauBepsurera y beorpapay.

Jlo3Bo/paBaM fa ce oOjaBe MOjU JIMYHM TOJALM Be3aHU 3a JoOMjarbe aKaJeMCKOT
Ha3MBa [JOKTOPA HayKa, Kao IITO Cy MMe U Mpe3nMe, roguHa U MecTo pohema u
JaTyMm ofOpaHe paja.

OBM /MYHU TOJALM MOTYy ce O00jaBUTH Ha MPEXHHUM CTPAaHHULAMa [JUTHTATHe
OUO/IMOTEeKe, Yy €NeKTPOHCKOM KATajJory U y myOJ/MKanyjamMa YHUBep3WUTeTa Y

beorpany.

Ilornuc ayTopa

Y Beorpany,
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H3jaea o kopuwhetrvy

Osnaurthyjem YHuBepsutercky 6u6nmoreky ,CBerosap Mapkosuh“ ga y Jlururanau
perno3uTopujym YHuUBep3uTeTa y beorpasy yHece Mojy JOKTOPCKY AviCepPTaLUjy MO,
HAaC/I0BOM:

IIpoTreMHCKM MH)KeWEPHUHT Lero0uo3a - gexuaporeHase u3 Phanerochaete
chrysosporium y numpy noBehama oKkcupaTHBHE CTAaOMIHOCTH 3a NPHMEHY Y
OMOKAaTaIU3HU

KOja je MOje ayTOpPCKO JeJIo.

Jucepranyjy ca CBUM IIpHUJIO3MMA IIpefiao//la caM y eleKTPOHCKOM ¢opmarty
MOrOJHOM 3a TPajHO apXUBUpame.

Mojy [OKTOpCKy JucepTrauujy mnoxpaweHy Yy JuUrutasHoM pemno3uTopujymy
YHuBep3urera y beorpasy v 1oCTynIHy Y OTBOPeHOM IIPUCTYITY MOT'Y Jla KOPUCTe CBU
KOjHU MOIUTYjy ofpende cafpyxaHe y ofabpaHoMm Tumy nuneHe KpeatusHe 3ajenHune
(Creative Commons) 3a KOjy caM ce OIy4ro/na.

1. Aytopcrso (CC BY)
@Awopcmo - nexomepumjanao (CC BY-NC)
3. AyropcTBo - HeKomepirjanHo — 6e3 mpepaza (CC BY-NC-ND)
4. AyTopcTBO — HeKoMepLujanHo — Aenutu nog uctum ycrosuma (CC BY-NC-SA)
5. AyropcTBo — 6e3 npepaza (CC BY-ND)
6. AytopctBo - genutu nog uctum ycaoBuma (CC BY-SA)

(Mo/1MMO 2 3a0KPY)XHUTeE CaMoO jeAHY Of, LIeCT MOHYheHUX TULEeHIH.
KparTak omnuc TUIeHIH je caCTaBHU [Ie0 OBe M3jaBe).

Ilornuc ayropa

Y Beorpapy,
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1. AyropcTBo. /l0o3BOo/baBaTe yMHOXXaBawe, AUCTPUOYLM)y M jaBHO CAOIMILITaBabe
Jesa, ¥ Tpepajie, ako ce HaBeJe MMe ayTopa Ha HauuH ofpeleH of, cTpaHe ayTopa
WA aBaolia JIUIEHIIe, YaK U y KoMepiyjanHe cBpxe. OBo je Hajcm060AHMja Of, CBUX
JIMLIEHIIH.

2. AyTopcTBO - HeKoMepuujamxHo. /l03Bo/baBaTe YMHOXaBamwe, AUCTPUOYLHjy U
jaBHO caoTILTaBame Jeja, U Ipepaje, ako ce HaBeJe MMe ayTopa Ha HavyuH ojapehen
O/ CTpaHe ayTopa WM JaBaoula suleHue. OBa /UlleHLIIA He [03BOJbaBa
KOMepLHjalHy yroTpely Jena.

3. AYyTOpCTBO - HeKOMepIHMjaaHO - 0e3 mpepapa. /lo3Bo/baBaTe YMHO)XaBame,
OUCTPUOYLIMjy M jaBHO CaoIIITaBame Jena, 0e3 MpoMeHa, MpPeoOTMKOBamka MU
yrnotpebe fesa y CBOM ey, aKO Ce HaBeJe MMe ayTopa Ha HauuH ozapehen of
CTpaHe ayTopa WM AaBaona nulieHne. OBa JHMLEHIA He 103B0OJ/baBa KOMEpLHjaHy
yrnorpe0y fena. Y ofHOCY Ha CBe OCTajie JIMLEeHIe, OBOM JIMIEHIIOM Ce OTpaHUYaBa
HajBehu 06uM mpaBa Kopulrhemwa aena.

4. AyTOpCTBO — HEKOMepIHjaJlIHO — JeJIUTHU N0 UCTUM ycaoBuMa. /lo3BobaBaTe
YMHOXaBame, AUCTPUOYIMjy U jaBHO caolllITaBame Jesa, ¥ Ipepajie, ako ce HaBese
VMe ayTopa Ha HauuH ofpeleH of cTpaHe ayTopa WM AaBaola JIMIEHIe U aKO ce
npepaja AUCTpUOyWpa TOJ, MCTOM WIM CIWYHOM juneHunoMm. OBa JuIeHLQ He
I03BOJbaBa KOMepLWjaIHy yHoTpely Aesa U mpepaja.

5. AyropcTBo - Ge3 mpepazga. /[o3Bo/baBaTe YMHOXKaBabe, AUCTPUOYLHjy U jaBHO
caomuITaBamwe Jeja, 6e3 mpoMeHa, Mpeo6IMKOBakba UK yIOTpebe fiesia y CBOM ey,
aKo ce HaBeJle MMe ayTopa Ha HauuH ozapeheH ox cTpaHe ayropa man gaBaola
muueHIe. OBa MHIeHLA J03B0O/baBa KOMEPLIMjaIHYy yIIOTpeOdy Aena.

6. AyTOpCTBO - Je/lIMTH IOJ HCTUM ycaoBuMma. /lo3Bo/baBaTe yMHOXaBame,
DUCTpUOYLIMjy U jaBHO CAaoILITaBame /iej1a, U Ipepajie, ako ce HaBeJe NMe ayTopa Ha
HauuH oapehbeH opf crpaHe ayTopa WM [JaBaolja J/MIEHIIE W aKO ce Mpepaja
oucTpubyrpa IOJ, WCTOM WM CIMYHOM JjuueHnoMm. OBa JiMIeHIIA /103BOJbaBa
KOMepILMjasHy ynotpeby fena u mnpepaja. CivyHa je codTBepCKMM JMLIEHLIAMA,
OZITHOCHO JIM1IeHIJaMa OTBOPEHOT KOJa.
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