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Al Bakterije Bifidobacterium longum so ene prvih naseljevalk prebavnega trakta

novorojenckov in sodijo med pomembnejSe probioticne bakterije. V debelem crevesu
sodelujejo pri razgradnji polisaharidov in pri tem proizvajajo kratkoveriZzne mascobne
kisline. Genomske raziskave so pokazale, da pri B. longum subsp. longum kar 8§ % genoma
sestavljajo geni za razgradnjo in privzem ogljikovih hidratov, ki se pogosto nahajajo v
genskih gru¢ah. Med drugim so bifidobakterije sposobne razgradnje arabinoznih
polisaharidov, ki so se v razli¢nih raziskavah izkazali kot primeren kandidat za prebiotike.
Veclina genov, ki sodelujejo pri razgradnji arabinoznih polisaharidov je Se
neokarakteriziranih. V tem magistrskem delu smo izvedli bioinformatsko analizo,
heterologno ekspresijo, proizvodnjo in izolacijo ter karakterizacijo dveh proteinov, ki
sodelujeta pri razgradnji arabinogalaktanov pri B. longum. Bioinformatska analiza je
pokazala, da sta zapisa za proteina del genske gruce, ki kaze podobno sestavo, kot je bila
ugotovljena pri sorodnih sevih in da vsebujeta poleg kataliticne domene GH43 Se dodatne
funkcionalne domene. Proteina smo heterologno izrazili v bakteriji E. coli. 1z bioprocesne
brozge smo produkt izolirali z afinitetno kromatografijo in gelsko filtracijo. Ugotovili smo,
da encim, poimenovan Aral_his, razgrajuje razvejani arabinan, encim Ara2_his pa
nerazvejani in linearni arabinan ter da oba iz substrata sproScata le monosaharide
arabinoze. Optimalni pH in temperatura delovanja encima Aral_his sta 6,8 in 50 °C,
encima Ara2_his pa 5,75 in 37 °C. Ocenjeni vrednosti K, in k., encima Aral_his sta 2,13
+/- 0,03 mg/ml in 2760 s™' za substrat razvejani arabinan. Na substratu nerazvejani arabinan
smo za encim Ara2_his ocenili K,, in k., na 3,5 +/- 0,1 mg/ml in 3800 s”. Rezultati
magistrske naloge so doprinesli k znanju na podrocju glikozid hidrolaz iz druzine GH43.
Izbrana encima sta prva biokemijsko okarakterizirana encima s kataliticno domeno GH43
pri bakteriji B. longum.
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Bifidobacterium longum 1is one of the first bacterial species that colonizes the
gastrointestinal tract of newborns and is recognized as an important probiotic bacterium. It
is involved in polysaccharide metabolism in colon and releases short chain fatty acids.
Genome studies have shown that 8 % of total genome of B. longum subsp. longum consists
of genes for carbohydrate metabolism and uptake which are often found in gene clusters.
Among other carbohydrates, bifidobacteria are capable of degradation of
arabinopolysaccharides, and the latter were recently found as promising prebiotics. Only a
few genes that are involved in degradation of arabinopolysaccharides were characterized so
far. In this work we present results from bioinformatic analysis, heterologous expression,
production, isolation and characterization of two proteins from B. longum that are involved
in arabinogalactan degradation. Bioinformatic analysis showed that both proteins are a part
of gene cluster that shows structure similar to those already published and they both
contain additional protein domains besides the catalytic domain GH43. Both proteins were
separately cloned and expressed in E. coli. Products were isolated using affinity and size
exclusion chromatography. Enzyme activity studies showed that enzyme named Aral_his
degrades branched arabinan. Enzyme Ara2_his is active on debranched and linear arabinan.
Both of them only released monosaccharide arabinose from the respective substrates.
Determined pH and temperature optimum for enzyme Aral_his were 6,8 and 50 °C, and
for enzyme Ara2_his 5,75 and 37 °C, respectively. Estimated values of K,, and k., for
enzyme Aral_his were 2,13 +/- 0,03 mg/ml and 2760 s, and for enzyme Ara2_his 3,5 +/-
0,1 mg/ml and 3800 s”. This work contributes to the knowledge in the field of GH43.
Aral_his and Ara2_his were first biochemicaly characterized enzymes with catalytic
domain GH43 from B. longum.
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1 UVOD

Bifidobakterije so med najbolj raziskanimi predstavniki debla Actinobacteria in so po
Gramu pozitivne, negibne, pali¢aste in nesporogene bakterije, ki rastejo v anaerobnem
okolju. Imajo pomembno vlogo pri fermentaciji ogljikovih hidratov v debelem crevesu. Za
svoj obstoj v cCrevesni mikrobni zdruzbi vefinoma koristijo c¢loveku neprebavljive
prehranske ogljikove hidrate, nekatere ogljikove hidrate in glikokonjugate iz mukoznega
sloja v Crevesju in metabolite drugih ¢lanov mikrobne zdruzbe (Korakli in sod., 2002,
Ishibashi in sod, 1997). Bakterije Bifidobacterium longum so ene pomembnejSih
probioti¢nih bakterij, za katere je znano, da ¢loveska prebavila kolonizirajo Ze kmalu po
rojstvu (Favier in sod., 2002). Pri metabolizmu polisaharidov proizvajajo kratkoverizne
mascobne kisline in nekatere druge produkte, ki so koristni za gostitelja. Ravno zato je
njihova vloga v mikrobni zdruzbi zelo pomembna. Mnogi znanstveniki se ukvarjajo z
raziskavami na podroc¢ju stimulacije in uravnavanja prisotnosti bifidobakterij v Crevesni
mikrobioti s pomoc¢jo probiotikov in prebiotikov (Pokusaeva in sod., 2011; Koropatkin in
sod., 2012).

1.1  RAZISKOVALNI PROBLEM

Pomembna znalilnost bifidobakterij je njihova prilagojenost na ekoloSko niSo, ki jo
predstavlja prebavni trakt. Njihov genom vsebuje Stevilne proteine, ki so v tem okolju
nujno potrebni za prepoznavo, razgradnjo in transport polisaharidov. Ti proteini se pogosto
nahajajo v genskih grucah in kazejo ohranjeno modularno strukturo med razlicnimi
predstavniki rodu Bifidobacterium (Schell in sod., 2002). Bifidobakterije so sposobne
razgrajevati polisaharide rastlinskih celicnih sten. Drugi najpogostejSi polisaharid v
slednjih je hemiceluloza, ki jo sestavlja meSanica polisaharidov, kot so galaktani, ksilani,
manani, glukani in arabinani. L-arabinoza je drugi najpogostejsi pentozni sladkor v naravi,
ki ga lahko najdemo v homopolisaharidih, imenovanih arabinani, ter v heteropolisaharidih
kot sta arabinoksilan in arabinogalaktan (Shallom in Shoham, 2003). Nekatere vrste,
vklju¢no z B. longum, so sposobne razgradnje arabinoznih substratov, kot je
arabinogalaktan, ter za ta substrat tekmujejo z drugimi prebivalci debelega crevesa, npr.
bakterijo Bacteroides thetaiotaomicron (Degnan in Macfarlane, 1995). Ravno arabinozni
polisaharidi in oligosaharidi so v zadnjem casu tema nekaterih raziskav s ciljem njihove
uporabe kot prebiotikov, ki selektivno spodbujajo rast bifidobakterij v crevesni mikrobioti
(Holck in sod., 2011; Moon in sod., 2015). Poleg odkrivanja novih kandidatov za
prebiotike, so raziskave usmerjene tudi v pridobivanje globljega vpogleda v fino strukturo
delovanja mikrobne zdruzbe v prebavnem traktu, njihovih mehanizmov razgradnje in
privzema ogljikovih hidratov ter aplikacije tega znanja na podrocju zdravstva, prehranske
industrije in biotehnoloskih aplikacij razgradnje rastlinske biomase. Vecina proteinov, ki
sodelujejo pri razgradnji arabinoznih substratov in transportu razgradnih produktov pri
bifidobakterijah je Se neokarakteriziranih. Od okarakteriziranih proteinov iz razli¢nih
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organizmov pa je nad 3 stopnjo anotiranih le 13 encimov, objavljenih v podatkovni bazi
»Carbohydrate-Active Enzymes« (CAZy) v razdelku okarakterizirani encimi (Henrissat in
sod., 2016).

1.2 NAMEN IN CILJI

Pri bakteriji B. longum je bil najden genski lokus, ki kodira encime in druge proteine, ki so
domnevno vpleteni v prepoznavanje, razgradnjo in privzem razgradnih produktov
arabinogalaktana v celice, vendar do danes vecina teh proteinov Se ni bila eksperimentalno
okarakterizirana. Namen tega magistrskega dela je bil heterologno izraziti dva gena za
proteina s predvideno glikozid hidrolazno funkcijo iz bakterije B. longum v bakteriji
Escherichia coli in proizvesti bioloSko aktivna proteina.

Cilj naloge je bil heterologna ekspresija, proizvodnja v laboratorijskem merilu, izolacija in
CiS€enje proizvedenih tar¢nih proteinov. OciS€enima encimoma smo Zeleli dolociti
osnovne biokemijske znalilnosti kot so temperaturni in pH-optimum, substratna
specifiCnost, encimsko kineticne konstante in vpliv izbranih dejavnikov na encimsko
aktivnost. Predpostavljali smo, da bo raziskovalno delo privedlo do novih informacij v
zvezi z nacinom delovanja in preferen¢nimi substrati proteinov, ki predvidoma sodelujejo
pri razgradnji arabinogalaktana pri bakteriji B. longum.

1.3 DELOVNE HIPOTEZE

- Domnevni glikozid hidrolazi iz bakterije B. longum z dodano histidinsko oznako je
mozno heterologno izraziti v bakteriji E. coli.

- Heterologno izraZena tarCna proteina lahko v aktivni nativni obliki izoliramo z
metodo afinitetne kromatografije z imobiliziranimi nikljevimi ioni.

- Domnevni glikozid hidrolazi lahko razgrajujeta arabinogalaktane.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 CLOVESKA CREVESNA MIKROBIOTA

Prebavna cev ali gastrointestinalni trakt (GIT) Cloveka so organi, ki sodelujejo pri prebavi
hrane za pridobitev energije in hranil. Naseljuje ga med 10° — 10" mikroorganizmov, ki jih
skupaj imenujemo mikrobiota in so klju¢ni za pravilno delovanje prebavil. V razli¢nih
delih prebavne cevi najdemo po sestavi ter Stevilnosti razlicno mikrobno zdruzbo.
Najmanj mikroorganizmov je v Zelodcu, najve¢ pa v debelem crevesu, od 10" do 10"
cfu/ml (Cultrone in sod., 2015; Simon in Gorbach, 1986). UravnoteZena, kompleksna
mikrobiota je nujna za normalno prebavo in za vzdrZevanje homeostaze v Crevesnem
ekosistemu (Simon in Gorbach, 1986). Crevo naselijo bakterije ob rojstvu novorojencka,
kamor pridejo preko vaginalnega kontakta med materjo in otrokom, iz materine fekalne
mikrobiote in tudi preko materinega mleka (Mevissenverhage in sod., 1987; Fernandez in
sod., 2013). Crevesna mikrobiota novorojentkov je odvisna od ve¢ dejavnikov in sicer
nacina rojstva (naravni porod ali carski rez), naCina hranjenja (dojenje ali hranjenje z
mle¢no formulo (Drasar, 1989)), izpostavljenosti antibiotikom, higiene, pogostosti in vrste
bolezni (Se posebej infekcije gastrointestinalnega trakta) (Fanaro in sod., 2003). Po
prenehanju dojenja se stanje v prebavnem traktu zaCne pocasi priblizevati mikrobioti
odraslih ljudi. Mikrobiota odraslih ljudi je odvisna od starosti, prehrane, genetskega
ozadja, fizioloSkega stanja, mikrobnih interakcij in okoljskih dejavnikov (Dethlefsen in
sod., 2006; Turnbaugh in sod., 2009). Raziskave so pokazale, da med c¢lovekom in
¢revesno mikrobioto obstaja obojestransko koristen odnos in da mikrobiota deluje kot
virtualni organ, ki vpliva na razvoj imunskega sistema (Mazmanian in sod., 2005; O'Hara
in Shanahan, 2006), brani pred patogeni in uravnava odzive na poSkodbe epitelijskih celic
(Gilmore in Ferretti, 2003; Hooper, 2004), vpliva na gostiteljevo ravnovesje energije preko
fermentacije neprebavljivih prehranskih vlaknin in anaerobnim metabolizmom peptidov in
proteinov (Backhed in sod., 2007). MoZgani in ¢revesna mikrobiota so dobro povezani
med sabo preko Zivénega sistema ter tako sooblikujejo odzive telesa in vplivajo na
gostiteljevo zdravje (Collins in Berick, 2009). V crevesni mikrobioti prevladujejo striktni
anaerobi. Na podlagi metagenomskih Studij je znano, da ¢revesno mikrobioto v glavnem
zastopajo bakterije iz debel Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria in Proteobacteria
(Finegold, 1983; Suau in sod., 1999; Marteau in sod., 2001, Tap in sod., 2009). Relativna
zastopanost teh rodov v razli€nih Studijah variira odvisno od variacij med izbranimi
populacijami Studije, geografskih dejavnikov, nacina Zivljenja, bolezenskih stanj ter na
racun metagenomskih protokolov, uporabljenih pri doloCanju sestave mikrobiote (El
Kaoutari in sod., 2013). Znano je tudi, da v proksimalnem delu debelega ¢revesa ve¢inoma
prevladuje saharoliticni metabolizem, v distalnem delu pa prevladuje proteoliticni in
fibroliti¢ni metabolizem (Macfarlane in sod., 1992).

V Crevesju so substrat za rast bakterij ogljikovi hidrati iz prehrane, ki niso bili razgrajeni
(oziroma so neprebavljivi) v zgornjem delu prebavnega trakta (Cummings in sod., 1989).
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Poleg prehranskih najdemo tam Se druge vrste ogljikovih hidratov in glikokonjugatov iz
mukoznega sloja ¢revesne sluznice. Dnevno naj bi debelo ¢revo doseglo od 20 do 60 g
prehranskih ogljikovih hidratov, od tega so glavne skupine odporni $krob, polisaharidi
rastlinskih celi¢nih sten in neprebavljivi oligosaharidi (Cummings in Englyst, 1991).
Ljudje privzamemo relativno majhen del prehranske energije (priblizno 10 %) preko
aktivnosti ¢revesne mikrobiote (McNeil in sod., 1984). Cloveski genom nosi zapis le za 17
encimov, povezanih z razgradnjo ogljikovih hidratov iz hrane, ve¢inoma za razgradnjo
laktoze, saharoze in Skroba (Cantarel in sod., 2012). Crevesna mikrobiota se razvija med
odras¢anjem ¢loveka in mu omogoc¢a metabolne aktivnosti, ki niso kodirane v ¢loveSkem
genomu (El Kaoutari, 2013). Prevladujo¢i konc¢ni produkti mikrobne fermentacije
ogljikovih hidratov so kratkoverizne masScobne kisline butirat, propionat in acetat
(Cummings, 1981; Wolin in Miller, 1983). Butirat je pomemben za kolonocite (epitelne
celice debelega Crevesa), propionat in acetat pa po krvi preideta do jeter in se vkljucita v
metabolizem lipidov in glukoze (Rombeau in Kripke, 1990; Hamer in sod., 2008).
Ustrezna in funkcionalna ¢revesna mikrobiota je zelo pomembna za Cloveka, zato je
mnogo raziskav posveceno ugotavljanju na¢inov njenega uravnavanja. Do sedaj so bili za
ta namen razviti probiotiki, prebiotiki in simbiotiki. Koncept probiotikov je bil zasnovan Ze
leta 1971, leta 1989 pa ga je Fuller ponovno definiral kot »Zivi mikrobni dodatek k hrani,
ki ugodno vpliva na gostitelja z izboljSanjem njegovega Crevesnega ravnovesja« (Fuller,
1989). Najbolj poznana probioti¢na rodova sta Lactobacillus in Bifidobacterium. Nekaj let
za tem pa sta Gibson in Roberfroid (1995) definirala koncept prebiotikov kot
»neprebavljivo sestavino hrane, ki ugodno vpliva na gostitelja s selektivno vzpodbuditvijo
rasti in/ali aktivnosti ene ali omejenega Stevila bakterij v debelem crevesju in s tem
izboljSuje gostiteljevo zdravje«. Prebiotik se ne sme razgraditi ali absorbirati v zgornjem
delu prebavil, zato so najprimernejSi kandidati prav neprebavljivi ogljikovi hidrati (oligo in
polisaharidi) ter tudi nekateri proteini in lipidi. V skupino neprebavljivih ogljikovih
hidratov v hrani Stejemo odporni Skrob ter polisaharide rastlinskih celicnih sten
(hemicelulozo, pektine in neprebavljive oligosaharide) (Gibson in Roberfroid, 1995).
Trenutno dobro uveljavljeni prebiotiki so ksilooligosaharidi, galaktooligosaharidi in
fruktani (Macfarlane in sod., 2008). Simbiotiki pa so kombinacija probiotikov in
prebiotikov (de Vrese in Schrezenmeir, 2008).

Pri mnogih bolezenskih stanjih, kot so na primer kroni¢na Crevesna vnetja, rak debelega
¢revesa, neravnovesje povezano z uporabo antibiotikov in tudi debelost, so ugotovili
odstopanja od normalnega stanja Crevesne mikrobiote (Ley in sod., 2006; Khoruts in sod.,
2010; Koropatkin in sod. 2012). Trenutne raziskave so usmerjene v ugotavljanje glavnih
razlogov in dejavnikov, ki oblikujejo mikrobioto, da bi razumeli vzroke odstopanj in
razvili strategije ponovne vzpostavitve zdrave mikrobne zdruzbe. Cilj je pridobiti globl;ji
vpogled v fino strukturo in delovanje mikrobne zdruzbe, da bi z znanjem lahko razvili
boljSe strategije uporabe probiotikov, prebiotikov in farmakoloskih pripravkov
(Koropatkin in sod., 2012). V prihodnjih letih se bodo raziskave na tem podrocju
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predvidoma osredotocile na vpliv prebiotikov na celotni mikrobni sistem in ne samo na
izbrane bakterijske vrste, saj lahko samo tako izboljSamo razumevanje nacina SirSega
delovanja prebiotikov in njihovo pravo vlogo, ki vpliva na zdravje ¢loveka (Scott in sod.,
2014).

2.2  BIFIDOBAKTERIE

Bifidobakterije so negibne, Gram pozitivne, anaerobne, razvejane, palicaste bakterije, ki
niso sporogene ali patogene. UvrS€ene so v deblo Actinobacteria in spadajo med najbolj
raziskane predstavnike tega debla. Prvi, ki je porocal o izolaciji bifidobakterij, je bil Tissier
leta 1899 in sicer iz blata zdravega dojenega otroka (Ishibashi in sod., 1997). So
heterofermentativne bakterije, ki proizvajajo mle¢no kislino kot enega glavnih produktov
fermentacije ogljikovih hidratov in jih zato pogosto vkljucujejo med mlecnokislinske
bakterije (Biavati in Mattarelli, 2001). Bifidobakterije spadajo med prve naseljevalce
prebavnega trakta novorojenckov in prevladujejo pri dojenih otrocih do obdobja odvajanja
od dojenja, ko jih prerastejo druge bakterijske vrste. V debelem crevesu dojenckov
najpogosteje najdemo seve B. infantis, B. breve in B. longum (Harmsen in sod., 2000;
Favier in sod., 2002). Kljub temu, da bifidobakterije predstavljajo le 3-6 % Crevesne
mikrobiote odraslih ljudi, imajo pomemben vpliv pri izboljSevanju nekaterih zdravstvenih
stanj, kot je driska, nekatere metabolne nepravilnosti in vnetna stanja, delujejo
imunomodulatorno, preprecujejo naselitev patogenov v Crevesju itd. (Biavati in Mattarelli,
2001; Picard in sod., 2005, Wallace in sod., 2011).

2.2.1 Razgradnja ogljikovih hidratov pri bifidobakterijah

V zadnjih petnajstih letih raziskave kazejo, da je nabor genov za razgradnjo rastlinskih
vlaknin v bifidobakterijah obseznejsi, kot so predvidevali pred tem. To nam pove, da so
dobro prilagojene na posebno ekolosko niSo, ki jo zasedajo v prebavilih (Schell in sod.,
2002). Znano je, da je veliko genov ohranjenih med razlicnimi vrstami rodu
Bifidobacterium in s tem ustvarja t.i. jedrni genom, v katerem 6,5 % ohranjenih genov
sodeluje pri razgradnji in transportu ogljikovih hidratov (Bottacini in sod., 2010). Pri
podvrsti B. longum subsp. longum je s tovrstnimi funkcijami povezano kar 8 % genoma
(Schell in sod., 2002). Genomske sekvence kazejo, da so bifidobakterije dobro prilagojene
na kolonizacijo cCloveskih prebavil, saj vsebujejo Stevilne encime za modifikacijo
ogljikovih hidratov, glikozid hidrolaze, ABC-transporterje za sladkorje in fosfoenolpiruvat
fosfotransferazni sistem (PEP-PTS), ki je pomemben za metabolizem rastlinskih ogljikovih
hidratov (Schell in sod., 2002; Lee in sod., 2008; Barrangou in sod., 2009; Kim in sod.,
2009). Ugotovili so tudi, da se mnogi geni za koriS¢enje ogljikovih hidratov v genomu
nahajajo v genskih gruah z ohranjeno sestavo. ObiCajno so sestavljeni iz gena za
represorski protein tipa Lacl, gena za oligosaharidni transporter in od 1 do 6 razli¢nih
genov za glikozid hidrolaze (Schell in sod., 2002). Strukturna raznolikost in kompleksnost
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rastlinskih ogljikovih hidratov nakazuje, da je za njihovo razgradnjo potrebno sodelovanje
mnogih encimov, kar je v skladu s teorijo o genskih gruc¢ah za kori§€¢enje polisaharidov, ki
so jih poimenovali »PUL« (ang. »polysaccharide utilization loci«) (Schell in sod., 2002).
Poleg bakterij iz debla Actinobacteria, so tudi pri nekaterih predstavnikih debla Firmicutes
ugotovili podobno organizacijo zapisov za proteine, ki so udelezeni v razgradnjo
polisaharidov, v genomu (Bjursell in sod., 2006).

Bifidobakterije od nekaterih bakterij v mikrobni zdruzbi odstopajo Se po eni metabolni
posebnosti. Za razgradnjo heksoz uporabljajo fosfoketolazno metabolno pot, imenovano
angleSko tudi »bifid shunt«. V tej metabolni poti se heksozni sladkorji pretvorijo v
intermediate fosfoketolazne poti in nato v kratkoverizne masScobne kisline in druge
organske produkte (Devries in Stoutham, 1967; D'Argenio in Mazzacca, 1999). Klju¢ni
encim te poti je fruktoza-6-fosfat fosfoketolaza, ki sluzi tudi kot taksonomski oznacevalec
druzine Bifidobacteriaceae (Felis in Dellaglio, 2007). Fosfoketolazna pot bifidobakterijam
omogoca, da med razgradnjo ogljikovih hidratov proizvedejo ve¢ energije v obliki ATP v
primerjavi z drugimi fermentacijskimi potmi (Palframan in sod., 2003).

Rod  Bifidobacterium nosi  sposobnost koriS¢enja  arabinofuranozil-vsebujocih
oligosaharidov, ki se nahajajo v rastlinskih celi¢nih stenah (Van Laere in sod., 1999;
Margolles in de los Reyes, 2003; Van den Broek in Voragen, 2008). Arabinan,
arabinogalaktan in arabinoksilan se obravnavajo kot potencialni prebiotiki za podporo rasti
dolo¢enim bifidobakterijskim sevom v ¢revesu (Van Laere in sod., 2000). Raziskave na
podganah s presajeno clovesko mikrobioto so pokazale, da dodatek dolgoveriZznega
arabinana k prehrani poveca Stevilo bifidobakterij, Se posebej vrste B. longum, v debelem
¢revesu (Van den Abbeele in sod., 2011). Z in-vitro Studijami fermentacije v Cloveski
fekalni goS¢i so pokazali, da razliCni tipi arabinooligosaharidov iz kaSe sladkorne pese
vplivajo na povecanje deleza bifidobakterij — imajo t.i. bifidogeni efekt (Holck in sod.,
2011; Vigsnaes in sod., 2011; Sulek in sod., 2014). Genski zapisi za arabinozidaze in
oligosaharidne transporterje so poleg bifidobakterij pogosto zastopani tudi v sekvencah
bakterij Enterococcus faecium in Bacteroides fragilis, ki sta tudi ¢revesni bakteriji. Na
podlagi tega znanstveniki sklepajo, da je poveCan delez omenjenih genov skupen
naseljevalcem cloveskih prebavil (Schell in sod., 2002).

2.3 OGLJIKOVI HIDRATI

Ogljikovi hidrati so med najbolj razsirjenimi molekulami na zemlji. Oksidacija ogljikovih
hidratov predstavlja centralno pot pridobivanja energije v vecini nefotosintetizirajo¢ih
celicah (organizmih). Ogljikove hidrate delimo v tri razrede: monosaharide, oligosaharide
in polisaharide. Monosaharidi ali preprosti sladkorji so ogljikovi hidrati, sestavljeni iz dveh
ali veC hidroksilnih skupin in jih glede na lokacijo karbonilne skupine lo¢imo na aldoze in
ketoze. Monosaharidi so brezbarvne snovi, ki se nahajajo v kristalini¢ni obliki in so dobro
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topne v vodi ter netopne v nepolarnih topilih. NajpogostejSi monosaharid v naravi je D-
glukoza. Monosaharide lahko oksidiramo Ze z blagimi oksidirajoimi snovmi, kot je na
primer raztopina Zelezovih (Fe’*) ali bakrovih (Cu’*) ionov. V procesu oksidacije se
karbonilna skupina oksidira v karboksilno in zato sladkorje, ki so sposobni redukcije
Zelezovih ali bakrovih ionov, imenujemo reducirajo¢i sladkorji. Oligosaharidi so
sestavljeni iz 2 do 20 monosaharidnih enot povezanih z O-glikozidnimi vezmi. O-
glikozidna vez nastane v reakciji kondenzacije anomernega ogljika enega sladkorja in
hidroksilne skupine drugega sladkorja. Razpad glikozidne vezi imenujemo hidroliza.
Polisaharidi ali glikani so sestavljeni iz 20 ali ve¢ monosaharidnih enot. Med sabo se
razlikujejo po sestavi, vrstah glikozidnih vezi med gradniki in po stopnji razvejanosti
stranskih verig. Lo¢imo homopolisaharide, katere sestavlja le ena vrsta monosaharidov in
heteropolisaharide, ki so sestavljeni iz razli¢nih monosaharidov. Homopolisaharidi lahko
sluZijo kot strukturni elementi (npr. celuloza v rastlinski celi¢ni steni) ali kot zaloga
rezervnih monosaharidov (npr. Skrob in glikogen). Heteropolisaharide pa najdemo
predvsem v celi¢nih stenah organizmov, kjer sluzijo kot strukturni element (Nelson in Cox,
2005).

Ogljikovi hidrati v povezavi s proteini ali lipidi tvorijo glikokonjugate. Glikozilacija
proteinov vpliva na njihove interakcije z drugimi proteini ali makromolekulami, njihovo
stabilnost in lokalizacijo tekom razvoja celic, pomembne so pri medsebojnem
prepoznavanju celic in pri imunskem odzivu. Veda o funkcijah in strukturah
glikokonjugatov se imenuje glikobiologija (Nelson in Cox, 2005).

2.3.1 Pektini

Pektini so med najbolj raziskanimi polisaharidi in jih najdemo v celi¢nih stenah vseh vi§jih
rastlin. Pektinsko skupino polisaharidov sestavlja ve¢ strukturno razli¢nih in kompleksnih
substratov: galakturonan, ramnogalakturonan-I in II, arabinan, galaktan, arabinogalaktan,
ksilogalakturonan in apiogalakturonan (Darvill in sod., 1978; Sakamoto in Sakai, 1995;
Ridley in sod., 2001; Makarova in sod., 2015). Raziskave na rastlinskih pektinskih in
galaktanskih polisaharidih so pokazale, da imajo nekatere bioaktivne lastnosti. Odkrili so,
da lahko delujejo imunomodulatorno, protivnetno, varujejo pred posSkodbami jeter,
protirakavo in proti-metastazno. Zaradi teh lastnosti jih lahko potencialno koristimo na
podroc¢jih medicine, veterine ter prehranske in kozmeti¢ne industrije (Trofimova in sod.,
2012; Makarova in sod., 2015).

2.3.2 Arabinogalaktan

Arabinogalaktan je heteropolisaharid, ki ga prav tako najdemo v rastlinskih celi¢nih stenah
in ga delimo na dva tipa. Arabinogalaktan-I sestavlja glavna veriga iz f-D-
galaktopiranoznih ostankov, ki so med sabo povezani z 1,4-vezmi. Stranske verige o-L-
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arabinofuranoznih ostankov so z glavno povezane z 1,2-, 1,3- in 1,5-vezmi (Huisman in
sod., 1999; Huisman in sod., 2001; Hinz in sod., 2005). Arabinogalaktan tipa II pa
sestavlja glavna veriga -D-galaktopiranoznih ostankov med sabo povezanih z 1,3- ali 1,6-
vezmi. Stranske verige pa so dveh vrst in sicer verige a-L-arabinofuranoznih ostankov, ki
so na glavno verigo vezane z 1,3- in 1,5-vezmi, in verige B-D-galaktopiranoznih ostankov,
ki pa so na glavno verigo vezane z 1,3- in 1,6-vezmi. Arabinogalaktan II je strukturno
kompleksnejsi, poleg galaktoznih in arabinoznih pogosto vsebuje tudi druge ostanke in
lahko s proteini tvori glikokonjugate, ki se imenujejo arabinogalaktanski proteini (Clarke
in sod., 1979; Fincher in sod., 1983; Ridley in sod., 2001; Caffall in Mohnen, 2009;
Makarova in sod., 2015). Zaradi svoje strukturne kompleksnosti je arabinogalaktan tezko
razgradljiv polisaharid, zato je za razgradnjo potrebno sodelovanje ve¢ razli¢nih encimov.
Kombinacija  encimov  endogalaktanaz,  eksogalaktanaz,  endoarabinanaz in
arabinofuranozidaz lahko uspes$no razgradi arabinogalaktan tipa I, pri tipu II pa so glede na
strukturo lahko potrebni Se nekateri dodatni encimi (Huisman in sod., 1999).

2.3.2.1 Prebioti¢ne lastnosti arabinogalaktana

Arabinogalaktan je eden od prehranskih ogljikovih hidratov, ki so nerazgradljivi s
Cloveskimi encimi in se razgradijo Sele ob mikrobnem delovanju v debelem crevesu. Te
lastnosti mu dajejo prebioti¢ni potencial, ki ga znanstveniki odkrivajo in raziskujejo Sele v
zadnjih letih. Zaradi svoje kompleksnosti se ta polisaharid razgrajuje pocasi, njegova
razgradnja pa poteka tako v proksimalnem kot tudi v distalnem delu debelega crevesa
Cloveka in zagotavlja mikrobioti v obeh delih substrat za fermentacijo (Terpend in sod.,
2013).

Arabinogalaktan
a-1,5-L-Arabinan
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B-D-Galp = -D-galaktopiranoza, a-L-Arap = a-L-arabinopiranoza, a-L-Araf = a-L-arabinofuranoza.

Slika 1: Kemijski strukturi o-1,5-L-arabinana in arabinogalaktana I (prirejeno po Shallom in Shoham, 2003)

Z uporabo simulatorja ¢loveskega Crevesnega mikrobnega ekosistema so ugotovili, da je
arabinogalaktan I sposoben aktivirati mikrobno zdruzbo v SirSem obmocju debelega
Crevesa kot na primer uveljavljeni prebiotiki frukto-oligosaharidi, ki so veCinoma hitro
prebavljeni v proksimalnem delu debelega crevesa. Ugotovili so, da arabinogalaktani I
ugodno vplivajo na koncentracijsko zastopanost bakterijskih vrst kot so Roseburia sp.,
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Faecallbacterium prausnitzii in Bifidobacterium spp. (doloeno z metodo kvantitativne
PCR). Ravno bakterije F. prausnitzii na primer primanjkuje v c¢revesni mikrobioti
pacientov s kroni¢nimi vnetji ¢revesa. Proizvodnja kratkoveriZznih mascobnih kislin je pri
razgradnji arabinogalaktanov I prisotna tudi v distalnem delu debelega crevesa, kar je prav
tako zazelen efekt (Terpend in sod., 2013; Daguet in sod., 2016).

2.3.3 Arabinan

Arabinan je pektinski polisaharid, sestavljen iz razvejane glavne verige arabinofuranoznih
ostankov, povezanih med sabo z a-1,5-vezmi, stranske arabinofuranozne veje pa so na
glavno verigo pripete z 1,2- ali 1,3- vezmi (Voragen in sod., 1987; Oosterveld in sod.,
2002). Pogosto jih najdemo v kombinacijah z galaktani v pektinu v sadju, zelenjavi,
semenih, lubju in lesu (Stephen in sod., 1982; Voragen in sod., 1987). Arabinane v
rastlinskih celi¢nih stenah najdemo kot strukturne komponente in vplivajo na lastnosti
procesiranega sadja in zelenjave ter so del prehranskih vlaknin (Voragen in sod., 1987).
Arabinan razgrajujeta dva tipa encimov in sicer a-L-arabinofuranozidaze (E.C. 3.2.1.55) in
endo-1,5-a-L-arabinanaze (E.C. 3.2.1.99). a-L-arabinofuranozidaze cepijo arabinozne
monosaharide iz nereducirajocega konca arabinoznega polisaharida in so ekso- encimi, ki
lahko cepijo 1,2-, 1,3- ali 1,5-vezi (Saha, 2000; Inacio in sod., 2008). Endo-1,5-a-L-
arabinanaze pa hidrolizirajo 1,5-vezi znotraj glavne verige arabinana in sproscajo L-
arabinozo in arabinooligosaharide razli¢nih dolZin in razvejanosti (Saha, 2000).

I 1,3-vez

Razvejani arabinan

Nerazvejani
arabinan

Slika 2: Prikaz strukture arabinoznih saharidov z razli¢no povezanimi arabinoznimi ostanki
(prirejeno po Park in sod., 2015)

2.3.3.1 Prebioti¢ne lastnosti arabinana

Vec in vitro raziskav CloveSke fekalne goSce, ki so bile izvedene v zadnjih letih, je
pokazalo, da razli¢ni tipi arabinooligosaharidov iz kase sladkorne pese pozitivno vplivajo
na zastopanost bakterij iz rodu Bifidobacterium (Holck in sod., 2011; Vigsnaes in sod.,
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2011; Sulek in sod., 2014). Moon in sod. (2015) so pokazali, da linearni
arabinooligosaharidi in linearni arabinan nista razgradljiva v slini, Zelodcu ali tankem
Crevesu, torej ostaneta neprebavljena vse do vstopa v debelo ¢revo. Ugotovili so tudi, da ta
substrata selektivno razgrajujejo bakterijske vrste Lactobacillus brevis, B. longum in
Bacteroides fragilis, medtem ko Skodljive bakterije Escherichia coli, Listeria
monocitogenes, Salmonella typhimurium in Staphylococcus aureus niso sposobne
razgraditi v raziskavi uporabljenih arabinoznih substratov. Glavni produkti fermentativne
razgradnje tega polisaharida so kratkoverizne mascobne kisline (Moon in sod., 2015).

2.4 GLIKOZID HIDROLAZE
2.4.1 Encimi, ki razgrajujejo, sintetizirajo in modificirajo ogljikove hidrate (CAZy)

Ogljikovi hidrati so Siroko zastopane molekule v naravi. Na njihovo sestavo in
kompleksnost vpliva Sirok spekter encimov, ki razgrajujejo, sintetizirajo ali modificirajo
oligo- in polisaharide (Henrissat in Davies, 1997; Lombard in sod., 2014). Sintezo
glikokonjugatov in kompleksnih ogljikovih hidratov katalizirajo glikozid transferaze,
razgradnjo pa specificne glikozid hidrolaze, polisaharid liaze in ogljikohidrat esteraze.
Skupno so ti encimi naslovljeni kot »encimi, ki delujejo na ogljikovih hidratih« (angl.
Carbohydrate-Active Enzymes, kratko CAZy) in so v podatkovni bazi CAZy razdeljeni v
druZine na podlagi podobnosti v aminokislinskih sekvencah. CAZy je od leta 1999 vodilna
podatkovna baza na tem podrocju, ki razvr$¢a encime, aktivne na ogljikovih hidratih v
druzine in klane glede na podobnosti v zaporedju aminokislin oz strukturi (Henrissat in
sod., 2016; Lombard in sod., 2014).

Encime, ki razgrajujejo, sintetizirajo ali modificirajo ogljikove hidrate ter glikokonjugate
delimo v naslednje razrede (Henrissat in sod., 2016; Lombard in sod., 2014):

- glikozid hidrolaze (GHs, hidrolizirajo glikozidne vezi),

- glikoziltransferaze (GTs, tvorijo glikozidne vezi),

- polisaharid liaze (PLs, vrSijo nehidroliti¢ne cepitve glikozidnih vezi),

- ogljikohidrat esteraze (CEs, hidrolizirajo estre ogljikovih hidratov),

- pomozni encimi (AAs, redoks encimi, ki sodelujejo z ostalimi encimi aktivnimi na

ogljikovih hidratih).

2.4.2 Glikozid hidrolaze

Glikozid hidrolaze (GH) so encimi, ki hidrolizirajo glikozidne vezi med dvema ali vec
ogljikovimi hidrati ali med ogljikovim hidratom in drugimi vezanimi skupinami. Produkt
hidrolize so odcepljeni hemiacetali ali hemiketali sladkorjev in »preostala veriga«.
Glikozid hidrolaze imenujemo tudi glikozidaze ali glikozil hidrolaze. GH so sposobne
hidrolizirati O-, N- in S-vezane glikozide. GH lahko razvr§¢amo v skupine glede na
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razli¢ne lastnosti. Delimo jih lahko na endo- in ekso-GH, kar opisuje lokacijo hidrolize (na
koncu substrata, ki je pogosteje nereducirajoci ali v sredini verige substrata). Trenutno GH
razvrs¢amo v 135 druzin (podatek z dne 2.6.2016), te druzine pa naprej v 14 klanov glede
na tridimenzionalno strukturo proteinov. Nekatere kompleksne GH lahko najdemo v vec
druZinah, saj vsebujejo vec razli¢nih kataliticnih domen (Henrissat in sod., 2016; Lombard
in sod., 2014).

2.4.2.1 Mehanizem delovanja glikozid hidrolaz

Obicajno v hidrolizi glikozidne vezi sodelujeta dva kataliticna ostanka encima: protonski
donor (kislina) in nukleofil (baza). Glede na pozicijo kataliticnih ostankov se hidroliza
izvede kot ohranitev (ang. »retention«) ali obrat (ang. »inversion«) anomerne konfiguracije
centra molekule sladkorja (Slika 3) (Davies in sod., 1995, cit. po Pokusaeva in sod., 2011).
Ohranjajo¢i encimi uporabljajo mehanizem dvojne zamenjave, ki ohrani konfiguracijo
anomernega centra in so sposobni transglikozilacije substrata (Withers, 2001). Obracajoci
encimi delajo po mehanizmu enojne zamenjave in vedno uporabljajo vodo kot sprejemno
molekulo ter niso sposobni izvedbe transglikozilacije (Van den Broek in Voragen, 2008).
V podatkovni bazi CAZy lahko najdemo podatke o stereokemic¢nem izidu reakcije, ki jo
katalizira GH in vrsti aminokislinskih ostankov, ki sodelujejo kot donor protona in
nukleofil (Henrissat in sod., 2016).

0]
e—e m/OH a—e

(ohranitev) (obrat)

\
t:g\/OH mutarotacija t%

OR

e—a \ A—»a

(obrat) (o] (ohranitev)
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Slika 3: Prikaz kemijske spremembe substrata ob encimski hidrolizi po mehanizmu obrata ali
ohranitve (prirejeno po Henrissat in Davies, 1997)

2.4.2.2 Glikozid hidrolaze v ¢revesju ¢loveka

Razgradnja kompleksnih polisaharidov v debelem crevesu je zahteven proces, pri katerem
sodeluje veliko Stevilo mikroorganizmov s svojimi encimi. Zapisi za encime so pogosto
kodirani v genskih gruc¢ah (Schell in sod., 2002; Bjursell in sod., 2006). Encimi imajo
poleg kataliticne domene mnogokrat S¢ pomoZzne domene, katerih funkcija je zagotovitev
dodatnih sposobnosti vezave ogljikovih hidratov, pritrditev encimov na celicno membrano,



12
Malovrh A. Karakterizacija encimov ... arabinogalaktanov pri bakteriji Bifidobacterium longum.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Studij biotehnologije, 2016

povezovanje z drugimi encimi v komplekse in integracija v celulosome (Cantarel in sod.,
2009; Fontes in Gilbert, 2010; Yoshida in sod., 2010). Bakterijsko steno lahko preidejo le
kratkoverizni oligosaharidi, zato razgradnja prehranskih ogljikovih hidratov zahteva
izloCanje encimov v lumen crevesja. Pri po Gramu negativnih bakterijah se lahko encimi s
signalnim peptidom prenesejo v periplazmo ali izven celice, pri Gram pozitivnih pa
bakterije nimajo periplazme, zato se vsi encimi s signalnim peptidom za izloCanje
prenesejo izven celic. Pri obeh vrstah bakterij proteini, ki imajo signalni peptid za
izloCanje, pogosto vsebujejo Se peptid za pritrjevanje na zunanjo membrano celi¢ne stene
ali t.i. transmembransko domeno. Prisotnost velikega Stevila genov za razgradnjo
ogljikovih hidratov CAZy v crevesnih bakterijskih genomih je predvidoma posledica
podvojevanja genov in/ali horizontalnega prenosa genov med razli¢cnimi vrstami (El
Kaoutari in sod., 2013).

2.4.3 Glikozid hidrolaze iz druzine 43 (GH43)

Glavni predstavniki glikozid hidrolaz, ki se uvr§¢ajo v druzino GH43 so glede na znane
aktivnosti uvrS¢eni v naslednje skupine (Henrissat in sod., 2016; Lombard in sod., 2014):

- PB-ksilozidaze (E.C. 3.2.1.37),

- o-L-arabinofuranozidaze (E.C. 3.2.1.55),

- arabinanaze (E.C. 3.2.1.99),

- ksilanaze (E.C. 3.2.1.37),

- galaktan 1,3-B-galaktozidaze (E.C. 3.2.1.145),

- o-1,2-L-arabinofuranozidaze (E.C. 3.2.1.-),

- ekso-o-1,5-L-arabinofuranozidaze (E.C. 3.2.1.-),

- ekso-o-1,5-L-arabinanaze (E.C. 3.2.1.-) in

- B-1,3-ksilozidaze (E.C. 3.2.1.-).

Znacilna tridimenzionalna struktura predstavnikov druzine GH43 je 5-kratni B-propeler in
so zaradi tega uvrsceni v klan GH-F. Mehanizem delovanja GH43 je enojna zamenjava z
obratom anomerne konfiguracije saharidnega centra. Kataliticni center encima sestavljajo
trije aminokislinski ostanki. Kataliticni nukleofil je L-asparaginska kislina, darovalec
protona pa L-glutaminska kislina (Nurizzo in sod., 2002; Pons in sod., 2004; Lombard in
sod., 2014). Tretji aminokislinski ostanek je ponovno L-asparaginska kislina in
predvidoma deluje kot pKa modulator in sodeluje pri vzdrZevanju ustrezne poravnave
kislinskega ostanka glede na substrat (Nurizzo in sod., 2002; Pons in sod., 2004; De
Sanctis in sod., 2010). Ti trije aminokislinski ostanki v aktivhem mestu encima so
ohranjeni tudi pri glikozid hidrolazah iz druzin 32, 62 in 68 in skupaj z druzino 43
sestavljajo furanozidazno naddruzino (Naumoff, 2001; Pons in sod., 2004).

Nekateri predstavniki GH43 za delovanje potrebujejo kofaktorje. Eden izmed
najpomembnejSih kofaktorjev je Ca®* jon. Prisotnost Ca®* iona predvidoma prispeva k
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stabilnosti terciarne strukture, saj encim izgubi aktivnost ob prisotnosti kovinskih
kelatorjev. Ugotovili so tudi, da je kalcijev ion predvidoma obdan s Sestimi vodnimi
molekulami in v strukturi proteina interagira s histidinskim ostankom. Mutante encimov z
zamenjanim histidinskim ostankom so imele drasti¢no zmanjSano ali izgubljeno aktivnost
v primerjavi z divjim tipom, kar potrjuje pomembnost Ca®* iona v kombinaciji s
histidinskim ostankom za strukturo in aktivnost encima (de Sanctis in sod., 2010; McVey
in sod., 2014).

Slika 4: Ekso-f-1,3-galaktanaza (E.C. 3.2.1.145) iz B. bifidum (PDB: SFLW)

Do sedaj je okarakteriziranih 139 encimov iz druZzine GH43 od skupno 5567 proteinov, ki
so na podlagi sekven¢ne podobnosti uvrs¢eni med GH43. Tridimenzionalna struktura je
znana za 32 encimov. Do sedaj je bila tridimenzionalna struktura dolo¢ena samo eni GH43
iz rodu Bifidobacterium in sicer ekso-B-1,3-galaktanazi iz B. bifidum (Godoy in sod., 2016)
(podatki z dne 2. 6. 2016). Njena struktura je predstavljena na sliki 4. Vidna je tipi¢na
struktura 5-kratnega beta propelerja, rumeno so obarvani B-listi, vijolicno v ozadju pa o-
heliksi. Zaporedje vsebuje samo Kkataliticno domeno iz druzine GH43, dolgo 304
aminokislin (Godoy in sod., 2016).

GH43 so predvidoma eni pogosteje zastopanih encimov pri bakterijah, ki jih najdemo v
mikrobni zdruzbi ¢loveskih prebavil. Znanstvenik El Kaoutari in sod. (2013) so pri analizi
zastopanosti in raznolikosti encimov CAZy v cCloveski ¢revesni mikrobioti ugotovili, da
med najpogosteje pojavljajoce GH sodijo druzine 13, 2, 43 in 3.
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 SHEMA DELA
EIDIHFDI;.MATSKA | _Analiza zaporedja DNK_| Ugoavlane oavamh
ANALIZA ""'---....* Analiza proteinskega —Ww = ﬂmlmﬁmuskm
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\Al Iskanje in analiza
mativav in domen
/'| Priprava plazmida in
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SDS5-FPAGE |
TRA "PS{I;?I?L'I?MC{P}”A IN —! PoskUsno izrazanje | /
IZRAZANJE \ Kontrola IZrazan)a Detel-u:ua FEdUEIFaJDEIh
genov in prvi test g sladkorjev z reagentom
aktivnosti encimaow DNS
3 /’# Priprava inokuluma | }
y Centrifugiranje
PROIEZVODNJA V = P
LABORATORL SKEM —H Bioproces | Mehanstg”rszbuanje
MERILU — — - - -
\"l Zakljucni procesi Afinitetna kromatografija
Gelska filtracija
Kaoncentriranje produkta
Detekeclja aktivnaost in
substratne specifiénosti
Encimov
h 4 pl—|—npt|rr|um Detekeija reducirajodih
4, T optimum sladkaorjev Z reagentom
KA??EE‘ITE;R”ES:{J:&UA \pliv ionov na aktivnost DNS
Encimska Kinetika
Ugotavljanje razgradnih . Tankoplastna
l produktov kromatografija
3. Ugotavljanje molekulske =
OBDELAVA Mase —P Gelska filtracija |
REZULTATON,
RAZPRAVA,SKLEPI

Slika 5: Shema dela opravljenega v magistrski nalogi

Slika 5 prikazuje shemo klju¢nih korakov dela, opravljenega v okviru magistrske naloge.
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3.2 MATERIALI

3.2.1 Kemikalije

Preglednica 1 prikazuje seznam kemikalij, ki smo jih uporabili v okviru magistrskega dela

ter njihove proizvajalce.

Preglednica 1: Seznam uporabljenih kemikalij in proizvajalci

Proizvajalec oz. dobavitelj Kemikalije
Amresco (Solon, ZDA) NaCl

Appli. Chem GmbH (Darmstadt, Nemcija) MES

BioRad (Kalifornija, ZDA) Akrilamid (40%)

GE Healthcare (Velika Britanija)

Molekulsko masni standardi (HMW in LMW) za
gelsko filtracijo, amonijev persulfat.

Invitrogen (Kalifornija, ZDA)

NuPage® Bis-Tris geli, NuPage® LDS Sample
Buffer, NuPage® TA Buffer, oznacevalec Mw
Mark12 NuPage®, NuPage® Reducing Agent in
NuPage® Antioxidant.

Avantor (Center Valley, ZDA)

Borova kislina, NaOH

Megazyme (Co. Wicklow, Irska)

Linearni arabinan, nerazvejani arabinan, razvejani
arabinan, arabinotrioza.

Merck (Darmstadt, Nemcija)

NaOH, ocetna kislina, fosforna kislina, Na-acetat,
HEPES, CaCl, x 2H,0, Coomassie BB, glicerol,
TLC Silica gel 60 F,s4 plosce, bromofenol modro,
BugBuster Protein Extraction Kit (Novagen).

MoBio Laboratories (Carlsbad, ZDA)

Mesanica za LB tekoce gojiSce, meSanica za LB
trdno gojisce.

Sigma Aldrich (Steinheim, Nemcija)

L-arabinoza, fenol, Na,SOj3, Na-K tartrat, Triton®
X-100, gum arabik, TEMED, Trizma Base,
imidazol, butan-1-ol, kloroform, DNS, tripton,
kvasni ekstrakt, MgSO,, KCl, glukoza, 5-
metilresorcinol, etanol, Benzonase® Nuclease,
Complete™ EDTA-free Protease Inhibitor
Cocktail.

Thermo Scientific (Rockford, ZDA)

GenelJet Plasmid Miniprep Kit




16

Malovrh A. Karakterizacija encimov ... arabinogalaktanov pri bakteriji Bifidobacterium longum.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Studij biotehnologije, 2016

3.2.2 Aparature

Preglednica 2 prikazuje seznam aparatur, ki smo jih uporabili v okviru magistrskega dela

ter njihove proizvajalce.

Preglednica 2: Seznam uporabljenih aparatur

Aparatura

Opis

Analitski tehtnici

Mettler AG 245 (Ohio, ZDA), Sartorius BP 3100 P (Gottingen,
Nemcija)

Avtoklav

Systec V100 (Linden, Nemcija)

Centrifuge

Eppendorf 5417 R in 5810 R (Hamburg, Nem¢ija), Sorval RC-5C
plus (Newtown, ZDA)

Citalec mikrotitrskih plos¢

Powerwave XS BioTek (Nemcija)

Elektroforeza NuPage, Invitrogen (Kalifornija, ZDA)
Grelni blok Grant QBDA, Buch & Holm (Herlev, Danska)
Inkubator Memmert (Struers) (Dublin, Irska)

Inkubator z meSanjem

Kiihner ISF-1-W (Basel, Svica)

Laminarij

Thermo Safe 2020, Holm & Halby (Brgndby, Danska)

Ledomat

Scotsman AF20AS (Suffolk, Velika Britanija)

Mesalna plosca

Kiihner Lab Shaker LS-W (Basel, Svica)

Namizni meSalnik

Vortex-Genie 2 (New York, ZDA)

pH meter

Calimatic 761, Knick (Berlin, Nemcija)

Pipete

Gilson, Pipetman® P1000, P200 in P20 (Middleton, ZDA)

v v

Sistem za CiScenje proteinov

Akta Avant, GE Healthcare Life Sciences (Uppsala, §Vedska)

Sistem za proizvodnjo miliQ vode

Merck, Milipore (Massachusetts, ZDA)

Spektrofotometer

Ultrospec 2100 Pro (Cambridge, Velika Britanija)

Tlacni celi¢ni homogenizator

Stansted Fluid Power Ltd (Harlow, Velika Britanija)

Ultrazvocna kopel

2510, Branson (Dansbury, ZDA)

Vakuumska ¢rpalka

MZ 1C, Buch & Holm (Herlev, Danska)

Ostali uporabljeni material: laboratorijska steklovina, stojala za epruvete,
mikrocentrifugirke, epruvete z ukrivljenim dnom, posode Tunair™, nastavki za pipete,
kivete, mikrotitrske plosce, Petrijeve plosce, cepilne zanke, sterilni filtri 0,45 in 0,20 pm,
nesterilni filtri 0,20 um, avtoklavirni trak.
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3.2.3 Bioinformatska orodja in podatkovne baze

Preglednica 3 prikazuje seznam podatkovnih baz in bioinformatskih orodij, ki smo jih
uporabili v okviru magistrskega dela.

Preglednica 3: Podatkovne baze in bioinformatska orodja, spletne povezave ter nastavitve,
uporabljene pri iskanju

Podatkovna baza ali

Spletna povezava Morebitne nastavitve iskanja

orodje
) . . . Iskanje lokalnih podobnosti s
BLASTp (NCBI) http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi proteini iz NCBInr in PDB
CAZy http://www.cazy.org/
CDD (NCBI) http://\?vww.ncbl.nlm.n1h.g0v/Structure/cdd/wr »Conserved domains«
psb.cgi
DNA/RNA GC .
http://www.endmemo.com/bio/gc.php
calculator
GenomeNet (KEGG) http://www.genome.jp/
HMMER http://www.ebi.ac.uk/Tools/hmmer/ »Reference proteomes«
InterPro http://www.ebi.ac.uk/interpro/
InterProScan http://www.ebi.ac.uk/interpro/search/sequence

-search

MyDomains Image http://prosite.expasy.org/cgi-

Creator (Expasy) bin/prosite/mydomains/

PDB http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do
Pfam http://pfam.xfam.org/

ProtParam (Expasy) http://web.expasy.org/protparam/

Kyte & Doolittle, velikost okna

ProtScale (Expasy) http://web.expasy.org/protscale/

19
SMS Codon Usage http://www.bioinformatics.org/sms2/codon_us Standardni genski kod
age.html
UniProt http://www.uniprot.org/

3.2.4 Bakterijska seva in plazmid

Za heterologno proizvodnjo obeh proteinov smo preizkusili dva razli¢na bakterijska seva,
prvi sev se imenuje E. coli BL21(DE3) in je primeren za izraZzanje genov, ki niso strupeni
za gostitelja ter vsebuje T7 polimerazo, inducibilno z molekulo izopropil B-D-1-
tiogalaktopiranozid (IPTG). Drugi sev, ki smo ga preizkusili, se imenuje E. coli Rosetta in
omogoca boljSe izraZanje proteinov katerih zapis vsebuje kodone, ki so redko prisotni pri
E. coli. Sev Rosetta vsebuje tRNK za kodone AUA, AGG, AGA, CUA, CCC, GGA na
plazmidu, odpornem na kloramfenikol (Novagen, 2016). Plazmid pETM-11 vsebuje gen za
odpornost proti antibiotiku kanamicinu, promotor T7-lac in zapis za histidinsko oznako
(Slika 6).
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Slika 6: Shema plazmida pETM-11, uporabljenega za heterologno izrazanje tar¢nih genov (EMBL,
2016)

3.2.5 Priprava gojis¢

Vsa gojis¢a Luria-Bertani (LB) smo pripravili po navodilih proizvajalca meSanic za trdna
in tekoca gojis¢a LB (MoBio Laboratories). MeSanici za trdna in tekoca gojis¢a LB sta v
masi, doloceni za pripravo 1 L medija vsebovali 10 g natrijevega klorida, 5 g kvasnega
ekstrakta in 10 g triptona, meSanica za trdna gojiS¢a pa je dodatno vsebovala Se 15 g agarja
(MoBio Laboratories, 2016a; MoBio Laboratories, 2016b). MeSanico za pripravo gojiSca
smo raztopili v ustrezni koli€ini miliQ vode in avtoklavirali pri 121 °C, 20 minut.
Avtoklavirane meSanice za pripravo trdnih gojiS¢ smo pred razlivanjem v petrijeve plosce
ohladili na priblizno 50 °C in dodali ustrezne antibiotike. Avtoklavirana tekoca gojisc¢a LB
smo do uporabe shranjevali v hladilniku, antibiotike smo dodajali tik pred njihovo
uporabo. Med dodajanjem antibiotikov v gojis¢a smo vedno pazili na sterilnost. Za
pripravo zaloZne kulture E. coli, v kateri je bil shranjen plazmid smo uporabili trdna
gojis¢a LB z dodatkom kanamicina (50 pg/ml). Za gojenje kulture E. coli BL21(DE3) smo
uporabljali trdna in teko€a gojis€a LB z dodatkom kanamicina (50 pg/ml). Za gojenje
kulture E. coli Rosetta pa smo v gojiS€a poleg kanamicina dodali tudi kloramfenikol (25

pg/ml).

Za transformacijo proizvodnih sevov smo pripravili optimalni medij s katabolno represijo
ali t.i. gojis¢e SOC (Preglednica 4). Sestava gojis¢a je podana v preglednici 4. pH gojisc¢a
smo umerili na 7,0 in ga sterilno prefiltrirali skozi filter s porami velikosti 0,20 pm.
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Preglednica 4: Sestava gojis¢a SOC

Sestavina Masa [g] za 1 L gojis¢a
Tripton 20

Kvasni ekstrakt 5

MgSO, 2,4

Glukoza 4

NaCl 0,5

KCl 0,186

3.3 METODE

V magistrski nalogi smo heterologno izrazili in biokemijsko okarakterizirali produkta
genov bllj_1852 (v nalogi poimenovan aral) in bllj 1853 (v nalogi poimenovan ara?2).
Kodirajoc€i regiji genov obeh proteinov, s katerima smo delali v magistrski nalogi, smo
vstavili v dva loCena plazmida. Genoma smo odstranili signalni zaporedji in
transmembranski domeni, ter dodali zapisa za histidinski oznaki (6xHis). Modificirana
gena smo poimenovali aral_his in ara2_his. Proteina smo poimenovali Aral_his in
Ara2_his. Spodaj opisane metode smo uporabili za izraZanje in karakterizacijo obeh
proteinov. V nadaljevanju bodo metode opisane na primeru enega gena oziroma proteina.

3.3.1 Bioinformatska analiza

Z uporabo razli¢nih podatkovnih baz in orodij (Preglednica 3) smo iskali informacije, ki so
nam sluzile pri bioinformatski analizi izbranih genov. Zaceli smo z osnovno analizo
nukleinskega zaporedja, sledila je analiza aminokislinskega zaporedja in njegovih lastnosti
ter nato Se iskanje lokalno najbolj podobnih zaporedij z orodjem BLAST. Celotno
bioinformatsko analizo smo izvedli z izvirnim nukleinskim ali aminokislinskim
zaporedjem, ki se nahaja v organizmu B. longum subsp. longum JCM 1217. Dodatno pa
smo za modificirano zaporedje, ki je bilo uporabljeno za kloniranje, dolo€ili lastnosti, ki
smo jih potrebovali pri prakticnem delu.

3.3.2 Transformacija ekspresijskih sevov in poskusno izrazanje proteinov
3.3.2.1 Priprava plazmida pETM-11 za transformacijo ekspresijskega seva

Za pripravo ustrezne koli¢ine plazmida smo najprej namnoZili pri -80 °C shranjeno zalozno
kulturo E. coli DH5a, transformirano s predpripravljenim plazmidom za heterologno
izrazanje izbranega encima. V 14 ml epruvete z ukrivljenim dnom smo sterilno prelili 4 ml
tekoCega gojis€a LB in s cepilno zanko sterilno postrgali nekaj celic zalozne kulture ter jih
prenesli v gojiSce. Epruveto smo inkubirali 16 ur pri 37 °C in meSanju 200 vrtljajev na
minuto (rpm). Po 16 urah smo z laboratorijskim kitom »Plasmid Miniprep Kit« (Thermo
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Scientific) iz kulture izolirali plazmid po navodilih proizvajalca. UspeSnost izolacije
plazmida smo preverili z meritvijo koncentracije deoksiribonukleinske kisline (DNK) v
vzorcu izoliranega plazmida. Meritev absorbance vzorca smo izvedli na napravi Ultrospec
2100 Pro z metodo, prilagojeno merjenju koncentracij nukleinskih kislin. Metoda izmeri
absorbanco pri 260 nm (Azeonm) in 320 nm (A3xonm) ter z uposStevanjem faktorja redcitve
(R) in korealcije, ki pravi, da Azeonm = 1 predstavlja 50 pg/ml ciste dvoverizne DNK,
izracuna koncentracijo DNK po enacbi »1« (Promega, 2016).

conk = (A260 nm — A320nm) X R X 50 [ug/ml] .. (D)

3.3.2.2 Transformacija ekspresijskih sevov E. coli

Za izrazanje tarCnih proteinov smo uporabili kompetentna seva E. coli BL21(DE3) in
Rosetta. Transformacijo obeh sevov smo izvedli po enakem postopku. Za transformacijo
smo k celicam v 1,5 ml mikrocentrifugirko dodali 2 pl izoliranega plazmida, pazljivo
rocno premesali in inkubirali 30 minut na ledu. Po 30 minutah smo izvedli 45-sekundni
toplotni Sok pri 42 °C in takoj za tem vrnili epruvete na led za eno minuto. V epruvete smo
nato dodali 250 pl gojis¢a SOC in inkubirali eno uro pri 37 °C in meSanju 200 rpm.
Transformirane celice smo prenesli na petrijeve plosce s trdnim gojis¢em LB z dodanimi
ustreznimi antibiotiki. Na eno plo$¢o smo odpipetirali 50 pl transformant, preostanek pa
smo prelili na drugo ploS€o ter naredili razmaz s steklenimi kroglicami in plosce dali v
inkubator na 37 °C. Naslednji dan smo preverili rast transformant na goji$¢ih. Petrijeve
plosce z zraslimi transformantami smo shranili v hladilnik in kolonije uporabili za pripravo
inokulumov.

3.3.2.3 Poskusno izraZzanje encima

Poskusno izrazanje encima smo izvedli le s transformantami E. coli BL21(DE3), saj smo
predvideli, da bi morale transformante E. coli Rosetta uspesSno izraZati vstavljen plazmid,
ker so prilagojene izrazanju genov, ki vsebujejo za E. coli redke kodone (Novagen, 2016).
Ker oba tarCna gena vsebujeta nekaj teh redkih kodonov, smo pred ekspresijo v
laboratorijskem merilu Zeleli preveriti uspeSnost izrazanja genov v sevu E. coli
BL21(DE3). Poskusno izraZzanje smo izvedli tako, kot je prikazano na shemi na sliki 7.

1. dan: 3.dan B:

: : 3.dan A: Indukcija
Kultura 2. dan: St NN

S . Inokulacija in izrazanja,

transformiranih Priprava Y . : ’

. . namnozevanje, proizvodnja

celic na trdnem inokuluma . S

o vzorcenje. encima in
gojiscu LB « .

vzorcenje.

Slika 7: Shema dela pri poskusni proizvodnji encima
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Kolonijo transformiranih celic E. coli BL21(DE3), ki je zrasla na agarskem gojiS¢u LB s
kanamicinom, smo s cepilno zanko prenesli v 14 ml epruvete z ukrivljenim dnom s 4 ml
tekoCega gojis¢a LB s kanamicinom (50 pug/ml). Epruvete smo inkubirali ¢ez no¢ pri 37
°C, z meSanjem pri 200 rpm. Naslednji dan smo 100 ml tekoCega gojis¢a LB s
kanamicinom (50 pg/ml) inokulirali z 1 ml prekono¢ne kulture iz epruvet. Erlenmajerice
smo inkubirali na 37 °C z meSanjem pri 200 rpm in spremljali rast z merjenjem absorbance
pri 600 nm. Ko je opti¢na gostota v gojiscu dosegla vrednost 0,5, smo vzor¢ili kulturo iz
erlenmajerice. Vzorec kulture, odvzet pred indukcijo izrazanja, nam je sluZil kot referencni
vzorec za kasnejSo izvedbo poliakrilamidne gelske elektroforeze z natrijevim dodecil
sulfatom (SDS-PAGE) in test encimske aktivnosti z metodo dolofanja reducirajocCih
sladkorjev z reagentom iz dinitrosalicilne kisline (DNS). Vzorce smo centrifugirali 10
minut pri 15000 rpm (Eppendorf 5417R), lo€ili supernatant v sveZo epruveto ter oboje
zamrznili pri -20 °C. Z dodatkom 100 uM induktorja IPTG v gojis€e, smo sproZili
izraZanje genov za tar¢na encima. Erlenmajerice s kulturami smo od indukcije izrazanja do
zakljucka poskusa inkubirali pri temperaturi 30 °C zato, da smo v kratkem casu pridobili
dovolj kulture za izvedbo testov. Po preteku Stirih ur smo zakljucili inkubacijo in ponovno
vzorCili. Epruvete smo, tako kot ob prvem vzorCenju, centrifugirali ter lo¢eno shranili
supernatant in sediment pri -20 °C do analize.

3.3.2.4 Ekstrakcija proteinov iz sedimenta po poskusnem izraZanju

Za SDS-PAGE in test encimske aktivnosti smo iz sedimentov kultur izolirali proteine, med
katerimi so bili tudi heterologno izraZeni encimi. Uporabili smo kit za izolacijo proteinov
»Bug Buster Protein Extraction Reagent« (Novagen) in sledili postopku, navedenem v
navodilih proizvajalca. S tem postopkom smo izolirali vse proteine, ki se nahajajo znotraj
bakterijskih celic.

3.3.3 Poliakrilamidna gelska elektroforeza z natrijevim dodecil sulfatom

UspesSnost izraZzanja vstavljenega gena in uspeSnost posameznih korakov zaklju¢nih
procesov smo preverili s poliakrilamidno gelsko elektroforezo z natrijevim dodecil
sulfatom (SDS-PAGE), ki smo jo izvedli po navodilih proizvajalca uporabljanih kemikalij
in gelov (NuPage®). Elektroforezo smo pustili te¢i 35 minut pri 200 voltih. Po koncu smo
odlili elektroforezni pufer, vzeli gel iz elektroforezne komore, ga sprali z destilirano vodo,
odstranili iz okvirja in ga prestavili v posodico z barvilom Coomassie Brilliant Blue
(Preglednica 5). Gel smo pustili barvati na mesalni plosci ¢ez no¢, naslednji dan barvilo
odlili in nekajkrat sprali z destilirano vodo, da smo odstranili odvecno barvilo. Na koncu
smo gel dokumentirali.
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Preglednica 5: Sestava barvila Coomassie Brilliant Blue

Sestavina Kolicina za 2 L
Fosforna kislina (85 %) 253 ml
(NHy4),S0O, 200 g
Coomassie Blue G-250 24¢g
Absolutni etanol 400 ml
Destilirana voda Do2L

Barvilo shranjujemo v steklenici zaviti v aluminijasto folijo.

3.3.4 Ugotavljanje koncentracije reducirajocih sladkorjev z reagentom DNS

Encimsko aktivnost (v proteinskih vzorcih pridobljenih med poskusno proizvodnjo
encimov, proizvodnjo v ve¢jem merilu in pri doloCanju biokemijskih lastnosti encimov),
smo spremljali z metodo detekcije reducirajocih sladkorjev z reagentom iz dinitrosalicilne
kisline (DNS) (Preglednica 6) (metoda opisana v: Miller, 1959). Osnovni uporabljen
protokol je opisan v tem poglavju, morebitne prilagoditve zaradi narave posameznega
eksperimenta pa so navedene v sklopu njihovih opisov.

Preglednica 6: Sestava reagenta DNS

Sestavina DeleZz konénega volumna reagenta (%)
Dinitrosalicilna kislina 1

Fenol 0,2

Na,S0; 0,05

NaOH 1

NaK-tartrat 20

Destilirana voda Do 100

Reagent shranjujemo v steklenici zaviti v aluminijasto folijo.

Preglednica 7: Standardna raztopina L-arabinoze

Sestavina Kolicina za 100 mM raztopino
L-arabinoza 375,3 mg
voda miliQ 25 ml

Standardno raztopino shranjujemo v manjsih alikvotih pri -20 °C.

Pred vsakim eksperimentom smo iz standardne raztopine L-arabinoze (Preglednica 7) z
redéenjem z ustreznim pufrom pripravili standardne redCitve za umeritveno krivuljo s
koncentracijami 20, 15, 10, 5 in 0 mM (slednja sluZi tudi kot meritev ozadja).

Zalozne raztopine substratov (Preglednica 8) smo pripravljali tako, da smo najprej v Casi
do 60 °C segreli 80 % vode Zelenega kon¢nega volumna raztopine in vanjo stresli zatehtani
substrat. Ca$o smo postavili na meSalnik z grelcem in vsebino mesali pri 60 °C dokler se
substrat ni popolnoma raztopil. Nato smo ugasnili grelec in ob konstantnem pocasnem
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meSanju pustili, da se raztopina ohladi. Ohlajeno raztopino substrata smo prelili v merilni
valj in dodali vodo MilliQ do koncnega volumna. ZaloZne raztopine substratov smo
pripravili za en teden vnaprej in jih, kadar niso bile v uporabi, shranili pri -20 °C. Kon¢ne
koncentracije substrata, ki smo jih uporabili v metodi, smo pripravili z red¢enjem v
ustreznem pufru, glede na planiran poskus.

Preglednica 8: Zalozna raztopina substrata

Sestavina Koncentracija

Substrat (linearni, nerazvejani ali razvejani arabinan) 100 mg/ml

Raztopimo v ustreznem volumnu vode miliQ. Shranjujemo na -20 °C.

Pred zaCetkom smo vkljucili grelne bloke in pocakali, da se segrejejo na nastavljeno
temperaturo. Pripravili smo Zeleno redc¢itev encima v ustreznem pufru. Red¢itve encima
smo med delom vedno shranjevali na ledu. Spodaj navedeni postopek smo izvajali v
natan¢no merjenih Casovnih intervalih med posameznimi reakcijskimi meSanicami.

Postopek:
1. Po 180 pul substrata smo odpipetiali v 1,5 ml mikrocentrifugirke in inkubirali pri 37

°C v grelnem bloku.
2. K substratu smo dodali 20 pul pripravljene redCitve encima/standardne raztopine in
premesali na namiznem mesSalniku.
3. Mesanice smo inkubirali 10 min pri 37 °C.
K mesSanicam smo nato dodali 300 pl reagenta DNS in premesali na namiznem
mesalniku.

&

Inkubirali smo 15 minut pri 95 °C.

Nato smo prestavili mikrocentrifugirke na led za 15 minut.

Centrifugirali smo 12 minut pri najvisji hitrosti v namizni centrifugi.

300 pl supernatanta smo prenesli v mikrotitrsko ploS¢o in izmerili absorbanco pri
540 nm.

© W

Od izmerjenih vrednosti absorbanc smo najprej odsteli meritev ozadja (vrednost meritve v
reakcijskih meSanicah substrata, v katere smo namesto encima dodali pufer). Koncentracijo
nastalega produkta v reakcijskih meSanicah z encimom smo izraCunali iz enacbe
umeritvene krivulje. Encimsko aktivnost, izraZzeno v pmol/min ali mednarodnih enotah (IU
— ang. international units), smo izracunali iz koncentracije produkta ([P]) izraZzene v uM,
volumna reakcijske meSanice v mililitrih in Casa inkubacije v minutah po enacbi »2«
(Wilson in Walker, 2010). Specificno encimsko aktivnost, izrazeno v IU/mg, smo
izraCunali iz encimske aktivnosti in koli¢ine proteinov v reakcijski meSanici v miligramih
po enacbi »3« (Wilson in Walker, 2010).
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[P]x0,2 ml
¢as inkubacije (min)

Encimska aktivnost = [umol/min ali U] .. (2)

encimska aktivnost

Specifitna encimska akt.= [IU/mg proteina] ... (3)

masa proteinov v reakc.mesanici (mg)

3.3.5 Ekspresija encimov v laboratorijskem merilu
3.3.5.1 Priprava inokuluma

Inokulum za ekspresijo sevov v vecjih koli¢inah smo pripravili v dveh korakih. V prvem
koraku smo iz petrijeve plosce nacepili eno kolonijo transformant v 14 ml polipropilenske
gojitvene epruvete z ukrivljenim dnom, v katerih smo pripravili 3 ml tekocega gojis¢a LB s
kanamicinom (50 pg/ml) v primeru transformant E. coli BL21(DE3) oziroma
kanamicinom (50 pg/ml) in kloramfenikolom (25 pg/ml) v primeru transformant E. coli
Rosetta. NamnoZevanje je potekalo v inkubatorju 6 ur pri 37 °C in meSanju pri 200 rpm.
Nato smo 1 ml zrasle kulture prenesli v 250 ml erlenmajerico z utori, v kateri smo
predhodno pripravili 100 ml tekoCega gojis¢a LB z ustreznimi antibiotiki. Drugi korak
namnoZevanja je potekal preko noci pri enaki temperaturi in meSanju kot prvi korak.

3.3.5.2 Bioproces (proizvodnja Aral_His in Ara2_His)

Ekspresijske seve smo gojili v posodah Tunair™ (Slika 8) z volumnom 2,5 L v katerih
smo predhodno pripravili in avtoklavirali po 1 L tekocega gojis¢a LB. Pred dodatkom
inokuluma smo v gojiS€a za namnoZevanje transformant E. coli BL21(DE3) dodali
antibiotik kanamicin (50 pg/ml). V gojis€a za transformante E. coli Rosetta pa smo dodali
antibiotik kanamicin (50 pg/ml) in kloramfenikol (25 pg/ml). Gojis¢a smo inokulirali z 10
ml ustreznega prekonocnega inokuluma in inkubirali pri 37 °C in meSanju 180 rpm ter rast
spremljali z merjenjem absorbance pri 600 nm. Kulture, v katerih je absorbanca dosegla
vrednost priblizno 0,5, smo prestavili na led in poc¢akali, da so isto vrednost dosegle tudi
vse ostale. Inkubator smo nato ohladili na 18 °C zato, da smo pri izraZanju nastajajoim
proteinom, omogocili dovolj €asa za ustrezno zvitje in da smo lahko podaljSali Cas
izrazanja (Rosano in Ceccarelli, 2014). V vse posode smo ob istem ¢asu dodali induktor
izrazanja IPTG v kon¢ni koncentraciji 0,1 mM ter nadaljevali inkubacijo pri 18 °C in 180
rpm. Se naprej smo spremljali rast ter nato po 48 urah zakljuéili bioproces.
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Slika 8: Tunair™ posode (IBI Scientific, 2016)

3.3.5.3 Zakljucni procesi
3.3.5.3.1 Centrifugiranje

Po zakljucku bioprocesa smo brozgo iz posod prelili v avtoklavirane centrifugirke in
centrifugirali 20 minut pri 4 °C in 8000 rpm (Sorval RC 5C plus). Supernatant smo nato
prelili v steklenico, sediment pa postrgali iz centrifugirk in prestavili v vrecko za
shranjevanje ter stehtali. Sediment smo do nadaljevanja zaklju¢nih procesov shranili pri -
20 °C, vzorce supernatanta smo shranili v hladilniku pri 4 °C do potrditve, da se Zeleni
produkt nahaja v sedimentu.

3.3.5.3.2 Mehansko razbijanje celic in centrifugiranje homogenata

Sediment, shranjen pri -20 °C, smo prenesli v stekleno ¢aso in dolili pufer 1 (Preglednica
9) v petkratnem volumnu mase sedimenta. Sediment smo pocasi odmrznili z meSanjem na
mesSalni plos¢i in na ledu. Ko se je odtalil in zmeSal z dodanim pufrom, smo izvedli
mehansko razbijanje celic s tlatnim homogenizatorjem (Stansted). Razbijanje celic smo
izvedli pri temperaturi 4 °C in tlaku 1,1 bar. Celicno suspenzijo smo spustili ez
homogenizator dvakrat. V tako dobljeni homogenat smo dodali 3 pl nukleaze in eno
tableto proteaznega inhibitorja ter ga na meSalni plos¢i in na ledu meSali 20 minut. Nato
smo homogenat prelili v ohlajene centrifugirke in 20 min centrifugirali pri 4 °C in 13000
rpm (Sorval RC 5C plus). Supernatant smo prelili v ohlajeno €aso in ga prefiltrirali ez
sterilen filter z velikostjo por 0,45 um ter takoj za tem vrnili na led. 200 ul vzorca
prefiltriranega supernatanta smo shranili pri -20 °C za uporabo pri kasnejSih analizah
encimske aktivnosti in SDS-PAGE.
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Preglednica 9: Sestava pufra 1

Sestavina Koncentracija
HEPES 20 mM
NaCl 0,5M
Glicerol 10 %
Imidazol 10 mM

pH pufra smo umerili na 7,5, prefiltrirali in razplinili.

3.3.5.3.3 Afinitetna kromatografija

Za izvedbo afinitetne kromatografije z imobiliziranimi kovinskimi ioni (IMAC) smo
uporabili sistem Akta Avant in komercialno kolono HisTrap™ HP volumna 1 ml (Slika 9).
Uporabljena kolona je namenjena ¢iS€enju proteinov oznacenih s histidinsko oznako in ima
na stacionarni fazi imobilizirane Ni** ione (GE Healthcare, 2007). Kromatografijo smo
izvedli v hladni sobi pri 7 °C. Uporabljali smo pufer 1 (Preglednica 9) in pufer 2
(Preglednica 10). Izvedli smo dve zaporedni afinitetni kromatografiji z nastavitvami

opisanimi v preglednicah 11 in 12.

Preglednica 10: Sestava pufra 2

Sestavina Koncentracija
HEPES 20 mM
NaCl 0,5M
Glicerol 10 %
Imidazol 400 mM
pH pufra smo umerili na 7,5, prefiltrirali in razplinili.
Preglednica 11: Nastavitve metode afinitetne kromatografije 1
Stevilo Volumen
Pretok . ..
Faza volumnov (ml/min) Pufer Gradient frakcije
kolone (ml)
1. UravnoteZenje 5 | Pufer 1 / /
kolone
2. Nalaganje
supernatanta / 0,5 / / 12
homogenata
Spiranje kolone 1 5 1 Pufer 1 / 12
Spiranje kolone 2 20 1 Pufer 1 / 12
Pufer 1: 100 -0 %
Elucij 1 1 Li i
ucija 5 Pufer 2: 0 — 100 % inearni 0,5
UravnoteZenje 5 | Pufer 1 / /
kolone
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Preglednica 12: Nastavitve metode afinitetne kromatografije 2

Stevilo Pretok Volumen
Faza volumnov R Pufer Gradient frakcije
(ml/min)
kolone (ml)
1. UravnoteZenje 5 | Pufer 1 / /
kolone
2. Nalag”an]e izbranih / | / / 12
frakcij
L Pufer 1: 94 %
3. Spiranje kolone 1 5 2 Pufer 2: 6 % / 12
L Pufer 1: 94 %
4. Spiranje kolone 2 50 2 Pufer 2: 6 % / 12
.. Pufer 1: 94 -0 % ) .
5. Elucija 15 1 Pufer 2: 6 — 100 % Linearni 1
6. UravnoteZenje 5 ) Pufer 1 / /
kolone

Frakcije smo detektirali s spremljanjem absorbance pri valovni dolZini 280 nm. Nastavitve
iz preglednice 11 smo wuporabili v prvem koraku izolacije produkta z afinitetno
kromatografijo iz supernatanta homogenata celic. Nastavitve iz preglednice 12 pa smo
uporabili v drugem koraku izolacije produkta z afinitetno kromatografijo iz frakcij, ki smo
jih na podlagi kromatograma zbrali pri prvem koraku v fazah 2 in 5. Drugi korak smo
dodali zato, ker smo pri analizi SDS-PAGE ugotovili, da smo nekaj Zelenega proteina
izgubili v koraku nalaganja celiénega homogenata na kolono.

Izbrane frakcije, s katerimi smo Zeleli nadaljevati zakljune procese smo po potrebi z
ultrafiltracijo skoncentrirali do volumna manjSega od 5 ml. Postopek je natancneje opisan
v poglavju 3.3.5.3.5. Skoncentrirane frakcije (retentat) smo z injekcijsko iglo pazljivo
posrkali v brizgo in ga nato prefiltrirali skozi sterilen filter z velikostjo por 0,45 um.

Slika 9: Kolona HisTrap™ HP uporabljena pri afinitetni kromatografiji

3.3.5.3.4 Gelska filtracija

Za izvedbo gelske filtracije smo uporabili sistem Akta Avant, komercialno kolono GF
Hil.oad 26/60 superdex 200 pg, 5 ml kapilarno zanko za nalaganje vzorca in pufer 3
(Preglednica 13).
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Preglednica 13: Sestava pufra 3

Sestavina Koncentracija
MES 20 mM
NaCl 0,15M

pH pufra smo umerili na 6,5, prefiltrirali in razplinili.

Preglednica 14: Nastavitve metode gelske filtracije

Stevilo Pretok Voll.lme.n pl{fra Volumen
Faza volumnov ] Pufer pri spiranju .
(ml/min) frakcije (ml)
kolone zanke (ml)
Pufer
1. teZenje kol 1 2
UravnoteZenje kolone 0, ) MES / /
2. Nalaganje elucijskih
frakcij iz afinitetne / / / 12,5 /
kromatografije
.. Pufer
3. Izokratska elucija 1,2 2,5 MES / 2

Postopek smo izvedli v hladni sobi pri 7 °C. Kolono smo pred uporabo pripravili tako, da
smo s prefiltrirano in razplinjeno deionizirano vodo sprali 20 % etanol, s katerim je bila
kolona napolnjena med shranjevanjem. Nato smo kolono sprali Se s pufrom 3 (Preglednica
13). Nastavljeno kapilarno zanko smo z brizgo ro¢no sprali trikrat z 20 % etanolom in
trikrat z deionizirano vodo. Prefiltriran produkt iz koraka afinitetne kromatografije smo
posrkali v brizgo in dodali pufer 3 do volumna 5 ml. Tik pred zagonom metode opisane v
preglednici 14 smo na podlagi kromatograma zbrane elucijske frakcije iz koraka afinitetne
kromatografije rono vbrizgali v pripravljeno kapilarno zanko. Elucijske frakcije smo
detektirali s spremljanjem absorbance pri valovni dolZini 280 nm.

3.3.5.3.5 Ultrafiltracija (koncentriranje vzorcev)

Z ultrafiltracijo smo Zeleli zmanjSati volumen zbranih elucijskih frakcij. Najprej smo
postopek izvedli po lo¢evanju z metodo afinitetne kromatografije, nato pa Se po gelski
filtraciji za koncentriranje konc¢nega produkta. Uporabili smo centrifugirke s filtri
(ultrafiltratorje), ki prepuscajo molekule do velikosti 30000 Da. S pipeto smo iz
mikrotitrske ploS¢e za zbiranje frakcij iz koraka gelske filtracije zbrali Zelene frakcije v
¢aSo in jo med delom shranjevali na ledu. Ultrafiltratorje, v katere smo nalili frakcije, smo
centrifugirali 5 minut pri 4 °C in 3220 rcf. Skoncentriran kon¢ni produkt smo razdelili na
vec¢ delov v sveZe mikrocentrifugirke in jih shranili v zamrzovalniku pri -20 °C.
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3.3.5.3.6 Merjenje koncentracije proteinov

Koncentracije proteinov v vzorcih smo izmerili s spektrofotometrom pri valovni dolzini
280 nm. Koncentracijo proteinov (c) v vzorcu smo izracunali po enacbi »4«, izpeljani iz
Beer-Lambertovega zakona tako, da smo izmerjeno vrednost absorbance pri 280 nm (Ajso
»m) delili z masnim ekstinkcijskim koeficientom tarénega proteina (¢) in dolZino poti Zarka
skozi kiveto (1) ter rezultat mnozZili s faktorjem red¢itve (R).

Koncentracija proteinov ¢ = Az‘%’l‘m X R [mol/1] . (4)

3.3.6 Biokemijska karakterizacija Aral_his in Ara2_his
3.3.6.1 Dolocanje specificne encimske aktivnosti

Encimsko aktivnost smo merili z metodo detekcije reducirajo¢ih sladkorjev (produktov
hidrolize tar¢nih substratov) z reagentom DNS, ki je opisana v poglavju 3.3.4. Substrate, ki
smo jih uporabili v eksperimentu, smo pripravili v koncentraciji 5 mg/ml. Reakcijsko
meSanico encima s substratom smo inkubirali 12 minut pri 37 °C.

3.3.6.2 pH-optimum

Univerzalne pufre Britton in Robinson (Preglednica 15) smo pripravljali v volumnih po
100 ml v vodi miliQ. Na koncu smo v vse pufre dodali Triton X-100 do koncne
koncentracije 0,005 % (V/V). Sestava je opisana v preglednici 15.

Preglednica 15: Sestava univerzalnih pufrov Britton in Robinson s pH med 2 in 12. Vrednosti pH
pripravljenih mesanic smo pred konénim umerjanjem volumna natané¢neje prilagodili z dodajanjem
0,2 M NaOH ob spremljanju s pH elektrodo (Mongay in Cerna, 1974)

pH Koncentracija (g/l)

NaOH Ledocetna kislina H;PO, H;BO;
1,98 0,381 2,288 3,733 2,355
2,87 1,191 2,044 3,336 2,105
3,78 1,469 1,0961 3,200 2,019
5,02 2,074 1,779 2,904 1,832
5,72 2,286 1,716 2,800 1,767
7,00 2,754 1,575 2,570 1,622
7,96 3,000 1,501 2,450 1,546
8,95 3,224 1,434 2,340 1,477
9,91 3,493 1,353 2,208 1,393
10,88 3,616 1,316 2,148 1,355
11,98 4,000 1,201 1,960 1,237
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50 mM Na-acetatne pufre smo pripravili po receptu iz preglednice 16. ManjSa odstopanja
od Zelenega pH smo pred kon¢nim umerjanjem volumna popravili z dodajanjem 0,1 M
raztopine ledocetne kisline ali Na-acetata. Na koncu smo v vse pripravljene pufre dodali Se
Triton X-100 v koncentraciji 0,005 % (V/V).

Preglednica 16: Sestava Na-acetatnih pufrov z razli¢nimi vrednostmi pH, kon¢no koncentracijo 50
mM in volumnom 100 ml

pH 0.1 M ledocetna Kkislina 0.1 M Na-acetat voda miliQ
4,0 20,5 ml 4,5 ml

4,5 15,7 ml 9,3 ml

5,0 7,37 ml 17,63 ml

5,25 5,25 ml 19,75 ml Do 100 ml
5,5 3,62 ml 21,38 ml

5,75 2 ml 23 ml

6,0 1,3 ml 23,7 ml

Pufer MES (Preglednica 17) smo pripravili v petih ponovitvah in v vsaki izmed suspenzij
umerili pH s kislino ali bazo do Zelene vrednosti pH (med pH 6 in 7, z intervali po 0,25).
Na koncu smo dodali Triton X-100 do koncentracije 0,005 % (V/V). Sestava je prikazana v
preglednici 17.

Preglednica 17: Sestava pufrov MES za dolo¢anje pH-optimuma

Sestavina Koncentracija
MES 50 mM
Triton X-100 0,005 % (V/V)

Pufer HEPES (Preglednica 18) smo pripravili v petih ponovitvah in v vsaki izmed
suspenzij umerili pH s kislino ali bazo do zZelene vrednosti (med pH 7 in 8, interval pH
0,25). Dodali smo vodo miliQ do kon¢nega volumna in Triton X-100 v koncentraciji 0,005
% (V/V). Sestava je prikazana v preglednici 18.

Preglednica 18: Sestava pufrov HEPES za dolocanje pH-optimuma

Sestavina Koncentracija
HEPES 50 mM
Triton X-100 0,005 % (V/V)

pH-optimum encima smo dolocali z metodo detekcije reducirajocih sladkorjev z reagentom
DNS, ki je opisana v poglavju 3.3.4. V vseh eksperimentih smo uporabili koncentracijo
substrata 5 mg/ml. Substrat smo iz zaloZne raztopine 100 mg/ml pripravili z red¢enjem v
pufrih z vrednostjo pH pri kateri smo Zeleli testirati encimsko aktivnost. Najprej smo
naredili grobo oceno encimske aktivnosti v pufrih, pripravljenih po receptu Britton in
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Robinson. Nato smo natan¢neje dolocili optimalen pH delovanja encimov v pufrih na
osnovi Na-acetata, MES in HEPES.

Izmerjenim absorbancam smo odsteli ozadje meritev. Relativno encimsko aktivnost pri
vsaki testirani vrednosti pH smo izracunali po enacbi »5« tako, da smo izmerjeno
absorbanco pri valovni dolzini 540 nm (Assonm) v Vsaki tocki pH delili z najvisjo izmerjeno
absorbanco v poskusu (A s40nmmax) 1n mnoZili s 100, da smo dobili odstotke.

Relativna encimska aktivnost = —a321m __ « 100 [%] .. (5

(540 nm)max

3.3.6.3 Temperaturni optimum

Zatehto kemikalije MES za 20 mM pufer (Preglednica 19) smo dodali v 90 ml vode miliQ
in premesali, da se je raztopila. Raztopino smo razdelili na 6 delov po 15 ml v steklene
caSe. Vsakemu alikvotu pufra smo umerili pH tako, da bo, segret na testirano temperaturo,
imel optimalno vrednost pH za encim v reakciji (Preglednica 20). Na koncu smo volumne
pufrov z vodo dopolnili do 20 ml in dodali Triton X-100 v koncentraciji 0,005 % (V/V).
Pufre smo pripravili v dveh setih. Prvi set pufrov smo pripravili tako, da so imeli pri vseh
temperaturah pH 6,8. Drugi set pufrov pa je imel pri vseh temperaturah pH 5,75.

Preglednica 19: Sestava pufra MES za dolo¢anje temperaturnega optimuma delovanja encimov

Sestavina Koncentracija
MES 20 mM
Triton X-100 0,005 % (V/V)

Preglednica 20: Vrednosti pH, na katere smo umerili pufre, ki smo jih uporabili pri dolo¢anju
temperaturnega optimuma delovanja encimov

Temperatura (°C) pH pri 24 °C pH pri 24 °C
23 6,81 5,76
30 6,88 5,83
37 6,96 5,91
42 7,02 5,96
50 7,10 6,05
60 7,21 6,16
Kon¢éna pH vrednost posameznega pufra, segretega
. 6,8 5,75
na navedene (eksperimentalne) temperature.

Temperaturni optimum delovanja encima smo dolocali z metodo detekcije reducirajocih
sladkorjev, ki je opisana v poglavju 3.3.4. Encimsko aktivnost smo doloc¢ali pri
temperaturah 23, 30, 37, 42, 50 in 60 °C. V vseh eksperimentih smo uporabili
koncentracijo substrata 5 mg/ml. Substrat smo iz zaloZzne raztopine 100 mg/ml pripravili z
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redéenjem v pufrih tako, da je imela raztopina ustrezen optimalen pH pri izbrani
temperaturi. Izmerjenim absorbancam smo odSteli ozadje meritev. Relativno encimsko
aktivnost pri vsaki testirani temperaturi smo izra¢unali po enacbi »5«.

3.3.6.4 Vpliv soli, prisotnosti EDTA in Ca®* ionov na encimsko aktivnost

Vpliv ionske jakosti pufra na encimsko aktivnost smo preverili z dodajanjem natrijevega
klorida (NaCl) k pufru v kon¢nih koncentracijah 0,15, 0,5 in 1 M. Z dodatkom EDTA v
reakcijsko meSanico z encimom smo Zeleli preveriti, ali encim za svojo aktivnost potrebuje
kofaktorje oziroma ione. Najprej smo preizkusili aktivnost encimov z dodatkom EDTA v
kon¢ni koncentraciji 5 mM, nato pa smo v primeru, da smo zaznali zmanjSano aktivnost
testirali, e se aktivnost encima povrne ob dodatku Ca** ionov v prebitku (7,5 mM) in
prisotnosti EDTA (5 mM).

ZaloZne raztopine:
- 5 Mraztopina NaCl,
- 0,5 mM raztopina Ca”* ionov (CaCl, x 2 H,0),
- 0,5 M raztopina EDTA.

Vpliv ionske mo¢i pufra, prisotnosti ionov Ca®* in EDTA na encimsko aktivnost smo
dolocali z metodo detekcije reducirajocih sladkorjev, opisano v poglavju 3.3.4. Encimske
reakcije smo inkubirali 12 minut pri 37 °C. V vseh eksperimentih smo uporabili
koncentracijo substratov 5 mg/ml. Substrat smo iz zaloZne raztopine 100 mg/ml pripravili
z red¢enjem v pufru MES (20 mM, Preglednica 19) z optimalno vrednostjo pH za encim
oziroma v pufru HEPES (50 mM, Preglednica 18) s pH 7,5 v primeru testiranja vpliva Ca®*
in EDTA na encimsko aktivnost. Raztopine NaCl, Ca** oziroma EDTA smo dodajali k
substratu v koraku redcenja tako, da smo na racun dodatka teh raztopin zmanjsali volumen
dodanega pufra. Izmerjenim absorbancam smo odsteli ozadje meritev. Relativno encimsko
aktivnost smo izracunali po enacbi »5«.

3.3.6.5 Tankoplastna kromatografija

Produkte, ki jih encima sproSCata ob razgradnji substratov, smo dolocali z metodo
tankoplastne kromatografije. Uporabili smo komercialne kromatografske plos¢e TLC
Silica gel 60 F,s4. Mobilno fazo smo pripravili tako, da smo kloroform, ocetno kislino in
vodo zmesali v razmerju 1:1,5:0,1. Za razvijanje kromatografske ploS¢e smo uporabili
razvijalec, pripravljen iz 2 % S5-metilresorcinola v etanolu, Zveplove kisline in vode v
razmerju 8:1:1. Delali smo v digestoriju.

Pred nanaSanjem vzorcev smo en centimeter od spodnjega roba ploS¢e oznacili zacetno
viS§ino mobilne faze in mesta nanosa vzorcev iz encimskih reakcij oziroma standardov v
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volumnu 2 pl. Kot standarda smo uporabili L-arabinozo in arabinotriozo v koncentraciji 2
mM. Encimske reakcijske meSanice smo pred kromatografsko locitvijo inkubirali 3 ure pri
37 °C. Koncentracija substratov v encimski reakciji je bila 5 mg/ml. V vzorec negativne
kontrole smo namesto encima dodali pufer, s katerim smo redcCili encim v pripravi
reakcijskih meSanic. Pocakali smo, da so se na stacionarno fazo plos¢e nanesSeni vzorci
posusili in nato postavili kromatografsko plos€¢o v stekleno komoro z mobilno fazo.
Kromatografsko plo§¢o smo v mobilni fazi inkubirali dvakrat po 50 minut in vmes ter na
koncu plosco posusili s segrevanjem do 50 °C. Po nanosu razvijalca na stacionarno fazo
kromatografske plos¢e smo le to segrevali pri 300 °C do razvoja stabilne barve in nato
rezultat dokumentirali.

3.3.6.6 Encimska kinetika

Eksperimente za dolo€anje kineti¢nih lastnosti encimov smo izvedli pri optimalnem pH za
vsak encim in temperaturi 37 °C. Uporabljali smo 20 mM pufer MES (Preglednica 19).
ZaloZno raztopino posameznega substrata (Preglednica 8) s koncentracijo 100 mg/ml smo
redCili s pufrom MES, da smo dobili koncentracije substrata od 2 do 12 mg/ml, ki smo jih
nato uporabili v eksperimentih. Eksperimente smo izvedli po prirejeni metodi detekcije
reducirajocCih sladkorjev, ki je opisana v poglavju 3.3.4. Raztopine substrata in standardnih
raztopin L-arabinoze za umeritveno krivuljo smo naredili po enakem postopku, kot pri
osnovni metodi (Preglednici 7 in 8). Reakcijsko meSanico smo pripravili tako, da smo v
1,5 ml mikrocentrifugirke odpipetirali po 765 ul pripravljene raztopine substrata in nato
dodali 85 pl redcenega encima. Iz reakcijske meSanice smo nato Stirikrat zaporedoma v
enakih Casovnih intervalih odvzeli po 200 pul meSanice in jo prenesli v epruvete, kjer smo
imeli pripravljenega po 300 pl reagenta DNS ter premeSali na namiznem meSalniku.
Reakcijsko meSanico smo premesali tudi tik pred odvzemom 200 pl alikvota, da smo se
izognili morebitnim napakam na racun lokalnih razlik v koncentraciji nastalega produkta
encimske reakcije. Nato smo nadaljevali po osnovnem protokolu. Pri vsaki koncentraciji
substrata smo napravili najmanj dve ponovitvi znotraj enega poskusa in najmanj dve
neodvisni ponovitvi poskusa.

Od izmerjenih vrednosti absorbanc vzorcev smo najprej odSteli ozadje. Iz enacbe
umeritvene krivulje smo izracunali koncentracije nastalega produkta v vzorcu, odvzetem v
doloCenem Casovnem intervalu od zacetka inkubacije reakcijske meSanice. Izrisali smo
grafe koncentracij nastalega produkta v odvisnosti od ¢asa (d[P]/dt) in naklon premice,
izrisane skozi tocke na grafu (k), ki predstavlja zacetno hitrost encimske reakcije, uporabili
za nadaljnje izraCune. Za izracun zacetnih hitrosti encimskih reakcije v mM/s pri razli¢nih
koncentracijah substrata, smo naklone premic v enotah mM/min (k) delili s 60 po enacbi
»6« (Copeland, 2000).



34
Malovrh A. Karakterizacija encimov ... arabinogalaktanov pri bakteriji Bifidobacterium longum.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Studij biotehnologije, 2016

dp]
_ae _ k.
60 60

Zacetna hitrost encimske reakcije (v) = [mM/s] ... (6)

Zacetno hitrost encimske reakcije smo delili s koncentracijo encima ([E]), ki je bila
uporabljena v encimskih reakcijah po enacbi »7«. Tako smo dobili na koncentracijo
encima normalizirane hitrosti encimskih reakcij pri razlicnih koncentracijah substrata, ki
smo jih uporabili za izris grafov encimske kinetike.

Hitrost encimske reakcije, normalizirana na konc.encima vjg = [Z—] [s'...(7)

Za normalizacijo vrednosti zacetne hitrosti encimske reakcije smo se odlocili zato, da smo
lahko podatke, ki smo jih dobili pri obeh encimih, primerjali med sabo in s podatki,
objavljenimi za druge podobne encime. Namesto maksimalne hitrosti encimske reakcije
Vimax Smo pri dolo€anju kineticnih konstant dolocili pretvorbeno S$tevilo encima k., na
podlagi enacbe »8« (Wilson in Walker, 2010), ki pravi, da je maksimalna hitrost encimske
reakcije (Vqy) enaka pretvorbenemu Stevilu (k.,;) pomnoZenem s koncentracijo encima

([ED.

Maksimalna hitrost encimske rekacije Vg = keqr X [E] .. (8)

3.3.6.7 Dolocanje kineti¢nih konstant K, in k.,

Izracunane vrednosti hitrosti encimske reakcije, normalizirane na koncentracijo encima
(vig)), pri vsaki testirani koncentraciji substrata, smo izrisali na grafu v odvisnosti od
koncentracije substrata ([S]). Iz grafa lahko na podlagi ustreznega modela dolo¢imo K,, in
keqr (Dixon in Webb, 1979; Wilson in Walker, 2010). Za izris grafov in dolocitev vrednosti
K., in k.o smo uporabili program OriginPro8. K tockam na grafu smo izrisali nelinearno
krivuljo tako, da smo iz kategorije rastnih oz. sigmoidnih funkcij izbrali funkcijo »Hill« in
pustili, da program izriSe krivuljo, ki se najbolje prilega to¢kam na grafu. Vrednosti K, in
keq: smo ocenili iz vrednosti, ki nam jih je na podlagi krivulje podal program.

Za nazornejsi prikaz kooperativnega obnaSanja encimske kinetike smo izrisali grafe z
uporabo naslednjih modelov: Lineweaver-Burk, Eadie-Hofstee in Hanes-Wolff (Dixon in
Webb, 1979; Copeland, 2000).

3.3.6.8 Dolocanje molekulske mase encima

Molekulsko maso encima smo dolocili z metodo gelske filtracije. Uporabili smo sistem
Akta Avant, komercialno kolono HiLoad 16/600 Superdex 200 pg in 200 ul kapilarno
zanko. Postopek smo izvedli v hladni sobi pri 7 °C. Kolono smo pred uporabo pripravili
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tako, da smo jo najprej sprali s prefiltrirano in razplinjeno vodo miliQ in nato s pufrom 3
(Preglednica 13). Nastavljeno kapilarno zanko smo z brizgo ro¢no sprali trikrat z 20 %
etanolom in trikrat z vodo miliQ.

Najprej smo po navodilih proizvajalca kalibracijskih standardov (GE Healthcare)
kalibrirali kolono. Uporabili smo naslednje standarde: ribonukleaza A (13,7 kDa),
konalbumin (75 kDa), aldolaza (158 kDa) in feritin (440 kDa). Nastavitve metode so
opisane v preglednici 21. Tik pred zagonom metode smo pripravljene standarde oziroma
vzorec encima ro¢no vbrizgali v nastavljeno zanko.

Preglednica 21: Nastavitve metode lofevanja proteinov z gelsko filtracijo za dolo¢anje molekulske
mase tarcnih encimov

Faza Stevilo volumnov Pretok Volumen pufra pri
kolone (ml/min) spiranju zanke (ml)

1. UravnoteZenje kolone 0,1 0,5 /

2. Nalaganje vzorca na kolono / / 2

3. Izokratska elucija 1,2 0,5 /

Iz elucijskih volumnov standardov in vzorca encima smo izracunali porazdelitvene
koeficiente (K,y) po enacbi »9« (Wilson in Walker, 2010). Izrisali smo kalibracijsko
krivuljo porazdelitvenih koeficientov standardov v odvisnosti od molekulskih mas
standardov na logaritemski osi x. Iz enacbe umeritvene krivulje, ki smo jo pri tem dobili,
smo izracunali neznano molekulsko maso encima.

Ve—Vo
Ve=Vo

Porazdelitveni koeficient K, =

. 9)

V. je elucijski volumen standarda oziroma vzorca, V, je prosti volumen kolone, V. je
celotni volumen kolone.

3.3.7 Statisti¢na in matemati¢na obdelava rezultatov

Za osnovno statisticno obdelavo rezultatov smo uporabljali programsko opremo Microsoft
Office Excel. Statisticno znacilnost rezultatov smo preverjali s Studentovim t-testom.
Statisti¢no znacilne razlike s p-vrednostjo pod 0,05 med posameznimi (kontrolnimi) vzorci
so na grafi¢nih prikazih rezultatov oznacene z zvezdico (*). Za grafi¢ne prikaze rezultatov
in izris grafov za doloCanje parametrov encimske kinetike smo uporabili program
OriginPro8.




36

Malovrh A. Karakterizacija encimov ... arabinogalaktanov pri bakteriji Bifidobacterium longum.

Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehnigka fakulteta, Studij biotehnologije, 2016

4 REZULTATI

4.1

BIOINFORMATSKA ANALIZA

4.1.1 Osnovne lastnosti tar¢nih genov

S pomocjo bioinformatskih orodij in podatkovnih baz smo poiskali lastnosti nukleinskega
in aminokislinskega zaporedja posameznega gena, s katerimi smo si kasneje pomagali pri

delu.

Preglednica 22: Osnovne lastnosti tarénih genov (podatki v oklepaju veljajo za klonirano zaporedje)

Podatkovna
Gen aral ara2 baza ali orodje
(vir informacij)
Stevilo nukleinskih 3714 (3526) 3294 (3201) GenomeNet
kislin
Stevilo aminokislin 1246 (1174) 1097 (1067) GenomeNet
Vsebnost GC 62,30% 60,60% GC calculator

CGG (1), CGA (3), GGA (9),

Vsebnost in Stevilo za AGG (2), GGA (4), AUA (3), SMS Codon
AUA (2), CUA (3), CCC (8);
E. coli redkih kodonov CCC (9); skupno 18 2) ) ®) Usage
skupno 22
Vsebnost cisteinskih ’ 0 ProtParam
ostankov (Expasy)
Teoreti¢na molekulska 130,4 kDa 114,44 kDa ProtParam
masa (124,19 kDa) (111,96 kDa) (Expasy)
Teoreticna ProtParam
izoelektri¢na tocka 4,74 (4,73) 4,86 (4,8)
(Expasy)
(pD)
Ekstinkcijski
. . 168235 (171215) ProtParam
koeficient pri 280 nm 158030 (159520)
M em™) 168110* (171090%) (Expasy)
Preldlldlellla funkeii hidrolazna aktivnost, hidrolazna aktivnost, GenomeNet,
moleruiska Nk | hidroliza O-glikozidnih vezi | hidroliza O-glikozidnih vezi UniProt
proteina
Predviden bioloski metabolizem ogljikovih metabolizem ogljikovih .
. . UniProt
proces hidratov hidratov
Celi¢na komponenta integralna komponenta integralna komponenta UniProt
(lokacija) membrane membrane !
Laminin_G_3, Sialidaza GenomeNet
. — —_ & L . . B. 4 H 4 9
Ohranjene domene Big 4, GH_43, FIVAR aminin_G_3, Big_4, GH_43 NCBL HMMER
Transmembranska od 1219 do 1240 AK od 1070 do 1092 AK HMMER,
domena ProtScale,
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UniProt
HMMER,
Signalni peptid od 1 do 34 AK od 1do 32 AK ProtScale,
UniProt
B. longum subsp. longum B b I
) . longum subsp. longum
Blb'BB.MN68_]4{4 (9.9’8 %, Blb:BBMN68_1443 (99,6 %,
predvidoma [-ksilozidaza) . . .
o ey . hipoteti¢ni protein)
Najblizji ortologi
Halomonas elongata B docatenulat
. pseudocatenulatum
(glede na SW Hel:HELO_2798 (41,3 %, P
. . . . Bpsc:BBPC_1612 (50,3 %,
vrednost, v oklepaju velik protein s C-terminalno o GenomeNet
. " .. glikozid hidrolaza)
identi¢nost homologijo z o-
nukleu:ls-ke-gaf eia) arabinofuranozidazo II) Brachybacterium faecium
Zaporedja In funkeya Bfa:Bfae_01090 (58,9 %,
B. catenulatum rotein, ki vsebuje Ig-
Beat:BBCT_0647 (40,9 %, P e domejn O)g
glikozid hidrolaza) P
Bim:BLLJ_1851 (25,8 %, Bim:BLLJ_1854 (27,5 %,
Najblizji paralogi hipoteti¢ni protein) predvidoma arabinozidaza)
(glede na SW Bim:BLLJ 1853 (25,2 %, Bim:BLLJ_1850 (27,7 %,
vrednost; v oklepaju predvidoma protein na celi¢ni glikozid hidrolaza) GenomeNet
identi¢nost povrsini)
nukleinskega Blm:BLLJ 1852 (25,2 %,
zaporedja in funkcija) Bim:BLLJ_1854 (23,8 % predvidoma protein na celi¢ni
predvidoma arabinozidaza) povrsini)

Vsebnost GC = vsebnost gvaninov in citozinov, kDa = kilo Dalton, AK = aminokislina, SW vrednost =
vrednost algoritma Smith Waterman za dolo¢anje podobnosti med dvema zaporedjema, * = vrednost
ekstinkcijskega koeficienta v pogojih, ko so reducirani vsi cisteini.

V preglednici 22 so zbrani rezultati bioinformatske analize lastnosti nukleinskega in
aminokislinskega zaporedja obeh genov. Iz njih je razvidno, da sta teoreticni molekulski
masi proteinov 130,4 kDa za protein Aral in 114,44 kDa za protein Ara2. Disulfidni most
je predviden le v =zaporedju proteina Aral. Pri obeh proteinih je predvidena
transmembranska domena na C-koncu in signalni peptid na N-koncu. Oboje smo za namen
heterolognega izraZzanja odstranili iz klonirane sekvence. Na N-konec proteinskega
zaporedja smo dodali histidinsko oznako (6xHis). Zaradi teh sprememb so v preglednici v
oklepajih pri Stevilu nukleinskih in aminokislin, pri podatku o teoreticni molekulski masi,
teoreticni pl in ekstinkcijskem koeficientu dodani podatki, ki veljajo za skrajSano,
klonirano sekvenco. Heterologno izraZena proteina imata tako krajSo aminokislinsko
verigo: za protein Aral_his smo ugotovili teoreticno molekulsko maso 124,19 kDa, za
protein Ara2_his pa 111,96 kDa.

V podatkovnih bazah GenomeNet in UniProt smo poiskali predvideno molekularno
funkcijo, celi¢ni proces in lokacijo, kjer naj bi se nativna proteina nahajala. Ugotovili smo,
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da je za oba proteina predvidena hidrolazna aktivnost in sicer hidroliza O-glikozidnih vezi.
Podatka iz baze UniProt kazeta, da se oba proteina nahajata v celici kot integralna
komponenta celi¢ne membrane (vsebujeta transmembransko domeno). Predvideno je tudi,
da sodelujeta v procesih metabolizma ogljikovih hidratov. Protein Aral vsebuje domene
Laminin_G_3, Sialidaza, Big_4, GH_43 in FIVAR. V proteinu Ara2 pa smo identificirali
domene Laminin_G_3, Big_4 in GH_43.

NajbliZji ortologi gena Aral so PB-ksilozidaza iz B. longum subsp. longum BBMNG6S,
protein homologen a-arabinozidazi Il iz Halomonas elongata in glikozid hidrolaza iz B.
catenulatum. Njegovi najbljiZji paralogi pa so geni bllj 1851 (kodira hipoteti¢ni protein),
bllj 1853 (domnevni protein na celi¢ni povrSini) in bllj 1854 (domnevna arabinozidaza).
Najblizji ortologi gena Ara2 so hipoteti¢ni protein iz B. longum subsp. longum BBMNG6S,
glikozid hidrolaza iz B. pseudocatenulatum in protein z domeno, podobno Ig iz organizma
Brachybacterium faecium. Najblizji paralogi pa so geni bllj 1854 (domnevna
arabinozidaza), bllj 1850 (glikozid hidrolaza) in bllj 1852 (domnevni protein na celi¢ni
povrsini). Vsi ortologi in paralogi obeh genov, izbranih za delo, kodirajo Se
neokarakterizirane proteine.

4.1.2 Ohranjene proteinske domene

Pri iskanju v podatkovni bazi GenomeNet in pri uporabi orodij HMMER ter BLASTp smo
v obeh proteinskih sekvencah identificirali ohranjene domene in njihove lokacije.

v — G ————
Merilo (enota: aminokislina)

1 100 200 300 400 200 600 700 0o 900 1000

S = signalni peptid, LamG_3 = domena Laminin_G_3, GH_43 = kataliticna domena glikozid hidrolaze iz
druzine 43, Big4 = bakterijska domena podobna Ig iz druzine 4, FIVAR = domena, najdena v razli¢nih
proteinih (ang. Found In Various proteins), TM = transmembranska domena.

Slika 10: Prikaz domen proteina Aral, dolgega 1246 aminokislin (merilo od 1 do 1000 aminoKislin;
orodje: MyDomains Image Creator (Expasy))

Slika 10 prikazuje, kje na polipeptidni verigi proteina Aral in v kakS$ni medsebojni
oddaljenosti, se nahajajo ohranjene domene. S sivim petkotnikom sta oznafena signalni
peptid na N-terminalnem delu proteina in transmembranska domena na C-terminalnem
delu proteina. Kataliticna domena s hidrolazno aktivnostjo, ki spada v druzino GH_43, je
peta zapovrstna domena iz leve strani, oznacena z zeleno barvo. Na njej so z rdecimi
toCkami oznacene tri aminokisline, ki sestavljajo aktivnho mesto domene. Ostale domene, ki
se nahajajo v aminokislinski sekvenci so Laminin_G_3, Big_4 in FIVAR.
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V preglednici 23 so zbrani podatki o lokacijah domen v aminokislinskem zaporedju Aral,
definicije domen in lokalno najbolj podobni proteini v podatkovnih bazah NCBInr in PDB,
najdeni z uporabo algoritma BLASTp. Domena z domnevno kataliticno aktivnostjo, je
glikozid hidrolazna domena iz druzine 43 (GH_43) z dolZino 270 aminokislin (350
aminokislin glede na rezultat pri uporabi algoritma BLASTp). Aktivho mesto je
sestavljeno iz dveh L-asparaginskih kislin in ene L-glutaminske kisline. Pri iskanju najbolj
podobnih proteinov v bazi PDB smo nasli dva proteina z znano strukturo, prvi encim je
exo-1,5-a-L-arabinofuranosidaza (3AKF_A) s 93 % podobnostjo, sledi pa mu endo-1,4-f-
ksilanaza (3KST_A) z 82 % podobnostjo. Z uporabo algoritma BLASTp najdemo Se eno
domeno GH_43, ki je dolga 84 aminokislin in po predvidevanju algoritma ne vsebuje do
sedaj poznanih aktivnih mest. Naslednja domena v zaporedju je Laminin_G_3 (159
aminokislin), ki spada v naddruzino domen, znacilnih za lektine, podobne konkanavalinu
A in nekatere glukanaze (ang. »Concanavalin A-like lectin/glucanase«, IPR013320). Druga
domena je po strukturi podobna imunoglobulinom in je znacilno prisotna v bakterijskih
proteinih, ki sodelujejo pri pritrjanju (ang. »Bacterial Ig-related«, IPRO11081). Tretja je
domena FIVAR in se pojavlja v razli¢nih proteinih, povezanih z bakterijsko celicno steno
in ima domnevno vlogo pri njihovem pritrjanju (ang. »Found in various architectures,
[PR0O11490). Za nobeno od teh domen nismo nasli proteinov z znanimi strukturami (razen
za domeno Big_4, vendar z nizko podobnostjo), lahko pa smo na podlagi zadetkov v bazi
NCBInr sklenili, da se te domene pogosto pojavljajo v glikozid hidrolazah iz druZine 43.
Verjetnost, da se dolocena identificirana domena res nahaja v zaporedju proteina Aral, je v
preglednici 23 podana z E-vrednostjo. ManjSa kot je E-vrednost, vecja je verjetnost, da se
domena zares nahaja v proteinu.

[ R -——mm O §

Merilo (enota: aminokislina)

1 100 200 300 400 SO0 00 FOO 0] 206 1000

S = signalni peptid, LamG_3 = domena Laminin_G_3, GH_43 = glikozid hidrolazna domena iz druZine 43,
Big4 = bakterijska domena podobna Ig iz druZine 4, TM = transmembranska domena.

Slika 11: Prikaz postavitve domen na proteinu Ara2, dolgem 1097 aminokislin (merilo od 1 do 1000
aminoKkislin; orodje: MyDomains Image Creator (Expasy))

Slika 11 prikazuje lokacijo in medsebojno oddaljenost domen na polipeptidni verigi
proteina Ara2. S sivim petkotnikom sta oznacena signalni peptid na N-terminalnem delu
proteina in transmembranska domena na C-terminalnem delu proteina. Kataliti¢cna domena
s hidrolazno aktivnostjo, ki spada v druZino GH_43, je tretja domena iz leve, oznacena z
zeleno barvo. Na njej so z rdeCimi tockami oznacene tri aminokisline, ki sestavljajo
aktivno mesto domene. Ostali domeni, ki jih najdemo v aminokislinskem zaporedju, sta
Laminin_G_3 in Big_4.
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V preglednici 24 so zbrani podatki o lokacijah domen v aminokislinskem zaporedju Ara2,
definicije domen in lokalno najbolj podobni proteini v podatkovnih bazah NCBInr in PDB,
najdeni z uporabo algoritma BLASTp. Domena s kataliticno aktivnostjo, je glikozid
hidrolazna domena iz druzine 43 (GH_43) z dolZino 267 aminokislin (333 aminokislin
glede na rezultat pri uporabi algoritma BLASTp) katere aktivho mesto je sestavljeno iz
dveh L-asparaginskih kislin in ene L-glutaminske kisline. Pri primerjavi zaporedja te
domene z uporabo algoritma BLAST v NCBInr smo ugotovili, da so zadetki s podobnostjo
med 90 in 100 % vsi hipoteti¢ni proteini iz B. longum z neznano funkcijo. Pri iskanju
podobnih proteinov v bazi PDB nismo uspeli najti nobene podobne sekvence z znano
strukturo. Poleg domene GH_43 najdemo v =zaporedju Se dve domeni. Prva je
Laminin_G_3 (177 aminokislin), ki spada v naddruZino domen, znalilnih za lektine,
podobne konkanavalinu A in nekatere glukanaze (ang. »Concanavalin A-like
lectin/glucanase«, IPR0O13320). Najdemo tudi domeno Big_4, ki je po strukturi podobna
imunoglobulinom in je znalilno prisotna v bakterijskih proteinih, ki sodelujejo pri
pritrjanju (ang. »Bacterial Ig-related«, IPRO11081). Za domeno Big_4 smo pri uporabi
algoritma BLAST v PDB nasli en protein z znano strukturo, ki ima 53 % podobnost s
proteinom Ara?2 in sicer transpeptidazo LdtMt5 iz organizma Mycobacterium tuberculosis.
Pri primerjavi zaporedja domene Laminin_G_3 nismo v PDB naSli podobnih proteinov z
znano strukturo. Verjetnost, da se dolocena identificirana domena res nahaja v zaporedju
proteina Ara2, je v preglednici 24 podana z E-vrednostjo. Manjsa kot je E-vrednost, vec¢ja
je verjetnost, da se domena nahaja v proteinu.

Na slikah 10 in 11 ter na podlagi podatkov v preglednicah 23 in 24 je razvidno, da se v
obeh aminokislinskih sekvencah nahajajo domene Laminin_G_3, Big_4 in kataliticna
domena GH_43 z dvema L-asparaginskima kislinama in eno L-glutaminsko kislino v
aktivnem mestu. Poleg tega prav tako obe zaporedji na N-koncu vsebujeta signalno
zaporedje in transmembransko domeno na C-koncu aminokislinskega zaporedja.
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4.1.3 Umestitev genov v gensko gruco

Znano je, da se pri bifidobakterijah geni za razgradnjo polisaharidov pogosto nahajajo v
genskih grucah, sestavljenih iz represorskega proteina tipa Lacl, oligosaharidnega
prenaSalca in genov za glikozid hidrolaze (Schell in sod., 2002). Zanimalo nas je, ali sta
morda tudi izbrana gena del genske gruce, ki bi kazala podobno sestavo. S pregledom
lastnosti sekvenc v okolici tarénih genov smo prisli do podatkov, ki so prikazani na sliki 12
in v preglednici 25.

Slika 12: Prikaz genov v genski gruci, iz katere sta gena aral in ara2

Preglednica 25: Pregled genov v genski grudi iz katere sta gena aral in ara2 ter njihovih funkcij,
predvidenih na osnovi sekven¢ne podobnosti in ohranjenih domen

Ime Stevilo Stevilo Predvidena molekulska funkcija Ohranjene domene (HMMER
gena NK AK proteina (GenomeNet) in Blastp)
GH43, Laminin_G_3, Big_3,
Gen -2 4995 1664 Glikozid hidrolaza Lanimin_G_2, FIVAR,
Sialidaza, DUF1080, Tex_N
Gen -1 6003 2000 Hipotetini protein GH4;;;?;“§;;‘:$—; 4;_leg_2,
Protein, ki s predvidomanahajana oL . 6 3 Gialidaza, Big 4,
aral 3741 1246 celi¢ni povrSini; hidrolazna aktivnost, GH 43. FIVAR
hidroliza O-glikozidnih vezi -
Protein, ki se predvidoma nahaja na
ara2 3294 1097 celi¢ni povrSini; hidrolazna aktivnost, Laminin_G_3, Big_4, GH_43
hidroliza O-glikozidnih vezi
Gen +1 3198 1065 Arabinozidaza GH_43, Big_2, Big_3_5
Gen +2 606 201 Hipoteti¢ni protein DUF624
ABC- Salec oli harid
Gen +3 843 208 C-prenasalec oligosaharidov BPD_transp_1 (CLO404)
(permeaza)
ABC- Salec oli harid
Gen +4 855 284 C-prenasalec oligosaharidov BPD_transp_1 (CLO404)
(permeaza)
L Peripla_BP_3, Peripla_BP_1,
1017 Transkr ki lat
Gen +5 0 338 ranskripcijski regulator Lacl, Peripla_BP_4, TetR_N

NK = nukleotidov, AK = aminokislin.
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Slika 12 prikazuje gensko gruco, v kateri se nahajata izbrana gena aral in ara2. Poleg
dveh izbranih genov se v genski gruci predvidoma nahaja Se 7 genov, njithove domnevne
funkcije pa so prikazane v preglednici 25. V neposredni bliZini genov aral in ara2 lezijo
Se trije geni z domnevno glikozid hidrolazno aktivnostjo, saj vsebujejo ohranjeno domeno
GH_43. Produkti vseh genov, ki vsebujejo ohranjeno domeno GH_43, imajo
aminokislinsko zaporedje daljSe od 1000 aminokislin in kodirajo Se vsaj 2 dodatni domeni.
Od skupno petih genov, Stirje vsebujejo tudi domeno Laminin_G_3. Nasli smo tudi 2 gena,
ki predvidoma nosita zapis za prenaSalec oligosaharidov ter 2 gena, ki nosita zapis za
transkripcijski regulator. Gen za transkripcijski regulator na poziciji +5 glede na gen ara?2
ima ohranjeno domeno tipa Lacl.

4.2 TRANSFORMACIA IN POSKUSNA PROIZVODNJA PROTEINOV Aral his IN
Ara2_his

Ekspresijska seva E. coli BL21(DE3) in Rosetta smo transformirali s predhodno
pripravljenimi plazmidi, ki so vsebovali gena aral_his in ara2_his in smo jih izolirali iz
kultur zaloZnega seva. V preglednici 26 so podane koncentracije DNK, izmerjene v
vzorcih plazmidov, izoliranih iz prekonoc¢ne kulture zaloZznih sevov E. coli DH5a.
Uspesnost izolacije smo preverili z meritvijo koncentracije DNK na spektrofotometru in
izracunali koncentracijo izolirane DNK v obeh vzorcih po enacbi »1«. V vzorcu plazmidov
iz bakterijske kulture z genom aral_his smo izmerili koncentracijo DNK 211 ng/ul, v
izolatu plazmidov iz bakterijske kulture z genom ara2_his pa 199 ng/ul.

Preglednica 26: Izmerjena koncentracija izoliranih plazmidov

Vzorec | Koncentracija DNK [ng/ul]
aral _his 211
ara2_his 199

Uspesnost transformacije ekspresijskih sevov E. coli BL21(DE3) smo potrdili z vidnimi
bakterijam brez gena za kanamicinsko odpornost (tega ekspresijski sev brez plazmida
nima, je pa kodiran na plazmidu). Transformante E. coli Rosetta pa smo na enak nacin

.....

Da bi preverili izrazanje tarnih proteinov, smo proteinske izolate iz kultur ekspresijskih
sevov locili na gelu. Slika 13 prikazuje gel SDS-PAGE na katerem so proteinski izolati iz
vzorcev, odvzetih tekom poskusne proizvodnje obeh encimov pred indukcijo (Oh) in 4 ure
po indukciji z IPTG. Prvi vzorec iz leve je proteinski oznacevalec (M), nato pa si sledijo
proteinski izolati bakterijske kulture, transformirane s plazmidom z zapisom za encim
Aral_his, najprej pred indukcijo izrazanja (p = sediment, s = supernatant), ter nato po 4
urah izrazanja (4h-p). V proteinskem izolatu iz sedimenta se po 4 urah izraZanja pojavi
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nova intenzivna lisa, ki kaze na protein z navidezno molekulsko maso priblizno 110-120
kDa. Glede na predvideno velikost vstavljenega zapisa za encim Aral_his (teoretiCna
molekulska masa 124 kDa) sklepamo, da gre za encim Aral_his. Sledijo rde¢e oznaceni
proteinski izolati iz kulture, v katerih smo izrazali encim Ara2_his, najprej pred indukcijo
in nato po 4 urah izraZanja. Tudi pri teh izolatih se je po 4 urah izraZanja pojavila nova
intenzivna lisa, ki nakazuje protein z navidezno molekulsko maso priblizno 95-125 kDa.
Glede na predvideno velikost vstavljenega zapisa za encim Ara2_his (teoretiCna
molekulska masa 112 kDa) sklepamo, da je to encim Ara2_his.

M = proteinski oznacevalec Mw (Mark12 NuPage®, 2,5 — 200 kDa), Oh-p = proteinski izolat iz sedimenta
kulture pred indukcijo izrazanja, Oh-s = vzorec supernatanta pred indukcijo izrazanja, 4h-p = proteinski izolat
iz sedimenta kulture po 4 urah izraZanja, 4h-s = vzorec supernatanta po 4 urah izraZanja. Crno oznaceni
vzorci pripadajo kulturi E.coli BL(DE), ki je izrazala protein Aral_his, rdece oznaceni pa kulturi, ki je
izrazala encim Ara2_his.

Slika 13: Na SDS-PAGE gelu loceni vzorci ekspresijskih kultur (poskusno izraZanje encimov)

Preglednica 27: Rezultati testa encimske aktivnosti v proteinskih izolatih iz celi¢nih sedimentov na
substratih arabinoksilan, linearni in razvejani arabinan

Protein Arabinoksilan Linearni arabinan Razvejani arabinan

10 mg/ml 5 mg/ml 5 mg/ml
Aral_his - - +
Ara2_his - n :
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Preglednica 27 prikazuje rezultate prvega (hitrega) testa encimske aktivnosti, doloCene
neposredno v proteinskih izolatih iz celi¢nih sedimentov transformant E. coli BL21(DE3).
Ugotovili smo, da v proteinskem izolatu iz bakterij E. coli, ki so izrazale encim Aral_his
zaznamo encimsko aktivnost le na razvejanem arabinanu, v izolatu iz seva, ki je izrazal
Ara2_his pa smo zaznali encimsko aktivnost na linearnem arabinanu.

4.3 PROIZVODNIJA PROTEINOV V LABORATORIJSKEM MERILU

Za proizvodnjo vecjih koli¢in proteinov smo transformante E. coli BL21(DE3) in Rosetta
namnoZevali v 2,5 L posodah z 1 L tekocCega gojis€a LB. Po indukciji je ekspresija
potekala pri temperaturi 18 °C.

ODe600 nm

—u— Ara 1 BL21(DE3)
""" -~ —®— Ara 1 Rosetta

A Ara 2 BL21(DE3)
—v— Ara 2 Rosetta

" T T T 7 1
30 36 42 48

Cas (h)

OD¢go nm = Opticna gostota pri 600 nm, h = ura, Ara 1 BL21(DE3) = kultura E. coli BL21(DE3), ki je izrazala
protein Aral_his, Ara 1 Rosetta = kultura E. coli Rosetta, ki je izrazala protein Aral_his, Ara 2 BL21(DE3)
= kultura E. coli BL21(DE3), ki je izrazala protein Ara2_his, Ara 1 Rosetta = kultura E. coli Rosetta, ki je
izrazala protein Ara2_his.

Slika 14: Grafi¢ni prikaz meritev opti¢ne gostote pri 600 nm v kulturah ekspresijskih sevov, s katerimi
smo spremljali njihovo rast

Slika 14 prikazuje rast transformiranih sevov bakterije E. coli BL21(DE3) in Rosetta. Crni
kvadratki in rdeCe tocke na sliki predstavljajo seva, ki sta izrazala encim Aral_his, modri
in zeleni trikotniki pa seva, ki sta izrazala encim Ara2_his. Zacetek izraZzanja je bil sproZen
z dodatkom IPTG po 6 urah od zacetka inkubacije in je na sliki 14 oznacen s Crtkano Crto.
Proizvodnja je bila zakljuCena po 48 urah. 1z slike 14 je razvidno, da je izmerjena opti¢na
gostota v kulturah ekspresijskega seva E. coli BL21(DE3) po indukciji konstantno vi§ja kot



47

Malovrh A. Karakterizacija encimov ... arabinogalaktanov pri bakteriji Bifidobacterium longum.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Studij biotehnologije, 2016

v kulturah ekspresijskega seva Rosetta. To velja tako v primeru sevov, ki so izrazali encim
Aral_his, kot Ara2_his.

44 1ZOLACDA TARCNIH PROTEINOV
4.4.1 Locevanje proteinov z afinitetno kromatografijo

Afinitetno kromatografijo smo izvedli po opisu iz poglavja 3.3.5.3.3. Kromatogrami, na
podlagi katerih smo se odlocili, s katerimi elucijskimi frakcijami bomo nadaljevali
zakljuCne procese, so priloZeni v prilogi B.

M BIE R = preHis™ T W

M = proteinski oznacevalec Mw (Mark12 NuPage®, 2,5 — 200 kDa), BL = proteinski izolat iz sedimenta
transformant E. coli BL21(DE3), R = proteinski izolat iz sedimenta transformant E. coli Rosetta, preHis =
vzorec iz celiénega homogenata pred izvedbo afinitetne kromatografije, FT = vzorec iz frakcije, kjer so se
zbirali proteini iz celicnega homogenata, ki se na kolono niso vezali, W = vzorec iz frakcije, kjer so se zbirali
proteini, ki so se iz kolone sprali, A9 — B5 = elucijske frakcije, poimenovane z oznakami luknjic na
mikrotitrski plos¢i za zbiranje frakcij, kjer so se nahajale.

O

Slika 15: SDS-PAGE gel, na katerem smo lo¢ili frakcije v razli¢nih fazah ciScenja proteina Aral_his z
afinitetno kromatorgafijo

Slika 15 prikazuje gel SDS-PAGE z loCenimi frakcijami iz postopka ¢iS€enja encima
Aral_his. Encim Aral_his ima teoreticno molekulsko maso 124 kDa (s ProtParam
predvidena molekulska masa klonirane aminokislinske sekvence). Iz slike 15 je razvidno,
da se je protein v obeh ekspresijskih sevih uspesSno izrazal, saj v vzorcih proteinskih
izolatov iz sedimentov kultur E. coli BL21(DE3) in Rosetta opazimo odebeljeni lisi pri
molekulski masi med 116 - 120 kDa (vzorca z oznakama BL in R). V vzorcu iz celi¢nega
homogenata pred izvedbo afinitetne kromatografije (preHis) in v vzorcu z oznako FT (ang.
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flow through), ki je predstavljal prvo frakcijo je koli¢ina proteinov zelo velika. Vzorci z
oznakami od A9 do BS5 predstavljajo elucijske frakcije (z oznakami luknjic na mikrotitrski
plosci za zbiranje frakcij) v katerih smo pri spremljanju absorbance pri valovni dolZini 280
nm zaznali, da so se iz kolone izlocili vezani proteini (kromatogram priloZen v prilogi B).
Iz slike 15 je razvidno, da vse elucijske frakcije vsebujejo veliko proteinov razli¢nih
velikosti, ki so se vezali na kolono. Pri primerjavi z vzorcem preHis je razvidno, da smo se
v koraku spiranja kolone znebili nekaterih s histidinsko oznako neoznacenih proteinov, ki
se na gelu nahajajo pod oznako W.

M BLs Blp | is HIE W A2 A3 A4 A5

v

M = proteinski oznacevalec Mw (Markl2 NuPage®, 2,5 — 200 kDa), BLs = vzorec iz supernatanta
transformant E. coli BL21(DE3), BLp = proteinski izolat iz sedimenta transformant E. coli BL21(DE3), Rs =
vzorec iz supernatanta transformant E. coli Rosetta, Rp = proteinski izolat iz sedimenta transformant E. coli
Rosetta, preHis = vzorec iz celi¢nega homogenata pred izvedbo afinitetne kromatografije, FT = vzorec iz
frakcije, kjer so se zbirali proteini iz celicnega homogenata, ki se na kolono niso vezali, W = vzorec iz
frakcije, kjer so se zbirali proteini, ki so se iz kolone sprali, A2 — A6 = elucijske frakcije, poimenovane z
oznakami luknjic na mikrotitrski plos¢i za zbiranje frakcij, kjer so se nahajale, kDa = kilo Dalton.

Wew v

Slika 16: SDS-PAGE gel, na katerem smo lo¢ili frakcije v razli¢nih fazah ¢iS¢enja proteina Ara2_his z
afinitetno kromatorgafijo

Slika 16 prikazuje gel SDS-PAGE z locenimi frakcijami iz postopka ¢iS€enja encima
Ara2_his. Iz slike 16 je razvidno, da se je protein v obeh transformantah uspesno izrazal,
saj ze v vzorcih celokupnih proteinov izoliranih iz frakcij kultur ekspresijskih sevov
opazimo odebeljeni lisi molekulske mase priblizno 116 kDa (vzorci z oznakama BLp in
Rp). Tako kot v primeru encima Aral_his, je tudi tu iz gela razvidno, da vzorec z oznako
FT (ang. flow through) vsebuje velike koliine nevezanih proteinov, ki so se sprali v
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koraku nalaganja celicnega homogenata na kolono. Vzorci z oznakami od A2 pa do A6
predstavljajo elucijske frakcije (z oznakami luknjic na mikrotitrski ploS¢i za zbiranje
frakcij) v katerih smo pri spremljanju absorbance pri valovni dolZini 280 nm zaznali, da so
se iz kolone izlo¢ili vezani proteini (kromatogram priloZen v prilogi B). Razvidno je, da
vse elucijske frakcije Se vedno vsebujejo veliko proteinov razlicnih velikosti, ki so se
vezali na kolono. Iz primerjave elucijskih frakcij z vzorcem celicnega homogenata pred
izvedbo afinitetne kromatografije (preHis) je razvidno, da smo se z uporabljeno metodo
¢iS¢enja znebili nekaterih neZelenih proteinov, ki so se izlocili v koraku spiranja kolone in
so na gelu naneSeni pod oznako W.

4.4.2 Locevanje proteinov z gelsko filtracijo

Pred izvedbo gelske filtracije smo zdruZili izbrane elucijske frakcije iz obeh korakov
afinitetne kromatografije. Katere frakcije bomo izbrali smo se odlo¢ili na podlagi
kromatogramov iz koraka afinitetne kromatografije (Priloga B), meritev encimske
aktivnosti in analize z SDS-PAGE. Pri gelski filtraciji smo loCevanje proteinov na
kromatogramu spremljali preko absorbance pri valovni dolZini 280 nm. Na podlagi
dobljenih kromatogramov, ki so priloZeni v prilogi C, smo izbrali elucijske frakcije za
izvedbo SDS-PAGE.

M Ist His conc.preGF B10 BI1

Dl El E2 G5
116 kDa v !
97 kDa ’
- o4

G6

M = proteinski oznacevalec Mw (Mark12 NuPage®, 2,5 — 200 kDa), 1st His = elucijske frakcije, zbrane po
prvi izvedeni afinitetni kromatografiji (pred gelsko filtracijo), conc.preGF = skoncentrirane elucijske frakcije
po drugi afinitetni kromatografiji in pred izvedbo gelske filtracije, B10 — G6 = elucijske frakcije,
poimenovane z oznakami luknjic na mikrotitrski plo§¢i za zbiranje frakcij, kjer so se nahajale.

Slika 17: SDS-PAGE gel na katerem smo lo¢ili proteinske frakcije pred in v razli¢nih fazah ¢iScenja
Aral_his z gelsko filtracijo
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Slika 17 prikazuje gel SDS-PAGE, na katerem smo locili proteinske frakcije ¢iS€enja
produkta encima Aral_his z gelsko filtracijo. Encim Aral_his ima predvideno molekulsko
maso 124 kDa, na podlagi ¢esar smo sklepali, da predstavlja liso med 95 in 120 kDa, ki se
na gelu pojavi pri vzorcih oznacenih z 1stHis (vzorec po prvi afinitetni kromatografiji),
conc.preGF (vzorec po ultrafiltraciji, izvedeni pred gelsko filtracijo), E1 (elucijska frakcija
v mikrotitrski plos¢i na mestu E1) in E2 (elucijska frakcija v mikrotitrski plo$¢i na mestu
E2). Elucijske frakcije B10, B11, D1, El in E2 so vsebovale veCinoma le proteine z
molekulsko maso sovpadajoCo s predvideno molekulsko maso encima Aral_his. Frakciji
G5 in G6 vsebujeta proteine, manjSe od predvidene molekulske mase Zelenega produkta.
Pri potrjevanju encimske aktivnosti frakcij na substratu razvejani arabinan, smo zaznali
encimsko aktivnost v frakcijah z oznakami D1, E1 in E2. V elucijskih frakcijah z oznakami
B10, B11, G5 in G6 nismo zaznali encimske aktivnosti. Iz primerjave dela gela z vzorci po
gelski filtraciji z vzorcema pred gelsko filtracijo z oznakama 1stHis in conc.preGF je
razvidno, da smo se s korakom gelske filtracije uspesno znebili veCine manjSih proteinov,
ki jih je produkt Se vedno vseboval po afinitetni kromatografiji.

M  PreHis B8 B9 DI El E2 F10 Gl G5 Gl10 GIl1 H2

116 kDa st _— | — )
97kDa "

.
-

e - - .-

el

—

— 3

T

M = proteinski oznacevalec Mw (Mark12 NuPage®, 2,5 — 200 kDa), PreHis = vzorec iz celi¢nega
homogenata pred izvedbo afinitetne kromatografije, B8 — H2 = elucijske frakcije, poimenovane z oznakami
luknjic na mikrotitrski plos¢i za zbiranje frakcij, kjer so se nahajale.

Slika 18: SDS-PAGE gel na katerem smo lo¢ili proteinske frakcije pred in v razli¢nih fazah ¢is¢enja
Ara2_his z gelsko filtracijo

Slika 18 prikazuje gel SDS-PAGE, na katerem smo locili proteinske frakcije ¢iS€enja
encima Ara2_his z gelsko filtracijo. Encim Ara2_his ima predvideno molekulsko maso 112
kDa, na podlagi Cesar smo sklepali, da se na gelu pojavi kot lisa v priblizni viSini med
oznakama 116 in 97 kDa. Elucijske frakcije B8, B9, DI, El in E2 (oznake luknjic na
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mikrotitrski ploS¢i za zbiranje frakcij, kjer so se nahajale) so vsebovale ve¢inoma proteine
z molekulsko maso sovpadajoco s predvideno molekulsko maso encima Ara2_his. Frakcije
F10, G1, G5, G10, G11 in H2 pa vsebujejo proteine, manjSe od predvidene molekulske
mase Zelenega produkta. Pri testiranju encimske aktivnosti frakcij na substratu linearni
arabinan smo zaznali encimsko aktivnost v frakcijah z oznakami D1, E1 in E2. V frakcijah
z oznakami B8, B9, F10, G1, G5, G10, G11 in H2 nismo zaznali encimske aktivnosti.
Vzorci z oznakami D1, E1 in E2 poleg prevladujocih odebeljenih lis v obmoc¢ju med 116 in
97 kDa vsebujejo zelo malo preostalih, iz Cesar je razvidno, da smo se v teh frakcijah s
kombinacijo gelske filtracije in afinitetne kromatografije uspeSno znebili vecine neZelenih
proteinov, ki so bili v produktu prisotni na zacetku in jih na gelu vidimo pri vzorcu iz
celicnega homogenata pred izvedbo afinitetne kromatografije (preHis).

4.4.3 Spremljanje encimske aktivnosti in koncentracij proteinov v razli¢nih fazah
izolacije tar¢nih proteinov

Po vsakem izvedenem koraku zakljuénih procesov smo preverili encimsko aktivnost v
zbranih elucijskih frakcijah oziroma kon¢nem produktu. Na osnovi rezultatov testiranja
aktivnosti proteinskih izolatov iz sedimentov kultur iz poskusne proizvodnje tar¢nih
proteinov na razli¢nih substratih, smo za kvantitativno dolocanje encimske aktivnosti pri
Aral_his za substrat uporabljali razvejani arabinan, pri produktu Ara2_his pa linearni
arabinan.
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AK = afinitetna kromatografija, GF = gelska filtracija. Na sliki so prikazana povprecja in standardni odkloni
specifi¢ne encimske aktivnosti.

Slika 19: Graficni prikaz sprememb specifi¢ne encimske aktivnosti (hidrolize razvejanega arabinana)
in koncentracije proteinov v vzorcih po razli¢nih fazah ¢is¢enja encima Aral_his
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Slika 19 prikazuje specificne encimske aktivnosti v vzorcih, odvzetih po razli¢nih fazah
CiS€enja proteina Aral_his. Za primerjavo ucinkovitosti razli€nih faz c¢iS€enja tar¢nih
proteinov, smo na grafi¢ni prikaz dodali spremembe v koncentracijah proteinov v vzorcih.
Pri proteinu Aral_his lahko vidimo, da se specifi¢na encimska aktivnost elucijskih frakcij
po afinitetni kromatografiji v primerjavi z zaCetnim vzorcem poveca za priblizno 28-krat,
iz 24,1 +/- 0,4 TU/mg proteinov na 682,2 +/- 6,1 IU/mg proteinov. Kon¢ni produkt ¢iscenja
proteina Aral_his ima v primerjavi z nepreciS¢enim celicnim homogenatom pred zacetkom
¢iS€enja priblizno 39-krat vecjo specificno aktivnost in sicer 940,7 +/- 116,5 IU/mg
proteinov. Rezultati merjenja koncentracije proteinov kazejo, da smo se najvecjega dela
neZelenih proteinov znebili z afinitetno kromatografijo.
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AK = afinitetna kromatografija, GF = gelska filtracija. Na sliki so prikazana povprecja in standardni odkloni
specifi¢ne encimske aktivnosti.

Slika 20: Grafi¢ni prikaz sprememb specifi¢ne encimske aktivnosti (hidrolize linearnega arabinana) in
koncentracije proteinov v vzorcih po razli¢nih fazah ¢isS¢enja encima Ara2_his

Slika 20 prikazuje spremembe specificne encimske aktivnosti, izmerjene v vzorcih,
odvzetih po razlicnih fazah ciS€enja encima Ara2_his. Za primerjavo ucinkovitosti
razli¢nih korakov izolacije tarCnega proteina smo na grafi¢ni prikaz dodali spremembe v
koncentracijah proteinov v vzorcih. Pri produktu Ara2_his se je po afinitetni kromatografiji
specifi¢na encimska aktivnost povecala za priblizno 19-krat, iz 8,4 +/- 0,1 IU/mg proteinov
na 161,5 +/- 7,1 TU/mg proteinov. Kon¢ni produkt ¢iScenja Ara2_his ima 51-krat vecjo
specificno encimsko aktivnost v primerjavi z vrednostjo, doloceno v nepreciSenem
celicnem homogenatu (pred afinitetno kromatografijo) in sicer 426,7 +/- 3,2 IU/mg
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proteinov. Iz rezultatov merjenja koncentracije proteinov je razvidno, da smo se tudi v tem
primeru najvecjega dela neZelenih proteinov znebili z afinitetno kromatografijo.

4.5 BIOKEMIJSKA KARAKTERIZACIJA TARCNIH PROTEINOV
4.5.1 Kvantitativno vrednotenje encimske aktivnosti na razli¢nih substratih

Encimsko aktivnost o€iS¢enih proteinov Aral_his in Ara2_his smo sledili preko detekcije
spros¢enih reducirajocih sladkorjev (produktov hidrolize) z reagentom DNS, ki je opisana
v poglavju 3.3.4. Kot substrate smo uporabili linearni, nerazvejani in razvejani arabinan ter
arabski gumi.
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Substrat

SA = specificna encimska aktivnost, NZ = ni bilo zaznane encimske aktivnosti, Linearni ara = linearni
arabinan, Nerazvejani ara = nerazvejani arabinan, Razvejani ara = razvejani arabinan. Na sliki so prikazana
povprecja in standardni odkloni specificne encimske aktivnosti.

Slika 21: Grafi¢ni prikaz izmerjene specifi¢ne aktivnosti o¢is¢enih encimov Aral_his in Ara2_his na
testiranih substratih: linearni, nerazvejani in razvejani arabinan ter arabski gumi

Moev v

Slika 21 prikazuje vrednosti specifi¢ne aktivnosti o¢iS¢enih encimov Aral_his in Ara2_his
v IU/mg proteinov na substratih: linearni, nerazvejani in razvejani arabinan ter arabski
gumi. Rezultati kaZejo, da je encim Aral_his sposoben razgrajevati le razvejani arabinan.
V reakcijski meSanici smo izmerili specificno encimsko aktivnost 1338,6 +/- 8,0 IU/mg
proteinov. Encim Ara2_his razgrajuje tako linearni kot nerazvejani arabinan. Pri encimski
reakciji v kateri smo kot substrat uporabili linearni arabinan smo izmerili specifi¢no
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encimsko aktivnost 557,2 +/- 44,1 IU/mg proteinov, pri substratu nerazvejani arabinan pa
1274,2 +/- 36,1 IU/mg proteinov. Pri nobenem od encimov pri pogojih eksperimenta nismo
zaznali aktivnosti na substratu arabski gumi.

4.5.2 Ugotavljanje produktov razgradnje

Pri oc¢iScenem encimu Aral_his smo dolocali razgradne produkte, ki jih encim sprosc¢a iz
substrata razvejanega arabinana, pri Ara2_his pa iz nerazvejanega arabinana.

Slika 22 prikazuje rezultate tankoplastne kromatografije. Rezultati kaZejo, da encim
Aral_his pri reakciji z razvejanim arabinanom iz substrata spro$¢a samo monosaharid
arabinozo. Enako tudi encim Ara2_his sprosca enak monosaharid, vendar iz nerazvejanega
arabinana.

Al =2 mM arabinoza, A3 = 2 mM arabinotrioza, St. DA = standardna meSanica arabinoze, arabinotrioze in
nerazvejanega arabinana, St.SBA = standardna meSanica arabinoze, arabinotrioze in razvejanega arabinana,
Blank DA = slepi vzorec s substratom nerazvejani arabinan in brez dodanega encima, Blank SBA = slepi
vzorec s substratom razvejani arabinan in brez encima, Ara 2 = reakcijska meSanica nerazvejanega arabinana
in encima Ara2_his, Ara 1 = reakcijska meSanica razvejanega arabinana in encima Aral_his.

Slika 22: S tankoplastno kromatografijo lo¢eni produkti razgradnje arabinoznih polisaharidov z
encimoma Ara_1in Ara_2
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4.5.3 pH-optimum

Za encim Aral_his smo poleg pufrskega sistema Britton in Robinson v obmo¢ju od pH
6,00 do pH 8,00 za natan¢no dolo¢anje pH-optimuma uporabili pufra 50 mM MES in 50
mM HEPES. Slika 23 prikazuje rezultate dolo¢anja pH-optimuma za encim Aral_his. Iz
rezultatov je razvidno, da ima encim Aral_his optimum delovanja pri pH 6,8 kar je na sliki

oznaceno s ¢rtkano ¢rto. Encim ohrani najmanj 50 % svoje aktivnosti v obmoc¢ju med pH
5,51n 8.
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Britton & Robinson = encimska aktivnost v vzorcih, pripravljenih v pufru po receptu B&R (iz preglednice
15), MES = encimska aktivnost v vzorcih, pripravljenih v pufru MES po receptu iz preglednice 17, HEPES =
encimska aktivnost v vzorcih, pripravljenih v pufru HEPES po receptu iz preglednice 18. S ¢rtkano ¢rto je
oznacen pH-optimum encima.
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Slika 23: Grafi¢ni prikaz encimske aktivnosti o¢iS¢enega encima Aral_his v odvisnosti od pH
reakcijske meSanice

Za encim Ara2_his smo poleg pufrskega sistema Britton in Robinson v obmoc¢ju od pH
5,00 do pH 7,00 za natan¢no dolocanje pH-optimuma uporabili 50 mM natrijev acetatni
pufer in 50 mM pufer MES. Slika 24 prikazuje rezultate dolo¢anja pH-optimuma za encim
Ara2_his. Iz rezultatov je razvidno, da ima encim Ara2_his optimum delovanja pri
vrednosti pH 5,75 in je na sliki oznacen s ¢rtkano ¢rto. Encim ohrani najmanj 50 % svoje
aktivnosti v obmoc¢ju med pH 4,5 in pH 8.
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Britton & Robinson = encimska aktivnost v vzorcih, pripravljenih v pufru po receptu B&R (iz preglednice
15), Na-acetat = encimska aktivnost v vzorcih, pripravljenih v Na-acetatnem pufru po receptu iz preglednice
16, HEPES = encimska aktivnost v vzorcih, pripravljenih v pufru HEPES po receptu iz preglednice 18. S
¢rtkano Crto je oznacen pH-optimum encima.

Slika 24: Grafi¢ni prikaz rezultatov dolo¢anja pH-optimuma za encim Ara2_his

4.5.4 Temperaturni optimum

Slika 25 prikazuje rezultate doloCanja temperaturnega optimuma za encim Aral_his. Iz
grafa odvisnosti relativne encimske aktivnosti od temperature inkubacije je razvidno, da je
temperaturni optimum tega encima 50 °C. Encim ohrani najmanj 50 % svoje aktivnosti v
temperaturnem obmocju med 30 in 50 °C. Encimska aktivnost v temperaturnem obmocju
med 50 in 60 °C strmo upade (pod 10 % relativne aktivnosti pri temperaturi 60 °C).

Slika 26 prikazuje rezultate doloCanja temperaturnega optimuma za encim Ara2_his. Iz
grafa odvisnosti relativne encimske aktivnosti od temperature inkubacije je razvidno, da je
temperaturni optimum tega encima 37 °C. Encim ohrani najmanj 50 % svoje aktivnosti v
temperaturnem obmoc¢ju med 30 in 50 °C.
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Slika 25: Relativna aktivnost encima Aral_his v odvisnosti od temperature inkubacije reakcijske
mesanice
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Slika 26: Relativna aktivnost encima Ara2_his v odvisnosti od temperature inkubacije reakcijske
mesSanice
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4.5.5 Vpliv soli, EDTA in Ca ** jonov na encimsko aktivnost
4.5.5.1 Ugotavljanje vpliva ionske moci pufra na encimsko aktivnost

7. dodajanjem soli NaCl k pufru v reakcijskih meSanicah, smo ugotavljali vpliv ionske
moci pufra na aktivnost encima.

Slika 27 prikazuje rezultate doloCanja vpliva povecane ionske moci pufra z dodajanjem
soli (0-1M NaCl) na aktivnost encima Aral_his. Kontrolni vzorci so vsebovali samo pufer
MES, koncentracije 20 mM in pH 6,8, brez NaCl (MES 0 NaCl na sliki). Rezultati kaZejo,

da se encimska aktivnost Aral_his s povecevanjem ionske moci pufra statisti¢no znacilno
zmanjsuje.
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Pufer 20 mM, pH 6,8

MES 0 NaCl= kontrolna encimska reakcija v pufru MES brez dodatka NaCl, MES 0,15 M NaCl = encimska
reakcija v pufru MES s koncentracijo NaCl 0,15 M, MES 0,5 M NaCl = encimska reakcija v pufru MES s
koncentracijo NaCl 0,5 M, MES 1 M NaCl = encimska reakcija v pufru MES s koncentracijo NaCl 1 M. Z
zvezdico (*) so oznacene statisticno znacdilne razlike v primerjavi s kontrolno encimsko reakcijo.

Slika 27: Vpliv razli¢nih koncentracij soli na relativno encimsko aktivnost encima Aral_his

Slika 28 prikazuje rezultate ugotavljanja vpliva dodatka soli in s tem povecanja ionske
moci pufra na encimsko aktivnost Ara2_his. Iz grafa je razvidno, da povecCanje ionske
moci pufra MES s koncentracijo 20 mM in pH 5,75 (v obmoc¢ju do 1M NaCl) ne vpliva na
aktivnost encima Ara2_his, saj razlike v primerjavi s kontrolo brez dodane soli niso
statisti¢no znacilne.
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MES 0 NaCl= kontrolna encimska reakcija v pufru MES brez dodatka NaCl, MES 0,15 M NaCl = encimska
reakcija v pufru MES s koncentracijo NaCl 0,15 M, MES 0,5 M NaCl = encimska reakcija v pufru MES s
koncentracijo NaCl 0,5 M, MES 1 M NaCl = encimska reakcija v pufru MES s koncentracijo NaCl 1 M.

Slika 28: Vpliv razli¢nih koncentracij soli na relativno encimsko aktivnost Ara2_his

4.5.5.2 Ugotavljanje vpliva EDTA in Ca** ionov na encimsko aktivnost

Slika 29 prikazuje graf vpliva EDTA in Ca*" ionov na encimsko aktivnost Aral_his. Iz
njega je razvidno, da dodatek 5 mM EDTA k encimski reakcijski meSanici statisti¢no
znacilno zmanjSa aktivnost encima v povprecju za 97 % v primerjavi s kontrolo. Dodatek
Ca®* ionov (2 mM) na encimsko aktivnost v odsotnosti EDTA ne vpliva, v prisotnosti
EDTA v reakcijski meSanici pa dodatek Ca** ionov vrne encimsko aktivnost na raven, ki je
enaka kontrolni.

Slika 30 prikazuje graf vpliva EDTA na aktivnost encima Ara2_his iz kateraga je razvidno,
da dodatek EDTA v reakcijsko meSanico ne vpliva na aktivnost encima, saj ni zaznati
statisti¢no znacilne razlike v primerjavi s kontrolo.
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Kontrola = encimska reakcija brez dodanih Ca** ionov in EDTA, Ca ioni (2mM) = encimska reakcija z
dodanimi Ca®* ioni v koncentraciji 2 mM, EDTA (5mM) = encimska reakcija z dodano EDTA v
koncentraciji 5 mM, EDTA (5SmM) + Ca ioni (7,5mM) = encimska reakcija z dodanima EDTA v
koncentraciji 5 mM in Ca** ioni v koncentraciji 7,5 mM. Z zvezdico (*) so oznaGene statisti¢no znacilne
razlike v primerjavi s kontrolno encimsko reakcijo.

Slika 29: Grafi¢ni prikaz rezultatov ugotavljanja vpliva kelatorja EDTA in Ca** ionov na encimsko
aktivnost Aral_his
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Kontrola = encimska reakcija brez dodane EDTA, EDTA (5mM) = encimska reakcija z dodano EDTA v
koncentraciji 5 mM.

Slika 30: Grafi¢ni prikaz rezultatov ugotavljanja vpliva kelatorja EDTA na encimsko aktivnost
Ara2_his
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4.5.6 Dolocanje kineti¢nih konstant K,, in k.,

Pri dolocanju kineti¢nih konstant encimov Aral_his in Ara2_his smo uporabili metodo
detekcije reducirajoCih sladkorjev z reagentom DNS, ki je opisana v poglavju 3.3.4.
Dodatne prilagoditve metode pa so opisane v poglavju 3.3.6.6.

Slika 31 prikazuje graf odvisnosti zacetne hitrosti encimske reakcije, normalizirane na
koncentracijo encima v reakciji, od koncentracije substrata za encim Aral_his. 1z slike 31
je razvidno, da smo iz enaCbe raCunalniSko izrisane krivulje z najboljSim prileganjem
eksperimentalnim podatkom za encim Aral_his ocenili vrednost K, na 2,13 +/- 0,03
mg/ml in k.q na 2760 +/- 40 s (R* = 0,99).

Slika 32 prikazuje graf odvisnosti zacetne hitrosti encimske reakcije, normalizirane na
koncentracijo encima v reakciji, od koncentracije substrata za encim Ara2_his. Iz enacbe
racunalnisko izrisane krivulje z najboljSim prileganjem eksperimentalnim podatkom,
predstavljene na sliki 32, smo za encim Ara2_his ocenili vrednost K, na 3,5 +/- 0,1 mg/ml
in keq na 3800 +/- 100 s™ (R* = 0,96).
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V = zacetna hitrost encimske reakcije, [E] = koncentracija encima, [S] = koncentracija substrata, K,
Michaelisova konstanta, k., = pretvorbeno Stevilo, v preglednici: Equation = enacba, Adj. R-Square
vrednost R2, Value = vrednost, Standard Error = standardni odklon.

Slika 31: Graficni prikaz odvisnosti za¢etne hitrosti encimske reakcije, normalizirane na koncentracijo
encima v reakciji, od koncentracije substrata za encim Aral_his
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V = hitrost encimske reakcije, [E] = koncentracija encima, [S] = koncentracija substrata, K,, = Michaelisova
konstanta, k,,, = pretvorbeno §tevilo, v preglednici: Equation = ena¢ba, Adj. R-Square = vrednost R?, Value =
vrednost, Standard Error = standardni odklon.

Slika 32: Graficni prikaz odvisnosti hitrosti encimske reakcije, normalizirane na koncentracijo encima
v reakciji, od koncentracije substrata za encim Ara2_his

4.6 DOLOCANIJE MOLEKULSKE MASE Z GELSKO FILTRACIJO

Najprej smo kalibrirali kolono za dolo€anje molekulske mase encimov, da smo pridobili
enacbo umeritvene krivulje »10«. Iz porazdelitvenega koeficienta (y = K,,) smo izracunali
neznani molekulski masi izoliranima encimoma. Standardi za kalibracijo metode so
globularni proteini, zato dobljeni rezultat drzijo ob predpostavki, da sta tudi encima
Aral_his in Ara2_his globularna.

y = 2,18065 — 0,35235 X log;ox (R>=0,996) ... (10)

Preglednica 28: Parametri dolo¢anja molekulske mase encimoma Aral_his in Ara2_his, izra¢unana in
predvidena molekulska masa.

. Predvidena M,, z orodjem
Encim V. (ml) K., M, (kDa) ProtParam (kDa)
Aral_his 65,67 0,3199 190,919 124,19
Ara2_his 65,53 0,3182 193,093 111,95

V. = elucijski volumen v ml, K,, = porazdelitveni koeficient, M,, = molekulska masa, kDa = kilo Dalton.
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Preglednica 28 prikazuje rezultate izraCuna molekulske mase encimov Aral_his in
Ara2_his. Z metodo gelske filtracije smo encimu Aral_his dolo€ili molekulsko maso
190,919 kDa. Doloc¢ena molekulska masa je od teoreti¢ne (izraCunane s pomocjo spletnega
bioinformatskega orodja ProtParam) vecja za 53,7 %. Encimu Ara2_his pa smo na osnovi
lo¢evanja z gelsko filtracijo dolocili molekulsko maso 193,093 kDa, ki je od teoreti¢ne
molekulske mase vecja za 72,5 %.
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5 RAZPRAVA
5.1 BIOINFORMATSKA ANALIZA

Razgradnja rastlinske celi¢ne stene je kompleksen proces, pri katerem sodelujejo razli¢ni
encimi. Med njimi so tudi glikozid hidrolaze, ki so v podatkovni bazi CAZy razvrs¢ene v
135 druzin. V druZino glikozid hidrolaz 43 je do sedaj uvrS€enih 5986 proteinskih
zaporedij (Henrissat in sod., 2016). Glede na navedbe podatkovne baze CAZy, je
okarakteriziranih le 139 GH43 (Henrissat in sod., 2016). Pri iskanju biokemijskih lastnosti
domnevno okarakteriziranih encimov v podatkovni bazi UniProt, smo ugotovili, da je do
najvisje 5 stopnje anotiranih le 6 encimov, do 3 ali 4 stopnje pa je anotiranih dodatnih 5
encimov. Stopnja anotacije proteina predstavlja hevristicno merilo anotiranih lastnosti pri
izbranem vnosu (ang. entry) v podatkovni bazi UniProt. Ocenjuje se jo s pet tockovnim
sistemom, pri katerem 1 pomeni najmanj anotiran, 5 pa najbolje anotiran vnos. Izbrana
proteina iz bakterije Bifidobacterium longum subsp. longum JCM 1217, s katerima smo
delali v magistrski nalogi (Aral in Ara2) in sodita v druzino GH43, do sedaj Se nista bila
okarakterizirana.

V prvem delu magistrske naloge smo se osredotocili na osnovno bioinformatsko analizo in
na podlagi imen tar¢nih genov poiskali osnovne lastnosti njunih produktov, ki smo jih v
rezultatih predstavili v preglednicah 22, 23 in 24. Ugotovili smo, da oba gena domnevno
kodirata proteina vecja od 100 kDa. Produkt gena aral je dolg 1246 aminokislin, kar je,
pretvorjeno v teoretiéno molekulsko maso, priblizno 130,4 kDa. Produkt gena, ki kodira
protein Ara2 pa je dolg 1097 aminokislin in ima teoreticno molekulsko maso priblizno
114,44 kDa. Oba izvorna proteina imata na N-koncu polipeptidne verige signalni peptid in
na C-koncu transmembransko domeno. V sekvencah obeh proteinov smo potrdili
prisotnost transmembranske domene tudi z orodjem ProtScale. Na podlagi teh podatkov in
dejstva, da imata proteina signalni peptid domnevamo, da se po sintezi transportirata iz
celice, ob ¢emer se s transmembransko domeno vsidrata v celicno membrano. Ugotovitev
se sklada z literaturo, ki navaja, da morajo bakterije kompleksne polisaharide najpre;j
encimsko razgraditi na kratkoverizne oligosaharide ali monosaharide, preden lahko ti
vstopajo v celice. Zato veCina encimov za razgradnjo kompleksnih ogljikovih hidratov
vsebuje signalni peptid za izloCanje iz bakterijske celice ter transmembransko domeno, ki
jih vsidra v membranski del celi¢ne stene. Pritrditev encimov na celi¢no steno zagotavlja
nastanek razgradnih produktov substrata v neposredni bliZini bakterije (El Kaoutari in sod.,
2013). Pri iskanju predvidene molekularne funkcije tar¢nih proteinov v podatkovni bazi
UniProt, smo ugotovili, da gre pri obeh produktih za domnevni hidrolazi, ki hidrolizirata
O-glikozidne vezi s ¢imer sodelujeta pri procesu metabolizma ogljikovih hidratov. To smo
potrdili tudi pri analizi domen genov aral in ara2 med katerimi smo identificirali glikozid
hidrolazno domeno iz druZzine 43 (GH_43). Domene GH_43 so znane po svoji terciarni
strukturi zviti v 5-kratni B-propeler (ang. 5-fold B-propeller) s kataliticnim nukleofilom
asparaginsko kislino in kataliticnim donorjem protona glutaminsko kislino v aktivnem
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centru. Tretji aminokislinski ostanek v aktivnem centru je Se ena asparaginska kislina, ki
deluje kot modulator pKa in vpliva na protonacijsko stanje ostalih dveh aminokislinskih
ostankov (Nurizzo in sod., 2002; Pons in sod., 2004; De Sanctis in sod., 2010). Domena
GH_43 se pojavlja v encimih z naslednjimi aktivnostmi: [-ksilozidazno, B-1,3-
ksilozidazno, o-L-arabinofuranozidazno, arabinanazno, ksilanazno, galaktan-1,3-f-
galaktozidazno, «-1,2-L-arabinofuranozidazno, ekso-a-1,5-L-arabinofuranozidazno in
ekso-a-1,5-L-arabinanazno (Henrissat in sod., 2016). Podatke o biokemijski karakterizaciji
smo uspeli najti za 13 encimov s kataliticno domeno GH_43 in sicer za eno a-L-
arabinofuranozidazo (Morales in sod., 1995), devet razli¢nih a-1,5-L-arabinanaz (McKie in
sod. 1997; Skjot in sod. 2001; Takao in sod. 2002; Leal, 2004; Inacio in de Sa-Nogueira,
2008; Squina in sod., 2010; Shulami in sod., 2011; Sakamoto in sod., 2012; Shi in sod.
2014), eno ekso-a-1,5-L-arabinofurnaozidazo (Matsuo in sod. 2000), eno B-1,3-ksilozidazo
(Umemoto in sod., 2008) in eno arabinoksilan a-L-1,3-arabinofuranohidrolazo (Burgois in
sod., 2007). Poleg kataliticne domene, se v obeh proteinskih sekvencah nahajata Se domeni
Laminin_G_3 in bakterijska domena, s strukturo podobno imunoglobulinom (Ig), Big_4
(ang. »Bacterial Ig-related«, IPRO11081). Pri iskanju informacij o domeni Laminin_G_3
(PF13385) v podatkovnih bazah InterPro in Pfam (EMBL-EBI) smo ugotovili, da spada v
naddruZino domen, znacilnih za lektine, podobne konkanavalinu A in nekatere glukanaze
(ang. »Concanavalin A-like lectin/glucanase«, IPR013320, CLO0004). Ta vsebuje 25
razli¢nih druZin, ve¢inoma gre za ogljikohidrat-vezavne in glikozid hidrolazne domene. Za
to naddruZino je znacilna struktura sendvica z 12-14 beta zavoji in 2 listoma. Glede na
navedbe v opisu domene v podatkovni bazi InterPro, lahko domene Laminin_G najdemo v
mnogih zunajceli¢nih proteinih. Proteini, ki vsebujejo domeno Laminin_G imajo lahko
zelo razli¢ne vloge. Pogosto se nahajajo v proteinih, ki so pomembni pri celi¢ni adheziji,
signaliziranju, migraciji in diferenciaciji. Natan¢nejSe informacije o funkciji domene
Laminin_G_3 Se niso znane. Funkcije domene Big_4 prav tako Se niso znane. Po navedbah
v podatkovni bazi InterPro, jo pogosto najdemo v proteinih, ki se nahajajo na bakterijski
povrSini. Pri iskanju najbolj podobnih sekvenc domenam Laminin_G_3 in Big_4 z
algoritmom BLASTp smo ugotovili, da so med prvimi zadetki v podatkovni bazi NCBInr
proteini z glikozid hidrolazno aktivnostjo iz razli¢nih vrst rodu Bifidobacterium, iz Cesar
sklepamo, da se omenjene domene pogosto pojavljajo v teh encimih in imajo glede na
ohranjenost predvidoma neko pomembno funkcijo, katere pa iz znanih virov ne moremo
natan¢no dolociti. V proteinskem zaporedju Aral pa najdemo tudi domeno FIVAR (ang.
»Found in various architectures«, IPR011490), ki se prav tako, kot domena Big_4, pojavlja
v proteinih, povezanih s celi¢no steno. Predvidevajo, da je vezavna domena, saj nima do
sedaj poznanih kataliticnih aminokislinskih ostankov (InterPro).

Pri bifidobakterijah se geni za razgradnjo polisaharidov pogosto nahajajo v genskih grucah,
ki kaZejo ohranjeno modularno zgradbo. Obicajno so sestavljene iz represorskega proteina
tipa Lacl, oligosaharidnega prenasalca in od 1 do 6 genov za glikozid hidrolaze (Schell in
sod., 2002). Z bioinformatskimi analizami smo poiskali podatke o genih, ki se nahajajo v
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okolici tarénih genov aral in ara2 in jih predstavili v preglednici 25. Zanimalo nas je
namre¢, ali sta morda tudi izbrana gena del genske gruce za razgradnjo polisaharidov
podobne sestave. Ugotovili smo, da se v neposredni bliZini izbranih genov nahajajo Se trije
geni, ki kodirajo domnevne glikozid hidrolaze z ohranjeno domeno GH_43. Sklepamo, da
ti geni kodirajo encime, ki verjetno sodelujejo pri postopni razgradnji kompleksnih
polisaharidnih substratov. Vsi od skupno petih genov z ohranjeno domeno GH_43
vsebujejo Se dodatne domene. Pri Stirih od petih genov najdemo domeno Laminin_G_3.
Pogosto se pojavlja tudi domena Big razli¢nih skupin (2, 3 in 4). Druge domene, ki so
ohranjene v genih so Se Sialidaza, FIVAR in Laminin_G_2. Domena iz druZine Sialidaz
(IPR026856) je, glede na navedbe iz podatkovne baze InterPro, vkljucena v hidrolizo a-
2,3-, a-2,6- in/ali 0-2,8- glikozidnih vezi terminalnih ostankov sialicne kisline v
oligosaharidih, glikoproteinih, glikolipidih in sinteti¢nih substratih. Identificirali smo tudi
dva gena, ki kodirata domnevna prenaSalca oligosaharidov tipa ABC. Poleg genov za
prenasalca se v gruci nahaja Se gen za transkripcijski regulator, z ohranjeno domeno
podobno Lacl. Na podlagi tega sklepamo, da gen verjetno kodira represorski protein z
lastnostmi represorskega proteina tipa Lacl, ki se pogosto nahaja v genskih grucah za
razgradnjo polisaharidov pri bifidobakterijah. Gruc¢a genov v kateri se nahajata gena aral
in ara2 je torej sestavljena iz skupno devetih genov in kaze podobnosti s predvideno
ohranjeno organizacijo genskih gru¢ za razgradnjo polisaharidov (»PUL«) pri bakteriji B.
longum (Schell in sod., 2002). Schell in sod. (2002) so pri genomskem sekvenciranju in
analizi genoma B. longum identificirali sedem genskih gru¢ za razgradnjo razli¢nih
oligosaharidov, na podlagi katerih so sklepali na ohranjeno organizacijo »PUL«.

5.2 HETEROLOGNO IZRAZANIJE

Oba tarCna proteina v izvorni obliki vsebujeta transmembransko domeno na C-koncu in
signalni peptid na N-koncu polipeptidne verige. V plazmide za heterologno izrazanje
genov aral in ara2 sta bila klonirana gena brez teh dveh domen, ker sta za namen
heterolognega izrazanja nepotrebni. Na N-konec nukleinskega zaporedja za kloniranje je
bila dodana histidinska oznaka (6xHis), ki je omogocila izolacijo tar¢nih proteinov z
afinitetno kromatografijo z imobiliziranimi Ni** ioni. Heterologno izraZena proteina imata
zaradi opisanih modifikacij krajSo aminokislinsko verigo: z orodjem ProtParam smo za
protein Aral_his dolocili teoreti¢no molekulsko maso 124,19 kDa, za protein Ara2_his pa
111,96 kDa. Pri bioinformatski analizi nukleotidne sekvence smo ugotovili, da obe
sekvenci vsebujeta nekatere za E. coli redke kodone hkrati pa sta oba produkta relativno
velika. Oboje lahko pri heterolognem izraZzanju povzroca tezave, kot so nizka raven
izraZanja, nepravilno zvitje proteina v ekspresijskem sevu in slaba aktivnost encima
(Rosano in Ceccarelli, 2014). Da bi se temu izognili, smo preizkusili dva razlicna
ekspresijska seva E. coli in sicer BL21(DE3) in Rosetta. Sev E. coli BL21(DE3) je
najpogosteje uporabljan sev za heterologno izraZanje proteinov (Rosano in Ceccarelli,
2014). Izraza T7 polimerazo, katere izraZzanje se sproZi z dodatkom IPTG v gojisce.
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Primeren je za izraZanje genov, katerih produkti niso strupeni za E. coli. Sev E. coli
Rosetta je primeren za izraZanje genov s kodoni, ki se redko pojavljajo pri E. coli (manj
kot 1 % frekvenca pojavljanja) (Rosano in Ceccarelli, 2014). Ta sev ima dodaten plazmid,
ki kodira tRNK molekule za kodone AUA, AGG, AGA, CUA, CCC in GGA ter gen za
kloramfenikolno rezistenco (Novagen, 2016). Za sev BL21(DE3) smo se odlocili, ker je
najpogosteje uporabljan sev za heterologno izrazanje (Rosano in Ceccarelli, 2014). Hkrati
pa smo transformirali Se sev Rosetta zato, ker nismo bili prepricani ali bodo redki kodoni,
ki se pojavljajo v genskih zapisih, predstavljali tezavo pri izraZzanju proteinov. Gen aral
vsebuje namre€ 18 za E. coli redkih kodonov, gen ara2 pa 22 (Preglednica 22). UspeSnost
transformacije ekspresijskih sevov s plazmidi z vstavljenimi tarénimi geni smo potrdili z
vidnimi kolonijami na trdnem gojiS¢u LB z antibiotikom, ki zavira rast bakterij, ki niso
privzele plazmida s tarnim genom in genom za odpornost na kanamicin. Pri poskusnem
izrazanju v sevu E. coli BL21(DE3) smo na gelu SDS-PAGE (Slika 13) potrdili izrazanje
obeh tar¢nih genov, saj sta se v obeh vzorcih kulture po indukciji z IPTG (100 mM) in 4-
urni inkubaciji pri temperaturi 30 °C na gelu pojavili novi lisi, ki sta bili v okviru ocenjene
teoreticne molekulske mase izbranih proteinov. V vzorcih kulture, ki so bili odvzeti pred
indukcijo izrazanja genov, teh lis nismo zaznali. Pri proteinu Aral_his smo novo liso v
vzorcu po inkubaciji opazili pri velikosti priblizno 116 kDa, kar je za 6,5 % manj kot je
teoreticna molekulska masa proteina (124 kDa) (Slika 13). Pri proteinu Ara2_his pa smo
novo liso na gelu opazili pri velikosti priblizno 100 kDa, kar je za 10,7 % manj kot je
predvidena teoreti¢na molekulska masa proteina 112 kDa (Slika 13). Domnevamo, da je do
odstopanj, ki jih opazimo na gelu, priSlo zaradi nepopolnega razvitja proteinov ali pa
vpliva aminokislinske sestave proteinov na vezavo SDS (Rath in sod., 2009). Na gelu smo
tudi potrdili, da se izraZen protein nalaga znotraj celic (nova lisa se je pojavila v
proteinskih izolatih iz celicnega sedimenta), kar smo priakovali zaradi manjkajoce
signalne sekvence za izloCanje proteinov iz celice. Ali v celicah nastajata aktivna proteina
smo v vzorcih poskusnega izrazanja preverili z analizo sproS¢anja reducirajocih sladkorjev
v reakcijski meSanici arabinoznih substratov in izoliranih proteinov. Aktivnost obeh
heterologno izrazenih encimov smo posredno potrdili v vzorcih proteinov, izoliranih iz
sedimentov celic, ki so ju izrazale. Pri kulturi, transformirani s plazmidom, ki je kodiral
protein Aral_his, smo zaznali aktivnost na substratu razvejani arabinan (Preglednica 27).
Pri kulturi, ki je izraZala protein Ara2_his, pa smo encimsko aktivnost zaznali na substratu
linearni arabinan (Preglednica 27). Na podlagi teh podatkov smo zakljucili, da pri
heterolognem izraZanju proteinov brez signalne sekvence v celicah niso nastala inkluzijska
telesca in se v pogojih, ki smo jih uporabili v poskusu, oba proteina zvijeta v aktivno
obliko.

Iz rastnih krivulj transformiranih sevov (Slika 14) je razvidno, da je ekspresijski sev E. coli
BL21(DE3) rastel hitreje kot sev Rosetta ne glede na to, kateri tar¢ni protein je izrazal.
Razliko v hitrosti rasti lahko najverjetneje pripiSemo lastnostim sevov. Sev Rosetta je
namenjen izraZanju proteinov, ki vsebujejo vecje Stevilo za E. coli redkih kodonov, saj
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izraza molekule tRNK za te redke kodone (Novagen, 2016). Domnevamo, da se zaradi
vlozka energije v izdelavo dodatnih tRNK molekul, ta sev deli z manjSo frekvenco kot sev
BL21(DE3).

Iz bioprocesne brozge (kultur ekspresijskih sevov) smo v skupno sedmih korakih
zakljucnih procesov pridobili kon¢na produkta — encima Aral_his in Ara2_his. Blokovna
shema bioprocesa je priloZena v prilogi A. Celi¢ni sediment po prvem centrifugiranju smo
razbili z mehansko homogenizacijo s tlatnim celicnim homogenizatorjem. Naprej smo
nadaljevali z metodo afinitetne kromatografije s supernatantom celicnega homogenata po
centrifugiranju, ki smo ga nanesli na kolono za lofevanje proteinov, oznacenih s
histidinsko oznako. Afinitetno kromatografijo smo izvedli dvakrat, saj smo se tako znebili
nekaterih dodatnih necisto¢, ki se pri prvi kromatografiji zaradi prevelike koliCine
proteinov v koloni niso dobro sprale v koraku pred elucijo. Po prvi afinitetni kromatografiji
smo z analizo frakcij na gelu (SDS PAGE) ugotovili, da zbrane zacetne frakcije nevezanih
proteinov (»FT« vzorec iz koraka nalaganja vzorca na kolono) Se vedno vsebujejo veliko
tarCnega proteina (slike gelov niso priloZzene). Zaradi tega smo pri izvedbi druge
kromatografije na kolono, poleg izbranih elucijskih frakcij, nalozili tudi te frakcije. Z
metodo gelske filtracije smo nato dokonc¢no izolirali tar¢na proteina. Tekom ¢iS€enja smo z
metodo detekcije reducirajocih sladkorjev ugotovili, da se je specifi¢na encimska aktivnost
v vzorcih po koncu c¢iS€enja v primerjavi z vzorci na zacetku povecala. Pri proteinu
Aral_his se je specifi¢na encimska aktivnost povecala za 39-krat (iz 24,1 +/- 0,4 na 940,7
+/- 116,5 Ul/mg proteinov) (Slika 19), pri proteinu Ara2_his pa za 51-krat (iz 8,4 +/- 0,1
na 426,7 +/- 3,2 Ul/mg proteinov) (Slika 20). S spremljanjem koli¢ine celokupnih
proteinov v vzorcih pa smo (pri¢akovano) ugotovili, da se ta tekom zaklju¢nih procesov
zmanjSa v vzorcih obeh tarénih proteinov (Sliki 19 in 20). Na podlagi rezultatov
proteinov v koncnem produktu, smo zakljucili, da smo z izbranim postopkom uspeSno
proizvedli in oCistili taréna proteina. Pridobili smo zadostno koli¢ino ociS¢enih aktivnih
tar¢nih proteinov za izvedbo vseh predvidenih metod karakterizacije.

5.3 BIOKEMIJSKA KARAKTERIZACIJA

Na podlagi vrst substratov, ki jih hidrolizirajo do sedaj okarakterizirani encimi iz druZine
GH43, smo se odlocili, da pri testih encimske aktivnosti uporabimo naslednje substrate:
razvejani, nerazvejani in linearni arabinan, arabinoksilan ter arabski gumi. Razvejani,
nerazvejani in linearni arabinan so izolirani iz kase sladkorne pese in se med seboj
razlikujejo po razvejanosti glavne verige. V specifikacijskem listu substrata razvejani
arabinan je navedeno, da je sestavljen iz glavne verige arabinoznih monosaharidov, med
sabo povezanih z a-1,5 vezmi, na njo pa so z a-1,3 vezmi (moZne so redke a-1,2 vezi)
pripeti L-arabinofuranozni ostanki (Arabinan, 2016). Proizvajalec navaja, da je pribliZzno
60 % glavne verige substituirane z enojnimi arabinofuranoznimi skupinami, vezanimi z o-
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1,3 vezmi. Razvejani arabinan vsebuje arabinozo (88 %), galaktozo (3 %), ramnozo (2 %)
in galakturonsko kislino (7 %) (Arabinan, 2016). Nerazvejani arabinan je pripravljen iz
razvejanega tako, da z encimom o-L-arabinofuranozidazo odstranijo vse arabinozne
ostanke, vezane z a-1,2 in a-1,3 vezmi. Nerazvejani arabinan vsebuje arabinozo (71 %),
galaktozo (26 %) in ramnozo (3 %) (Debranched arabinan, 2016). Linearni 1,5-0-L-
arabinan (linearni arabinan) pa je lofen od nerazvejanega z ionsko izmenjevalno
kromatografijo, s katero odstranijo nabito pektinsko frakcijo. 97,5 % linearnega arabinana
sestavlja arabinoza (Linear arabinan, 2016). Pri testiranju encimske aktivnosti v
proteinskih izolatth iz poskusnega eksperimenta smo preizkusili tudi substrat
arabinoksilan, vendar pri izbranih pogojih encimske reakcije nismo zaznali aktivnosti v
nobenem od vzorcev. Arabski gumi smo uporabili zaradi njegove kompleksne sestave, ki
vsebuje arabinogalaktane. Preveriti smo Zeleli, ali sta encima sposobna prepoznave in
razgradnje kompleksnejSega substrata. Pri ugotavljanju na kaksnih substratih sta izolirana
encima aktivna smo ugotovili, da je encim Aral_his kataliziral le hidrolizo razvejanega
arabinana (Slika 21). V reakciji smo izmerili specifi¢no encimsko aktivnost 1338,6 +/- 8,0
IU/mg proteinov. Pri enakih pogojih nismo zaznali encimske aktivnosti na linearnem in
nerazvejanem arabinanu, niti na bolj kompleksnem arabskem gumiju, ki vsebuje
arabinogalaktan. Odsotnost aktivnosti na linearnem in nerazvejanem arabinanu kaZze, da
encim ni sposoben cepiti a-1,5 vezi. Glede na lastnosti razvejanega arabinana, navedene v
specifikacijskem listu sklepamo, da encim cepi a-1,3 vezi in/ali morebitne a-1,2- vezi, ki
se pojavljajo v substratu. Iz tega sklepamo, da je encim Aral_his najverjetneje
arabinofuranozidaza. Pri doloCanju produktov razgradnje tar¢nih substratov s tankoplastno
kromatografijo smo ugotovili, da encim Aral_his iz substrata razvejani arabinan sprosc¢a
samo monosaharide arabinoze (Slika 22). Encim Aral_his je torej predvidoma
zunajcelina o-L-arabinofuranozidaza s katalitsko domeno iz druZine GH43.

Pri encimu Ara2 his smo encimsko aktivnost zaznali na substratih linearni arabinan in
nerazvejani arabinan (Slika 21). Pri spremljanju hidrolize substrata linearni arabinan smo
izmerili specificno encimsko aktivnost 557,2 +/- 44,1 IU/mg proteinov, na substratu
nerazvejani arabinan pa 1274,2 +/- 36,1 IU/mg proteinov. Rezultati dolo¢anja specificne
encimske aktivnosti torej kazejo, da encim Ara2_his ucinkoviteje razgrajuje nerazvejani
arabinan. Encimske aktivnosti nismo zaznali na razvejanem arabinanu in arabskem gumiju.
Iz rezultatov lahko sklepamo, da encim Ara2_his cepi le a-1,5 vezi glavne polisaharidne
verige v substratu in je predvidoma o-1,5-L-arabinanaza. Pri dolo¢anju produktov
razgradnje nerazvejanega arabinana s tankoplastno kromatografijo smo ugotovili, da pri
tem nastajajo samo monosaharidi (Slika 22). Iz tega sklepamo, da encim Ara2_his substrat
cepi s koncev verige (je ekso-aktiven). Glede na strukturno podobnost z nerazvejanim
arabinanom sklepamo, da je kon¢ni produkt encimskega delovanja na linearnem arabinanu
enak kot v primeru nerazvejanega arabinana (produktov razgradnje pa nismo posebej
analizirali). Encim Ara2_his torej lahko okarakteriziramo kot zunajceli¢no ekso-1,5-a-L-
arabinanazo, s katalitsko domeno, ki spada v druZino GH43. Arabinogalaktan je zaradi
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svoje strukturne kompleksnosti tezko razgradljiv polisaharid. Za razgradnjo
arabinogalaktana tipa I je potrebno sodelovanje ve¢ razli¢nih encimov, kot so endo-
galaktanaze, ekso-galaktanaze, endo-arabinanaze in arabinofuranozidaze (Huisman in sod.,
1999). Za razgradnjo arabinanov pa sta potrebni le dve vrsti encimov. o-L-arabinanaze
hidrolizirajo glavno verigo o-1,5 vezanih arabinofuranoznih ostankov, o-L-
arabinofuranozidaze pa hidrolizirajo stranske ostanke, vezane z a-1,3 in a-1,2- vezmi. Pri
njunem delovanju se iz substrata sproS¢ajo monosaharidi arabinoze in/ali arabino-
oligosaharidi (Kaneko in sod., 1998; Sogabe in sod., 2011). a-L-arabinofuranozidaze
najdemo med glikozid hidrolazami iz druzin 43, 51, 54 in 62 (Cantarel in sod., 2009). a-L-
arabinanaze, glede na razlike v aminokislinskih sekvencah razvr§€ajo v dve druzini
glikozid hidrolaz: GH43 in GH93 (Henrissat in Davies, 1997). Lo¢imo endo-aktivne
encime, ki sproscajo arabino-oligosaharide in ekso-aktivne encime, ki iz arabinozne verige
sprosc¢ajo monosaharide (Inacio in de Sa-Nogueira, 2008).

Bioinformatska analiza je pokazala, da se gena, ki kodirata encima Aral in Ara2 nahajata v
genski gruci, v njuni bliZini pa se nahajajo Se trije geni, ki domnevno kodirajo katalitsko
domeno GH_43. Ce te rezultate poveZemo z ugotovitvami, da izbrana encima razgrajujeta
le strukturno manj kompleksne polisaharide arabinana, lahko predpostavimo, da verjetno
ostali geni v genski gru¢i kodirajo encime, ki so sposobni razgradnje kompleksnega
osnovnega substrata, iz katerega sprostijo polisaharide arabinana. Gena na prvem in
drugem mestu pred izbranima genoma kodirata zapisa za proteina, ve¢ja od nasih dveh in
vsebujeta Se dodatne domene, ki jih v genih za proteina Aral in Ara2 ne najdemo. Produkt
gena, ki sledi aral in ara2, pa jima je po domenski sestavi bolj podoben. Na podlagi tega
bi lahko predpostavili, da kompleksni osnovni substrat, predvidoma arabinogalaktan,
najprej razgradijo nekateri od ostalih, v genski gruci prisotnih encimov, nato pa produkte
razgradnje, predvidoma razlicne arabinozne polisaharide ali oligosaharide, dokonc¢no
razgradita encima Aral in Ara2. Za potrditev te domneve bi bila potrebna biokemijska
karakterizacija ostalih proteinov iz gruce. Podobno strategijo razgradnje kompleksnih
arabinoznih polisaharidov so predvideli pri bakteriji Bacillus subtilis. Razvejani arabinan
zunaj celice razgradijo encimi arabinanaze in arabinofuranozidaze na manjSe oligosaharide
in/ali monosaharide, ki nato preko transporterjev vstopijo v bakterijsko celico, kjer
znotrajcelicni encimi razgradijo oligosaharide na monosaharide (Inacio in de Sa-Nogueira,
2008).

Karakterizacija encimov Aral_his in Ara2_his, izvedena v okviru opisanega
eksperimentalnega dela, je obsegala ugotavljanje pH in temperaturnega optimuma,
odvisnosti aktivnosti encimov od ionske mo&i pufra, potrebo encimov po Ca®* ionih ter
doloCanje encimsko kineti¢nih konstant (K,, in k.;). Rezultate dolocanja biokemijskih
lastnosti smo primerjali z do sedaj objavljenimi podatki. V podatkovni bazi CAZy je
navedeno, da je v druzini GH43 okarakteriziranih 139 glikozid hidrolaz (Henrissat in sod.,
2016). Glede na to, da ta druZina vsebuje poleg arabinofuranozidaz in arabinanaz Se [3-
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ksilozidaze, B-1,3-ksilozidaze, ksilanaze in galaktan 1,3-B-galaktozidaze, smo te izvzeli iz
analize in za primerjavo z izbranima encimoma uporabili le podatke prvih dveh. Na
podlagi podatkov za arabinofuranozidaze in arabinanaze iz podatkovne baze UniProt in v
objavljenih ¢lankih, smo sestavili pregled biokemijskih lastnosti karakteriziranih encimov,
ki je predstavljen v preglednici v prilogi D. Pri pregledu podatkov o splosnih biokemijskih
znaCilnostih arabinofuranozidaz in arabinanaz iz podatkovnih baz smo ugotovili, da so
dolocene le za 10 encimov (od tega 2 arabinofuranazama in 8 arabinanazam). Dva encima
izhajata iz evkarionstkih organizmov, in sicer iz organizma Aspergillus aculeatus in
Penicillium chrysogenum, vsi ostali pa so iz prokariontskih organizmov (Bacillus subtilis,
Cellvibrio  japonius, Geobacillus thermodenitrificans, Paenibacillus  polymyxa,
Streptomyces chartreusis, Thermotoga petrophila in Thermotoga thermarum).

Izolirana encima Aral_his in Ara2_his se med seboj razlikujeta v pH-optimumih
delovanja. Encim Aral_his ima optimum pri pH 6,8 ter ohrani 50 % aktivnost v obmocju
med pH 5,5 in 8 (Slika 23). Encim Ara2_his pa ima optimum pri pH 5,75 in ohrani 50 %
encimske aktivnosti v obmoc¢ju med pH 4,5 do 8 (Slika 24). Iz primerjave z
okarakteriziranimi encimi, predstavljenimi v preglednici v prilogi D je razvidno, da sta
optimalni vrednosti pH obeh encimov podobni, kakor pri do sedaj opisanih encimih z
encim endo-a-1,5-L-arabinanazo iz Aspergillus aculeatus (pH 5,5) (Skjot in sod., 2001).
Encim Ara2_his je v primerjavi z encimi, navedenimi v prilogi D, drugi okarakteriziran
encim, ki ima optimum delovanja pod pH 6. Najvisja pH-optimuma med do sedaj
opisanimi encimi, ki razgrajujejo arabinozne substrate iz druZine GH43 (pri pH 7) imata
encima endo-o-1,5-L-arabinanaza iz Bacillus subtilis subsp. subtilis (Inacio in de Sa-
Nogueira, 2008) in ekso-a-1,5-L-arabinofuranozidaza 11 iz Streptomyces chartreusis
(Matsuo in sod., 2000). Encim Aral_his z optimumom delovanja pri pH 6,8 uvrstimo med
encime z nevtralinim optimumom delovanja (med 6,5 in 7), v kateri je do sedaj Ze pet
okarakteriziranh arabinanaz in arabinofuranozidaz iz druzine GH43, ki razgrajujejo
arabinozne substrate.

Pri doloCanju temperaturnega optimuma encima Aral_his smo ugotovili, da je njegova
aktivnost najviSja pri temperaturi 50 °C in nato med 50 °C in 60 °C pade za 99 % (Slika
25). Naglo zmanjSanje encimske aktivnosti pri temperaturah nad 50 °C je posledica izgube
aktivnosti zaradi temperaturno odvisnih sprememb terciarne strukture encima. Podobno kot
v primeru Aral_his, so za encim endo-a-1,5-L-arabinanaza iz bakterije Bacillus subtilis
subsp. subtilis ugotovili temperaturni optimum pri 50 °C, pri temperaturi 60 °C pa
aktivnost encima pade na 15 % (Ignacio in Sa Noguera, 2008). Aktivnost encima Ara2_his
je najvi§ja pri temperaturi 37 °C (Slika 26). Pri nadaljnjem povecevanju temperature
inkubacije encimske reakcije je aktivnost padala in pri temperaturi 60 °C padla za 80 % v
primerjavi z aktivnostjo pri temperaturnem optimumu. Izmerjeni temperaturni optimum

envee
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predstavljeni v preglednici iz priloge D. NajniZja do sedaj izmerjena optimalna temperatura
delovanja po aktivnosti podobnih encimov je 50 °C pri encimih endo-a-1,5-L-arabinanaza
(Aspergillus aculeatus, Skjot in sod., 2001), endo-a-1,5-L-arabinanaza (Bacillus subtilis
subsp. subtilis, Inacio in de Sa-Nogueira, 2008) in exo-a-1,5-L-arabinofuranozidaza II
(Streptomyces chartreusis, Matsuo in sod., 2000). Do sedaj objavljena zgornja meja
temperaturnega optimuma encimov, ki so podobni nasima, je 75 °C (endo-arabinanaza,
Thermotoga thermarum (Shi in sod., 2014)). Oba preucevana encima v primerjavi z 10 do
sedaj okarakteriziranimi encimi, spadata med encime z najniZjim temperaturnim
optimumom. Encima sta zaradi te lastnosti posebej zanimiva za uporabo pri biotehnoloSkih
procesih, ki temeljijo na razgradnji polisaharidov iz rastlinskih celi¢nih sten, saj lahko
procese vodimo pri niZjih temperaturah, kot bi jih v primeru uporabe ostalih navedenih
okarakteriziranih encimov.

Pri ugotavljanju obcutljivosti izoliranih encimov na ionsko moc¢ pufra smo ugotovili, da
aktivnost encima Aral_his statisticno znacilno pada s povecCevanjem ionske moci pufra
(Slika 27). Pri koncentraciji NaCl 1 M (v pufru MES s pH 6,8) je aktivnost encima padla
za 58 % v primerjavi z aktivnostjo izmerjeno v pufru brez dodanega NaCl. Domnevamo,
da spreminjanje ionske moci pufra vpliva na fizikalno-kemijske lastnosti aktivnega mesta
encima in s tem posledi¢no na njegovo aktivnost. Ionska sestava pufra lahko direktno
vpliva na kataliti¢ni proces encimske reakcije tako, da ali zagotavlja potrebne kofaktorje
ali pa jih odvzame (Bisswagner, 2014). Po drugi strani ionska mo¢ pufra vpliva na naboj
aminokislinskih ostankov v aktivnih mestih encimov, kjer je kataliza pogojena s prenosom
nabitih molekul ali skupin (Chaplin in Bucke, 1990). Pri encimu Ara2_his v pogojih
eksperimenta nismo dokazali vpliva ionske moci pufra na aktivnost (Slika 28).

Znacilna struktura kataliticne domene GH43 je 5-kratni B-propeler z votlino skozi sredino
proteina (Slika 4). Aktivno mesto se nahaja znotraj omenjene votline in ga sestavljata dva
aminokislinska ostanka asparaginske kisline in en ostanek glutaminske kisline, ki so
ohranjeni pri vseh encimih, uvrsc¢enih v druzine GH32, 43, 62 in 68 (Pons in sod., 2004; de
Sanctis in sod., 2010). Pri nekaterih do sedaj okarakteriziranih encimih iz druzine GH43 so
ugotovili, da je njihova encimska aktivnost odvisna od prisotnosti ionov, najpogosteje
dvovalentnega iona Ca’*, ki se nahaja znotraj votline blizu aktivnega mesta encima
(Nurizzo in sod., 2002; Alhassid in sod., 2009; de Sanctis in sod., 2010; McVey in sod.,
2014). Z dodatkom kelatorja EDTA v encimsko reakcijo smo Zeleli ugotoviti, ali je
aktivnost encimov Aral_his in Ara2_his odvisna od prisotnosti ionov. Na podlagi
dosedanjih objav smo se odlocili, da preizkusimo tudi vpliv dodatka Ca®™ jonov v
reakcijsko meSanico. Ob dodatku kelatorja EDTA (5 mM) v reakcijsko meSanico je
encimska aktivnost Aral_his padla za ve¢ kot 80 % (Slika 29). Po dodatku kalcijevih
ionov v prebitku (v reakcijsko meSanico encima in EDTA), pa se je aktivnost encima
povrnila nazaj na zacetno raven. Padec encimske aktivnosti ob dodatku kelatorja EDTA
nam je pokazal, da so za encimsko aktivnost potrebni dvovalentni ioni. Z dodatkom
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kalcijevih ionov v reakcijsko meSanico, se je encimska aktivnost povrnila na prvotni nivo,
s C¢imer smo pokazali, da encim Aral_his za svojo aktivnost potrebuje kalcijeve ione.
Prisotnost Ca®* ionov predvidoma prispeva k stabilnosti p-propelerske strukture encima in
pomembno vpliva na aktivnost encima (de Sanctis in sod., 2010; McVey in sod., 2014).
Ugotovljeno je bilo, da ob mutaciji histidinskega ostanka, ki se nahaja znotraj votline blizu
aktivnega mesta encima, v alanin ali glutamin, mutantam signifikantno pade encimska
aktivnost v primerjavi z divjim tipom ali pa je popolnoma izgubljena. Pri mutantah niso
nasli Ca®* ionov v bliZini aktivnega mesta znotraj votline v B-propelerski strukturi (de
Sanctis in sod., 2010). Histidinski ostanek blizu aktivnega mesta in Ca®* ion predvidoma
zagotavljata ustrezno protonacijsko stanje kataliticnih ostankov in s tem vplivata na
encimsko aktivnost in u€inkovitost (McVey in sod., 2014). Pri encimu Ara2_his dodatek
EDTA (5 mM) v reakcijsko meSanico ni spremenil encimske aktivnosti v statisticno
znacilni meri, iz ¢esar smo sklepali, da ta encim za svojo aktivnost ne potrebuje ionov, ki
jih nase veze EDTA (Slika 30). Primerjava ugotovitev s podatki, zbranimi v preglednici iz
priloge D, kaZe, da se odvisnost encimske aktivnosti od Ca** ionov pogosto pojavlja pri
encimih, ki imajo temperaturne optimume nad 60 °C. Pri treh okarakteriziranih
arabinanazah iz termofilnih organizmov so pokazali odvisnost encimske aktivnosti od
prisotnosti Ca** ionov (Geobacillus thermodenitrificans (Takao in sod., 2002), Thermotoga
petrophila (Squina in sod., 2010) in Thermotoga thermarum (Shi in sod., 2014)). Trditev
velja samo za do sedaj okarakterizirane arabinofuranozidaze in arabinanaze, za ostale vrste
encimov, ki so uvrS€eni v druzino GH43 pa tega ne moremo trditi, saj jih nismo
obravnavali v tem delu.

V eksperimentih analize kinetike encimov Aral_his in Ara2_his smo dolo¢ili Michaelis-
ovo konstanto K, in pretvorbeno Stevilo k.. K,, predstavlja koncentracijo substrata, pri
kateri je hitrost encimske reakcije enaka polovici maksimalne hitrosti. Nizke vrednosti K,
pomenijo veliko afiniteto encima do substrata, visoke vrednosti K, pa majhno.
Pretvorbeno Stevilo k.., pa predstavlja Stevilo molekul produkta, ki nastanejo na enoto Casa,
na molekulo encima, prisotnega v encimski reakciji. k., definira maksimalno hitrost, pri
kateri poteka encimska reakcija pri fiksni koncentraciji encima in neomejeni koli¢ini
substrata. Za predstavitev hitrosti encimske reakcije smo izbrali pretvorbeno Stevilo zato,
ker ni odvisno od koncentracije encima in omogoca primerjavo hitrosti razlicnih encimskih
reakcij (Copeland, 2000). Pri analizi rezultatov kineti¢nih poskusov za dolo¢anje K, in k.4
obeh encimov smo ugotovili, da encima, predvidoma zaradi Stevila razlicnih domen, ki jih
vsebujeta, ne sledita popolnoma Michaelis-Menteninemu modelu encimske kinetike. Pri
encimih, ki vsebujejo vec proteinskih podenot ali domen, kinetika encimske reakcije
pogosto odstopa od modela po Michaelis-Mentenovi (Copeland, 2000). Kljub temu, da
smo pri modeliranju rezultatov opazili odstopanja od obicajne hiperbolicne oblike, smo z
optimizacijo parametrov uspeli oceniti vrednosti kineti¢nih konstant.
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Za encim Aral_his smo na osnovi predlaganega modela (Slika 31) ocenili vrednost K, na
2,13 +/- 0,03 mg/ml in k., na 2760 +/- 40 s za substrat razvejani arabinan. Encim
Aral_his ima najnizjo do sedaj dolo¢eno vrednost K,, in najvisjo vrednost k., v primerjavi
z okarakteriziranimi encimi, ki hidrolizirajo razvejani arabinan, predstavljenimi v prilogi
D. Encim endo-arabinanaza iz organizma Termotoga thermarum ima K, 54,4 mg/ml in k..,
1,9 s! (Shi in sod., 2014), endo-a-1,5-L-arabinanaza iz bakterije Geobacillus
thermodenitrificans pa 45 mg/ml, k., ni objavljen (Takao in sod., 2002). Pri encimu ekso-
a-1,5-L-arabinofuranozidazi Il iz streptomicete Streptomyces chartreusis, kjer so tudi
potrdili hidrolizo razvejanega arabinana pa niso dolocali kineti¢nih parametrov (Matsuo in
sod., 2000).

Za encim Ara2_his smo na osnovi predlaganega modela (Slika 32) ocenili vrednost K, na
3,5 +/- 0,1 mg/ml in k., na 3800 +/- 100 s ob hidrolizi substrata nerazvejani arabinan.
Kineti¢cne konstante do sedaj okarakteriziranih encimov (Priloga D), aktivnih na
nerazvejanem arabinanu, obsegajo vrednosti K, od 3,3 do 19,9 mg/ml (Skjot in sod., 2001;
Takao in sod., 2002; Squina in sod., 2010; Shi in sod., 2014). Encim Ara2_his tako spada
med encime na spodnji meji vrednosti K, in ima torej v primerjavi z ostalimi
okarakteriziranimi encimi veliko afiniteto do linearnega arabinana. Vrednost k., je do
danes objavljena samo za eno endo-arabinanazo iz druZine GH43 (iz organizma
Thermotoga thermarum) in sicer 169,6 s (Shi in sod., 2014) ter je niZja od vrednosti,
doloCene za Ara2_his. Vrednosti k., za metabolne encime sicer variirajo od 1 pa vse do
10 st (Traut, 2008). Pretvorbeni Stevili encimov Aral_his in Ara2_his sta torej v
obmocju, povprecnem za metabolne encime.

Za primerjavo encimov med seboj je najprimernejSa vrednost katalitiCne ucinkovitosti
kea/ K,y (Copeland, 2000), zato smo v preglednici v prilogi D podali tudi to vrednost za nasa
encima Aral_his in Ara2_his. Kataliticna ucinkovitost encima Aral_his za substrat
razvejani arabinan je 1592 ml/mg*s, za encim Ara2_his in substrat nerazvejani arabinan pa
1086 ml/mg*s. Kataliti¢ne ucinkovitosti so do sedaj objavljene samo za encim endo-
arabinanaza iz organizma Thermotoga thermarum in so nizje v primerjavi z nasima
encimoma (1,9 ml/mg*s na razvejanem in 51,4 ml/mg*s na nerazvejanem arabinanu) (Shi
in sod., 2014). Ker za substrate, uporabljene v eksperimentalnem delu, ni mogoce dolociti
natancne molske mase, vrednosti kataliti¢ne u€inkovitosti ne moremo pretvoriti v enote s
"M, Izradunanih vrednosti za na$a encima zato ne moremo relevantno primerjati z
vrednostmi, ki jih navaja Traut (2008). Glede na njegove navedbe so vrednosti katalitiCne
ucinkovitosti encimov v naravi obic¢ajno vecje ali enake 10° s'+M™.

Pri analizi encimske kinetike tarénih encimov smo iz razlicnih graficnih prikazov
rezultatov encimske kinetike, ki se nahajajo v prilogah F in G, ugotovili, da ta ne sledi
popolnoma kineticnemu modelu Michaelis Mentenove in linearnim dvojnim recipro¢nim
grafom. TakS$no obnaSanje kineti¢nih rezultatov je znacilno za alosteri¢ne encime (Dixon
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in Webb, 1979; Copeland, 2000), moZno pa je pojav v nekaterih primerih zaznati tudi pri
nealosteri¢nih encimih. V primeru, da vzorec encima vsebuje meSanico razli¢nih izooblik,
ki imajo razli¢no K,, do enakega substrata, se lahko to pri dolocanju kineti¢nih lastnosti
odrazi v sigmoidni kinetiki. Kooperativno obnasanje encimske kinetike lahko kazejo
nekateri encimi, ki razgrajujejo dve vrsti substrata po med seboj razli¢ni hitrosti in je
aktivnost obeh aktivnih mest neodvisna (se pravi nista zares kooperativni). Tretji primer pa
so monomerni encimi z enim aktivnim mestom, pri katerith vezava substrata sproZi
kataliticno potrebne strukturne spremembe encima (Copeland, 2000).

Za natancnejSo oceno kineticnih konstant tarcnih encimov smo nekatere vrednosti, ki so
izstopale zaradi velikih standardnih odklonov izvzeli iz grafov, ki so predstavljeni v
rezultatih. Pri encimu Aral_his (Slika 31) smo izvzeli rezultate pri koncentracijah substrata
0,9 in 3,6 mg/ml. Graf odvisnosti hitrosti normalizirane zacetne hitrosti encimske reakcije
od koncentracije substrata z vsemi rezultati je prilozen v prilogi F. Pri encimu Ara2_his
(Slika 32) pa smo izvzeli rezultate pri koncentracijah substrata 1,8, 4,5 in 7,2 mg/ml.
Omenjen graf z vsemi rezultati je priloZen v prilogi G. Pri izrisu linearnih grafov za prikaz
encimske kinetike po Lineweaver-Burku, Eadie-Hofsteeu in Hanes-Wolffu so odstopanja
encimske kinetike od obicajnih recipro¢nih grafov prisla Se bolj do izraza, kar je kazalo, da
se pri obeh tar¢nih encimih pojavi kooperativni efekt (Dixon in Webb, 1979). Tako pri
encimu Aral_his (Priloga F) kot pri encimu Ara2_his (Priloga G) smo iz primerjave
razli¢nih grafi¢nih prikazov naSih rezultatov z grafi, ki sta jih objavila Dixon in Webb
(1979) za alostericne encime (Priloga E) ugotovili, da se pri encimski reakciji pojavi
pozitiven kooperativen efekt. Najbolj jasen pozitiven kooperativen efekt je v primeru obeh
tarénih encimov razviden iz prikaza podatkov encimske kinetike po Hanes-Wolffu in
Eadie-Hofsteeu. Na podlagi teh prikazov rezultatov domnevamo, da gre za alostericna
encima. Mozno je, da na afiniteto kataliticne domene GH_43 v encimu pozitivno vpliva
katera od ostalih domen, ki so prisotne v encimu. MoZnosti, da vezava substrata na aktivno
mesto encima sproZzi strukturne spremembe, ki se odrazijo v sigmoidni kinetiki prav tako
ne moremo izkljuciti (Copeland, 2000). Na podlagi bioinformatske analize, ki je pokazala,
da nobena od drugih prisotnih domen ne vsebuje do sedaj poznanih kataliticnih aktivnih
mest, domnevamo, da te domene ne vsebujejo dodatnih aktivnih mest, ki bi vplivala na
razgradnjo substrata (Ceprav tega brez eksperimentalnih podatkov ne moremo izkljuciti).
Za potrditev kooperativnosti bi bilo potrebno izvesti dodatne raziskave. Poznavanje funkcij
ostalih domen, ki so prisotne v encimu, bi prav tako razjasnilo njihov vpliv na encimsko
aktivnosti. Pri obeh encimih so podani rezultati kineti¢nih konstant K, in k., le ocena, saj
sta oba encima kompleksna proteina in nobeden od njiju ne sledi Michaelis-Mentenini
kinetiki popolnoma. Za natan¢nejSo doloCitev kineti¢nih lastnosti bi bilo potrebno
zahtevnejSe modeliranje rezultatov ali pa loCeno kloniranje in izrazanje aktivnih domen ter
ponovna dolocitev kineti¢nih konstant.
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Zvijanje proteinov narekuje hidrofobni efekt, ki tezi k temu, da je ¢im manjSi del
polipeptidne verige v stiku s polarnim topilom. Mnogi proteini se zaradi tega zvijejo v
globularno molekulo, ki predstavlja optimalno stanje z najmanjSo povrSino. Kljub temu se
proteini pojavljajo tudi v podolgovatih oblikah (ovalne oblike). Podolgovati proteini se
lahko pri metodi dolocanja molekulske mase z gelsko filtracijo, iz kolone izlocijo hitreje
kot globularni proteini enake molekulske mase, kar navidezno pokaze vecjo molekulsko
maso proteina (Erickson, 2009). Gelska filtracija proteine lo¢i na podlagi koeficienta trenja
proteina in ne na podlagi dejanske molekulske mase (Erickson, 2009). Koeficient trenja je
odvisen od velikosti in oblike proteina. Proteini velikosti med 10 in 30 kDa se obicajno
zvijejo v monomerne molekule. Tisti, ki so ve¢ji od 50 kDa, pa so pogosto sestavljeni iz
dveh ali ve¢ polipeptidov, torej tvorijo multimerne molekule. Multimerni proteini se (v
fizioloSkih pogojih) med loCevanjem z gelsko filtracijo iz kolone izloCijo hitreje kot
monomerni, saj kazejo ve¢jo molekulsko maso od teoreti¢ne (Erickson, 2009). Za neznani
protein ne poznamo realne velikosti, kvartarne strukture in oblike, kar je potrebno
upostevati pri interpretaciji rezultatov.

Molekulski masi proizvedenih encimov smo dolocali z metodo gelske filtracije na osnovi
predhodne kalibracije kolone. Pri tem smo pri obeh encimih ugotovili, da kaZeta vecji
navidezni molekulski masi od teoreticno predvidenih (izraCunane na osnovi AK
zaporedja). Encimu Aral_his smo z gelsko filtracijo dolo€ili molekulsko maso 190,919
kDa, kar je za 53,7 % vecja molekulska masa od teoreti¢ne (124,19 kDa) (Preglednica 29).
Encimu Ara2_his pa smo dolocili molekulsko maso 193,093 kDa, kar je za 72,5 % vecja
molekulska masa od teoreticne (111,95 kDa) (Preglednica 29). Rezultate lahko razloZimo
na dva nacina. Prvi¢, proteina kazeta ve¢jo molekulsko maso v primerjavi s teoreticno zato,
ker nista zvita v globularno obliko, temve¢ v podolgovato. Drugi¢, proteina se pojavljata v
multimernem stanju (Erickson, 2009). Predpostavko, da je protein podolgovat, bi lahko
potrdili na primer z izvedbo analitskega ultracentrifugiranja, pri katerem bi dolocili
sedimentacijski koeficient proteina (S). Iz razmerja med izraCunanim maksimalnim
sedimentacijskim koeficientom za gladko kroglo brez vezane vode (Spa.x) in dolo¢enim
sedimentacijskim koeficientom (S) lahko ocenimo, ali je protein globularne oblike ali
podolgovat (Erickson, 2009). Ali je protein sestavljen iz ve¢ domen bi lahko ugotovili z
izvedbo gelske filtracije v reducirajoc¢ih pogojih, kjer bi se podenote proteina izlocile pri
vecjem elucijskem volumnu kot nativni protein v nereducirajocih pogojih. Drugi nacin bi
bila izvedba SDS-PAGE brez reducenta, kjer bi nativni protein kazal ustrezno vecjo
navidezno molekulsko maso na gelu v primerjavi z disociiranimi podenotami Vv
reducirajoCih pogojih. Uporabili pa bi lahko tudi metode kot so kristalografija, elektronska
mikroskopija, jedrna magnetna resonancna spektroskopija (NMR spektroskopija)
(Erickson, 2009; Gell in sod., 2012).

S potrditvijo, da se encima nahajata v multimernem stanju, bi lahko delno potrdili tudi
pozitiven kooperativen efekt, ki smo ga zasledili pri encimski kinetiki (Dixon in Webb,
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1979). Ker encima kazeta molekulsko maso, ki je skoraj dvakrat vecja v primerjavi s
teoreti¢no, je mogoce, da je njuna nativna kvartarna oblika dimer iz dveh enakih podenot.
Vsaka podenota bi torej lahko vsebovala aktivno mesto domene GH43, ki sodeluje pri
hidrolizi substrata. Afiniteti teh dveh aktivnih mest sta lahko medsebojno odvisni od
konformacijskih sprememb, ki jih povzrocCi vezava substrata na prvo aktivno mesto, kar se
odrazi kot pozitiven kooperativen efekt (Dixon in Webb, 1979). Primer takega
multimernega proteina je hemoglobin, ki je sestavljen iz Stirih enakih podenot, kjer vezava
kisika na prvo podenoto sprozi konformacijske spremembe, ki olajSajo vezavo kisika na
ostala vezavna mesta (Dixon in Webb, 1979; Copeland, 2000).

V magistrski nalogi pridobljeni rezultati so doprinesli k znanju na podrocju glikozid
hidrolaz iz druZine GH43 in bakterijske razgradnje arabinanov v ¢loveSkem prebavnem
traktu. Izbrana encima Aral in Ara2 sta prva biokemijsko okarakterizirana encima s
kataliticno domeno GH43 bakterije B. longum. Encima lahko v kombinaciji z drugimi
(hemi)celuloliticnimi encimi potencialno uporabimo tudi v biotehnoloskih procesih
encimske razgradnje rastlinske biomase (Squina in sod., 2010; McVey in sod., 2014). Na
njuno biotehnoloSko uporabnost kaze Se posebno dejstvo, da sta ugotovljena temperaturna
optimuma delovanja Aral in Ara2 med najniZjimi do sedaj dolo¢enimi optimumi encimov
s tovrstno aktivnostjo, ter rezultati encimske kinetike, iz katerih je razvidno, da sta
kataliti¢no ucinkovita encima.
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6 SKLEPI

- Bioinformatska analiza genov aral in ara2, katerih produkta smo izbrali za
izolacijo in karakterizacijo, je pokazala, da gre za glikozid hidrolazi, ki poleg
aktivnih domen GH43 vsebujeta Se dodatne proteinske domene (Laminin_G_3,
Big_4, FIVAR). Gena sta del genske gruce, sestavljene iz devetih genov, ki kaze
podobnost z ohranjeno organizacijo genskih gru¢ za razgradnjo polisaharidov pri
do sedaj preucenih bifidobakterijah (»PUL«).

- Produkta izbranih genov z dodano His oznako (Aral_his in Ara2_his) smo uspesno
heterologno izrazili v dveh razli€nih ekspresijskih sevih bakterije E. coli
BL21(DE3) in Rosetta. Potrdili smo tudi, da oba proteina v izbranih pogojih
nastajata v aktivni obliki in ju lahko v taki obliki izoliramo s kombinacijo afinitetne
kromatografije z imobiliziranimi kovinskimi ioni in gelske filtracije.

- Analiza aktivnosti encimov Aral_his in Ara2_his na razlicnih substratih je
pokazala, da nobeden od encimov samostojno ne razgrajuje kompleksnega
arabinogalaktana, temve¢ oba hidrolizirata le posamezne enostavnejSe arabinozne
substrate. Encim, ki smo ga poimenovali Aral_his, razgrajuje razvejani arabinan,
encim, ki smo ga poimenovali Ara2_his, pa razgrajuje nerazvejani in linearni
arabinan. Produkti razgradnje substratov so v obeh primerih monosaharidi
arabinoze.

- Obema encimoma smo uspes$no dolocili biokemijske znacilnosti: temperaturni in
pH-optimum, vpliv ionov na aktivnost, K,,, k.., in molekulski masi.

- Obema encimoma smo eksperimentalno dolocili ve¢jo molekulsko maso od
teoretiCne, doloCene na podlagi aminokislinskega zaporedja. Encim Aral_his je
velik 190,919 kDa, encim Ara2_his pa 193,093 kDa.
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7 POVZETEK

Sestava CloveSke Crevesne mikrobiote je tarCa razli¢nih raziskav Ze dolga leta, prav tako pa
tudi uravnavanje le te v primerih Crevesnih bolezenskih stanj. Znano je, da sestava
bakterijske zdruzbe variira v odvisnosti od mnogih dejavnikov (starost ¢loveka, okolje,
nacin prehranjevanja, izpostavljenost antibiotikom...) in da vpliva na gostiteljevo
ravnovesje energije preko fermentacije prehranskih vlaknin. V Zelji, da bi pomagali
uravnovesiti ¢revesno mikrobioto v primerih neravnovesja, so se razvile tri vrste
pripravkov in sicer probiotiki, prebiotiki in simbiotiki. Probiotiki so definirani kot »Zivi
mikrobni dodatek k hrani, ki ugodno vpliva na gostitelja z izboljSanjem njegovega
Crevesnega ravnovesja« (Fuller, 1989). Med prebiotike Stejemo neprebavljive sestavine
hrane, ki ugodno vplivajo na gostitelja s selektivno vzpodbuditvijo rasti in/ali aktivnosti
ene ali omejenega Stevila bakterij v debelem Crevesju in s tem izboljSujejo gostiteljevo
zdravje (Gibson in Roberfroid, 1995). Simbiotiki pa so kombinacija obojih. Kot najbolj
ucinkoviti so se do sedaj izkazali prebiotiki in sicer razli¢ni ogljikovi hidrati, nekateri
proteini in lipidi, ki jih ¢loveski encimi ne razgrajujejo in so v debelem crevesu substrat za
mikrobioto. Zadnje raziskave kazejo, da imajo arabinozni poli in oligosaharidi velik
potencial na tem podrocju. Arabinozne polisaharide so v debelem crevesju v vecini
sposobne razgraditi bakterije iz rodov Roseburia, Bifidobacterium, Bacteroides in
Faecallbacterium in le zelo redke patogene bakterije. Pri bifidobakterijah kar 8 %
celotnega genoma sestavljajo geni, povezani z razgradnjo in privzemom polisaharidov.
Njihovo razgradnjo vrSita dva tipa encimov, glikozid hidrolaze in polisaharid liaze.
Mnogih encimov za razgradnjo in privzem arabinoznih polisaharidov pri bifidobakterijah
kljub velikemu biotehnoloskemu potencialu Se ne poznamo. V tem magistrskem delu smo
heterologno izrazili in okarakterizirali dva izbrana encima iz bakterije Bifidobacterium
longum, za katera smo na podlagi bioinformatske analize domnevali, da sodelujeta pri
razgradnji arabinoznih polisaharidov (arabinogalaktanov). Pri bioinformatski analizi genov
smo ugotovili, da imata oba encima poleg kataliticne domene GH_43 Se domeni
Laminin_G_3 in Big_4. Ugotovili smo tudi, da se nahajata v genski gruci za razgradnjo
polisaharidov s sestavo, ki je znacilna za bifidobakterije. V prakticnem delu naloge smo
ugotovili, da encim, poimenovan Aral_his, razgrajuje razvejani arabinan (ne pa
nerazvejanega in linearnega arabinana ter arabskega gumija). Optimalni pH njegovega
delovanja je 6,8 in temperaturni optimum 50 °C. Vrednosti K,, in k., encima Aral_his (za
omenjeni substrat) smo ocenili na 2,13 +/- 0,03 mg/ml in 2760 +/- 40 s'. Za encim
Ara2_his smo ugotovili, da hidrolizira nerazvejani in linearni arabinan, ima optimalni pH
delovanja 5,75, temperaturni optimum pa 37 °C — to je najniZji do sedaj doloCen
temperaturni optimum delovanja arabinanaz iz druZine GH43. Na substratu nerazvejani
arabinan smo za encim Ara2_his ocenili K, in k., na 3,5 +/- 0,1 mg/ml in 3800 +/- 100 st
Oba encima imata v primerjavi z do sedaj objavljenimi arabinanazami in
arabinofuranozidazami iz GH43 visoke vrednosti k.., kar kaze na to, da sta kataliti¢no
ucinkovita encima. S tankoplastno kromatografijo smo ugotovili, da oba karakterizirana
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encima iz substratov sproS¢ata le monosaharid arabinozo (sta ekso- encima). Z gelsko
filtracijo smo Aral_his in Ara2_his dolocili vec¢ji molekulski masi od teoreticno dolo¢enih,
kar kaZe na to, da se oba proteina pojavljata ali v multimerni obliki ali pa sta podolgovate
oblike. Na podlagi rezultatov bioinformatske analize in substratne specificnosti izbranih
encimov domnevamo, da oba encima v sodelovanju z ostalimi encimi, ki so kodirani v
genski gru¢i sodelujeta pri razgradnji kompleksnejsih arabinoznih polisaharidov. Sele
dokoncna karakterizacija vseh encimov v genski gru¢i bo tako verjetno razkrila
mehanizem razgradnje kompleksnih arabinogalaktanskih ali arabinoznih polisaharidov pri
bakteriji B. longum. Rezultati, ki smo jih pridobili v magistrski nalogi, dopolnjujejo
dosedanje znanje na podro¢ju glikozid hidrolaz iz druZine 43. Izbrana encima sta prva
biokemijsko okarakterizirana encima s Kkataliticno domeno GH43 pri bakteriji s
probioticnim potencialom B. longum subsp. longum. Zaradi nizkih temperaturnih
optimumov encimov in kataliticne ucinkovitosti sta encima potencialno uporabna v
razli¢nih biotehnoloskih procesih, ki temeljijo na razgradnji rastlinske biomase.
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PRILOGA B
Kromatogrami iz afinitetne kromatografije

Modro obarvane ¢rte na kromatogramih predstavljajo signal absorbance, izmerjene pri
valovni dolzini 280 nm. Zeleno obarvane ¢rte pa predstavljajo elucijski gradient. Na x-osi
so z rdeCo oznacene elucijske frakcije.

e

2100

Hali
FE00
Fro0

fretai]
3400
FH00
200

Kromatogram iz prvega koraka afinitetne kromatografije pri encimu Aral _his.

Se nadaljuje...
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NADALJEVANIJE PRILOGE B

Kromatogrami iz afinitetne kromatografije
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Kromatogrami iz afinitetne kromatografije
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PRILOGA C
Kromatograma iz gelske filtracije

Modro obarvane ¢rte na kromatogramih predstavljajo signal absorbance, izmerjene pri
valovni dolZini 280 nm. Na x-osi so z rde€o oznacene elucijske frakcije.
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Kromatograma iz gelske filtracije
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PRILOGA D

Preglednica lastnosti okarakteriziranih encimov iz naloge in drugih objavljenih arabinanaz
in arabinofuranozidaz

max kca / Km
Ime proteina (organizem) Topt. | pH- | Sub- | K, E:nmol/ min kwlt [mtl/mg*s Ioni | Vir
[°C] opt. |strat |[mg/ml] | [s7]
mg] 1

o-L-arabinofuranozidaza
Aral_his (Bifidobacterium 50 6,8 R 2,13 62,15 3390 1592 Ca** | To delo
longum)
ekso-1,5-a-L-arabinanaza
Ara2_his (Bifidobacterium 37 575 |N 35 58,65 3800 1086 Ne To delo
longum)
endo-a-1,5-L-arabinanaza L.
(Aspergillus aculeatus 50 55 [N 66mM | 0,011 min' |ND ND np | Skiotin
CBS101-43) sod., 2001
endo-a-1,5-L-arabinanaza Isr:CIO in de
(Bacillus subtilis subsp. 50 7 L 2 0,25 ND ND Ne Nogueira,
subtilis str.168) 2008
endo-a-1,5-L-arabinanaza Leal in de
(Bacillus subtilis subsp. 60 6 L 5,92 1,31 ND ND Ca** Sa- i
subtilis str.168) Nogueira,

2004
endo-a-1,5-L-arabinanaza /
exo-o0-1,5-L-arabinanaza 43A McKie in
(Cellvibrio japonius ND ND L 26 ND 17.1 ND ND sod., 1997
Uedal07)
endo-a-1,5-L-arabinanaza . .
(Geobacillus 70 6 E m i’; (g)’ (ll’f) M. LT b ND Ca?* STS;““;(‘)I(‘)Z
thermodenitrificans TS-3) v
a-L-arabinofuranozidaza 43A Morales in
(Paenibacillus polymyxa 55 6,5 X ND ND ND ND ND
ATCC 842) sod., 1995
endo-a-1,5-L-arabinanaza Sakamoto
(Penicillium chrysogenum 60 6,5 N ND ND ND ND ND in sod.,
31B) 2012
exo-.a-l,S-L- . X.G. .
arabinofuranozidaza 11 ' 50 7 Rin | ND ND ND ND ND Matsuo in
(Streptomyces chartreusis N sod. 2000
GS901)
endo-a-1,5-L-arabinanaza L.
(Thermotoga petrophila 73 6 [N 19,9 4782 I\p ND ca2 | Squinain
RKU-1) mg/ml/min sod., 2010
endo-arabinanaza LN 12,3(L), 349,3(L), 28,4 (L), Shiin sod
(Thermotoga thermarum 75 6,5 - 3,3 (N), ND 169,6(N), 514(N), |Ca* ’
DSM 5069) inR 186 ®) 544 (R) 1,9 (R) 2014

T opt = temperaturni optimum, pH-opt. = pH-optimum, K,, = Michaelisova konstanta, V,,,, = maksimalna
hitrost encimske reakcije, k., = pretvorbeno Stevilo, k./K, = vrednost kataliticne ucinkovitosti, R =
razvejani arabinan, N = nerazvejani arabinan, L = linearni arabinan, X = arabinoksilan, G = arabinogalaktan,

ND = ni doloc¢eno.
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PRILOGA E

Vpliv pozitivne in negativne kooperativnosti na krivulje encimske kinetike (Dixon in
Webb, 1979)

|

i WAL : Fig. VIIL29 The effects of
positive cooperativity (curves a)
and mégative cooperativity (curves
c ‘ ) om the common kinetic plots,

Curves b show the curves for no
cooperativity. In all cases & is the
| same for cach set of curves and
the Hill coefficient (K in equation
WVIIL.212) is taken to be 2 for the
positive cogperative curves and
O3 for those that show negative
i Cooperativity,

(4]

! — log s

i h
. S - I

Fois 3

A = Michaelis-Mentenin model, B = Lineweaver-Burkov model, C = hitrost zasi¢enja vezavnih mest v
odvisnosti od negativnega logaritma koncentracije substrata, D = Eadie-Hofsteeov model, E = Hanes-
Wolffov model, s = koncentracija substrata oziroma vezanega liganda, ¥ = hitrost zasi¢enja vezavnih mest, a
= oblika krivulje v primeru pozitivne kooperativnosti, b = oblika krivulje brez kooperativnega efekta, ¢ =
oblika krivulje v primeru negativne kooperativnosti.

Za primerjavo smo uporabili grafe, ki so na sliki oznaceni s ¢rkami A, B, D in E. Hitrost
zasiGenja vezavnih mest (Y) je enaka relativni hitrosti encimske reakcije, ob predpostavki,
da je hitrost reakcije direktna funkcija stopnje zasi¢enja (Dixon in Webb, 1979).
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PRILOGA F

Graficni prikazi vseh podatkov encimske kinetike Aral_his na razli¢ne nacine

VIE] (")

) Michaelis-Mentenin prikaz rezultatov encimske kinetike Ara1_his
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v/[E] = hitrost encimske reakcije normalizirana na koncentracijo encima [E], s = sekunda, [S] = koncentracija

substrata.

1/(V/[E]) (s)

1/(v/[E]) = reciprocna vrednost hitrosti encimske reakcije normalizirane na koncentracijo encima [E], s

Lineweaver-Burkov prikaz rezultatov encimske kinetike Ara1_his
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sekunda, 1/[S] = recipro¢na vrednost koncentracije substrata.

Se nadaljuje...
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NADALJEVANIJE PRILOGE F

Graficni prikazi vseh podatkov encimske kinetike Aral_his na razli¢ne nacine

Eadie-Hofsteeov prikaz rezultatov encimske kinetike Aral_his
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(VIED/[S] (s*ml/mg)

v/[E] = hitrost encimske reakcije normalizirana na koncentracijo encima [E], s = sekunda, [S] = koncentracija
substrata.

Hanes-Wolffov prikaz rezultatov encimske kinetike Ara1_his
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[S] (mg/ml)

v/[E] = hitrost encimske reakcije normalizirana na koncentracijo encima [E], s = sekunda, [S] = koncentracija
substrata.
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PRILOGA G

Graficni prikazi vseh podatkov encimske kinetike Ara2_his na razli¢ne nacine

Michaelis-Mentenin prikaz podatkov encimske kinetike Ara2_his

V/[E] (s
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2000 1
1500 1
1000 1

500 4~

T
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[S] (mg/ml)

8

v/[E] = hitrost encimske reakcije normalizirana na koncentracijo encima [E], s = sekunda, [S] = koncentracija

substrata.

1/(v/[E]) (s)

Lineweaver-Burkov prikaz podatkov encimske kinetike Ara2_his

0,0018
0,0016—-
0,0014—-
0,0012—-
0,0010—-
0,0008—-
0,0006—-
0,0004—-

0,0002

0,0000
0,0

1/[S] (ml/mg)

1/(v/[E]) = reciproc¢na vrednost hitrosti encimske reakcije normalizirane na koncentracijo encima [E], s =
sekunda, 1/[S] = recipro¢na vrednost koncentracije substrata.

Se nadaljuje...
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NADALJEVANIJE PRILOGE G

Graficni prikazi vseh podatkov encimske kinetike Ara2_his na razli¢ne nacine

Eadie-Hofsteeov prikaz podatkov encimske kinetike Ara2_his
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(V/[E])/[S] (ml/mg*s)

v/[E] = hitrost encimske reakcije normalizirana na koncentracijo encima [E], s = sekunda, [S] = koncentracija
substrata.

Hanes-Wolffov prikaz podatkov encimske kinetike Ara2_his
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[S] (mg/ml)

v/[E] = hitrost encimske reakcije normalizirana na koncentracijo encima [E], s = sekunda, [S] = koncentracija
substrata.



