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Proteinski inZenjering i razvoj visoko efikasnih metoda za
pretrazivanje biblioteke gena glukoza-oksidaze iz Aspergillus niger u cilju

povecanja enzimske aktivnosti i stabilnosti
SAZETAK

Glukoza-oksidaza (GOx) je vaZan industrijski enzim koji se
predominantno koristi kao biokatalizator u industriji hrane za proizvodnju
glukonske kiseline, uklanjanje kiseonika i sterilizaciju. U farmaceutskoj
industriji i klinickoj biohemiji se koristi kao biosenzor za odredivanje
koncentracije glukoze, dok postoje pokusSaji da se iskoristi i za proizvodnju
biogorivnih celija koje proizvode elektricnu energiju koriste¢i glukozu i
kiseonik iz ljudske krvi u okvirima nanobiotehnologije. Za rasprostranjeniju
primenu GOx neophodno je unaprediti neke od njenih osobina kao $to su
aktivnost, pH optimum, reaktivnost sa kiseonikom i stabilnost. Jedna od
metoda kojom se unapreduju proteini je dirigovana evolucija. Ova metoda
podrazumeva iterativne tehnike generisanja biblioteka proteinskih mutanata (ili
varijanti) i selekciju proteina sa odgovaraju¢om Zzeljenom funkcijom iz ovih

biblioteka.

U cilju pronalazenja mutanata GOx iz Aspergillus niger koji su
oksidativno stabilniji i aktivniji, u ovom radu su razvijene dve metode
pretraZivanja bazirane na ekspresiji proteina na povrsini celija kvasca. Pored
razvoja metoda pretraZzivanja ispitivana je i optimizacija ekspresije
rekombinantne GOx u kvascu Pichia pastoris za heterolognu ekspresiju

mutanata GOx i njihovu kineti¢ku karakterizaciju.

Oksidacija bo¢nih ostataka amino kiselina je jedan od glavnih razloga
nestabilnosti nativne trodimenzionalne strukture GOx. Posebno osetljiv prema
oksidaciji je metionin, koji se prevodi u metionin-sulfoksid ¢ak i pod blagim
uslovima u prisustvu kiseonika i kiseoni¢nih reaktivnih vrsta kao $to su

vodonik-peroksid, superoksid anjon radikal i drugi. Da bi utvrdili uticaj



pozicije metionina na oksidativhu stabilnost GOx, svih 11 metionina je

razmatrano za mesto specificnu mutagenezu.

Ekspresija na povrsini celija kvasca je napravila prekretnicu u razvoju
metoda za analizu biblioteka mutanata, zbog brze i jeftine selekcije eukariotskih
proteina. Prednost ovog sistema predstavlja povezanost genotipa i fenotipa
eksprimiranog proteina. Posto ¢elije kvasca imobilizuju enzim na povrsini, ovaj
sistem omogucava uklanjanje egzogenog vodonik-peroksida koris¢enog za
destabilizaciju i oksidaciju GOx $to je neophodno da bi se izmerila rezidualna
aktivnost enzima. U prisustvu vodonik-peroksida a bez prisustva glukoze GOx
je inaktivirana u manjoj meri, dok je inaktivacija brza kada se enzim nalazi u

redukovanoj formi tj kada vrsi oksidaciju glukoze.

Metioninski ostaci koji se nalaze na povrs$ini enzima imaju malo uticaja
na oksidativnu stabilnost, kao i oni koji se nalaze u unutrasnjosti ali ne blizu
aktivnog mesta. Mutacije na metioninskim ostacima koji se nalaze u blizini
aktivnog mesta najvise doprinose oksidativnoj stabilnosti GOx, uz zadrzavanje
slicnog nivoa aktivnosti kao divlji tip GOx. Na osnovu dobijenih rezultata
rezidualne aktivnosti, pokazano je da se kvasci koji eksprimiraju enzime na
svojoj povrsini mogu koristiti za pretrazivanje oksidativno stabilnih mutanata,
narocito za enzime c¢ije odredivanje aktivnosti se zasniva na endogeno

proizvedenom vodonik-peroksidu.

Do sada je razvijeno nekoliko metoda za pretrazivanje biblioteka GOx
baziranih na proto¢noj citometriji, a najefikasnijom se do sada pokazala metoda
obeleZevanja fluorescentnim tiramidom celija kvasaca koje eksprimiraju na
svojoj povrsini GOx. Ovom metodom je moguce kvantitativno odrediti celije sa
enzimskom varijantom povecane aktivnosti, ali intenzitet fluorescencije zavisi i
od koli¢ine proteina eksprimirane na povrsini Cdelija. Da bi uprostili
kvantifikaciju eksprimiranog enzima na povrsini kvasca, testirana je upotreba
yGFP kao fuzionog partnera sa GOx gde bi intenzitet fluorescencije yGFP bio

mera koli¢ine eksprimiranog proteina. U jednoj rundi sortiranja, populacija



enzimskih varijanti sa vedom srednjom vrednosti aktivnosti od srednje
vrednosti akivnosti wtGOx je povecana na 44% nakon sortiranja, sto je bolji

rezultat u poredenju sa 36% dobijenih u prethodnom istrazivanju.

Primenom razvijenih metoda pretrazivanja biblioteka mutanata
zasnovanih na proto¢noj citometriji i ekspresiji proteina na povrsini celija
kvasca u okviru teze je pronadeno nekoliko mutanata GOx sa poveanom
aktivnosdéu i oksidativnom stabilnoséu, sto ih &ini dobrim kandidatima za

primenu u biosenzorima i biogorivnim ¢elijama.

Kljuéne reci: glukoza-oksidaza, visoko efikasne metode pretrazivanja,
oksidativna stabilnost, ekspresija na povrsini celija kvasca, zeleni fluorescentni

protein, Pichia pastoris
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Protein engineering and development of high-throughput screening
methods for Aspergillus niger glucose-oxidase gene library toward higher

enzyme activity and stability
ABSTRACT

Glucose-oxidase (GOx) is an important industrial enzyme that is
predominantly used as a biocatalyst in the food industry for the production of
gluconic acid, oxygen removal and sterilization. In the pharmaceutical industry
and clinical biochemistry it is used as a biosensor for determining glucose
concentration, while there are attempts to utilize it in the production of biofuel
cells that produce electricity using glucose and oxygen from human blood
within the framework of nanobiotechnology. For the widespread use of GOx it
is necessary to improve some of its properties such as activity, pH optimum,
reactivity with oxygen and stability. One of the methods for improving proteins
is directed evolution. This method involves iterative techniques for generating
libraries of protein mutants (or variants) and selecting proteins with the desired

function from these libraries.

In order to find GOx mutants from Aspergillus niger that are oxidatively
more stable and active, in this work two methods of screening based on protein
expression on the surface of yeast cells have been developed. In addition to the
development of the screening methods, the optimization of the expression of
recombinant GOx in yeast Pichia pastoris for heterologous expression of GOx

mutants and their kinetic characterization was studied.

Aminoacid side chain oxidation is one of the main causes for structural
instability of native tridimensional structure of GOx. Particularly sensitive to
oxidation is methionine residue, which is converted to methionine sulfoxide
even under mild conditions in the presence of oxygen and oxygen reactive
species such as hydrogen peroxide, superoxide anion radical and others. In

order to determine the effect of the position of the methionine amino acid



residue on the oxidative stability of GOx, all 11 methionines were considered

for site directed mutagenesis.

The expression on the surface of the yeast cells has made a turning point
in the development of methods for analyzing mutant libraries, due to quick and
inexpensive selection of eukaryotic proteins. The advantage of this system is the
association between the genotype and phenotype of the expressed protein.
Since yeast cells immobilize the enzyme on the surface, this system allows the
removal of exogenous hydrogen peroxide used for destabilization and
oxidation of GOx which is necessary to measure the residual activity of the
enzyme. In the presence of hydrogen peroxide and without the presence of
glucose, GOx is inactivated to a lesser degree, while inactivation is faster when
the enzyme is in reduced form, ie when glucose oxidation happens without the

presence of oxygen.

Methionine residues on the surface of the enzyme have little effect on
oxidative stability, as well as those that are inside but not close to the active site.
Mutations on methionine residues near the active site mostly contribute to the
oxidative stability of GOx, while retaining a similar level of activity as wild type
GOx. Based on the results for oxidative stability obtained on YSD and on
polymer immobilization, it has been shown that yeast cells expressing enzymes
on their surface could be used for screening of oxidatively stable mutants,
especially for enzymes whose determination of activity is based on

endogenously produced hydrogen peroxide.

So far, several methods based on flow cytometry screening of GOx
libraries have been developed, and the most effective method has been the
fluorescent tyramid labeling of the yeast cells that express GOx on its surface.
By this method it is possible to quantitatively determine the cells expressing
enzymatic variant with increased activity, but the fluorescence intensity also
depends on the amount of protein expressed on the surface of the cells. In order

to improve the quantification of expressed enzymes on the yeast surface, the



use of yGFP as a fusion partner with GOx was tested, where the intensity of
yGEFP fluorescence would be the measure of the amount of expressed protein. In
one round of sorting, the enzyme population with a higher mean activity than
the mean value of the wtGOx activity was increased to 44 %, which is a better

result compared to 36% obtained in the previous study.

Using developed methods for mutant library screening based on flow
cytometry and protein expression on the surface of yeast cells, in this work
several GOx mutants with increased activity and oxidative stability were found,

making them suitable for use in biosensors and biofuel cells.

Key words: glucose oxidase, high-throughput screening, oxidative stability,

yeast surface display, green fluorescent protein, Pichia pastoris

Scientific field: Chemistry
Scientific subfield: Biochemistry

UDK number: 577.152
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UvVOD

1. UVOD

Enzimi poreklom iz mikroorganizama imaju Siroku primenu u razli¢itim
sektorima industrije kao Sto su prehrambena, hemijska, poljoprivredna,
farmaceutska i energetska. Ono $to enzimske procese izdvaja od hemijskih je
smanjeno vreme procedura i potrosnje energije, niski troskovi prozodnje,
enzima, oko 200 mikrobnih enzima se koristi komercijalno, dok se samo 20
proizvodi na pravom industrijskom nivou. Od koriséenih industrijskih enzima
% su hidroliti¢ki enzimi, medu kojima se isti¢u proteaze, lipaze i saharaze?. Sa
razvojem rekombinantne DNK tehnologije i proteinskog inzenjeringa,
mikroorganizmi mogu biti prilagodeni i uzgajani u velikim koli¢inama kako bi
se odgovorilo na povecanu potraznju za industrijskim enzimima3. Globalno
trziste industrijskih enzima je procenjeno na 4,2 milijarde americkih dolara za
2014. godinu i o¢ekuje se konstantan porast do 2020. godine kada bi dostiglo 6,2

milijarde dolara’.

Industrijska primena enzima je ¢esto ograni¢ena nepostojanjem enzima
koji mogu da izdrze industrijske uslove u proizvodnyji i koji katalizuju odredenu
reakciju na efikasan nacin. Eksploatacija novih tipova enzima, unapredenje
enzimskih osobina i proizvodnih procesa, predstavlja glavni cilj inovacija u
industrijskoj proizvodnji enzima?. Sistemati¢nim pristupom je moguce postici
krajnji cilj, a neki od koraka su: potraga za novim enzimima iz prirodnih
izvora%, inZenjering postojec¢ih enzima®, fino podeSavanje procesa enzimske
manipulacije kao S§to su proizvodnja enzima, imobilizacija, formulacija

enzimskog preparata i sli¢no.

Glukoza-oksidaza (GOx) se koristi kao biokatalizator u prehrambenoj
industriji za proizvodnju glukonske kiseline, uklanjanje kiseonika i sterilizaciju.
U farmaceutskoj industriji i klinickoj biohemiji se koristi kao biosenzor za

odredivanje koncentracije glukoze, dok se dok postoje pokusaji da se iskoristi i
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za proizvodnju biogorivnih celija koje proizvode elektri¢nu energiju koristeci
glukozu i kiseonik iz ljudske krvi u okvirima nanobiotehnologije®. Vise od
polovine proizvedenih biosenzora u svetu se koristi za odredivanje glukoze, i
njihovo trziste ¢ini 85% celokupnog trzista biosenzora. Prvi elektrohemijski
senzor za glukozu na bazi olovke i tracice ¢inili su GOx i ferocenski medijator, i
od tad su razvijeni razli¢iti proizvodi za pracenje glukoze od strane nekoliko

kompanija’.

Za uspesniju primenu GOx neophodno je poboljsati neke od njenih
osobina kao sto su aktivnost, pH optimum, reaktivnost sa kiseonikom i
stabilnost. Dirigovana evolucija predstavlja jedan od nacina da se poboljsaju
njene osobine, uglavnom aktivnost i/ili stabilnost, ali je za uspesnost te metode
neophodno postojanje enzimskih eseja pogodnih za visoko efikasne metode
pretrazivanja (eng. high throughput screening) u kojima se cuva fizicka veza
izmedu gena koji kodira GOx, eksprimirane GOx i proizvoda enzimske
reakcije8-10. Polu-racionalnim dizajnom GOx je re-dizajnirana za upotrebu sa
razli¢itim medijatorima koji se koriste u uredajima za merenje glukozell-13. U
eksperimentima dirigovane evolucije GOx koris¢en je kvasac Saccharomyces
cerevisize, ali zbog hiperglikozilacije eksprimirani enzim ima izmenjene

kineti¢ke osobine koje ograni¢avaju njegovu upotrebu’4.

U cilju pronalaZenja mutanata Aspergillus niger GOx koji su oksidativno
stabilniji i aktivniji, u ovom radu su razvijene dve metode pretraZzivanja
bazirane na ekspresiji proteina na povrsini celija kvasca. Pored razvoja ovih
metoda ispitivana je i optimizacija ekspresije rekombinantne GOx u kvascu
Pichia pastoris za heterolognu ekspresiju mutanata GOx i njihovu kineticku

karakterizaciju.
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2.1. Glukoza-oksidaza

Glukoza-oksidaza (GOx, [B-D-glukoza:kiseonik 1-oksidoreduktaza, EC
1.1.3.4) je enzim ¢ija je aktivnost prvi put detektovana 1928. godine, a potom je
izolovan iz razli¢itih vrsta gljiva, uglavnom roda Aspergillus i Penicillium1>16.
Najvise komercijalno proizvedene GOx se izoluje iz micelijuma Aspergillus
niger, gajenog u cilju proizvodnje glukonske kiseline ili njenih soli kao $to su
natrijum-glukonat i kalcijum-glukonat. Shodno tome, enzim se dobija kao

sporedni proizvod u proizvodnji glukonatal”.

Celijska lokacija glukoza-oksidaze u A. niger je ve¢ dugi period predmet
diskusije. Prva istraZivanja i precis¢avanja su tretirala enzim kao intracelularni,
Sto je potkrepljeno prisustvom enzima u peroksizomima. Druge studije su se
bavile prec¢is¢avanjem i odredivanjem iskljucivo ekstracelularnog enzima, ¢ija je
polazna osnova bila da je enzim vezan za povrsinu celije i da se pojavljuje u
ekstracelularnom medijumu kao posledica aktivne sekrecije enzima. Ovo je
takode potvrdeno imunocitohemijskim obelezavanjem koje je pokazalo da je
najveci deo enzima vezan za celijski zid'8-20. Pored toga, visok sadrZzaj ugljenih-
hidrata na povrsini enzima potvrduje prisustvo aktivnog sekrecionog
mehanizma. Razlike u stepenu glikozilacije dovode do pojave razli¢itih
izoformi enzima koje imaju iste kineticke osobine kao i aminokiselinsku
sekvencu. Vedi stepen glikozilacije ekstracelularne forme u odnosu na formu
vezane za Celiju je povezan sa ve¢om temperaturnom i pH stabilnos¢u enzima’®.
Zbog prisustva signalne sekvence GOx je lokalizovana u periplazmi micelijuma
A. niger, odakle se izoluje razaranjem celija praceno isoljavanjem i
jonoizmenjivackom hromatografijom!®. Problemi koji se javljaju u procesu
proizvodnje i izolovanja GOx su uglavnom niska produktivnost i/ili izolovanje

i drugih enzima kao $to je katalazal”.
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Osnovna funkcija GOx u prirodi je da deluje antibakterijski i
antifungalno proizvodeci vodonik-peroksid. Konstantni oksidativni stres
postignut odrzavanjem niske koncentracije vodonik-peroksida glukozo-
oksidaznom aktivnosc¢u, pokazao se kao veoma efikasan protiv bakterijskog i
fungalnog rasta, narocito ako mikroorganizmi ne proizvode enzime za
razgradnju vodonik-peroksida. Druge funkcije koje GOx ima u prirodi su da
ucestvuje u infekciji biljaka, degradaciji lignina, snizavanju pH u Zzivotnoj

sredini, itd?!.

2.1.1. Strukturne i kineticke karakteristike glukoza-oksidaze

GOx iz A. niger se sastoji iz dve identi¢ne subjedinice i u svojoj
glikozilovanoj formi ima molekulsku masu oko 155-160 kDa. Svaki monomer u
aktivnom mestu sadrzi c¢vrsto ali ne kovalentno vezan flavin-adenin-
dinukleotid (FAD) kofaktor (Slika 1) 22-24. Aktivni redoks centar FAD koenzima
je sistem prstena izoaloksazina. Redoks promena FAD-FADH: je direktno
povezana sa malom sekundarnom strukturnom reorganizacijom GOXx,
lokalizovanom izmedu dve subjedinice?>. FAD nije kovalentno vezan i njegovo
oslobadanje iz holo enzima praceno je delimi¢nim razvijanjem proteina.
Apoenzim bez FAD kofaktora je biokataliticki neaktivan, ali se moze re-
aktivirati sa nativnim ili hemijski modifikovanim analozima FAD-a?6-?8. Enzim
je glikozilovan sa ugljenohidratnim sastavom od oko 10-25% (w/w). Veéinu
ugljenohidratne komponente ¢ini manoza, oko 80% (w/w), koja je N- i O-
glikozidno vezana za asparagin, treonin i serin?®-31. Deglikozilacija GOx ne utice
znacajno na njene osobine, a omogucdila je odredivanje trodimenzionalne

strukture enzima3233,
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Slika 1. Trodimenzionalna struktura glukoza-oksidaze iz Aspergillus niger (PDB
kod 1CF3). Slika je kreirana koris¢enjem programa Swiss-PdbViewer verzija

4.1.0 (Svajcarska)

Vrednosti za Mihaelis-Menten konstante (Km) A. niger GOx za [-D-
glukozu variraju u intervalu izmedu 11 do 40 mM (30°C, pH 5,0). Maksimalnu
aktivnost GOx ima u opsegu pH od 4 do 6,5, sa optimumom na pH 5,5-6,01. Na
pH vrednosti niZoj od 4 i visoj od 8 enzim se inaktivira u roku od 6 sati na
sobnoj temperaturi. Na pH 7 (30°, 20 sati) aktivnost je redukovana za 20%.
Kombinacija niskog pH (niZeg od 4) i prisustva halida (hlorida) pokazuje

reverzibilnu inhibiciju34.

Za odredivanje aktivnosti GOx mogu se koristiti dostupni detekcioni
eseji koji prate bilo potrosnju reaktanata ili formiranje proizvoda (Slika 2). Esej
za detektovanje glukoza-oksidaze (GODA) kvantifikuje formiranje D-
glukonolaktona®®, proizvoda reakcije oksidacije B-D-glukoze, dok ABTS esej
kvantifikuje formiranje vodonik-peroksida u kuplovanom eseju sa

peroksidazom. Za detekciju potrosnje reaktanata, ulogu kiseonika moze igrati
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hromoforni medijatori kao $to su ferocenmetanol®, ili p-nitroso-N,N-

dimetilanilin3”.

B-D-glukoza + O,/medijator —— = D-glukonolakton + H,O,

Kiseoni¢na elektroda/ GODA esegj ABTS esej
ferocenmetanolni esej

Slika 2. Dostupni eseji za odredivanje aktivnosti GOx, bazirani na redukciji
medijatora, formiranju glukonolaktona (GODA) ili formiranju vodonik-

peroksida (ABTS esej)

2.1.2. Mehanizam reakcije glukoza-oksidaze

Glukoza-oksidaza katalizuje oksidaciju p-D-glukoze do D-glukono-1,5-
laktona i redukciju kiseonika do vodonik peroksida?. Mehanizam katalize je u
skladu sa Ping-Pong mehanizmom bisupstranih enzimskih reakcija i moze se
razdvojiti u dve polu-reakcije (Slika 3). Polureakcija redukcije GOx ukljucuje
oksidaciju B-D-glukoze do D-glukono-1,5-laktona od strane GOx-FAD-glukoze
kompleksa. Proizvod D-glukono-1,5-lakton je zatim ne-enzimski hidrolizovan
do glukonske kiseline. U polureakciji oksidacije dva protona i dva elektrona se
prenose od enzima do molekula kiseonika, stvarajuc¢i vodonik-peroksid i
regeneriSuc¢i oksidovano stanje enzima?>?. Akumulacija proizvoda reakcije
GOx, vodonik-peroksida i D-glukonolaktona, moZe dovesti do inhibicije

enzima3839,
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polureakcija redukcije

(A)  GOx-FAD + B-D-glukoza ————=— GOx-FADH, + D-glukono-1,5-lakton

polureakcija oksidacije

(B) GOx-FADH, + O, —_— GOx-FAD + H,0O,

Slika 3. Mehanizam katalize glukoza-oksidaze: (A) polureakcija redukcije; (B)

polureakcija oksidacije

Supstrati GOx se mogu podeliti u dve velike grupe: jednu ¢ine elektron-
donori u polureakciji redukcije, a drugu ¢ine elektron-akceptori u polureakciji
oksidacije. Mnogi Seceri i derivati glukoze su potencijalni supstrati za GOx, ali

je p-D-glukoza ubedljivo najbolji supstrat (Tabela 1)284041,

Tabela 1. Elektron-donor supstrati u polureakciji redukcije?228

Supstrat Aktivnost u Supstrat Aktivnost u
poredenju sa poredenju sa
glukozom (%) glukozom (%)
B-D-glukoza 100 3-deoksi-D-glukoza 1
2-deoksi-D-glukoza 25-30 6-O-metil-D-glukoza 1
4-O-metil-D-glukoza 15 a-D-glukoza 0,64
6-deoksi-D-glukoza 10 Manoza 0,2
4-deoksi-D-glukoza 2 Altrosa 0,16
2-deoksi-6-fluoro-D-glukoza 1,85 Galaktoza 0,08
3,6-dimetil-D-glukoza 1,85 Ksiloza 0,03
4,6-dimetil-D-glukoza 1,22 Idoza 0,02

Medju elektron-akceptorima u polureakciji oksidacije, pored kiseonika,
mogu se naci dvoelektronski akceptori (benzohinoni i naftohinoni*?) i
jednoelektronski akceptori (kalijum-fericijanid4?, soli ferocena*’ i nitroksid
radikali) koji su kineticki okarakterisani??. Pored njih ispitivani su i mnogi drugi

elektron akceptori (2,6-dihlorindofenol*?, metilensko-plavo, nitrozobenzen, p-
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nitroso-N,N-dimetilanilin3” i mnogi drugi) ali sa nedovoljno kinetic¢kih

informacija??.

Kataliticki centar GOx se sastoji of FAD molekula i bo¢nih lanaca tri
aminokiseline u njegovoj blizini, Glu412, His516 i His559. Glu412 je delimi¢no
uvucen u unutrasnjost proteina dok je boc¢ni lanac His516 vise fleksibilan i
izloZen rastvaracu. Bez supstrata, u aktivnom mestu se nalazi molekul vode,
koji formira vodoni¢ne veze sa konzerviranim histidinskim ostacima His516 i

His559 i N1 pozicijom na flavinu?%.

H516

Slika 4. A) Modelovano aktivno mesto GOx, kompleks enzim-FADks-
glukoza**. B) Molekularni model radikalskog jonskog para, kompleks
superoksid anjon radikala i radikalskog oblika FAD koenzima u GOx*>

PredloZzena su dva mehanizma za polureakciju redukcije sa p-D-
glukozom: hidridni transfer i nukleofilni napad pracéen deprotonizacijom?®.
Mehanizam nukleofilnog napada pracen deprotonizacijom je manje verovatan
jer kovalentni intermedijer enzim-glukoza nikad nije detektovan. Mehanizam
hidridnog transfera se opisuje uklanjanjem protona sa C1 hidroksilne grupe

glukoze preko His516 uz simultani direktni hidridni transfer sa C1 pozicije

8
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glukoze na N5 poziciju FAD-a (Slika 4A)*4. Hidridni transfer na N5
izoalksazinskog prstena stvara negativno naelektrisanje oko N1 atoma FAD
kofaktora#*®. U oksidativnoj polu-reakciji, redukovani kofaktor FADH- je re-
oksidovan do FAD pomocu kiseonika koji se redukuje do vodonik-peroksida.
Ova reakcija se odvija preko dva jedno-elektronska transfera. Intermedijeri u

reakciji su superoksid anjon radikal i flavin semihinon radikal (Slika 4B) 4549-51,

2.1.3. Stabilnost glukoza-oksidaze

Hidrofobne interakcije imaju vaznu ulogu u stabilnosti GOx u odnosu na
jonske interakcije. Prilikom termalne denaturacije dolazi do disocijacije FAD
kofaktora koju prati razvijanje proteina, sto upucuje na vaznu ulogu FAD u
odrzavanju aktivne strukture GOx?’. Pokazano je da GOx ne menja svoje
oligomerno stanje tokom termalne tranzicije (oko 55,5°C), niti se disosuje na
monomere niti stvara velike agregate, ve¢ se nalazi u stanju stopljene globule®2.
Prisustvo aditiva kao sto su polioli, Seceri i soli, doprinosi povecanju

stabilnosti3s3.

Oksidacija enzima, prac¢ena inaktivacijom ili denaturacijom, je jedan od
glavnih razloga njihove strukturne nestabilnosti. Posebno osetljiv prema
oksidaciji je aminokiselina metionin, koji se prevodi u metionin-sulfoksid ¢ak i
pod blagim uslovima® u prisustvu kiseonika i kiseoni¢nih reaktivnih vrsta kao
$to su vodonik-peroksid, superoksid anjon radikal i drugi®. Pored metionina
oksidaciji su podloZni cistein, triptofan, tirozin i histidin, naro¢ito ako se nalaze
u ili oko aktivhog mesta enzima’>*5’. Oksidacija metionina je gotovo pH
nezavisna, dok temperatura ima direktan uticaj na koncentraciju kiseonika i
samim tim na oksidativni stres54. Jedan od najbitnijih faktora kontrole oksidacije
u proteinima predstavlja izloZenost aminokiselinskog ostatka rastvaracu.
Metioninski ostaci koji su u potpunosti izloZzeni se oksiduju veoma brzo, dok se

oni koji se nalaze u unutrasnjosti proteina oksiduju sporije®. Jedan od nacina
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da se spreci oksidacija metionina je zamena tih ostataka sa aminokiselinama

koje nisu podlozne oksidaciji, kao $to su alanin, leucin ili izoleucin®061.

U prisustvu vodonik-peroksida, a bez prisustva glukoze, GOx je
inaktivirana u manjoj meri, dok je inaktivacija brza kada se enzim nalazi u
redukovanoj formi tj kada vrsi oksidaciju glukoze bez prisustva kiseonika
(Slika 5)6293. Inaktivacija enzima se znacajno smanjuje ukoliko se vodonik-
peroksid nastao u toku same reakcije GOx razlaze katalazom, koja moZe biti ko-

imobilizovana sa GOx6264,
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Slika 5. Efekat koncentracije vodonik-peroksida na inaktivaciju GOx; A) efekat
na oksidovani enzim u aerobnim i anaerobnim uslovima; B) efekat na enzim u
prisustvu glukoze i kiseonika; C) efekat na enzim u prisustvu glukoze i bez
prisustva kiseonika (redukovani enzim) (modifikovano iz publikacije Kleppe

1966%)

Neka istrazivanja su pokazala da redukovana forma GOx (FADH2) ima
slican afinitet prema vodonik-peroksidu kao i prema kiseoniku®, i da stvaranje
kompleksa FADH>-H20O, dovodi do promene u lokalnoj strukturi oko FAD

kofaktora sto dovodi do inaktivacije enzima®, dok rezultati do kojih je dosao

10
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Klepe govore da ne postoji kompeticija izmedu kiseonika i vodonik-peroksida
za vezivanje za redukovani FAD kofaktor®. Uporedivanjem broja oksidovanih
metionina po molekulu enzima izmedu redukovane i oksidovane GOx tretirane
vodonik-peroksidom, pokazano je da redukovana forma enzima poseduje 2
oksidovana metionina viSe, §to ukazuje da se metionini koji oksidovanjem

dovode do inaktivacije enzima nalaze u blizini aktivnhog mesta®.

2.1.4. Znacaj i upotreba glukoza-oksidaze

Glukoza-oksidaza je stekla znacajnu komercijalnu vrednost zbog
raznovrsne primene u hemijskoj, farmaceutskoj, prehrambenoj, tekstilnoj i
biotehnolo$koj industrijil”¢¢. Smatra se neskodljivom, i dostupna je u velikoj
koli¢ini za upotrebu u prehrambenoj industriji (npr uklanja kiseonik u hrani
koja sadrzi visok procenat masnoce®”, gde oksidacija lipida moze dovesti do
pokvarenosti hrane i uzeglog ukusa). Produkt reakcije, D-glukonska kiselina, je
bezbedna za ljudsku ishranu, stoga ova osobina zajedno sa potrebom da se
hemijski antioksidanti zamene prirodnim jedinjenjima, ¢ini glukoza-oksidazu
idealnim kandidatom za prezervaciju hrane?!. Koristi se i kao aditiv za
uklanjanje kiseonika iz pi¢a da bi se produzio njihov rok trajanja i odrzali ukus i
boja%. Preparati GOx za ishranu obi¢no sadrze smesu glukoza-oksidaze i
katalaze zato Sto se ova dva enzima prirodno nalaze zajedno u celijskom zidu
micelija. Katalaza pomaZe u razgradnji vodonik-peroksida sprecavajuci

inhibiciju i deaktivaciju glukoza-oksidaze.

U proizvodnji vina sa smanjenim procentom alkohola, GOx se koristi u
cilju smanjenja glukoze koju bi kvasci u toku fermentacije prevodili u alkohol.
Jedan od nacina da se ovo uradi je da se doda GOx pulpi pre fermentacije, gde
GOx trosi kiseonik a nastali vodonik-peroksid moze smanyjiti aktivnost ili rast
kvasca®. Drugi nacin je da se kvasac podvrgne gentskom inzenjeringu tako da

eksprimira GOx. Pored toga, GOx moze da spreci kvarenje vina baktericidnim

11
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delovanjem na bakterije mle¢no-kiselinskog vrenja u toku fermentacije. Ovaj

baktericidni efekat dovodi do toga da se manje prezervativa dodaje u vino”.

GOx je jedan od enzima koji se moze koristiti u biosenzorima za merenje
koncentracije glukoze u razli¢itim uzorcima. Biosenzori rade na principu
merenja broja elektrona koji prodju kroz enzim povezujuci ih sa elektrodom.
Alternativno, neki biosenzori koriste osetljivo merenje fluorescencije, prateci
promenu u unutrasnjoj fluorescenciji FAD-a ili triptofana u glukozo-
oksidazi®*”1. Neki od biosenzora koji koriste GOx su: online pracenje glukoze u
fermentacijama’?, opticki biosenzor za analizu koncentracije glukoze u
negaziranim pié¢ima’3, biosenzor za pracenje glukoze u krvi i serumu za
jednokratnu upotrebu’, minijaturizovani termalni biosenzor za punu krv’,

biosenzor za merenje glukoze u serumu humane krvi’®.

Biogorivne celije konvertuju biohemijsku energiju u elektri¢cnu energiju
koristec¢i enzime. Sastoje se od seta dve elektrode modifikovanih enzimima koje
specifi¢no oksiduju ili redukuju supstrat. Elektronski transfer izmedu enzima i
elektrode moze biti direktan ili posredovan redoks medijatorima. GOx se moZe
koristiti u biogorivnim ¢elijama za oksidaciju glukoze u kombinaciji sa kiseonik
redukujuéim enzimima kao Sto su lakaza, bilirubin oksidaza ili citohrom
oksidazal”. Dve glavne prepreke u primeni biogorivnih celija su ograniceni
zivotni vek i ogranicena energijska proizvodnja celija. Vec¢a enzimska stabilnost
je neophodna da bi se produzio vek celija sa meseci na godine, dok je veca
aktivnost neophodna da se poveca energetski signal za nekoliko redova

veli¢ine?!.

2.2. Proteinski inZenjering

Proteinski inZenjering se razvio pocetkom osamdesetih godina sa

pojavom mesto-specifiéne mutageneze (eng. site-directed mutagenesis), i znac¢ajno

12
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doprineo dobijanju podataka o ulogama pojedinih aminokiselinskih ostataka u
strukturi i funkciji proteina”78. Dirigovana evolucija je opsti naziv koji se
primenjuje za ponavljajuci ciklus generisanja biblioteka proteinskih mutanata
(ili varijanti) i selekcije proteina sa odgovaraju¢om Zeljenom funkcijom iz ovih
biblioteka (Slika 6)7°. Enzimi koji se koristite u komercijalne svrhe moraju imati
visoku aktivnost i stabilnost pod datim uslovima, odredenu supstratnu
specificnost i visoku selektivnost. Prirodni enzimi ne zadovoljavaju ove ostre
industrijske uslove i optimizacija je potrebna da bi se dobio odgovarajuci enzim

za industrijske potrebe8.

Mutageneza

Gen ~ )  Biblioteka gena

N

CIKLUS Ekspresija proteina
1 DIRIGOVANE
Selektovani gen EVOLUCIJE 7 i

S Selekcija/screening
|zolovanje YA :“5%%\
gena 2 & - zolovanje Zeliene
4 8) 0

Jg:g__ & varijante proteina

Slika 6. Sematski prikaz ciklusa dirigovane evolucije

Dirigovana evolucija se uspesno Kkoristiti za ciljano traZenje brojnih
enzimskih karakteristika, ukljuc¢ujuc¢i aktivnost8!, supstratnu specifi¢nost??,
termalnu® i oksidativnu stabilnost?4, pH optimum ili opseg i toleranciju prema

rastvaracu®®. Dok se tipi¢ni eksperimenti dirigovane evolucije fokusiraju na
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jednu enzimsku osobinu, postoje i primeri kad se simultano moZze poboljsati
nekoliko osobina8¢. Dobar proces proteinskog inzenjeringa predstavlja onaj koji
¢e u najkracem vremenskom periodu dati trazene rezultate®?. U proteinskom
inZenjeringu mogu se koristiti dva eksperimentalna puta: racionalni ili polu-

racionalni dizajn i nasumi¢na mutageneza.

2.2.1. Nasumicna mutageneza

U najvecem broju sluc¢ajeva ta¢an odnos izmedu strukture i funkcije kod
mnogih enzima je jo§ uvek nepoznat i koris¢enje nasumicne mutageneze je
najbolji nacin za dobijanje enzima sa odgovaraju¢om funkcijom ili pronalazenje
vaznih funkcionalnih aminokiselinskih ostataka®:88. Uspesnost nasumicne
mutageneze zavisi od dostupnosti efikasnih procedura kao i moguénosti za
kloniranje velikih biblioteka mutanata®. Neke od metoda za pravljenje
biblioteka nasumi¢nom mutagenezom koriste nukleozidne analoge’, Mn?*
jone, specifi‘cne DNK polimeraze®, mutatorske sojeve bakterija® ili
rekombinaciju. Rekombinacija gena se moze vrsiti in vitro od bilo kog broja
roditeljskih gena, ukljuc¢ujuéi i prirodno homologe gene, stvarajuci biblioteku
himernih gena®. In vitro rekombinacija za dobijanje biblioteka zahteva visok
stepen homologije izmedu gena (vise od 60%), i jedna od mana ove metode
predstavlja ograni¢ena velic¢ina biblioteke (<10° varijanata)?’. Kombinacijom in
vitro i in vivo rekombinacionog mehanizma mogu se dobiti biblioteke visoke
kompleksnosti sa niskim sadrzajem roditeljskog gena®. Kvasac Saccharomyces
cerevisiae poseduje visoko frekventnu DNK rekombinacionu aktivnost, $to je
koris¢éeno za in wvivo kloniranje i rekombinaciju mutiranih biblioteka sa
linearizovanim vektorom, izbegavajuci korake ligiranja®%. Zbog jednoli¢nog
mutagenacionog spektra DNK polimeraza, metode nasumuc¢ne mutageneze

stvaraju ograni¢enu raznovrsnost na nivou gena®.
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2.2.2. Polu-racionalni dizajn

Racionalni ili polu-racionalni dizajn pogada specifi¢cne aminokiselinske
ostatke u proteinu i moze se primeniti kad postoji detaljno poznavanje
strukture enzima i mehanizma enzimske reakcije®”. Polu-racionalnim dizajnom
se najcesce ciljagju aminokiseline u blizini aktivhog mesta, u potrazi za
varijantama koje imaju promenjenu specificnost ili regioselektivnost?-.
Napredak metoda u polu-racionalnom proteinskom inZenjeringu i de novo
enzimskom dizajnu poslednjih godina, pruza mo¢nu i efektivnu strategiju za
manipulaciju enzima. Glavna prednost polu-racionalnog pristupa lezi u
pravljenju malih, pametno dizajniranih i funkcionalno bogatih bibliotekal®.
Nakon odredivanja vaznih pozicija, saturacionom mutagenezom prave se
biblioteke koje sadrze smesu svih 64 kodona na Zeljenim pozicijama u genu.
Ovaj pristup povecava verovatnocu delotvornih mutacija u poredenju sa

nasumi¢nom mutagenezom, a takode smanjuje i vreme pretrage.101.102

2.2.3. Proteinski inZenjering glukoza-oksidaze

Zbog svoje Siroke primene u industriji i uske supstratne specifi¢nosti,
proteinski inZenjering GOx je uglavnom imao za cilj povecanje aktivnosti i/ili
stabilnosti. Kada je u pitanju povecanje aktivnosti nekoliko varijanti GOx je
pronadeno u eksperimentima dirigovane evolucije, M12 mutant sa povecanjem
aktivnosti od 2,7 puta’, A2 mutant 5,8 puta aktivniji® i ostali®>1. Neke od
varijanti GOx koje su pokazivale povecanu aktivnost su imale i vecu
termostabilnost®103, ali do sada nije radjen proteinski inzenjering GOx samo sa
ciiem povecanja temperaturne stabilnosti. Jo$ jedna karakteristika GOx koja je
modifikovana proteinskim inZenjeringom je i veca reaktivnost sa
elektrohemijskim medijatorima kao $to su ferocenmetanol3>1%, fenazin
metosulfat!? i nitroso-anilin!!, zbog njihove uloge u biosenzorima za detekciju

glukoze.
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2.3. Ekspresioni sistemi

Proizvodnja proteina u mikroorganizmima zahteva proizvodnju velikih
koli¢ina kada su u pitanju tehnicki enzimi i sigurnost i autenti¢nost kada su u
pitanju farmaceutski proteini. Proizvodnja bazirana na kvascima zadovoljava
ove kriterijume, jer proizvode proteine u viSegramskim koli¢cinamal®® i
nepatogeni sul%®. Kao eukariotski organizmi, kvasci imaju sposobnost sekrecije
rekombinantnih proteina i da ih modifikuju u skladu sa opstom eukariotskom
Semom!%”. Za svaki rekombinantni sistem bitna su dva cilja, prvi je da ima
mogucnost dostizanja visoke koncentracije ¢elija a drugi da dostigne visoki nivo
prinosa proizvoda po jednoj celiji (specificna produktivnost) ili po jedinici
zapremine medijuma (zapreminska produktivnost). Medu faktorima koji uti¢u
na specifiécnu produktivnost u kvascima su ja¢ina promotora, broj kopija
plazmida i lider sekvencal®. Iako postoji mnogo vrsta kvasaca, nije svaki sistem
odgovarajuc¢i za proizvodnju svih proteina, stoga je poZeljno imati u vidu

nekoliko najkoriséenijih za proizvodnju rekombinantnih proteinal%.

2.3.1. Saccharomyces cerevisiae ekspresioni sistem

Kvasac Saccharomyces cerevisize ima najduzu tradiciju upotrebe u
fermentacijama, i najceS¢e se termin kvasac odnosi upravo na ovu vrstu.
Sekvenciranje genoma S. cerevisiae je zavrSseno 1996. godine c¢ine¢i ga prvim
eukariotskim organizmom ¢iji je genom u potpunosti odreden!®. Vektori koji se
koriste za proizvodnju rekombinantnih proteina u kvascu su uglavnom hibridi
bakterijskih i kvasc¢evih sekvenci. Bakterijski segment ¢ine elementi potrebni za
propagaciju plazmida u E. coli i sekvenca rezistencije na odredeni antibiotik,
dok kvascev segment cine elementi za selekciju transformanata u
kvascimal®110,  Za ekspresiju heterolognog proteina, sekvenca gena je
fuzionisana sa promotorom visoko eksprimiranog S. cerevisize gena, kao na

primer gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaznog gena'l®, i ukoliko se protein
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eksprimira ekstracelularno, za prepro signalnu sekvencu MFal koja je
funkcionalna u svim do sada analiziranim kvascimal'l12. Prepro signalna
sekvenca MFal se sastoji od 89 aminokiselina i inicira translokaciju proteina u
endoplazmati¢ni retikulum!?, a takode sadrzi tri mesta za glikozilaciju $to
moZze imati uticaj na pravilno proteoliticko sazrevanje proteina u toku
sekrecije!’3. Pored MFal signalne sekvence mogu se koristiti i nativne i
sinteticke signalne sekvence 114. S. cerevisiae je tolerantan na nisko pH, visoke
koncentracije Secera i etanola i visoki osmotski pritisak, $to ga ¢ini dobrim

sistemom za industrijske fermentacije!?®.

GOx je uspesno eksprimirana i sekretovana u S. cerevisize u gramskim
koli¢inama koristedi razli¢ite promotore i signalne sekvencel16-120, i jedan je od
najvecih sekretovanih glikoproteina u ovom kvascu. Enzim eksprimiran u
kvascu ima znacajno vedi nivo N-glikozilacije nego divlji tip enzima iz A. niger i
stepen glikozilacije zavisi od koris¢ene signalne sekvence!1612l, Uporedivanjem
aktivnosti GOx iz A. niger i hiperglikozilovane iz S. cerevisize uoceno je da
hiperglikozilovana forma ima vecu termostabilnost u odnosu na divlji tip
GOxM16122, Pokazano je i da hiperglikozilacija nastala u kvascu dovodi do
ograni¢ene upotrebe eksprimiranog enzima na imobilizovanim elektrodama za
direktan elektronski transfer izmedu enzima i elektrode!4. Za razliku od S.
cerevisiae kvasac Pichia pastoris se pokazao kao dobar domacin za heterolognu

proizvodnju GOx, kako ekstracelularno tako i intracelularno23124,

2.3.2. Pichia pastoris ekspresioni sistem

Kvasac Pichia pastoris je postao jedan od najcescée koris¢enih eukariotskih
organizama za produkciju rekombinantnih proteina u gramskim koli¢inama'?,
a njegova osobina da moZe dosti¢i veliku gustinu celija je od posebnog
industrijskog interesal?®. Pored toga ovaj sistem poseduje jake i regulisane

promotore, ima sposobnost sekrecije heterolognih proteina kao i uvodenje post-
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translacionih modifikacija u vidu glikozilacije i stvaranja disulfidnih vezal?7128.
Metanol-inducibilnom promotoru AOX1 je pripisan uspeh P. pastoris kao
sistema za ekspresiju heterolognih proteina. Alkohol-oksidaza (AOX), prvi
enzim u metanol-indukovanom metabolickom putu, predstavlja 35% ukupnih
proteina u netransformisanim celijama koje se gaje na metanolu'?. Zbog toga
sistemi koji koriste pAOX1 dominiraju u ekspresiji heterolognih proteina.
Postoje dva P. pastoris fenotipa u zavisnosti od sposobnosti da rastu na
metanolu: Mut* koji je divlji tip i slobodno raste na metanolu kao jedinom
izvoru ugljenika, i Mut® koji zbog nedostatka AOX1 gena nema sposobnost
metabolisanja metanola’?. Muts sojevi imaju prednost u proizvodnji proteina
na velikoj skali jer su potrebne manje koli¢ine metanola da bi se indukovala

ekspresijal?s.

Zato $to nisu razvijeni stabilni epizomalni vektori za P. pastoris,
ekspresioni vektori se uglavnom integriu u genom P. pastoris u cilju dobijanja
stabilnog ekspresionog sojal?8. Linearna DNK vektora moze da formira stabilni
transformant P. pastoris homologom rekombinacijom izmedu sekvenci koje
poseduju i vektor i genom domacinal30131, Najjednostavniji nacin integracije je
da se digestuje vektor na jedinstvenom mestu unutar promotorske sekvence, i
potom da se njim transformise odgovaraju¢i domacin. Slobodni DNK krajevi
stimulisu vektor da se homologno rekombinuje sa ise¢enim lokusom u jednom
prelaznom dogadaju. Sojevi koji sadrZze viSestruko integrisane kopije
ekspresione kasete ¢esto proizvode vece koli¢ine proteina od sojeva koji imaju
jednu kopiju'32. Stoga, nakon potvrde da soj P. pastoris sa jednom kopijom gena
proizvodi bioloski aktivan protein odgovarajuce veli¢ine, preporucljivo je
konstruisati i ispitati ekspresiju proteina u sojevima sa viSestrukim kopijama.

(Slika 7).

Fermentacija P. pastoris se odvija u dve faze, gde je prva faza rast celija u
glicerolu dok se ne dostigne velika gustina celija, a druga faza je ekspresija

proteina kontinualnim dodavanjem metanola u fermentor!'?8133, Zbog niskog
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nivoa sekrecije nativnih proteina, ekstracelularna ekspresija heterolognih
proteina moze da ¢ini vise od 80% od ukupnih proteina u medijumu, Sto

VeV 2

znacajno olaksava precis¢avanje rekombinantnog proteina’34.
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Slika 7. ViSestruka integracija vektora sa insertovanim heterolognim genom u

genom P. pastoris!?8

2.3.3. Post-translacione modifikacije i stabilnost heterolognih

proteina

Glikozilacija je jedan od kriticnih post-translacionih dogadaja u sintezi
proteina, od koje zavisi uvijanje proteina, asembliranje oligomera, strukturna
stabilnost, specifi¢cna signalna transdukcija, itd!®1%., Kvasci i mnogi visi
eukarioti koriste evolutivho konzervirani biosintetski put N-vezivanja
oligosaharida za odgovarajuée asparaginske aminokiselinske ostatke na
proteinu'®. Kod P. pastoris oligosaharidni lanac vezan za proteine je kradi i
autenti¢niji nego kod S. cerevisiae'38. Prose¢na duzina lanca oligosaharida kod
glikoproteina eksprimiranih u P. pastoris je od 8 do 14 manoznih ostataka, dok

je kod S. cerevisine 40-150 ostatakal®®. Analiza ugljenih hidrata prisutnih na
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rekombinantnim enzimima ukazuje na dominantno prisustvo N-vezanih
struktura sa velikom koli¢inom manoznih ostataka, umesto kompleksnih
ugljenohidratnih struktura. Oligosaharidi koje vezuje S. cerevisize imaju
terminalno vezani a-1,3 manozni ostatak, §to povecava antigenost strukture.
Oligosaharidi koje vezuje P. pastoris nemaju ovu terminalnu vezu, a mesto
glikozilacije Asn-X-Ser/Thr je isto kao kod sisarskih celijal®. Iako su mnogi
glikoproteini uspe$no eksprimirani u P. pastoris, proizvodnja terapeutskih
glikoproteina u ovom sistemu je oteZana zbog razlike u humanom i kvas¢evom
biosintetskom putu ugljenih hidrata vezanih za proteine. Jedna od metoda da se
prevazidu ovi nedostaci je konverzija visoko-manoznih glikana kvas¢evog-tipa
u visoko-manozne glikane sisarskog-tipal40, dok drugi metod predlaze genti¢ko
inzenjerstvo sekretornog puta P. pastoris tako da imitira glikozilacione reakcije

visih sisaral4l,

Prinos eksprimiranih heterolognih proteina zavisi od mnogih genetickih
i fermentacionih faktora, kao $to su temperatural¥?, pH43, koncentracija
rastvorenog kiseonika i dr. Jedan od glavnih nedostataka P. pastoris
ekspresionog  sistema je  post-sekretorna  proteoliticka  degradacija
rekombinantnih proizvoda. Proteoliza je u velikoj meri protein-zavisna; dok
neki eksprimirani proteini ostaju intaktni, drugi se ne mogu dobiti
funkcionalni’?. U nekim sluc¢ajevima gajenje na niskim temperaturama i visim
pH vrednostima moZe spreciti proteaznu aktivnost!#4-148, Intracelularni i
ekstracelularni nivoi proteaza i celijska smrtnost su veci prilikom gajenja na
metanolu u poredenju sa gajenjem na glicerolu. Visoka smrtnost celija tokom
indukcione faze je u korelaciji sa intracelularnom akumulacijom reaktivnih
vrsta kiseonika, prvenstveno formaldehida i vodonik-peroksida, koji su

sporedni proizvodi metabolizma metanolal#.
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2.4. Metode za pretrazivanje biblioteka gena

Uspesnost eksperimenata dirigovane evolucije zavisi pored veli¢ine
genske raznolikosti i od visoko efikasnih metoda pretrazivanja (eng. high-
throughput screening, HTS) biblioteka. PretraZivanje i selekcija su neodvojivi
segmenti analize biblioteka, gde se pretrazivanje odnosi na analizu svake
varijante proteina za Zeljenu osobinu, a selekcija eliminiSe nefunkcionalne
varijante'®. Jedna od glavnih prepreka u proteinskom inzenjeringu predstavlja
povezivanje fenotipa sa genotipom, tako da se korisne mutacije mogu
identifikovati. Ova veza se moZe posti¢i prostornim odvajanjem varijanti
biblioteke u mikrotitar plo¢ama ili na agar plo¢ama88. Najkoriséenija metoda
HTS za analizu enzimskih varijanti je pretrazivanje upravo u mikrotitar
plo¢ama, u kojima se aktivnost enzima detektuje kolorimetrijskim ili
fluorometrijskim esejimal’®l. Proces pretrazivanja moze biti znacajno ubrzan
koris¢enjem robotskih sistema?®. Medutim, enzimski eseji koriséeni u mikrotitar
plo¢ama zavise od strukture i dostupnosti nativnih supstrata i stoga nisu uvek

primenljivi, i protok je limitiran na 103 - 104 varijanti po pretraZivanju.

Za pretrazivanje velikih enzimskih biblioteka potrebno je pronaci
platformu koja omogucava veci protok od mikrotitar ploca i zadrzava vezu
izmedu fenotipa i genotipa, $to je omoguceno pretrazivanjem na FACS-u (eng.
fluorescent activated cell sorting) tj proto¢nom citometrud®. Princip protocne
citometrije se zasniva na prolazu pojednic¢nih celija kroz tok tecnosti, tokom kog
su one ekscitovane laserom. Nakon ekscitacije i prolaska kroz mernu optiku,
¢elije odasilju brojne signale koji ukljuc¢uju veli¢inu i strukturu povezani forward
i side scatter, kao i fluorescentne signale koji zavise od koris¢enog
obelezavanja'>2. Sa proto¢nom citometrijom analiza 10* Celija je standardna
procedura, Sto je veoma =znacajno za primenu u biotehnologiji'>3. Za
pretraZivanje i selekciju enzimske aktivnosti FACS-om najces¢e se koriste
metode zarobljavanje proizvoda (Slika 8A), ekspresija na povrsini (Slika 8B) i

in vitro kompartmentalizacija (Slika 8C)151.
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zarobljavanje proizvoda

ekspresija na povrsini ¢elija

Slika 8. Sematski prikaz HTS metoda. A) Zarobljavanje proizvoda;
pravouganik, oval, trougao i zvezda predstavljaju gen, proizvod gena, supstrat
i fluorescentni proizvod koji ostaje zarobljen u celiji nakon enzimske reakcije. B)

Ekspresija na povrsini celija; fluorescentni proizvod je enzimski vezan za
povrsinu Celije. C) In vitro kompartmentalizacija (IVC); zuti oval predstavlja kap
emulzije. D) FACS; ¢elije ili emulzije sa razli¢itom fluorescencijom mogu biti
sortirane FACS-om velikom brzinom (modifikovano iz publikacije Xiao et al.

2015)151

In vitro kompartmentalizacija se bazira na pravljenju vestackih odeljaka,
kao na primer jednostruke emulzije vode u ulju (W/O) ili dvostruke emulzije
voda-ulje-voda (W/O/W), da bi se izolovali individualni DNK molekuli,
odnosno formirali nezavisni reaktori za bez-¢elijsku sintezu proteina i enzimsku
reakciju’®. Odeljci predstavljaju kapljice vode veli¢ine bakterije dispergovane u
ulju, sa nekoliko osobina koje ih ¢ine posebno pogodnim za in vitro evoluciju:
eksterna faza je inertna, interna faza je biohemijski aktivna, nema difuzije gena

ili proteina izmedu kapljica, moguce je optimizovati veli¢inu kapljical®.
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Dvostruke emulzije W/O/W su uspesno koris¢ene za in vitro dirigovanu
evoluciju p-galaktozidaze'®. Mikrofluidikom je IVC znacajno unapreden,
pravljenjem odeljaka u pikolitarskim zapreminama za krace vreme, veom
osetljivos¢u i veéim protokom nego standardni esejil®’. Prednost IVC u odnosu
na in vivo bazirane metode pretrazivanja je u zaobilaZenju regulatornih
mehanizama celija, kao i odsustvo transformacije ¢ime veli¢ina biblioteke vise
nije limitirana efikasno$¢u transformacije!®!. IVC se pokazala kompatibilnom sa
sirokim spektrom enzima, a narocito je pogodna za enzime koji se ne
eksprimiraju na povrsini celija ili nemaju supstrate koji prolaze Ccelijsku
membranu. Ogranicavajucu primenu IVC predstavlja formiranje uniformnih

odeljaka kao i njihova stabilnost na hemijske i fizicke uslove tokom selekcije®.

2.4.1. In vivo kompartmentalizacija

Celije predstavljaju prirodan odeljak koji moZe omoguditi enzimsku
reakciju i povezivanje genotipa sa fenotipom. Koriséenje celija za dirigovanu
evoluciju enzima je veoma pogodno jer FACS tehnologija omogucava i
pretrazivanje i sortiranje. Izazov u koriscéenju celija za selekciju je u razvoju
strategije da signal enzimskog eseja ostane vezan za ili unutar celije88. Za
metode zarobljavanja proizvoda (Slika 8A) neophodno je imati fluorescentni
supstrat koji moZe biti transportovan u i iz celije, tako da reaguje sa enzimom
od interesa. Nakon enzimske reakcije fluorescentni proizvod ne moze da izade
iz éelije zbog svoje veli¢ine, polarnosti i hemijskih osobina, sto omogucava
FACS pretrazivanje odgovaraju¢eg fenotipal®®. Upravo potreba za
permeabilnim supstratom, kuplovanje enzimske aktivnosti sa fluorescentnim
signalom, kao i rigidni hemijski uslovi unutar ¢elije limitiraju enzime i supstrate
podloZne inZenjeringu unutar celija'®. Generalniji pristup koristi celije, viruse
ili Cestice za ekspresiju na njihovoj povrsini (Slika 8B) tako da enzim ima

pristup veéem broju supstrata. Da bi se odrzao odnos izmedu fenotipa i
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genotipa signal enzimskog eseja mora ostati vezan za povrsinu Celije ili estice
koja eksprimira odredenu varijantu'®'. Ukoliko ne postoji mogucénost vezivanja
signala za samu celiju, koriséenjem IVC tehnologije dvostrukih emulzija
(W/O/W) je moguce fluorescentni signal zatvoriti u vodenu kapljicu koja
sadrzi celiju koja eksprimira odredenu varijantu enzima, i nakon sortiranja

izolovati celiju i gen koji nose®®.

Ekspresija na povrsini celija kvasca (engl. yeast surface display, YSD) je
postala jedna od glavnih platformi za proteinski inzenjering zbog nekoliko
prednosti: eukariotski ekspresioni sistem koji omogucava post-translacione
modifikacije; jednostavni tehnicki zahtevi i uslovi; postojanje epitopa, koji
omogucavaju normalizaciju proteinske funkcije u odnosu na ekspresiju;
kompatibilnost sa proto¢nom citometrijom!®. Naj¢esée YSD sistem ¢ine protein
od interesa fuzionisan sa C-terminusom Aga2 subjedinice koja je disulfidnim
vezama povezana sa Agal subjedinicom ukotvljenom u éelijski zid kvasaca. Na
ovaj nacin su ukljuena i dva epitopa za kvantifikaciju ekspresije pomocu
fluorescentnih antitela, HA i c-myc epitop, koji ipak ne daju informaciju o

uvijanju i funkciji proteina od interesal®l.

YSD je najpre koris¢en za proteinski inZenjering proteina u cilju
povecanja afiniteta prema vezujuc¢im partnerima, kao $to je evolucija T-¢elijskih
receptoral®?, epidermalnog faktora rasta, interleukina-2163, leptina i mnogih
antitela’®*. Ono $to je izdvojilo ovaj sistem za pretraZivanje vezivanja liganada je
mogucnost analize i uporedivanja konstante vezivanja proteinskih varijanti dok
se jo§ uvek nalaze vezane za celije kvasca, bez potrebe za dugotrajnom
ekspresijom i precis¢avanjem!®’. Za proteine je pored funkcije bitna i njihova
stabilnost u razli¢itim sredinama, sto je dovelo do dirigovane evolucije u cilju
poboljsanja stabilnosti razlicitih proteina, gde je YSD nasao veliku primenu!®.
Za razlikovanje izmedu proteina razlic¢itih stabilnosti koriste se dve metode,

jedna je bazirana na odnosu nivoa ekspresije i termalne stabilnosti'®, dok se u

drugoj eksprimirana biblioteka izlaZe temepraturnom stresu nakon cega se vrsi
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odabir onih varijanti koje su odolele termalnoj denaturaciji'®”1%8. Druga metoda
se koristi za proteine koji ve¢ imaju odredeni stepen temperaturne stabilnosti,
ali ogranicavajuci faktor predstavlja vijabilnost ¢elija kvasca koja se gubi ve¢ na
50°C, s tim S$to integritet same celije ostaje netaknut na visim temperaturama

¢ime je moguca analiza na proto¢nom citometru®>.

Pored proteinskog inZenjeringa, YSD se moZze koristi u biotehnologiji i
biomedicini za pravljenje biokatalizatora od celih celija za razli¢ite primene u
industriji, na primer u pravljenju biogoriva ili elektrohemijskoj detekciji

glukoze!®0.

2.4.2. ,,High-throughput screening” glukoza-oksidaze

Cilj dirigovane evolucije GOx je u poboljSanju aktivnosti i stabilnosti za
upotrebu u industriji. Pretrazivanjem u mikrotitar plocama je mogudce naci
poboljsane varijante enzima u bibliotekama koje imaju visoki procenat aktivnih
varijanti, tj nisku stopu mutacija po genu, i koje nisu velike po veli¢ini (1000 -
10000 varijanti)3>3¢. Iz tih razloga se ukazala potreba za razvojem HTS metode
da bi se ispitao uticaj veceg broja mutacija na aktivhost GOx, kojim bi bilo
moguce pre-sortirati 2000-3000 najaktivnijih varijanti (iz biblioteke koja ima 10°
istih) koje bi potom bile detaljno analizirane u mikrotitar plo¢ama. Jedna od tih
metoda kombinuje in wvitro kompartmentalizaciju celija kvasaca koje
eksprimiraju GOx u dvostrukim emulzijama i fluorescentni esej na bazi amino-
tenoksi-karboksi-kumarina (APCC) i vanadijum-bromo-peroksidaze (ViPer
esej). Ovom metodom je veza izmedu fenotipa i genotipa odrzana pravljenjem
kompartmenata u kojima se nalazi po jedna celija kvasca sa eksprimiranom
GOx, tako da nakon reakcije fluorescentni proizvod ostaje u vodenoj kapljici
koja se sortira zajedno sa ¢elijom!0. Ovaj esej je upotrebeljen i za HTS celulaza,
¢ime je pokazano da se fluorescentni esej za oksidoreduktaze moZze uspesno

koristiti i za pretrazivanje hidrolitickih enzima u kuplovanom eseju'®.
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Napredak u pretrazivanju GOx biblioteka napravljen je kovalentnim
obelezavanjem celija koje eksprimiraju aktivhu GOx na povrsini, pomocu
fluorescentnog tiramida koji se vezuje za tirozinske ostatke proteina, ¢ime se
postize direktna povezanost fenotipa i genotipa’. Glavni izazov u sistemu
pretraZivanja baziranom na obelezavanju tiramidima u rastvoru je
ogranicavanje vezivanje tiramida za celiju koja eksprimira aktivnu varijantu
enzima a ne i ostale ¢elije u rastvoru. To je moguce za celije koje eksprimiraju
HRP na svojoj povrsinil”? ali je teSko postici u slucajevima kuplovanih reakcija
kada je vodonik-peroksid proizveden od strane analiziranog proteina. Da ne bi
dolazilo do ukrstene reakcije, IVC u jednostrukim emulzijama je omogucila
separaciju pojedinacnih celija koje su potom izvucene iz emulzija i analizirane
na protonom citometru. Obelezavanjem celija fluorescein-tiramidom je
moguce kvantitativno odrediti celije sa aktivnijom enzimskom varijantom, ali
intenzitet fluorescencije takode zavisi od koli¢ine eksprimiranog proteina na
povrsini, $to moze dovesti do lazno pozitivne selekcije®. Dodatno unapredenje
pretraZzivanja GOx postignuto je uvodenjem sistema dostave supstrata, koristeci
B-oktil-glukozid i P-glukozidazu za preciznu kontrolu pocetka enzimske
reakcije i koncentracije glukoze (Slika 9). Pored toga uvedena je i normalizacija
intenziteta fluorescencije koriséenjem fluorescentnih antitela za c-myc epitop u
cilju kvantifikacije eksprimiranog proteina na povrsini celije8. Iako je vezivanje
antitela veoma specifiéno, njihova upotreba ima i svojih limita u vidu ne-
konzistentnih serija napravljenih od strane proizvodaca kao i vremena

potrebnog za obeleZavanje.
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Slika 9. Sematski prikaz FACS sistema za pretrazivanje baziranog na
obelezavanju fluorescein-tiramidom ¢elija kvasca koje na svojoj povrsini

eksprimiraju GOx (modifikovano iz publikacije Ostafe et al)8

2.5. Zeleni fluorescentni protein (GFP)

Zeleni fluorescentni protein (eng. green fluorescent protein, GFP) je

monomerni protein od 27 kDa prvi put izolovan iz meduze Aequorea victoria, a

obliku p-burenceta sastavljenog od 11 P-lanaca koji okruzuju jedan a-heliks

(Slika 10)'"1. U visokim koncentracijama GFP ima sposobnost da formira slabe
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dimere, §to moZze da interferira sa funkcijom proteina sa kojim je fuzionisan!72.
Hromofora GFP je resultat autokataliticke ciklizacije polipeptidnog lanca
izmedu ostataka Ser® i Gly®” i oksidacije a-p veze Tyr® u prisustvu
vazduhal”3174, Poslednja istrazivanja su pokazala da formiranje hromofore
stvara slobodne radikale koji uti¢u na gensku ekspresiju i metabolicke puteve
povezane sa oksidativnim stresom u sisarskim celijamal”>. Divlji tip GFP
apsorbuje svetlost na dve talasne duzine, 395 nm (maksimum ekscitacije) i 475
nm, Sto moZze biti objaSnjeno postojanjem dve forme hromofore, neutralne i
anjonskel”. Jedna od jedinstvenih osobina GFP je osetljivost njegove
fluorescencije u odnosu na promene u okolini, §to je koriS¢eno za pretrazivanje
inhibitora p-laktamaze jer se fluorescencija GFP smanjuje pri snizavanju pH
vrednosti do koje dolazi hidrolizom [-laktamskog prstenal””. Vezivanje
kalcijuma i inhibitora za protein kalmodulin, koji ima znacajnu ulogu u
regulaciji preuzimanja dopamina u Zzivim Ccelijama, je takode praceno

promenom u fluorescenciji GFP178179,

Slika 10. Trodimenzionalna struktura zelenog fluorescentnog proteina (PDB
kod 1IEMA). Slika je kreirana koris¢enjem programa Swiss-PdbViewer verzija

4.1.0 (Svajcarska)
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Zbog male veli¢ine GFP se lako eksprimira kao fuzioni partner bilo na N-
ili C-kraju proteina, a sposobnost autofluorescencije omogucéava Siroku
upotrebu u biohemijskim i bioloskim istraZzivanjima, kao S§to su in vivo
lokalizacija u ¢elijama’8, pracenje ekspresije i pre¢is¢avanja proteinal®l, pracenje
sekretornih puteva u sisarskim ¢elijama'®? i dr. U radu sa fuzionim proteinima
najvaznije je da oba proteina zadrze svoju funkciju kao i pravilno uvijanje. U
svom radu Vu i saradnici su povezivali aktivnost organofosforne hidrolaze sa
fluorescencijom GFP eksprimirane u E. coli, u cilju merenja koli¢ine aktivne
hirolaze koja je proizvedena. Mada su pokazali da je aktivnost enzima smanjena
kada je on fuzionisan sa GFP, uspeli su da je povrate nakon razdvajanja ta dva

proteina enterokinazom!8!. Pored upotrebe kao fuzionog markera, GFP se moze

koristiti i kao indikator uspesnog kloniranja u E. coli183184,

Da bi se prosirila upotreba GFP u istrazivanju, pronaden je GFP mutant
(S65T, F64L, poznat kao EGFP) ¢iji je maksimum apsorbcije pomeren na 488 nm,
Sto je jedna od uobicajenih talasnih duzina koje se koriste u protocnoj
citometriji'®. Optimizacijom kodona i uvodenjem novih mutacija (565G, S72A)
napravljen je unapredeni GFP (yGFP) koji je koris¢en kao efikasni reporter u S.
cerevisiae i Candida albicans'86187. Uprkos mnogim naporima i koriste¢i razli¢ite
signalne peptide, i GFP i EGFP su pokazivali niske nivoe sekrecije u
kvascimal®18. Upotrebom sinteticke prepro signalne sekvence yGFP je
uspesno sekretovan van celija kvasca, potvrduju¢i da je pored odgovarajuce
sekvence i forma GFP bitna za transport i procesuiranje u kvascu. Huang i
saradnici su ispitivali uticaj temperature na nivo sekretovanog GFP i pokazali
da temperatura od 20°C dovodi do najveceg nivoa ekspresije vancelijskog
GFP10191, Pored uspesne sekrecije van celija, yGFP fuzionisan sa Aga2
proteinom je eksprimiran na povrsini celija kvasca!, gde se moZe lako
vizuelizovati koristeéi fluorescentni mikroskop i kvantifikovati proto¢nom

citometrijom192-1%4,
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Predmet ovog istrazivanja je dobijanje mutanata glukoza-oksidaze iz A.
niger sa poboljsanim karakteristikama za potencijalnu upotrebu u biosenzorima
i biogorivnim celijama, kao i optimizacija novih metoda visoko efikasne
pretrage biblioteke gena glukoza-oksidaze zasnovanih na proto¢noj citometriji i

ekspresiji na povrsini celija kvasca.
U ovoj doktorskoj disertaciji ispitivani su:

e razvoj metode za pronalazenje oksidativno stabilnijih varijanti oksido-
reduktivnih enzima zasnovane na ekspresiji proteina na povrsini celija

kvasca
e mutanti GOx otporniji na vodonik-peroksid u odnosu na divlji tip enzima

e mutanti GOx sa poboljs$anom katalitickom aktivnos¢u u odnosu na divlji

tip enzima

e mutanti GOx sa poboljsanom aktivnoséu ka redoks medijatorima u

odnosu na divlji tip enzima

e ekspresija himere GOx i zelenog fluorescentnog proteina na povrsini celija

kvasca

e unapredenje visoko efikasne metode pretrazivanja biblioteka gena GOx

zasnovane na proto¢noj citometriji
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4. MATERIJAL I METODE

4.1. Materijal

4.1.1. Izvor gena za glukoza-oksidazu

Sinteticki gen za glukoza-oksidazu iz soja Aspergillus niger NRLL-3 je
dobijen od kompanije GenScript USA na osnovu nukleotidne sekvence za zreo
protein (P13006) u nukleotidnoj banci podataka EMBL-EBI pod brojem
X16061.1. Gen za M12 mutant glukoza-oksidazu (N2Y, K13E, T30V, 194V,

K152R) dobijen je dirigovanom evolucijom?.

4.1.2. Izvor gena za zeleni fluorescentni protein

Gen za zeleni fluorescentni protein prilagoden za ekspresiju u kvascima
je dobijen od profesora Erik Suste sa Univerziteta u Vinskonsinu, SAD. Ova
verzija proteina sadrZi tri mutacije (S65G, S72A, A206K) u odnosu na prirodni
tip proteina iz meduze Aequorea victorin (P42212), koje omogucavaju bolju

ekspresiju u kvascima, solubilnost i povec¢anu fluorescenciju®®’.

4.1.3. Vektori i sojevi

Escherichia coli DH5a i XL10gold sojevi su koris¢eni kao domacin za
kloniranje gena i odrzavanje plazmida. Za ekspresiju gena glukoza-oksidaze na
povrsini Celija kvasca koriséen je soj kvasca Saccharomyces cerevisine EBY100 i
vektor pCTCON2 (dobijeni od profesora Dejn Vitrapa sa MIT, SAD). Za
ekstracelularnu ekspresiju glukoza-oksidaze koris¢en je soj kvasca Pichia
pastoris KM71IH i vektor pPICZaA mnaruceni od kompanije Invitrogen,
Kalifornija, SAD.
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4.2. Mikrobioloske metode

U svim mikrobioloskim radovima postovana su pravila rada u
mikrobioloskoj hemiji, a za pripremanje podloga upotrebljavane su supstance
Cistoce pro analysi. Podloge su pripremane suspendovanjem odredene kolic¢ine
sastojaka u demineralizovanoj vodi i sterilisane u autoklavu na 121°C 20

minuta.

4.2.1. Podloge za rast bakterija

4.2.1.1. Luria-Bertani tecna podloga za rast bakterija (LB)

U 1000 mL demineralizovane vode rastvoreno je 5 g ekstrakta kvasca, 10

g NaCl i 10 g triptona, pH podeseno na 7,4.

4.2.1.2. Luria-Bertani tecna podloga za rast bakterija koje imaju

rezistenciju na zeocin (LB-zeocin)

U 1000 mL demineralizovane vode rastvoreno je 5 g ekstrakta kvasca, 5 g
NaCli 10 g triptona, pH podeseno na 7,4. Nakon sterilizacije, ohladenoj podlozi
u sterilnoj zoni dodato je 250 uL sterilnog rastvora zeocina koncentracije 100

mg/mL tako da finalna koncentracija u rastvoru bude 25 ng/mL.

4.2.1.3. Luria-Bertani c¢vrsta podloga za rast bakterija koje imaju

rezistenciju na zeocin (LA-zeocin)

U 1000 mL demineralizovane vode rastvoreno je 5 g ekstrakta kvasca, 5 g
NaCl, 10 g triptona i 20 g agara, pH podeSeno na 7,4. Nakon sterilizacije,
podlozi ohladenoj na 40-50°C u sterilnoj zoni dodato je 250 pL sterilnog
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rastvora zeocina koncentracije 100 mg/mL tako da finalna koncentracija u

rastvoru bude 25 ng/mL.

4.2.1.4. Luria-Bertani tecna podloga za rast bakterija koje imaju

rezistenciju na ampicilin (LB-ampicilin)

U 1000 mL demineralizovane vode rastvoreno je 5 g ekstrakta kvasca, 5 g
NaCl i 10 g triptona, pH podeSeno na 7,4. Nakon sterilizacije, ohladenoj podlozi
u sterilnoj zoni dodato je 1 mL sterilnog rastvora ampicilina koncentracije 100

mg/mL tako da finalna koncentracija u rastvoru bude 100 ng/mL.

4.2.1.5. Luria-Bertani cvrsta podloga za rast bakterija koje imaju

rezistenciju na ampicilin (LA-ampicilin)

U 1000 mL demineralizovane vode rastvoreno je 5 g ekstrakta kvasca, 5 g
NaCl, 10 g triptona i 20 g agara, pH podeSeno na 7,4. Nakon sterilizacije,
podlozi ohladenoj na 40-50°C u sterilnoj zoni dodato je 1 mL sterilnog rastvora

ampicilina koncentracije 100 mg/mL tako da finalna koncentracija u rastvoru

bude 100 pg/mL.

4.2.1.6. Super optimalna tecna podloga za rast bakterija (SOC)

U 960 mL demineralizovane vode rastvoreno je 5 g ekstrakta kvasca, 0,5
g NaCl i 20 g triptona. Nakon sterilizacije, ohladenoj podlozi dodato je 10 mL
1M MgCl,, 10 mL 1M MgSOs i 20 mL 20% (w/v) glukoze koji su prethodno

sterilisani.
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4.2.2. Podloge za rast kvasaca

4.2.2.1. Tecna podloga za rast kvasaca (YPD)

U 900 mL demineralizovane vode rastvoreno je 10 g ekstrakta kvasca i 20
g triptona. Nakon sterilizacije, ohladenoj podlozi dodato je 100 mL 20% (w/v)

glukoze koja je prethodno sterilisana.

4.2.2.2. Cursta podloga za rast kvasaca (YPD agar)

U 900 mL demineralizovane vode rastvoreno je 10 g ekstrakta kvasca, 20
g triptona i 20 g agara. Nakon sterilizacije, podlozi ohladenoj na 40-50°C dodato
je 100 mL 20% (w/v) glukoze koja je prethodno sterilisana.

4.2.2.3. Cursta podloga za rast kvasaca koji imaju rezistenciju na zeocin

(YPD+zeocin agar)

U 900 mL demineralizovane vode rastvoreno je 10 g ekstrakta kvasca, 20
g triptona i 20 g agara, pH podeseno na 7,4. Nakon sterilizacije, podlozi
ohladenoj na 40-50°C dodato je 100 mL 20% (w/v) glukoze koja je prethodno
sterilisana i 1 mL sterilnog rastvora zeocina koncentracije 100 mg/mL tako da

finalna koncentracija u rastvoru bude 100 ng/mL.

4.2.2.4. Bogata tecna podloga za rast kvasaca (2xYPAD)

U 800 mL demineralizovane vode rastvoreno je 20 g ekstrakta kvasca, 40
g triptona i 0,08 g adeninsulfata. Nakon sterilizacije, ohladenoj podlozi dodato

je 200 mL 20% (w/v) glukoze koja je prethodno sterilisana.
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4.2.2.5. Tecna selektivna podloga za rast kvasca S. cerevisiae EBY100

(YNB-CAA+GIc)

U 900 mL demineralizovane vode rastvoreno je 5,1 g amonijum sulfata,
1,6 g azotne baze kvasca bez amonijum sulfata i aminokiselina (YNB) i 5 g
kazamino kiselina (CAA). Nakon sterilizacije, ohladenoj podlozi dodato je 100

mL 20% (w/v) glukoze koja je prethodno sterilisana.

4.2.2.6. Cursta selektivna podloga za rast kvasca S. cerevisiae EBY100
(YNB-CAA+GIc agar)

U 900 mL demineralizovane vode rastvoreno je 5,1 g amonijum sulfata,
1,6 g azotne baze kvasca bez amonijum sulfata i aminokiselina (YNB), 5 g
kazamino kiselina (CAA) i 20 g agara. Nakon sterilizacije, podlozi ohladenoj na

40-50°C dodato je 100 mL 20% (w/v) glukoze koja je prethodno sterilisana.

4.2.2.7. Tecna selektivna podloga za indukciju ekspresije u kvascu S.

cerevisiae EBY100 (YNB-CAA+Gal)

U 900 mL demineralizovane vode rastvoreno je 5,1 g amonijum sulfata,
1,6 g azotne baze kvasca bez amonijum sulfata i aminokiselina (YNB) i 5 g
kazamino kiselina (CAA). Nakon sterilizacije, ohladenoj podlozi dodato je 100

mL 20% (w/v) galaktoze koja je prethodno sterilisana.

4.2.2.8. Cursta selektivna podloga za indukciju ekspresije u kvascu S.

cerevisiae EBY100 (YNB-CAA+Gal agar)

U 900 mL demineralizovane vode rastvoreno je 5,1 g amonijum sulfata,

1,6 g azotne baze kvasca bez amonijum sulfata i aminokiselina (YNB), 5 g
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kazamino kiselina (CAA) i 20 g agara. Nakon sterilizacije, podlozi ohladenoj na

40-50°C dodato je 100 mL 20% (w/v) galaktoze koja je prethodno sterilisana.

4.2.2.9. Tecna podloga za rast transformisane P. pastoris KM71H
(BMGH)

U 900 mL demineralizovane vode rastvoreno je 13,6 g kalijum-
dihidrogen-fosfata, 3,4 g azotne baze kvasca bez amonijum sulfata i
aminokiselina (YNB) i 10 g amonijum sulfata, pH pode$eno na 6,0. Nakon
sterilizacije, ohladenoj podlozi dodato je 100 mL 10% (v/v) glicerola prethodno
sterilisanog i 2 mL 0,02% (w/v) biotina prethodno sterilisanog kroz filter od

0,22 mikrona.

4.2.2.10. Tecna podloga za indukciju ekspresije transformisane P.

pastoris KM71H (BMMH)

U 990 mL demineralizovane vode rastvoreno je 13,6 g kalijum-
dihidrogen-fosfata, 3,4 g azotne baze kvasca bez amonijum sulfata i
aminokiselina (YNB) i 10 g amonijum sulfata, pH pode$eno na 6,0. Nakon
sterilizacije, ohladenoj podlozi dodato je 10 mL 50% (v/v) metanola i 2 mL

0,02% (w/v) biotina prethodno sterilisanih kroz filter od 0,22 mikrona.

4.2.3. Pripremanje kompetentnih ¢elija

4.2.3.1. Pripremanje hemijski kompetentnih ¢éelija E. coli DHba i
XL10gold

Sa LA agar ploce jedna kolonija E. coli je inokulirana u 10 mL LB te¢ne

podloge i gajena u Sejkeru (250 obrtaja/min) 8 h na 37°C. U 100 mL LB tec¢ne
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podloge prebaceno je 1 mL kulture i ¢elije su gajene u Sejkeru (250 obrtaja/min)
na 22°C preko no¢i i dok opticka gustina na 600 nm nije dostigla vrednost 0,55.
Kada su celije dostigle odgovaraju¢u opticku gustinu, prebacene su na led 10
minuta i potom centrifugirane 10 minuta na 3000 obrtaja/min na 4°C. Talog je
resuspendovan u 40 mL sterilnog ledeno-hladnog Inoue pufera (55 mM
mangan-hlorid, 15 mM kalcijum-hlorid, 250 mM kalijum-hlorid, 10 mM PIPES,
pH 6,7). Celije su centrifugirane 10 minuta na 3000 obrtaja/ min na 4°C, potom
resuspendovane u 8 mL sterilnog ledeno-hladnog Inoue pufera. Dodato je 0,7
mL sterilnog DMSO i ¢elije su ostavljene na ledu 10 minuta. Suspenzija Celija je
podeljena u alikvote po 100 uL i odmah zamrznute u tenom azotu i ¢uvane na

-80°C.

4.2.3.2. Pripremanje hemijski kompetentnih celija S. cerevisiae EBY100

Sa YPD agar ploce jedna kolonija S. cerevisiae EBY100 je inokulirana u 2,5
mL 2xYPAD tec¢ne podloge koja sadrzi 12,5 pg/mL hloramfenikola i gajena u
Sejkeru (250 obrtaja/min) preko no¢i na 30°C. Prekono¢na kultura je prebacena
u 50 mL 2xYPAD medijuma i izmerena opti¢ka gustina na 600 nm. Celije su
gajene u Sejkeru (250 obrtaja/min) na 30°C dok opticka gustina nije dostigla
vrednost 1 (oko 4h). Nakon $to su ¢elije dostigle odgovarajuc¢u opticku gustinu,
centrifugirane su 5 minuta na 3000 obrtaja/min. Celije su resuspendovane u 25
mL sterilne vode, i potom opet centrifugirane 5 minuta na 3000 obrtaja/min.
Nakon toga celije su resuspendovane u 500 pL sterilne vode i centrifugirane 5
minuta na 6000 obrtaja/min. Finalno su celije resuspendovane u 500 pL
sterilnog FCC rastvora (5% glicerol, 10% DMSO), podeljene u alikvote po 50 pL

i zamrznute na -80°C.
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4.2.3.3. Pripremanje elektro-kompetentnih éelija P. pastoris KM71H

Sa YPD agar ploce jedna kolonija P. pastoris KM71H je inokulirana u 3
mL YPD te¢ne podloge koja sadrzi 12,5 pg/mL hloramfenikola i gajena u
Sejkeru (250 obrtaja/min) preko noc¢i na 30°C. Prebaciti 100 pL prekonocne
kulture u 50 mL YPD medijuma i opet gajiti preko noé¢i na 30°C, 200
obrtaja/min dok opticka gustina nije dostigla vrednost 1-1,5. Nakon $to su celije
dostigle odgovaraju¢u opticku gustinu, centrifugirane su 10 minuta na 3000
obrtaja/min. Celije su resuspendovane u 10 mL DTT/LiAc rastvora (100 mM
litijum-acetat, 0,6 M sorbitol, 10 mM TRIS pH 7,5, 10 mM ditiotreitol (DTT,
dodat nakon sterilizacije rastvora)), i inkubirane na sobnoj temperaturi 30
minuta uz blago mesanje. Celije su centrifugirane 5 minuta na 3000 obrtaja/min
i potom resuspendovane u 1 mL ledenog 1 M sorbitola. Nakon centrifugiranja 5
minuta na 3000 obrtaja/min celije su jo$ dva puta isprane sa istom koli¢inom
ledenog sorbitola. Finalno su ¢elije resuspendovane u 500 pL ledenog 1 M
sorbitola, dodato je 60 uL 100% glicerola i podeljene u alikvote po 50 pL i

zamrznute na -80°C.

4.3. Molekularno-bioloske metode

Reagensi koris¢eni za molekularno-bioloske metode su naruceni od

kompanije Thermo Fisher Scientific, SAD, osim ako nije drugacije naglaseno.

38



MATERIJAL I METODE

4.3.1. Kloniranje gena za zeleni fluorescentni protein u pCTCON2

vektor

4.3.1.1. UmnoZavanje gena za zeleni fluorescentni protein

Gen za zeleni fluorescentni protein (GFP) umnozen je PCR (polymerase
chain reaction) reakcijom koristeéi prajmere iz priloga 1. Smesa za PCR reakciju

sadrzi slede¢e komponente:

Komponenta Zapremina | Finalna koncentracija
MiliQ voda 41,25 L.

10X pufer za DreamTaq polimerazu 5uL 1X

Smesa dezoksinukleotida-dNTP (10mM) 1puL 02 mM
forward prajmer (25 pM) 1puL 0,5 uM

reverse prajmer (25 uM) 1puL 0,5 uM
DreamTaq polimeraza (5 U/puL) 0,25 uL 0,025 U/pL
Templat 0,5 uL 0,5ng/pL
Ukupna zapremina 50 uL

Program za PCR reakciju:

Inicijalna denaturacija 94°C 4 min

Denaturacija 94°C 1 min <
Annealing 50°C 1 min 39
Elongacija 72°C 1 min cikdusa
Terminalna elongacija 72°C 10 min

PCR proizvodi su analizirani agaroznom DNK elektroforezom i

preciséeni NucleoSpin Gel and PCR Clean-up kitom (Macherey-Nagel, Nemacka) po

uputstvu proizvodaca.
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4.3.1.2. Dvostruka digestija restrikcionim enzimima

Pre¢is¢eni PCR proizvod gena za zeleni fluorescentni protein i
pCTCON2 vektor podvrgnuti su dvostrukoj restrikciji sa BamHI i Xhol

restrikcionim enzimima. Sme$a za dvostruku restrikciju sadrzi sledece

komponente:
Komponenta PCR proizvod Vektor
10X Tango pufer 4 L 4 uL
BamHi restrikcioni enzim (10 U/ pL) 2 uL 2 uL
Xhol restrikcioni enzim (10 U/pL) 1L 1puL
Uzorak 10 uL 10 uL
MiliQ voda 3 uL 3uL
Ukupna zapremina 20 uL 20 uL

Restrikciona smesa je inkubirana 16 sati na 37°C. Nakon 16 sati reakcija je
prekinuta inkubiranjem 20 minuta na 80°C. Digestovani PCR proizvod i vektor

su analizirani agaroznom DNK elektroforezom i preciséeni NucleoSpin Gel and

PCR Clean-up kitom (Macherey-Nagel, Nemacka) po uputstvu proizvodaca.

4.3.1.3. Ligacija umnoZenog gena i vektora

Digestovan PCR proizvod je ligiran sa pCTCON2 vektorom pomocu T4

DNK ligaze. Ligaciona smesa sadrzi slede¢e komponente:

Komponenta Zapremina
MiliQ voda 5,5 uL
10X pufer za T4 DNK ligazu 2 uL
Digestovan vektor 2 uL
Digestovan PCR proizvod 10 pL
T4 DNK ligaza (5 U/uL) 0,5uL
Ukupna zapremina 20 uL
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Smesa je inkubirana 16 sati na 14°C. Nakon 16 sati reakcija je prekinuta
inkubiranjem 5 minuta na 70°C. Sa 5 pL ligacione smeSe transformisane su

kompetentne ¢elije E.coli.

4.3.2. Kloniranje glukozo-oksidaznog gena u pCTCON2 i GFP-
pCTCON?2 vektor

4.3.2.1. UmnoZavanje gena za glukoza-oksidazu

Sinteticki gen za wild-type glukoza-oksidazu i A2 mutant (dobijen
eksperimentima dirigovane evolucije) umnozeni su PCR reakcijom koristeci
prajmere iz priloga 1, po protokolu iz odeljka 3.3.1.1 uz modifikaciju PCR

programa gde je annealing temperatura bila 60°C i vreme elongacije 2,15 minuta.

PCR proizvodi su analizirani agaroznom DNK elektroforezom i

preciséeni NucleoSpin Gel and PCR Clean-up kitom (Macherey-Nagel, Nemacka) po

uputstvu proizvodaca.

4.3.2.2. Dvostruka digestija restrikcionim enzimima

Pre¢is¢eni PCR proizvodi gena za glukoza-oksidazu (WT, A2) i
pCTCON2 i GFP-pCTCON2 vektor podvrgnuti su dvostrukoj restrikciji sa

BamHI i Nhel restrikcionim enzimima na sledeéi nadin:

Komponenta PCR proizvodi Vektor
10X Tango pufer 2uL 2 uL
BamHI restrikcioni enzim (10 U/pL) 1uL 1uL
Nhel restrikcioni enzim (10 U/uL) 1uL 1uL
Uzorak 11 uL 11 pL
MiliQ voda 5uL 5uL
Ukupna zapremina 20 uL 20 uL
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Restrikciona smesa je inkubirana 16 sati na 37°C. Nakon 16 sati reakcija je
prekinuta inkubiranjem 20 minuta na 80°C. Digestovani PCR proizvodi i
vektori su analizirani agaroznom DNK elektroforezom i precis¢eni NucleoSpin
Gel and PCR Clean-up kitom (Macherey-Nagel, Nemacka) po uputstvu

proizvodaca.

4.3.2.3. Ligacija umnoZenog gena i vektora

Svaki digestovan PCR proizvod je ligiran sa pCTCON2 odnosno GFP-
pCTCON2 vektorom pomoc¢u T4 DNK ligaze. Ligaciona smesa sadrzi sledece

komponente:

Komponenta Zapremina
MiliQ voda 8 uL
10X pufer za T4 DNK ligazu 2uL
Digestovan vektor (12 ng/pL) 5uL
Digestovan PCR proizvod (12 ng/pL) 5uL

T4 DNK ligaza (5 U/ L) 0,3 uL
Ukupna zapremina 20 uL

Smesa je inkubirana 16 sati na 14°C. Nakon 16 sati reakcija je prekinuta
inkubiranjem 5 minuta na 70°C. Sa 5 pL ligacione smeSe transformisane su

kompetentne ¢elije E.coli.

4.3.3. Kloniranje glukozo-oksidaznog gena u pPICZaA vektor

4.3.3.1. UmnoZavanje gena za glukoza-oksidazu

Sinteticki gen za wild-type glukoza-oksidazu i M12 mutant umnoZeni su
PCR reakcijom koristeci prajmere iz priloga 1, po protokolu iz odeljka 3.3.1.1 uz

modifikaciju PCR programa gde je annealing temperatura bila 55°C i vreme
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elongacije 2,15 minut, a kao templat za M12 gen je koris¢éen M12-pYES2

plazmid.

PCR proizvodi su analizirani agaroznom DNK elektroforezom i
preciséeni NucleoSpin Gel and PCR Clean-up kitom (Macherey-Nagel, Nemacka) po

uputstvu proizvodaca.

4.3.3.2. Dvostruka digestija restrikcionim enzimima

Prec¢is¢eni PCR proizvodi gena za glukoza-oksidazu (WT, M12) i
pPICZaA vektor podvrgnuti su dvostrukoj restrikciji sa Xhol i Xbal

restrikcionim enzimima. Sme$a za dvostruku restrikciju sadrzi sledece

komponente:
Komponenta PCR proizvodi Vektor
10X Tango pufer 4 uL 4 uL
Xhol restrikcioni enzim (10 U/pL) 1,5 uL 1,5uL
Xbal restrikcioni enzim (10 U/ pL) 3uL 3uL
Uzorak 10 uL 10 uL
MiliQ voda 1,5 uL 1,5 uL
Ukupna zapremina 20 uL 20 uL

Restrikciona smesa je inkubirana 16 sati na 37°C. Nakon 16 sati reakcija je
prekinuta inkubiranjem 20 minuta na 80°C. Digestovani PCR proizvodi i vektor
su analizirani agaroznom DNK elektroforezom i precis¢eni NucleoSpin Gel and

PCR Clean-up kitom (Macherey-Nagel, Nemacka) po uputstvu proizvodaca.

4.3.3.3. Ligacija umnoZenog gena i vektora

Svaki digestovan PCR proizvod je ligiran sa pPICZaA vektorom pomocu

T4 DNK ligaze. Ligaciona smesa sadrzi sledece komponente:
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Komponenta Zapremina
MiliQ voda 7 uL
10X pufer za T4 DNK ligazu 2 uL
Digestovan vektor 8 uL
Digestovan PCR proizvod 3uL

T4 DNK ligaza (5 U/pL) 0,2 uL
Ukupna zapremina 20 uL

Smesa je inkubirana 16 sati na 14°C. Nakon 16 sati reakcija je prekinuta
inkubiranjem 5 minuta na 70°C. Sa 5 pL ligacione smeSe transformisane su

kompetentne ¢elije E.coli.

4.3.4. Pravljenje saturacionih biblioteka glukoza-oksidaze u

pCTCON?2 vektoru

Za pravljenje saturacionih biblioteka glukoza-oksidaze koris¢eni su
odgovarajuci prajmeri iz priloga 1, na pozicijama metionina 190, 214, 305, 480,
523, 524, 528, 556, 561, 567 i 582. Biblioteke su napravljenje pomocu QuikChange
Site-Directed Mutagenesis kita (Agilent Technologies, SAD) po uputstvu
proizvodaca koristeéi 12,5 ng wtGOx-pCTCON2 plazmida kao templata.

Program za PCR:

Inicijalna denaturacija 95°C 30s

Denaturacija 95°C 30s

Annealing 55°C 1 min 1?
Elongacija 68°C 8 min | ciklusa

Nakon transformacije bakterija, svi transformanti jedne biblioteke su
spojeni i plazmidi izolovani zajedno. Sa izolovanim plazmidom su
transformisane kompetentne S.cerevisite EBY100 Celije koje su ¢inile jednu

saturacionu biblioteku na odgovarajucoj poziciji.
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4.3.5. Pravljenje kombinovanih mutanata glukoza-oksidaze u

pCTCON?2 i pPICZaA vektoru

Za pravljenje kombinovanih mutanata glukoza-oksidaze koris¢eni su
odgovarajuci prajmeri iz priloga 1, na pozicijama metionina 214, 556, 561 i 567.
Biblioteke su napravljenje pomocu QuikChange Lightning MultiSite-Directed
Mutagenesis kita (Agilent Technologies, SAD) po uputstvu proizvodaca koristeci
50 ng wtGOx-pCTCON?2 i wtGOx-pPICZaA plazmida kao templat. Program za
PCR:

Inicijalna denaturacija 95°C 2 min
Denaturacija 95°C 20s «—
Annealing 55°C 30s 30
4,5 min za pCTCON2 ciklusa
El ij 65°C
engaca 3 min za pPICZaA ‘
Terminalna elongacija 65°C 5 min

Nakon transformacije  bakterija, sa izolovanim plazmidima
kombinovanih mutanta transfomisane su kompetentne celije S. cerevisiae

EBY100 i P. pastoris KM71H.

4.3.6. Pravljenje biblioteke glukoza-oksidaze u GFP-pCTCON2

vektoru

Za pravljenje biblioteke glukoza-oksidaze koris¢eni su prajmeri iz
priloga 1, koriste¢i GeneMorph II Random Mutagenesis kit (Agilent Technologies,
SAD) po uputstvu proizvodaca i 45 ng/pL templata wtGOx-GFP-pCTCON?2.
PCR program za pravljenje biblioteke:
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Inicijalna denaturacija 95°C 2 min

Denaturacija 95°C 30s <

Annealing 60°C 30s %
Elongacija 72°C 2 min cikdusa
Terminalna elongacija 72°C 10 min

Nakon preciséavanja, PCR proizvod je podvrgnut dvostrukoj digestiji sa
BamHI i Nhel restrikcionim enzimima po protokolu opisanom u odeljku 3.3.2.2.
Dvostruko digestovan PCR proizvod je koris¢en kao megaprajmer za PCR sa
Phusion High-Fidelity Polymerase (New England Biolabs, Nemacka), a smeSa je
sadrzala 450 ng megaprajmera, 50 ng templata wtGOx-GFP-pCTCON?2, 3%

DMSO i ostale komponente po uputstvu proizvodaca. Program za PCR:

Inicijalna denaturacija 98°C 1 min

Denaturacija 98°C 30s <

Annealing 60°C 1 min 2?
Elongacija 72°C 4 min cikusa
Terminalna elongacija 72°C 10 min

Pre transformacije bakterija PCR smesa je tretirana Dpnl enzimom (New
England Biolabs, Nemacka) 1,5 sat na 37°C i inaktivirana 15 minuta na 80°C.
Nakon transformacije bakterija, svi transformanti biblioteke su spojeni i
plazmidi izolovani zajedno. Sa izolovanim plazmidom su transformisane

kompetentne S. cerevisiae EBY100 celije koje su ¢inile biblioteku.

4.3.7. Transformacija kompetentnih E. coli ¢elija

Kompetentne E. coli ¢elije su nakon vadenja iz zamrzivaca stavljene na
led. U njih je dodata ligaciona smesa ili rastvor plazmida i ostavljene su na ledu
30 minuta. Nakon 30 minuta transformaciona smesa je podvrgnuta toplotnom

Soku 45 sekundi na 42°C, i odmah nakon toga stavljena na led 2 minuta. U
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transformisane celije dodato je 1 mL SOC podloge i inkubirane su 1 h na 37°C.
Posle inkubacije 100 pL transformisnih ¢elija je zasejano na LA agar podlogu sa

odgovarajuc¢im antibiotikom. LA podloge su inkubirane preko no¢i na 37°C.

4.3.8. Izolovanje plazmida

4.3.8.1. Izolovanje plazmida iz bakterija

Kolonija sa LA <¢vrste podloge sa odgovarajuéim antibitikom je
inokulisana u 3 mL LB te¢ne podloge sa odgovaraju¢im antibitikom i gajena u
Sejkeru (250 obrtaja/min) na 37°C preko no¢i. Prekono¢na kultura je prebacena
u ependorf od 1,5 mL i centrifugirana 1 minut na 13000 obrtaja/min.
Supernatant je odbacen a Celije resuspendovane u 150 pL hladnog rastvora
GTE+ (25 mM TRIS, 10 mM EDTA, 50 mM glukoza, 100 ng/mL ribonukleaze,
pH 8,0). Potom je dodato 300 uL sveZeg P2 rastvora (200 mM NaOH, 1% SDS) i
polako mesano dok se sadrzaj nije izbistrio. Zatim je dodato 450 pL hladnog
kalijum-acetatnog rastvora (4 M CHs;COOK, pH 6,3) i polako promesano
izvrtanjem ependorfa nekoliko puta. Suspenzija je centrifugirana 4 minuta na
13000 obrtaja/min. Supernatant je prebacen u novi ependorf i njemu je dodato
400 pL izopropanola. Sadrzaj je promesan nekoliko puta i centrifugiran 4
minuta na 13000 obrtaja/min. Supernatant je odbacen a talogu je dodat 1 mL
ledeno hladnog 75% etanola. Rastvor je centrifugiran 2 minuta na 13000
obrtaja/min. Supernatant je odbacen a talog (plazmidna DNK) je osuSen u

vakuum uparivacu.

4.3.8.2. Izolovanje plazmida iz kvasaca

Kolonija sa YNB-CAA+GIc ¢vrste podloge je inokulisana u 3 mL YNB-
CAA+GIc te¢ne podloge i gajena 2 dana u Sejkeru (250 obrtaja/min) na 30°C.

Celije su centrifugirane, isprane 3 puta sa 1 mL pufera za liziranje (10 mM
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EDTA, 0,5% P-merkaptoetanol) i na kraju suspendovane u 30 pL istog pufera.
Suspenziji ¢elija je dodato 10 pL litikaze 5 U/pL, i inkubirane su 1,5 sat na 37°C.
Nakon toga je plazmid izolovan sa NucleoSpin Plasmid kitom (Macherey-Nagel,

Nemacka) po uputstvu proizvodaca za low-copy plazmide.

4.3.9. Analiza plazmida izolovanih iz bakterija

Veli¢ina plazmida je proverena restrikcijom sa EcoRI restrikcionim
enzimom i potom agaroznom DNK elektroforezom. Restrikciona smesa sadrzi

sledec¢e komponente:

Komponenta Zapremina
MiliQ voda 5uL
Plazmid 4 uL
10X pufer za EcoRI 1uL
EcoRI (10 IU/uL) 0,5 uL
Ukupna zapremina 10 uL

Smesa je inkubirana 3 h na 37°C. Nakon 3 h reakcija je prekinuta
inkubiranjem 20 minuta na 60°C. Digestovani plazmid je analiziran agaroznom

DNK elektroforezom.

4.4. Ekspresija glukoza-oksidaze na povrsini éelija kvasca

4.4.1. Transformacija S. cerevisiae EBY100

Kompetentne celije kvasca S. cerevisite EBY100 su odmrznute i
centrifugirane 2 minuta na 13000 obrtaja/min. Nakon odbacivanja supernatanta
¢elijama je dodato 260 uL 50% rastvora PEG3350, 36 uL 1M litijjum-acetata, 50
uL prokuvane jednolanéane DNK (2 mg/mL), 14 pL plazmidne DNK
(pCTCON?2 sa ili bez ukloniranog gena za glukozo oksidazu). Suspenzija celija
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je dobro promesana na vorteksu i inkubirana 1 sat na 42°C. Nakon inkubacije
Celijma je dodat 1 mL YNB-CAA+Glc te¢nog medijuma, i 200 pL celija je
zasejano na YNB-CAA+Glc agar ploc¢u. Celije su inkubirane 2 dana na 30°C.

4.4.2. Ekspresija glukoza-oksidaze u S. cerevisiae EBY100 u

mikrotitar ploci

Sa YNB-CAA+Glc agar ploce kolonije transformisanog kvasca S.
cerevisine EBY100 su presejane u bunare mikrotitar ploce (F tipa) koji sadrze 150
nL YNB-CAA+GIc te¢nog medijuma sa hloramfenikolom i gajene 2 dana na
30°C (odnosno 25°C ukoliko je eksprimirana himera GOx-GFP) 700 obrtaja/min
u eliza sejkeru PST-60HL (Biosan, Riga, Letonija). 1z saturacione kulture 5 pL je
prebaceno u bunare nove mikrotitar ploce koji sadrze 30 pL YNB-CAA+Glc
te¢nog medijuma, i Celije su gajene pod istim uslovima jo$ 24 sata. Ekspresija
gena je indukovana dodavanjem 80 puL YNB-CAA+Gal te¢nog medijuma, i
gajenjem celija pod istim uslovima u narednih 16 sati. Nakon Sesneastoc¢asovne
indukcije, merena je aktivnost glukoza-oksidaze u delijskoj suspenziji. Svaka
mikrotitar ploca je imala zasejanih 5 kolonija kvasca koje eksprimiraju wtGOx

zbog standardizacije merenja.

4.4.3. Ekspresija himere glukoza-oksidaze i zelenog fluorescentnog

proteina u S. cerevisiae EBY100

Sa YNB-CAA+Glc agar ploc¢e kolonija transformisanog kvasca S.
cerevisiae EBY100 je zasejana u 5 mL YNB-CAA+Glc te¢nog medijuma i gajena 2
dana na 27°C 160 obrtaja/min. Ekspresija himere glukoza-oksidaze i zelenog
fluorescentnog proteina je indukovana dodavanjem YNB-CAA+Gal te¢nog
medijuma tako da opti¢ka gustina na 600 nm bude ~1. Celije su eksprimirale

protein 18 sati pod istim uslovima.
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4.5. Sinteza fluorescentnog tiramida

Sinteza fluorescentnog tiramida za kovalentno obelezavanje celija je
radena po  modifikovanoj prethodno objavljenoj proceduri. N-
hidroksisukcinimid estar-DyLight650 (Thermo Fisher Scientific, SAD) je
rastvoren u dimetilformamidu u koncentraciji 10 mg/mL. Tiramin-hidrohlorid
(6 mg) je rastvoren u 500 pL dimetilformamida i 5 pL trietilamina je dodato u
rastvor. U 100 pL rastvora DyLight650 je dodato 14,8 pL rastvora tiramina,
nakon c¢ega je smeSa meSana 2 sata na sobnoj temperaturi u mraku. Rastvor je
razblazen sa 309 pL etanola do finalne koncentracije DyLight650-tiramida od 2
mM.

4.6. Protoc¢na citometrija

4.6.1. Obelezavanje celija kvasaca sa tiramidom i glukozom kao

supstratom

Celije kvasca koje eksprimiraju konstrukt GOx-GFP na svojoj povrsini su
isprane 3 puta sa PBS-om i koncentracija celija je podeSena na 2 x 108 ¢elija/ mL
(ODe0o=1 odgovara koncentraciji ¢elija od 2 x 107 éelija/mL). U 12,5 pL ¢elija
dodato je 12,5 puL reakcione smese (1,25 pL 1 M glukoze, 5 pL 50 IU/mL HRP,
0,25 pL 2 mM DyLight650-tiramida, 6 pL PBS). Odmah nakon mesSanja
suspenzija je prebacena u 500 pL 1,5% ABIL EM 90 u mineralnom ulju, i
emulzifikovana 3 minuta na ledu koriste¢i MICCRA D-1 emulzifikator na 8000
obrtaja/min. Negativna kontrola reakcije je pripremana na identi¢an nacin ali
bez prisustva glukoze. Reakciona smesa je drzana 30 minuta na ledu, a reakcija
zaustavljena dodavanjem 100 pL 0,5 M askorbinske kiseline i 100 pL 1% BSA u
PBS-u i vorteksovanjem. Celije su izvucene iz emulzije ispiranjem 3 puta sa 1

mL 3% SPAN80 u mineralnom ulju, zatim ispiranjem 2 puta 1 mL 0,5%
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TRITON X-100 u PBS-u, i na kraju ispiranjem 1 put sa 1 mL PBS-om. Celije su

na kraju resuspendovane u 1 mL PBS.

Celije su analizirane na proto¢nom citometru BD Influx (BD Biosciences,
SAD). Brzina analiziranja ¢elija je 1000-5000 dogadaja/sec a sortiranja 10-100
dogadaja/sec. Za ekscitaciju su korisc¢eni laseri na 488 nm i 642 nm, a za
detekciju emisije su korisceni filteri na 530 nm i 670 nm. Pozitivne Celije su
oznacene na grafiku sa dvostrukom fluorescencijom i sortirane na YNB-
CAA+GIc agarozne ploce sa hloramfenikolom. Sortirane celije su rasle 3 dana

na 27°C.

4.6.2. Obelezavanje Ccelija kvasaca sa tiramidom i p-oktil-

glukozidom kao supstratom

Celije kvasca koje eksprimiraju konstrukt GOx-GFP na svojoj povrsini su
isprane 3 puta sa PBS-om i koncentracija celija je podeSena na 2 x 108 ¢elija/ mL
(ODs0o=1 odgovara koncentraciji ¢elija od 2 x 107 ¢elija/mL). U 12,5 pL éelija
dodato je 12,5 pL reakcione smese (5 pL 50 IU/mL HRP, 0,25 pL 2 mM
DyLight650-tiramida, 3,5 pL B-glukozidaze 38 IU/mL, 3,75 pL PBS). Odmah
nakon mesanja suspenzija je prebacena u 500 pL 1,5% ABIL EM 90 u
mineralnom ulju, i emulzifikovana 3 minuta na ledu koriste¢i MICCRA D-1
emulzifikator na 8000 obrtaja/min. Nakon emulzifikacije u smesu je dodato 5
uL 37 mM p-oktil-glukozida. Negativna kontrola reakcije je pripremana na
identi¢an nacin ali bez prisustva p-oktil-glukozida. Reakciona smesa je drzana
30 minuta na ledu, a reakcija zaustavljena dodavanjem 100 pL 05 M
askorbinske kiseline i 100 pL. 1% BSA u PBS-u i vorteksovanjem. Celije su
izvucene iz emulzije ispiranjem 3 puta sa 1 mL 3% SPANS80 u mineralnom ulju,
zatim ispiranjem 2 puta 1 mL 0,5% TRITON X-100 u PBS-u, i na kraju

ispiranjem 1 put sa 1 mL PBS-om. Celije su na kraju resuspendovane u 1 mL
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PBS. Analiza celija proto¢nom citometrijom je radena na nacdin opisan u

prethodnom pasusu.

4.7. Ekspresija i precis¢éavanje glukoza-oksidaze

4.7.1. Transformacija P. pastoris KM71H

Plazmidi koji sadrze gen za glukoza-oksidazu su linerizovani pomocu
Pmel (Thermo Fisher Scientific, SAD) restrikcionog enzima. Restrikciona smesa

sadrzi slede¢e komponente:

Komponenta Zapremina
MiliQ voda 7 uL
Linearizovani plazmid 10 uL
10X B puffer 2 uL
Pmel (5U/pL) 1L
Ukupna zapremina 20 uL

Restrikciona smesa je inkubirana 16 h na 37°C. Nakon 16 h reakcija je
prekinuta inkubiranjem 20 minuta na 80°C. Linearizovani plazmidi su
preciséeni NucleoSpin Gel and PCR Clean-up kitom (Macherey-Nagel, Nemacka) po

uputstvu proizvodaca.

Kompetentne celije P. pastoris KM71H su pomeSane sa 10 pL
linearizovanog plazmida. SadrZaj je prebacen u prethodno ohladenu
elektroporacionu kivetu (BioRad, Kalifornija, SAD) i ostavljen na ledu 5 minuta.
Celije su transformisane elektroporacijom u elektroporatoru (Eppendorf,
Hamburg, Nemacka) na 2500 V. Odmah nakon elektroporacije u ¢elije je dodat
1 mL ledeno hladnog 1 M sorbitola. Celije su prvo inkubirane 1h na 30°C bez
muckanja, a potom je dodato 2 mL YPD medijuma i ¢elije su gajene 3 sata na

30°C uz muckanje od 250 obrtaja/min. Celije su centrifugirane 5 minuta na 3000
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obrtaja/min, resuspendovane u 200 pL YPD medijuma, zasejane na YPD plo¢u

sa 100 pg/mL zeocina i gajene 3 dana u inkubatoru na 30°C.

4.7.2. Ekspresija glukoza-oksidaze

Sa YPD zeocinske agar ploce jedna kolonija transformisane P. pastoris
KM71H je inokulisana u 20 mL BMGH medijuma i gajena 24 sata na 30°C, 200
obrtaja/min. Po 10 mL inicijalne kulture je prebaceno u 2 erlenmajera koji su
sadrzali 0,5 L BMGH medijuma i ¢elije su gajene pod istim uslovima jo$ 24 sata.
Celije su centrifugirane 15 minuta na 3000 obrtaja/min, i nakon toga
resuspendovane u 200 mL BMMH medijuma i gajene pod istim uslovima
naredna 4 dana. Svakog dana 2 mL 50% metanola je dodavano ¢eijama tako da

finalna koncentracija metanola bude 0,5%.

4.7.3. Preciséavanje glukoza-oksidaze

Nakon fermentacije, celije su centrifugirane 30 minuta na 3000
obrtaja/min. Supernatant je filtriran kroz 0,22 um PTFE filter (Karl Rot,
Nemacka) i filtrat je skoncentrovan do 10 mL koriste¢i Viva Flow 50 sistem sa

ultrafiltracionom membranom od 10 kDa cut-off (Sartorijus, Nemacka).

Skoncentrovan uzorak je dijalizovan naspram 10 mM NaHPOs pufera
pH 6, pre nanosSenja na jonoizmenjivacku kolonu koja je ekvilibrisana istim
puferom. Koris¢ena je HPLC kolona HiTrap DEAE fast flow od 5 mL (GE
Healthcare, Nemacka) na AKTApurifier masini (GE Healthcare, Nemacka).
Glukoza-oksidaza je eluirana linearnim gradijentom od 10 do 500 mM natrijum-
fosfatnog pufera pH 6,0 sa 10 zapremina kolone u frakcijama od 1 mL pri
protoku od 0,5 mL/min. Frakcije koje su pokazale glukozo-oksidaznu aktivnost

Ve 2

su spojene. U svakom koraku precis¢avanja odredivani su aktivnost glukoza-
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oksidaze i koncentracija proteina, a stepen precis¢enosti je analiziran SDS

poliakrilamidnom elektroforezom.

4.8. Imobilizacija glukoza-oksidaze na makroporoznom

polimeru

Suvi aminovani poli-glicidil-metakrilatni polimer (0,1 g) je suspendovan
u 1 mL 0,1 M natrijum-fosfatnog pufera pH 8,0 i dezaerisan 10 minuta. Polimer
je ispran dva puta sa istim puferom i potom inkubiran 2 sata, uz povremeno
mesSanje, na sobnoj temperaturi u 2 mL 2,5% (v/v) glutaraldehida u 0,1 M
natrijum-fosfatnom puferu pH 8,0. Zatim je polimer ispran 3 puta sa po 5 mL
0,1 M natrijum-fosfatnog pufera pH 7,0, resuspendovan u 1 mL rastvora
preciséene GOx (0,1 mg/mL) i inkubiran 2 dana na 4°C uz povremeno mesanje.
Nevezana glukoza-oksidaza je isprana 2 puta sa po 5 mL 1 M NaCl u 50 mM
natrijum-acetatnom puferu pH 5,5. Polimer sa imobilizovanom GOx je
inkubiran 2 sata na sobnoj temperaturi u 2 mL 0,1 M etanolamina u 0,1 M
natrijum-fosfatnom puferu pH 7,0. Imobilizovana glukoza-oksidaza je na kraju
isprana 2 puta sa 5 mL 0,1 M natrijum-fosfatnog pufera pH 7,0, 2 puta sa 5 mL

50 mM natrijum-acetatnog pufera pH 5,5 u kome je na kraju ¢uvana na 4°C.

4.9. Odredivanje oksidativne stabilnosti glukoza-oksidaze

4.9.1. Odredivanje  oksidativne stabilnosti  glukoza-oksidaze

eksprimirane na povrsini éelija kvasca

U celije kvasca koje eksprimiraju glukoza-oksidazu (100 pL) dodato je
100 pL rastvora koja sadrzi 100 mM vodonik-peroksid i 200 mM glukozu u 0,1
M natrijum-acetatnom puferu pH 5,5. Celije su u peroksidu inkubirane 1 sat na

sobnoj temperaturi. Nakon inkubacije ¢elije su centrifugirane, isprane 3 puta sa
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200 pL 0,1 M natrijum-acetatnog pufera pH 5,5 i finalno resuspendovane u 100
uL istog pufera. Aktivnost glukoza-oksidaze je merena pre i nakon inkubiranja
sa peroksidom, na nacin opisan u ovom radu. Rezidualna aktivnost enzima je

definisana kao odnos aktivnosti posle i pre tretiranja peroksidom.

4.9.2. Odredivanje  oksidativne stabilnosti  glukoza-oksidaze

imobilizovane na makroporoznom polimeru

Imobilizovana glukoza-oksidaza (20 mg) je suspendovana u 250 uL 0,1 M
natrijum-acetatnog pufera pH 5,5 i meSana na magnetnoj mes$alici. Enzimska
reakcija je zapoceta dodavanjem 250 pL 500 mM glukoze. Na svakih 60 sekundi,
u periodu od 5 minuta, uzimani su alikvoti od 20 pL i stavljani u bunare
mikrotitar ploce prethodno napunjenih sa 180 pL smeSe koja sadrzi 2 mM ABTS
i 1 IU/mL HRP. Deset minuta nakon uzimanja poslednjeg alikvota, snimljena je
apsorbanca na 405 nm. Koli¢ina nastalog vodonik-peroksida se odreduje preko
koncentracije oksidovanog ABTS-a ¢iji ekstinkcioni koeficijent na 405 nm iznosi
36,8 mL umol! cm-1. Aktivnost imobilizovane glukoza-oksidaze je definisana
kao koli¢ina enzima koji oksiduje 1 umol glukoze u 1 minutu po gramu

polimera.

Za odredivanje oksidativne stabilnosti, 20 mg imobilizovane glukoza-
oksidaze je suspendovano u 500 pL 0,1 M natrijum-acetatnog pufera pH 5,5 koji
sadrzi 50 mM vodonik-peroksid i 100 mM glukozu. Polimer je meSan na
magnetnoj mesalici 1 sat na sobnoj temperaturi. Nakon inkubacije polimer je
ispran 3 puta sa po 500 pL 0,1 M natrijum-acetatnog pufera pH 5,5. Aktivnost
glukoza-oksidaze je merena pre i nakon inkubiranja sa peroksidom, na nacin
opisan u prethodnom pasusu. Rezidualna aktivnost enzima je definisana kao

odnos aktivnosti posle i pre tretiranja peroksidom.
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4.10. Karakterizacija glukoza-oksidaze

4.10.1. Odredivanje aktivnosti glukoza-oksidaze

U bunar mikrotitar plocice koja sadrzi 95 pL. 100 mM natrijum-acetatnog
pufera pH 5,5 dodato je 5 pL uzorka enzima. Po dodatku 100 pL rastvora koji
sadrzi 500 mM glukozu, 2 mM ABTS, 2 IU/mL HRP merena je promena
apsorbance u vremenu na 405 nm na eliza ¢ita¢u LKB 5060-006 (Be¢, Austrija). 1
IU glukoza-oksidaze predstavlja onu koli¢inu enzima koja za 1 minut proizvede
1 pmol vodonik-peroksida. Koli¢ina vodonik-peroksida se odreduje preko
koncentracije oksidovanog ABTS-a ¢iji ekstinkcioni koeficijent na 405 nm iznosi

36,8 mL umol-lcm.

4.10.2. Odredivanje kinetickih parametara glukoza-oksidaze

Kineticki parametri glukoza-oksidaze su odredivani u finalno
prec¢is¢enom uzorku glukoza-oksidaze, merenjem pocetne brzine reakcije na
prethodno opisan nacin za koncentracije glukoze u rasponu od 5 do 500 mM,
koriste¢i 100 mM natrijum-acetatni pufer pH 5,5 i PBS pH 7,4. Dobijeni
eksperimentalni podaci su fitovani u Mihaelis-Mentenovu hiperbolu

(OriginLab 8,0).

4.10.3. Odredivanje temperaturne stabilnosti glukoza-oksidaze

Merenje temperaturne stabilnosti je radeno inkubiranjem rastvora
enzima (~0,01 mg/mL) u 100 mM natrijum-acetatnom puferu pH 5,5 na
razli¢itim temperaturama 10 minuta. Nakon inkubacije, rastvor enzima je
hladen u ledu i rezidualna aktivnost glukoza-oksidaze je merena na sobnoj

temperaturi.
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4.10.4. Odredivanje Secerne specificnosti glukoza-oksidaze

Merenje aktivnosti glukoza-oksidaze sa drugim Secerima radena je
koriste¢i PBS pufer pH 7,4. Kao supstrati koriséeni su galaktoza, manoza i

maltoza u koncentraciji od 5 mM i 250 mM.

4.10.5. Odredivanje pH optimuma glukoza-oksidaze

Aktivnost glukoza-oksidaze je odredivana u 20 mM natrijum-fosfatno-

citrathom puferu sa 137 mM natrijum hloridom u opsegu pH od 3 do 9.

4.10.6. Odredivanje aktivnosti glukoza-oksidaze sa N,N-dimetil-

nitrozoanilinom

Aktivnost glukoza-oksidaze sa redoks medijatorom odredena je
pracenjem promene apsorbance na 770 nm u reakcionoj smesi koja sadrzi 10
mM N,N-dimetil-nitrozoanilin, 0,25% fosfomolibdensku kiselinu i 5 odnoso 200
mM glukozu u 10 mL 0,2 M kalijum-fosfatnog pufera pH 7,0. Promena
apsorbance je pracena u prvih nekoliko minuta reakcije i relativna aktivnost je

izracunata po miligramu glukoza-oksidaze u reakcionoj smesi.

4.10.7. Odredivanje aktivnosti glukoza-oksidaze sa ferocen-

metanolom

Ferocen-metanol (redukovani) je delimi¢no rastvoren u 100 mM kalijum-
fosfatnom puferu pH 3,0 u koncentraciji od 6 mM. Ferocen-metanol je enzimski
oksidovan dodavanjem lakaze iz Trametes versicolor rastvorene u 50 mM
kalijum-fosfathom puferu pH 3,0, tako da finalna koncentracija bude 7,2

mU/mL reakcije. Reakcija oksidacije je trajala 1h, i ferocen-metanol je postao
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potpuno rastvoren. Oksidovani ferocen-metanol je na pH 3,0 plavo obojen.
Oksidacija je prekinuta podesavanjem pH na 8,0 0,2 M natrijum-hidroksidom.
Lakaza je wuklonjena iz rastvora ultrafiltracijom, koriste¢i centrifugalne

membranske filtere od 10 kDa.

Odredivanje aktivnosti glukoza-oksidaze sa ferocen-metanolom je
radeno u mikrotitar ploci, a reakciona smeSa sadrzi 100 pL oksidovanog
ferocen-metanola, 10 uL uzorka preciséenog enzima (~0,01 mg/mL), glukozu u
koncentraciji od 5 i 333 mM, i destilovanu vodu do finalne zapremine od 300
nL. Reakciona kinetika je snimana na 625 nm na eliza ¢itacu LKB 5060-006 (Beg,

Austrija), a aktivnost enzima izra¢unata na osnovu ekstinkcionog koeficijenta

ferocen-metanola na 625 nm od 0,413 mM-1 cm-1.

4.10.8. Karakterizacija glukoza-oksidaze ciklicnom voltametrijom

Uzorci glukoza-oksidaze su karakterisani linear sweep voltametrijom
koriste¢i CH Instruments Electrochemical Analyzer. Kao radna elektroda koris¢ena
je elektroda od staklastog ugljenika (glassy carbon), platinska Zica je sluZzila kao
pomocna elektroda, i Ag/AgCl elektroda je bila referentna elektroda. Uzorci
glukoza-oksidaze (0,5 mg/mL) i ferocen-metanola (0,5 mM) su rastvoreni u 0,1
M natrijum-fosfatnom puferu pH 7,0 i snimani brzinom od 5 mV/s. Nakon
snimanja, rastvoru je dodata glukoza u finalnoj koncentraciji od 5 mM i nakon 1
minuta snimanje je ponovljeno na identican nacin. Rastvor je dezaerisan
strujom azota pre svakog merenja, i azot je koriS¢en za nadslojavanje rastvora u

toku merenja.
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4.11. Analiticke metode

4.11.1. Odredivanje kolonija kvasaca koje eksprimiraju glukoza-

oksidazu

Pojedinacne kolonije transformisanih kvasaca su presejane sa YNB-
CAA+GIc agarozne ploce na YNB-CAA+Gal agaroznu plocu i gajene 24 sata na
27°C. Preko poraslih ¢elija je preliven 1% agarozni medijum koji sadrzi 250 mM
glukozu, 2 IU/mL HRP i 2 mM ABTS. Nakon 30 minuta, zeleno obojenje oko

poraslih kolonija je naznaka aktivnosti glukoza-oksidaze.

4.11.2. Odredivanje  koncentracije  proteina  spektroskopskom

metodom

Koncentracija ¢istog proteina odredivana je spektroskopskom metodom.
Apsorbanca je merena u standradnoj kvarcnoj kiveti na 280 nm, koriste¢i WPA
Lightwave S2000 UV /VIS spektrofotometar. Teorijski ekstinkcioni koeficijent je
izratunat koriste¢i program ProtParam, i koji iznosi 1,5 za koncentraciju 1

mg/mL glukoza-oksidaze.

4.11.3. Agarozna DNK elektroforeza

U kadu za elektroforezu izlivena je 0,8% agaroza u TBE puferu (89 mM
TRIS, 89 mM borna kiselina, 20 mM EDTA, pH 8,0). U bunare gela nanoseno je
4 pL uzorka DNK pomesanog sa 1 pL komercijalne boje. Markeri za DNK
elektroforezu 1 kb Gene Ruler (Thermo Fisher Scientific, SAD) su nanoseni u
koli¢ini od 2 pL. Elektroforeza ide pod naponom od 80 V dok boja ne dode do
kraja gela. Nakon zavrSene elektroforeze gel je potopljen 5 minuta u rastvor

etidijum-bromida koncentracije 0,5 pg/mL i snimljen pod UV lampom.
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4.11.4. SDS poliakrilamidna gel elektroforeza (SDS-PAGE)

Za analizu glukozo oksidaze korisc¢ena je reduktivna poliakrilamidna gel
elektroforeza. U radu je upotrebljavan 10% gel za razdvajanje i 4% za

koncentrovanje. Gelovi sadrZe sledec¢e komponente:

. 10% gel za 4% gel za

Rastvori .. .
razdvajanje koncentrovanje

Monomerni rastvor
akrilamida (30% T, 2,7% C) %95 m 0,50 mL
1,5 M TRIS pH 8,8 2,50 mL /
0,5 M TRIS pH 6,8 / 0,94 mL
Voda 4,00 mL 2,25 mL
10% SDS 0,10 mL 38 uL
TEMED 4 uL 2uL
22 I/ZSs;rnom]um persulfat 50 UL 25 1L
Ukupna zapremina 10 mL 4 mL

Odmah nakon dodavanja APS-a u gel za razdvajanje, rastvor se sipa
izmedu dve staklene ploce (20 x 10 x 0,1 cm) i nadslojava rastvorom n-butanola
zasi¢enog vodom. Nakon polimerizacije povrsina donjeg gela se ispira vodom i
naliva se gel za koncentrovanje u koji se uranja ¢esalj u cilju formiranja bunara

za nanosenje uzoraka.

Uzorci za SDS elektroforezu su mesani sa puferom za pripremu uzoraka
(60 mM TRIS pH 6,8, 25% glicerol, 2% SDS, 14,4 mM p-merkaptoetanol, 0,1%
brom fenol plavo) u odnosu 1:4. Rezultujuéi rastvor je kuvan 5 minuta na 95°C i
nakon hladenja nanoSen u bunare polimerizovanog gela za elektroforezu.
Proteinski markeri za elektroforezu (Thermo Fisher Scientific, SAD) su nanoSeni
u koli¢ini od 5 pL. Elektroforeza je radjena 2 h pri konstantnom naponu od 150
V u kadi sa puferom za elektroforezu (0,025 M TRIS pH 8,3, 0,192 M glicin, 0,1%
SDS).
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Elektroforeza je prekidana kada boja brom fenol plavo dode do ivice
gela. Gel je fiksiran i bojen rastvorom CBB (comassie briliant blue) G-250 (0,1%
CBB, 50% metanol, 10% siréetna kiselina) preko noci. Obezbojavanje gela je
radeno u 7% rastvoru siréetne kiseline do pojave obojenih proteinskih traka na

gelu.
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5. REZULTATI I DISKUSIJA

5.1. Ekspresija i karakterizacija M12 mutanta glukoza-

oksidaze u Pichia pastoris KM71H

Divlji tip GOx (eng. wild-type, WT) i mutant M12 su prethodno
eksprimirani u S. cerevisiae InvScl soju’. U cilju prevazilaZenja problema niskog
prinosa i niske specifi¢ne aktivnosti precis¢enih enzima dobijenih u ovom soju,
testirana je ekspresija GOx u kvascu P. pastoris KM71H. Da bi ispitali podobnost
ovog kvasca za proizvodnju GOx, divlji tip i M12 mutant GOx su klonirani u
metanol-inducibilni vektor pPICZaA. Sekvence za zreli gen GOx bez nativne
pro-peptidne sekvence umnoZzene su PCR reakcijom koriste¢i prajmere koji
sadrze Xhol i Xbal restrikciono mesto, ¢ime je omogucéeno kloniranje u
pPICZaA vektor posle sekvence proalfa faktora za ekstracelularnu ekspresiju
proteina. Iz transformisanih bakterija izolovani su plazmidi i analizirani na
prisustvo GOx gena, nakon c¢ega su linearizovani i transformisani u

elektrokompetentne P. pastoris KM71H celije.

5.1.1. Ekspresija i prec¢iséavanje rekombinantne glukoza-oksidaze

Uslovi fermentacije u P. pastoris KM71H su optimizovani za divlji tip
GOx da bi se odredili duzina fermentacije kao i koncentracija metanola za
ekspresiju. Prvi korak je gajenje celija u glicerolnom medijumu BMGH dva
dana, dok celije ne dostignu ODeoo izmedu 2 i 3. Nakon rasta, celije su
centrifugirane i resuspendovane u 5 puta manjoj zapremini BMMH medijuma.
Fermentacija je radjena sa tri razli¢ite koncentracije metanola: 0,5%, 1% i 2%
(v/v). U toku fermentacije merena je aktivnost GOx u fermentacionoj tec¢nosti

dokle god je bila u porastu (Slika 11).
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Slika 11. Aktivnost divljeg tipa GOx u toku fermentacije u BMMY medijumu sa

razli¢itim koncentracijama metanola (v/v)

Fermentacija u 2% metanolu je dostigla maksimum GOx aktivnosti petog
dana, u 1% metanolu sedmog dana, u 0,5% metanolu devetog dana. Aktivnost
GOx dobijena fermentacijom u P. pastoris je dva puta veca nego aktivnost

dobijena u S. cerevisiae InvScl soju?3.

Nakon optimizacije uslova, uradjena je fermentacija na velikoj skali i
divlji tip i M12 mutant GOx su preciséeni DEAE jonoizmenjivackom
hromatografijom na pH 6.0. Prinos precis¢ene GOx bio je oko 100 mg/L
fermentacione tecnosti, a SDS elektroforeza je pokazala jednu traku priblizne
molekulske mase od 85 kDa. Molekulska masa GOx proizvedene u P.pastoris je
niza od molekulske mase enzima proizvedenog u S. cerevisiae (90-120 kDa)%
Sto potvrduje prethodne obzervacije da Pichin ima niZi nivo glikozilacije
rekombinantnih proteina u odnosu na Saccharomyces'?8. Pored toga, postojanje
izrazene jedne trake na elektroforezi kod GOx proizvedene u P. pastoris

pokazuje odsustvo mikroheterogenosti koja se javlja u S. cerevisize, gde
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ekstracelularno proizvedena GOx pokazuje veoma $iroku traku na elektroforezi
kao posledica razli¢itog stepena glikozilacije proteinal®. Sve ovo moze da ima

uticaj na specifi¢nu aktivnost enzima proizvedenog u ova dva kvascal?’.

5.1.2. Karakterizacija rekombinantne glukoza-oksidaze

Da bi detaljnije okarakterisali M12 mutant proizveden u P. pastoris i
proverili njegov potencijal za primenu u biokatalizi, biosensorima i biogorivnim
¢elijama, odredivani su kineticki parametri, pH optimum, Secerna specifi¢nost i
aktivnost sa N,N-dimetil-nitrosoanilinom, redoks medijatorom koji se koristi u

proizvodnji tracica za merenje glukozel®.

5.1.2.1. Kineticka karakterizacija

Precis¢eni divlji tip i M12 mutant GOx su koris¢eni za odredivanje
kinetickih parametara kao $to su Ku i ket na pH 55 i 7,4 i uporedeni sa
rezultatima dobijenim za iste enzime eksprimirane u S. cerevisize InvScl?

(Tabela 2).

Tabela 2. Kineticke konstante divljeg tipa i M12 mutanta GOx eksprimiranih u
P. pastoris KM71H na pH 5,517,411 u S. cerevisiae InvScl na pH 5,5

P. pastoris (pH 5,5) P. pastoris (pH 7,4) S. cerevisiae (pH 5,5) °
wt M12 Wt M12 wt M12
K, (mM) 283+04 13,3+05 232+05 114+02 22,0 18,1
keat () 1894+1,3 3520+4,1 1302+09 2571+14 54,8 150
kea/K (mM1s1)  6,7+0,1 26,4+0,9 56+0,1 225+0,5 2,5 8,29
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Na osnovu rezultata moze se videti da divlji tip i M12 mutant GOx
eksprimirani u P. pastoris KM71H pokazuju oko tri puta vece konstante
specifi¢nosti (kai/Kn) nego isti enzimi eksprimirani u S. cerevisiae InvScl. Mutant
M12 je i dalje znac¢ajno poboljsan u odnosu na divlji tip i ima oko cetiri puta
vec¢u konstantu specifi¢nosti, ¢ime pokazuje mnogo veci potencijal za primenu

u biokatalizi nego $to je prethodno pokazano®.

5.1.2.2. Odredivanje pH optimuma

pH optimum je odredivan u natrijum-citrat-fosfathom puferu u opsegu
3-9. Na osnovu rezultata moze se zakljuciti da se pH optimum M12 mutanta ne

razlikuje od pH optimuma divljeg tipa GOx (Slika 12).
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Slika 12. Aktivnost divljeg tipa i M12 mutanta GOx proizvedenih u P. pastoris

KM71H na razli¢itim pH vrednostima
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5.1.2.3. Odredivanje Secerne specificnosti

Povecana aktivnost je bitna za vecu izlaznu snagu biogorivnih celija i
vecu osetljivost biosenzora. Za neke primene kao $to je pracenje glukoze u krvi,
vazno je imati visoku specifi¢nost prema glukozi u odnosu na druge Secere. Da
bi ispitali specifiénost M12 mutanta GOx merena je njegova aktivnost sa drugim

Secerima kao $to su maltoza, manoza i galaktoza (Tabela 3).

Tabela 3. Relativna aktivnost GOx sa razli¢itim Secerima u poredenju sa

glukozom (100%) u PBS puferu pH 7,4

5 mM Gal/Glc 5 mM Man/Glc 5 mM Mal/Glc

wt GOx M12 GOx wt GOx M12 GOx wt GOx M12 GOx
018+003% 052+006% 059+0,08% 052+005% ND ND

250 mM Gal/Glc 250 mM Man/Glc 250 mM Mal/Glc

wt GOx M12 GOx wt GOx M12 GOx wt GOx M12 GOx
101 % 29+2 % 38+£05% 62+04 % ND ND

ND Not detected

Mutant M12 je zadrzao visoku specificnost ka glukozi ali ima vecu
aktivnost sa galaktozom, kao i B11 mutant GOx koji je koriS¢en kao roditeljski
gen u eksperimentu dirigovane evolucije!®. Aktivnost sa manozom je sli¢na
aktivnosti divljeg tipa GOx sa manjom koncentracijom Secera (5 mM), dok pri
vedim koncentracijama manoze (250 mM) M12 mutant ima vec¢u aktivnost u
poredenju sa divljim tipom GOx. Ova razlika u aktivnosti moZze biti pogodna za
primenu u biogorivnim celijama zbog povecane izlazne snage u prisustvu
razli¢itih Secera koji nisu glukoza. U prisustvu maltoze, ni divlji tip ni M12
mutant GOx nisu pokazali aktivnost. Posto je maltoza jedna od najcescih

ometaju¢ih supstanci u glukoznim biosenzorima, visoka specificnost M12
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mutanta GOx prema glukozi u prisustvu manoze je veoma vazna za

potencijalnu primenu u takvim uredajima.

5.1.2.4. Odredivanje termostabilnosti

Za primenu GOx na elektrodama jedan od najvaZnijih parametara posle
aktivnosti predstavlja termostabilnost. Veoma cesto u eksperimentima
dirigovane evolucije povecanje enzimske aktivnosti prati smanjenje
temperaturne stabilnosti. Da bi proverili da li je termostabilnost M12 mutanta
kompromitovana, izmerena je rezidualna aktivnost divljeg tipa i M12 mutanta

GOx nakon inkubiranja 10 minuta na razli¢itim temperaturama (Slika 13).
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wtGOx rezidualna aktivnost nakon 10 min

M12GOx rezidualna aktivnost nakon 10 min
Slika 13. Rezidualna aktivnost GOx nakon 10 minuta inkubacije na razli¢itim

temperaturama u 0,1 M natrijum-acetatnom puferu pH 5,5

Iz rezultata se vidi da je rezidualna aktivnost na 60°C nakon 10 minuta
za divlji tip GOx 32,9 + 3,0 % a za M12 mutant 14,7 + 3,1 %. Ovo smanjenje
termostabilnosti M12 mutanta GOx nije toliko izraZeno i ne toliko veliko kao

povecanje aktivnosti.

67



REZULTATI I DISKUSIJA

5.1.2.5. Odredivanje aktivnosti sa redoks medijatorom N,N-dimetil-

nitrozoanilinom

U biosenzorima i biogorivnim éelijama elektroni se sa redukovanog GOx
enzima transferuju na elektrodu ili redoks medijator umesto na kiseonik, stoga
je sposobnost GOx da redukuje rekos medijatore umesto kiseonika od kriti¢ne
vaznosti. Sa tim ciljem, uporedene su aktivnosti divljeg tipa i M12 mutanta GOx
koriste¢i N,N-dimetil-nitrozoanilin kao redoks medijator, zbog njegove ceste

upotrebe u trac¢icama za merenje glukoze u toku pracenja dijabetesal®® .

Tabela 4. Relativna aktivnost M12 mutanta u odnosu na divlji tip GOx sa N,N-
dimetil-nitrozoanilinom kao elektron akceptorom u 0,2 M kalijum-fosfatnom

puferu pH 7,0

Koncentracija 5 mM Glc 200 mM Glc
glukoze

Varijanta wt GOx M12 GOx wt GOx M12 GOx
enzima

Relativna 0,48 +£0,05 1,50 £ 0,06 3,29 + 0,08 5,87 +0,12
aktivnost
(AO.D.700/ min x

mg)

Mutant M12 je pokazao oko tri puta vecu aktivnost u poredenju sa
divljim tipom GOx pri 5 mM koncentraciji glukoze i dva puta vecu aktivnost pri
200 mM koncentraciji glukoze (Tabela 4). Ovi rezultati su potvrdili da M12
mutant GOx ima mnogo ve¢i potencijal od divljeg tipa enzima za upotrebu u

tracicama za odredivanje glukoze i na elektrodama.
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5.2. Povecanje oksidativne stabilnosti glukoza-oksidaze

Oksidacija enzima, pracena inaktivacijom ili denaturacijom, predstavlja
jedan od glavnih razloga njihove nestabilnosti. Posebno osetljivi na oksidaciju
su metioninski aminokiselinski ostaci koji se konvertuju u metionin sulfoksid
¢ak i pod blagim uslovima. Glukoza-oksidaza poseduje 11 metioninskih
ostataka po subjedinici, od kojih se 5 nalazi na povrsini proteina (Met190,
Met305, Met480, Met528, Met582), 3 u unutrasnjosti proteina ali udaljeni od
aktivnog mesta (Met214, Met523, Met524), i 3 koja se nalaze u blizini aktivhog
mesta (Met556, Met561, Met567) (Slika 14).

Razdaljina od N5 atoma His516
s
<15 15-215 >21.5 A

Slika 14. Pozicije metioninskih aminokiselinskih ostataka prikazanih na
trodimenzionalnoj strukturi glukoza-oksidaze (PDB kod 1CF3). Metioninski
ostaci su obojeni u zavisnosti od udaljenosti od N5 atoma His516: crveno <15 A,
ljubi¢asto 15 - 21,5 A, i plavo > 21,5 A udaljenosti. Slika je kreirana koriséenjem

programa Swiss-PdbViewer verzija 4.1.0 (Svajcarska)
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Aktivna mesta GOx su u dubokoj unutrasnjosti proteina, i svako je
orijentisano na suprotnu stranu od dodirne povrsine dve subjedinice. Da bi
utvrdili uticaj pozicije metioninskog aminokiselinskog ostatka na oksidativnu
stabilnost GOx, svih 11 metionina je razmatrano za mesto specificnu

mutagenezu.

5.2.1. Razvoj metode za pronalaZenje oksidativno stabilnijih

mutanata glukoza-oksidaze

Za pretrazivanje biblioteka mutanata razvijene su razlic¢ite metode, ali se
medu njima posebno istakla metoda ekspresije na povrsini Celija kvasca, zbog
brze i jeftine selekcije eukariotskih proteina?®. Prednost ovog sistema
predstavlja povezanost genotipa i fenotipa eksprimiranog proteina. S obzirom
da fuzionisani proteini mogu da uti¢u na enzimsku aktivnost, pokazano je da je
odnos kinetickih parametra divljeg tipa i B11 mutanta GOx u rastvoru, sacuvan
i kada su oni eksprimirani na povrsini Celija kvascal®. Posto celije kvasca
imobilizuju enzim na povrsini, ovaj sistem omogucava uklanjanje egzogenog
vodonik-peroksida koris¢enog za destabilizaciju i oksidaciju GOx $to je

neophodno da bi se izmerila rezidualna aktivnost enzima.

Da bi testirali ovaj sistem za pretrazivanje oksidativno stabilnih
mutanata, ¢elije kvasca koje na svojoj povrsini imaju eksprimiran divlji tip GOx
su inkubirane u 50 mM vodonik-peroksidu, i u odredenim vremenskim

intervalima merena je rezidualna aktivnost enzima (Slika 15).
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Slika 15. Inaktivacija divljeg tipa GOx eksprimirane na povrsini celija kvasca
S.cerevisiae EBY100 koriste¢i 50 mM vodonik-peroksid: (®) bez prisustva

glukoze, (W) u prisustvu 100 mM glukoze

Merenjem rezidualne aktivnosti uoceno je da bez prisustva glukoze ne
dolazi do znacajne inaktivacije GOx kada je tretirana 50 mM vodonik-
peroksidom u periodu od 60 minuta. Dodavanjem glukoze u reakcionu smesu
sa vodonik-peroksidom GOx aktivnost se znatno smanjuje, sto se poklapa sa
prethodno objavljenim rezultatima da se oksidativna inaktivacija enzima

desava nakon reduktivne polu-reakcije tj kada se FAD nalazi u redukovanoj

formi®3,

5.2.2. PretraZivanje saturacionih biblioteka glukoza-oksidaze

Nakon uspostavljanja metode za pretrazivanje oksidativno stabilnijih
mutanta GOx, napravljeno je 11 saturacionih biblioteka na pozicijama 11
metioninskih aminokiselinskih ostataka u kvascu S. cerevisiaze EBY100. Analiza
saturacionih biblioteka je radena u mikrotitar plo¢ama, inokulacijom

pojedinacnih kolonija kvasca iz jedne biblioteke u bunare mikrotitar ploce sa 96
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bunara, i tako za svih jedanaest biblioteka. Nakon ekspresije GOx na povrsini

kvasca, izmerena je aktivnost enzima koriste¢i ABTS esej, i kolonije koje su

pokazivale minimum 30% aktivnosti divljeg tipa GOx su izabrane za merenje

oksidativne stabilnosti (Slika 16).
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Slika 16. Analiza jedanaest saturacionih biblioteka na jedanaest metioninskih
pozicija. Kolonije su sortirane u opadaju¢em maniru zasnovanom na relativnoj
aktivnosti u odnosu na aktivnost divljeg tipa GOx (100%), i dodeljene jednoj od

tri grupe: aktivnost 2 90% (crno), 90% < aktivnost = 30% (tamno siva), i

aktivnost <30% (svetlo siva) u odnosu na divlji tip GOx

72



REZULTATI I DISKUSIJA

Nakon selekcije, kolonije su tretirane 50 mM vodonik-peroksidom u
prisustvu 100 mM glukoze jedan sat. Izmerene su rezidualne aktivnosti enzima,
i kolonije koje su imale najbolji odnos aktivnosti i oksidativne stabilnosti su
sekvencirane. Metioninski ostaci koji se nalaze na povrsini enzima kao i oni koji
se nalaze u unutradnjosti udaljeni od aktivnog mesta, imaju ili manji uticaj na
oksidativnu stabilnost ili ako su stabilniji imaju smanjenu aktivnost (obelezeni
kosim slovima u Tabela 5). Izuzetak predstavlja Met214 koji je pokazao

znacajno vecu aktivnost i blago poboljsanu oksidativnu stabilnost (Tabela 6).

Tabela 5. Rezidualne aktivnosti mutanata GOx otkrivenih u bibliotekema na
metioninskim pozicijama udaljenim od aktivhog mesta. Aktivnost enzima je

merena pre (ne-oksidovana) i nakon (oksidovana) tretmana vodonik-

peroksidom. Rezidualna aktivnost predstavlja odnos oksidovane i ne-

oksidovane aktivnosti.

GOx varijanta Aktivnost
Met Oznaka Mutacija Ne-oksidovana Oksidovana  Rezidualna
pozicija biblioteke (U mL1) (U mL1) (%)
WT — — 0.117 £ 0.020 0.053+£0.008 46.3+6.8
190 C5 M1901 0.074 + 0.006 0.048+0.006  64.8+8.1
305 B3 M305C 0.127 + 0.004 0.061+0.012 482494
F10 M305R 0.132 + 0.002 0.063 £0.008 47.8+6.1
480 D2 M480L 0.139 + 0.005 0.059+0.022 42.6+1538
524 Hé6 Mb524C 0.073 £ 0.001 0.040£0.002  553+2.7
528 C10 M>528A 0.081 £ 0.013 0.053+£0.004 654+4.9
El1 M5281 0.102 +£ 0.020 0.046 £0.003  451+29
582 Co Mb582A 0.081 + 0.006 0.052+0.001 642+1.2
F6 M582T 0.094 + 0.006 0.048+0.001 51.1+1.1
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Mutacije na metioninskim ostacima koji se nalaze u blizini aktivnog
mesta najviSe doprinose oksidativnoj stabilnosti GOx, uz zadrzavanje sli¢nog
nivoa aktivnosti kao divlji tip GOx (Tabela 6). Ovi rezultati su u skladu sa
observacijom da do inaktivacije GOx dolazi kada je FAD u redukovanom
stanju, Sto implicira da su najpodlozniji oksidaciji metioninski ostaci koji se

nalaze u njegovoj blizini.

Tabela 6. Rezidualne aktivnosti mutanata GOx otkrivenih u saturacionim
bibliotekema na metioninskim pozicijama u blizini aktivhog mesta. Aktivnost
enzima je merena pre (ne-oksidovana) i nakon (oksidovana) tretmana vodonik-

peroksidom. Rezidualna aktivnost predstavlja odnos oksidovane i ne-

oksidovane aktivnosti

GOx varijanta Aktivnost

Met Oznaka Mutacija Ne-oksidovana Oksidovana  Rezidualna

pozicija biblioteke (U mL?) (U mL?) (%)

WT — — 0.117 £ 0.020 0.053+£0.008 463 +6.8

214 A3, B7, E4« M214T  0.166 £ 0.011 0.091+£0.007 54.8%4.2
D10 M214C  0.185+0.011 0.075+£0.005 40527

556 D4 M556L 0.126 £ 0.005 0.075+£0.005 59.4+4.0
A5 M556T 0.110 £ 0.001 0.054+£0.002 49.0%+1.8
B8, C2¢ M5561 0.153 + 0.007 0.074+0.005  483+3.2

561 F4 M561A  0.070 + 0.007 0.051+£0.005 728+71
Gl M561T 0.081 + 0.008 0.057 £0.006  704+7.4
B2, F7, H4« M561S 0.101 £ 0.007 0.071+£0.002  70.2%2.0
B9, E12, H11» Mb561G  0.117 £ 0.007 0.078 £0.004  66.7+3.4

567 Ee6, E120 M567F 0.066 £ 0.004 0.043+0.003  65.1%4.5
C3 M567T 0.075 £ 0.004 0.045+0.007  59.5+9.3

 Prose¢na aktivnost tri uzorka koji imaju istu mutaciju
b Prose¢na aktivnost dva uzorka koji imaju istu mutaciju
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U inZenjeringu oksidativno stabilnih enzima, uobicajen pristup je izmena
metioninskih osatataka malim, ne-oksidabilnim, hidrofobnim aminokiselinskim
ostacima kao Sto su alanin®, leucin®! ili izoleucin®’. Medutim, pokazano je i da
mutacije u serin mogu povecati oksidativnu stabilnost>. Koristeci saturacionu
mutagenezu za pretrazivanje nasih biblioteka, izbegnuto je ograni¢enje na samo
jedan tip mutacija. Mutanti koji su pokazali najbolje rezultate, imali su Sirok

spektar mutacija, ukljucujuci i neke koje nisu do sada objavljene (Tabela 6).

5.2.3. Analiziranje kombinovanih mutanata glukoza-oksidaze

Da bi dodatno poboljsali oksidativnu stabilnost, testirali smo aditivni
efekat prethodno uocenih mutacija. U odnosu na frekvenciju odredene mutacije
u biblioteci i povecane rezidualne aktivnosti, ¢etiri najbolja jednostruka mutanta
(obeleZeni tamno crnom bojom u Tabela 6) iskoris¢ena su za pravljenje
kombinovanih mutanata u S. cerevisine EBY100, ukljuc¢uju¢i dvostruke i
trostruke mutacije. Kombinovani mutanti su tretirani na identi¢an nacin kao i
jednostruki mutanti GOx eksprimirani u S. cerevisize EBY100, i izmerena im je
rezidualna aktivnost (Tabela 7). Dvostruki mutanti M214T/M561S i
Mb561S/Mb556L pokazuju veéu oksidativnu stabilnost u odnosu na divlji tip
GOx, ali je ona manja od rezidualne aktivnosti roditeljskog M561S. Dvostruki
mutant M214T/M556L ima skoro dvostruko vecu aktivnost od divljeg tipa
GOx, ali je njegova oksidativna stabilnost slicna divljem tipu GOx. Svi ostali
dvostruki mutanti su pokazali nizu oksidativnu stabilnost u odnosu na divlji
tip. Trostruki mutanti imaju nizu aktivnost u poredenju sa divljim tipom GOx
(jedan od mutanata uopste ne pokazuje aktivnost), i oksidativnu stabilnost

slicnu dvostrukim mutantima.
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Tabela 7. Rezidualne aktivnosti kombinovanih GOx mutanata. Aktivnost
enzima je merena pre (ne-oksidovana) i nakon (oksidovana) tretmana vodonik-
peroksidom. Rezidualna aktivnost predstavlja odnos oksidovane i ne-

oksidovane aktivnosti

GOx varijanta

Aktivnost

Ne-oksidovana Oksidovana Rezidualna

(U mL1) (U mL1) (%)
WT 0.488+0.005 0.199+0.023 40.8+4.7
M214T /M556L 0.747+0.030 0.292+0.034 39.1+4.6
M214T/M561S 0.373+0.026 0.218+0.007 58.6+1.9
M214T /M567F 0.188+0.010 0.055£0.001 29.1+0.7
Mb561S/M556L 0.570+0.018 0.371+0.035 65.016.2
Mb561S/M567F 0.574+0.010 0.265+0.019 46.2+3.2
Mb567F / M556L 0.448+0.025 0.142+0.045 31.6110.1
M214T /M561S/Mb556L 0.214+0.024 0.110+0.003 51.5+1.6
M214T/M561S/M567F ND ND ND
M214T /M556L/ M567F 0.229+0.017 0.155+0.017 67.7+7.3
Mb561S/Mb556L/ M567F 0.439+0.092 0.263+0.038 59.9+8.7

ND nije detektovana

5.2.4. Ekspresija i preciséavanje mutanata glukoza-oksidaze iz P.

pastoris

Za detaljniju kineticku karakterizaciju izabrana su dva jednostruka i dva
dvostruka mutanta (M214T, M561S, M214T/M556L i M561S/M556L), koji
pokazuju najvecu aktivnost i oksidativnu stabilnost u poredenju sa divljim
tipom GOx. Oni su klonirani u pPICZaA vektor za ekstracelularnu ekspresiju

proteina u P. pastoris KM71H. Nakon 4 dana fermentacije u 0,5% metanolu,
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GOx varijante su precis¢ene koriste¢i ultra-filtracionu membranu i DEAE

jonoizmenjivacku hromatografiju (Slika 17).
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Slika 17. Hromatogram DEAE jonoizmenjivacke hromatografije divljeg tipa
GOx. GOx je eluirana linearnim gradijentom od 10 do 500 mM natrijum-

fosfatnog pufera pH 6,0

Frakcije pod pikom na 280 nm su testirane na GOx aktivnost, i pozitivne
frakcije su skupljene i analizirane SDS elektroforezom. Na elektroforezi se
uocava jedna traka prec¢is¢enog GOx proteina za svaku eksprimiranu varijantu.
U prvom delu ove disertacie pokazano je da je molekulska masa
rekombinantne GOx eksprimirane u P. pastoris ve¢a od mase komercijalnog

enzima, zbog povecane glikozilacije u kvascima Sto se moZe uociti na

elektroforezi.
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Slika 18. SDS elektroforeza precis¢enih GOx varijanti: 1) divlji tip GOx; 2)
M214T-GOx; 3) M561S-GOx; 4) M214T / M556L-GOx; 5) M561S/M556L-GOx

5.2.5. Karakterizacija mutanata glukoza-oksidaze

Precis¢ene GOx varijante su koriS¢ene za odredivanje kinetickih
parametara, oksidativne stabilnosti, aktivnosti sa redoks medijatorom ferocen-

metanolom, i elektrohemijske karakterizacije ciklicnom voltametrijom.

5.2.5.1. Kineticka karakterizacija

Kineticki parametri (Ki i kear) mutanata M214T, M561S, M214T/M556L i
Mb561S/M556L GOx su odredivani na pH 5,5. Jednostruki mutant M214T i
dvostruki mutant M214T/M556L imaju oko 2,8 i 3,0 puta povedanje u
katalitickoj konstanti, dok je konstanta specifi¢nosti (keat/ Km) povecana oko 3,0 i

2,2 puta u odnosu na divlji tip GOx (Tabela 8).
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Tabela 8. Kineticki parametri prec¢is¢enih GOx oksidativnih mutanata na pH 5,5

Kwm Kcat kcat/KM

GOx varijanta

(mM) (s (mM- s1)

WT 28.9+0.4 190.3£1.5 6.6£0.1
M214T 26.6£0.9 526.5+6.3 19.8+0.2
M561S 45.0+0.8 238.5+2.2 5.3+0.1
M214T /Mb556L 39.7£0.7 580.8+5.7 14.6£0.1
Mb561S/M556L 70.3+1.8 477.1+6.7 6.840.1

Dvostruki mutant M561S/M556L pokazuje 2,5 puta povecanje u
katalitickoj konstanti, ali je vezivanje glukoze veoma kompromitovano (Sto se
ogleda u povecanoj Ky vrednosti). Najstabilniji oksidativni mutant M561S ima
blago povecanu kataliticku konstantu i konstantu specifi¢nosti ne znacajno nizu
od divljeg tipa GOx. Celokupna kinetika mutanta M214T je uporediva sa
viSestrukim mutantom GOx koji je dobijen u eksperimentu dirigovane

evolucije$, §to ga ¢ini veoma dobrim kandidatom za primenu u industriji.

5.2.5.2. Oksidativna stabilnost

Da bi potvrdili rezultate oksidativne stabilnosti dobijene na povrsini
Celija kvasca, preciS¢ene varijante GOx su imobilizovane pomocu
glutaraldehida na aminovani makroporozni poli-glicidil-metakrilat?’!. Enzimi
su ocuvali aktivnost nakon imobilizacije, stoga je moguce odrediti oksidativnu
stabilnost. Imobilizovana GOx je tretirana pod istim uslovima, 50 mM vodonik-
peroksid i 100 mM glukoza, kao i Celije S. cerevisine koje eksprimiraju GOx.
Rezidualne aktivnosti se veoma dobro slaZzu sa rezultatima dobijenim na

kvascima (Tabela 9).
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Tabela 9. Rezidualne aktivnosti nakon tretiranja 50 mM vodonik-peroksidom u
prisustvu 100 mM glukoze GOx eksprimirane na povrsini celija kvasca i
imobilizovanih na makroporoznom polimeru. Poluzivot GOx varijanti je

izra¢unat iz rezidualnih aktivnosti imobilizovanog enzima

Rezidualna aktivnost (%)

GOx varijanta Kvasci Imobilizovani tz (min)
WT 46.3+£6.8 43.7+55 50
M214T 542+78 575+4.2 75
M561S 70.3+10.9 71.3+85 123
M214T/M556L 39.1+4.6 428 £0.6 49
M561S/M556L 65.0+£6.2 63.8 £ 6.8 92

Na osnovu dobijenih rezultata rezidualne aktivnosti, pokazano je da se
kvasci koji eksprimiraju enzime na svojoj povrSini mogu koristiti za
pretrazivanje oksidativno stabilnih mutanata, narocdito za enzime Ccije
odredivanje aktivnosti se zasniva na endogeno proizvedenom vodonik-
peroksidu. Ova postavka omoguéava pogodno uklanjanje egzogenog vodonik-
peroksida kroz taloZenje celija, i bez dodavanja katalaze. Pored toga, ova
metoda omogucava i direktnu vezu izmedu genotipa i fenotipa eksprimiranog

enzima.

Obe metode su pokazale da je oksidativho najstabilniji jednostruki
mutant M561S sa 2,5 puta povecanom stabilnosti u odnosu na divlji tip enzima,
i da kombinovanjem razli¢itih pozicija ne dolazi do aditivhog efekta u
stabilnosti. Klepe je u svom istrazivanju pokazao da kada se GOx tretira
vodonik-peroksidom u prisustvu glukoze dolazi do pojave 2 metioninska
ostatka vise koji su oksidovani do metionin-sulfoksida (9 oksidovanih
metioninskih ostataka) na nivou dimernog proteina, nego bez prisustva glukoze

(7 oksidovanih metioninskih ostataka)®. Pretpostavka je da je upravo M561 taj
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metionin koji se oksiduje kada se FAD nalazi u redukovanoj formi, zato $to
gradi vodoni¢ne veze sa oksidovanim FAD molekulom (Slika 19) i promena
mikrostrukture u blizini aktivhog mesta u toku GOx reakcije ga ¢ini lako

dostupnim za oksidaciju vodonik-peroksidom.

Slika 19. Sematski prikaz aktivnog mesta GOx sa prikazom vodoni¢ne veze
izmedu M561 i oksidovanog FAD molekula. Slika je kreirana koris¢enjem

programa Swiss-PdbViewer verzija 4.1.0 (Svajcarska)

5.2.5.3. Aktivnost mutanata glukoza-oksidaze sa redoks medijatorom

ferocen-metanolom

U prvom koraku merenja aktivnosti GOx sa ferocen-metanolom je
njegova oksidacija lakazom iz Trametes versicolor. GOx redukuje oksidovani
ferocen nakon konvertovanja glukoze do glukono-laktona. Na pH 8 ferocen-
metanol je u kompeticiji sa prirodnim supstratom, molekulskim kiseonikom?3.
U Tabela 10 se mogu videti aktivnosti divljeg tipa GOx i oksidativnih
mutanata, sa dve razli¢ite koncentracije glukoze i ferocen-metanolom kao

redoks medijatorom.

81



REZULTATI I DISKUSIJA

Tabela 10. Specifi¢na aktivnost oksidativnih mutanta u odnosu na divlji tip

GOx sa ferocen-metanolom kao elektron akceptorom u kalijum-fosfathom

puferu pH 8,0
Aktivnost (IU/mg)

GOx varijanta 5 mM glukoza 333 mM glukoza
WT 7111 53,6 +£0,9
M214T 229+1,2 164,0 £ 6,2
M561S 3,7+0,5 339+14
M214T/M556L 184+14 178,0 £ 5,9
M561S/M556L 2,8+0,6 428+1,1

Mutanti M214T i M214T/M556L pokazuju 3,0 i 3,3 puta povecanu
aktivnost sa ferocen metanolom kao redoks medijatorom u odnosu na divlji tip
GOx pri vecoj koncentraciji glukoze; povecanje aktivnosti je vece sa nizom
koncentracijom glukoze u slu¢aju M214T mutanta, §to se moZe objasniti vecom
K vrednoséu za mutant M214T/M556L (Tabela 8). Druga dva mutanta, M561S
i M561S/M556L, pokazuju smanjenu aktivnosti sa ferocen-metanolom, narocito
pri nizim koncentracijama glukoze $to je opet posledica veoma visokih K,

vrednosti za ova dva mutanta (Tabela 8).

5.2.5.4. Poredenje aktivnosti jednostrukih oksidativnih mutanata sa

ferocen metanolom primenom ciklicne voltametrije

Da bismo testirali mogucénost koriSéenja oksidativnih mutanata za
konstrukciju biosenzora, snimili smo aktivnost jednostrukih oksidativnih
mutanata u prisustvu ferocen-metanola kao redoks medijatora i fizioloske
koncentracije glukoze (5 mM) metodom linear sweep voltametrije i uporedili ih

sa divljim tipom GOx (Slika 20).
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Slika 20. Linear sweep voltamogrami uzoraka GOx (0,5 mg/mL) snimljeni u 0,1
M natrijum-fosfatnom puferu pH 7,0 sa i bez 5 mM glukoze u prisustvu 0,56 mM
ferocen-metanola; crna linija - 0,5 mM ferocen u puferu, crvena linija - uzorak
GOx u puferu sa 0,5 mM ferocenom bez glukoze, plava linija - uzorak GOx u
puferu sa 0,5 mM ferocenom i 5 mM glukozom. A) Uzorak divljeg tipa GOx; B)
uzorak M214T mutanta GOx; C) uzorak M561S mutanta GOx

Na voltamogramskim graficima se uocava da divlji tip GOx kao i M214T
mutant daju povecan signal struje u prisustvu glukoze kao supstrata u odnosu
na uzorak bez glukoze, $to pokazuje da dolazi do prenosa elektrona sa GOx
preko ferocena do radne elektrode omogucavajuci detekciju glukoze u rastvoru.
Mutant M561S pokazuje jako malu promenu struje u uzorku sa i bez glukoze,
Sto je najverovatnije posledica visoke K, vrednosti za glukozu, c¢ime je
onemogucena detekcija niske koncentracije glukoze koja je koris¢ena u
eksperimentu. Da bi pokazali da oksidativni mutanti imaju primenu u
biosenzorima neophodno je dodatno ispitati njihovu aktivnost i stabilnost

cikli¢cnom voltametrijom pri konstantnoj koncentraciji glukoze.
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5.3. Razvoj visoko efikasnih metoda pretrazivanja

biblioteka gena glukoza-oksidaze

PronalaZenje mutanata GOx koji su aktivniji i stabilniji moZe biti veoma
dugotrajno ukoliko ne postoje visoko efikasne metode pretrazivanja. Do sada je
razvijeno nekoliko metoda za pretrazivanje biblioteka GOx baziranih na
proto¢noj citometriji®!%, a najefikasnijom se do sada pokazala metoda
obeleZavanja fluorescentnim tiramidom celija kvasca koje eksprimiraju na svojoj
povrsini GOx8. Ovom metodom je moguce kvantitativho odrediti celije sa
enzimskom varijantom povecane aktivnosti, ali intenzitet fluorescencije zavisi i
od koli¢ine proteina eksprimirane na povrsini celija, sto moze dovesti do lazne
selekcije. Jedan od nacdina normalizacije intenziteta fluorescencije predstavlja
obelezavanje c-myc epitopa fluorescentnim antitelima, za kvantifikaciju
eksprimiranog proteina na povrsini kvasca®. lako je vezivanje antitela veoma
specificno, obeleZzavanje celija moZze biti veoma dugotrajno kao i
nekonzistentno??. Da bi uprostili kvantifikaciju eksprimiranog enzima na
povrsini kvasca, testirana je upotreba zelenog fluorescentnog proteina (yGFP)
kao fuzionog partnera sa GOx gde bi intenzitet fluorescencije GFP bio mera

koli¢ine eksprimiranog proteina.

5.3.1. Ekspresija GOx-yGFP konstrukta

Kloniranjem yGFP u pCTCON2 vektor uklonjen je c-myc epitop (Slika
21), koji je koris¢en za vezivanje primarnog i fluorescentnog sekundarnog

antitela za kvantifikaciju proteina eksprimiranog na povrsini kvasca.
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Slika 21. a) Sematski prikaz GOx-yGFPM-pCTCON2 plazmida. b)

Trodimenzionalna struktura GOx-GFP fuzionog proteina modelovanog na

Phyre?2 serveru?03

Kada se radi sa himerom enzima i GFP, jedan od najbitnijih aspekata je

ocuvanje funkcije oba proteina. Pokazano je da GFP moze da smanji enzimsku

aktivnost kada je eksprimiran u E. coli, ali ju je moguce povratiti nakon

razdvajanja dva proteina'®. Da bi ostvarili uspeSsano pretraZzivanje za

poboljsanu specifi¢nu aktivnost GOx, prvo su testirane aktivnosti divljeg tipa i

A2 mutanta® GOx eksprimiranih kao himere sa yGFP na povrsini ¢elija kvasca

(Slika 22).
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Slika 22. Aktivnosti divljeg tipa GOx sa i bez GFP i A2 mutanta sa GFP

eksprimiranih na povrsini S. cerevisiae EBY100 u toku fermentacije
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Uporedujuci aktivnosti divljeg tipa i A2 mutanta GOx eksprimiranih kao
himere sa yGFP na povrsini kvasca, vidi se da je odrzana razlika u enzimskoj
aktivnosti izmedu dve varijante, ali je aktivhost smanjena u odnosu na
aktivnost istih varijanti eksprimiranih bez GFP. Ovi rezultati su konzistentni sa
rezultatima dobijenim uporedivanjem aktivnosti divljeg tipa GOx i B11 mutanta

Vv 2

eksprimiranih i preciséenih kao himere sa Aga2 proteinom!%.

Tokom FACS analize celija kvasaca koje eksprimiraju na svojoj povrsini
yGFP, uocene su dve populacije celija, jedna koja pokazuje fluorescenciju

odgovaraju¢u yGFP i druga populacija ne-fluorescentnih ¢elija (Slika 23).

. reanalizirane celije sortirane iz P3 gejta
10
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Slika 23. FACS analiza i stopa prezivljavanja dve celijske populacije koje se
pojavljuju tokom ekspresije yGFP na povrsini S. cerevisie EBY100; PP3 gejt -

sortirane fluorescentne celije, P4 gejt - sortirane ne-fluorescentne celije
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U pokusaju da utvrdimo da li odsustvo fluorescencije u drugoj populaciji
Celija potice od pogresnog uvijanja GFP ili ¢elijske smrti, obe populacije ¢elija su
sortirane u zasebne tube. Sortirane Celije su reanalizirane da bi se potvrdila
¢istoca populacije, i iz svake populacije 1000 dogadaja je sortirano direktno na
YNB-CAA glukozne agar ploce. Nakon dva dana rasta na selektivhom
medijumu, uoceno je da je stepen prezivljavanja oko 35% za fluorescentne celije
i samo 1% za ne-fluorescentne celije, Sto upucuje da je nedostatak fluorescencije

u drugoj populaciji posledica celijske smrti a ne lose uvijenog GFP.

5.3.2. Optimizacija eseja

U prethodno razvijenim sistemima za pretrazivanje8? fluorescein-tiramid
je koris¢en kao reagens za obelezavanje aktivnih varijanti GOx, a posto se
njegova ekscitaciona i emisiona talasna duZzina poklapaju sa yGFP, sintetisan je
novi fluorescentni tiramid. Testirana su dva fluorescentna tiramida, CC-tiramid
(3-karboksi-kumarin-tiramid, ekscitacija 355 nm, emisija 460 nm) i DyLight650-
tiramid (ekscitacija 642 nm, emisija 670 nm), u reakciji sa celijama koje
eksprimiraju wtGOx-yGFP konstrukt i glukozom kao supstratom. Na osnovu
ovog inicijalnog testa, odluceno je da se pretrazivanje GOx biblioteka radi sa
DyLight650-tiramidom, zbog veceg stepena osetljivosti i stabilnosti
fluorescencije u odnosu na CC-tiramid. Koriste¢i DyLight650-tiramid,
postavljene su enzimske reakcije u emulzijama sa yGFP i wtGOx-GFP
eksprimiranim na povrsini celija kvasca. Jedan set reakcija je postavljen sa (-

oktil-glukozidom/ -glukozidazom?, a drugi sa glukozom? (Slika 24).
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Slika 24. FACS analiza (104 snimljenih dogadaja) yGFP i wtGOx-GFP u
razli¢itim esejima; dvostruki grafik yGFP fluorescencije koji predstavlja koli¢inu
GOx-GFP molekula na ¢elijskoj povrsini prema DyLight 642 fluorescenciji koja
odgovara GOx aktivnosti. a) yGFP i wtGOx-yGFP u reakciji sa B-oktil-
glukozidom/ B-glukozidazom. b) yGFP i wtGOx-yGFP u reakciji sa glukozom

Analizirajuci celije na FACS nije uocena razlika u broju obojenih ¢elija
izmedu celija koje eksprimiraju yGFP (negativna kontrola) i wtGOx-GFP
(pozitivna kontrola) kada je koriSc¢en sistem [-oktil-glukozid/p-glukozidaza
(Slika 24a). Kada je glukoza koris¢ena kao supstrat moguce je jasno
identifikovati celije sa aktivnom GOx u P1Q2 polju (Slika 24b). Jedan od
razloga zasto je sistem [-oktil-glukozid/p-glukozidaza ne-adekvatan za
pretrazivanje GOx fuzionisanog sa yGFP, moze biti smanjena aktivnost GOx
kada je eksprimiran kao fuzionisan protein sa yGFP. Stoga, koli¢ina dostavljene
glukoze od -oktil-glukozida® koja je koris¢ena, nije optimalna za odredivanje

GOx-yGFP aktivnosti u odnosu na to kada se glukoza dodaje direktno®.
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Prilikom analize celija u reakciji sa DyLight650-tiramidom, primeceno je
da populacija mrtvih ne-zeleno fluorescentnih ¢elija biva fluorescentno obojena
DyLight650-tiramidom zbog permeabilnosti celijske membrane koja
omogucava unos boje u celiju. Ova zapaZzanja ukazuju da koriséenje yGFP kao
markera nivoa ekspresije enzima takode omogucava i iskljucivanje populacije

mrtvih ¢elija iz sortiranja, $to povecava brzinu i efikasnost sortiranja.

5.3.3. PretraZivanje biblioteke GOx

Sa uspostavljenim parametrima za pretrazivanje GOx, napravljena je
biblioteka mutanata sa niskom frekvencijom mutacija koriste¢i enzim Mutazyme
I1. Celije kvasca koje eksprimiraju mutante GOx-yGFP su analizirane na FACS
nakon enzimske reakcije u emulziji, a pored reakcije sa glukozom ukljucena je i
reakcija bez glukoze kao negativna kontrola. Iz analize ¢elija, oznacen je P3 gejt
za sortiranje celija iz GOx biblioteke (Slika 25). Izabrani gejt izoluje GOx
mutante sa najveéim odnosom crvene fluorescencije (koja je rezultat enzimske
aktivnosti GOx) prema zelenoj fluorescenciji (koja odgovara Kkolicini
eksprimiranog GOx-yGFP proteina). Sortiranje ¢elija iz ovog gejta bi trebalo da

dovede do selekcije najaktivnijih mutanata GOx iz biblioteke.
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Slika 25. FACS analiza (104 snimljenih dogadaja) celija kvasca koje eksprimiraju
yGFP, wtGOx-yGFP i biblioteku GOx-yGFP u reakcionom eseju sa i bez

glukoze. Dvostruki grafik yGFP fluorescencije koji predstavlja koli¢inu GOx-

GFP molekula na ¢elijskoj povrsini prema DyLight 642 fluorescenciji koja

odgovara GOx aktivnosti. P3 - region za sortiranje GOx biblioteke

Celije su direktno sortirane na YNB-CAA+GIlc+Chl agar ploce i gajene

48h na 30°C. Nakon toga, 69 kolonija je presejano na YNB-CAA+Gal agar ploce

i gajene dodatnih 24h. Celije na galaktoznoj plo¢i su testirane na GOx aktivnost

koriste¢i ABTS agar esej (Slika 26a). Esej je pokazao 2,5 puta obogacenje u broju

pozitivnih ¢elija nakon jedne runde sortiranja.
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Slika 26. a) ABTS agar esej biblioteke GOx koji pokazuje procenat aktivnih
kolonija pre sortiranja i nakon sortiranja P3 gejta. b) Analiza u mikrotitar
plo¢ama aktivnosti mutanata GOx u poredenju sa wtGOx pre sortiranja i nakon

sortiranja 3 gejta

Da bi kvantifikovali broj sortiranih GOx varijanti koje su aktivnije od
wtGOx, nasumicno je izabrano 100 kolonija i testirano u mikrotitar plo¢ama na
GOx aktivnost (Slika 26b). U jednoj rundi sortiranja, populacija enzimskih
varijanti sa veéom srednjom vrednosti aktivnosti od srednje vrednosti akivnosti
wtGOx je povecana na 44% nakon sortiranja, $to je bolji rezultat u poredenju sa

36% dobijenih u prethodnom istrazivanju?.
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Tri najaktivnije varijante iz populacije sortiranih celija su sekvencirane, i
uporedene su kineticke konstante Vmax i K izmedu wtGOx, wtGOx-yGFP i
mutanata eksprimiranih na povrsini celija kvasca kao i preciS¢enih mutanata
bez yGFP taga (Tabela 11). Kao $to je bilo ocekivano, wtGOx eksprimiran na
povrsini kvasca pokazuje 2,1 puta vecu relativnhu Vmax od wtGOX-yGFP, $to

potvrduje prvobitni zakljucak da je aktivhost GOx smanjena kada je

eksprimiran kao fuzioni protein sa yGFP.

Tabela 11. Aktivhost na pH 7,4 najaktivnijih mutanata sortiranih iz GOx
biblioteke u poredenju sa wtGOx-yGFP i wtGOx eksprimirani na povrsini celija

kvasca i preciséeni iz P. pastoris KM71H bez yGFP taga

Protein na povrsini kvasca PreciSéen protein
GOx varijanta Relativno Vmax Relativno K, V max Km
(1U mL"/ODgg) (mM) (1IU mg™) (mM)

wWtGOx-yGFP 1.55 +0.02 18.4+0.6 / /
E6 (A292T) GOx-yGFP 1.98 +0.01 235+1.0 56.32+0.27 146+0.1
All (A292T) GOx-yGFP 2.13+0.07 21.2+16 55.08+0.58 16.4+1.0
H8 (Y249H) GOx-yGFP 1.16 + 0.06 175+2.0 98.45+1.07  15.8+05
wWtGOXx 3.29+£0.09 16.2+0.8 42.60 + 0.48 16.2 +0.5

Dva od tri mutanta imaju mutaciju na istoj poziciji (A292T), i imaju 1,3
puta vecu aktivnost u poredenju sa wtGOx-yGFP varijantom kada su
eksprimirani na povrsini ¢elija kvasca kao i kada su eksprimirani solubilni bez
yGFP taga i uporedeni sa wtGOx. Treé¢i mutant (Y249H) kada je eksprimiran
solubilan bez yGFP taga pokazuje 2,3 puta vecu aktivnost u odnosu na wtGOx.
Razlika u aktivnosti ovog mutanta kada je eksprimiran solubilan u odnosu na

to kada je eksprimiran sa yGFP tagom na povrsini kvasaca verovatno lezi u
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poziciji mutacije. Ova mutacija se nalazi na dodirnoj povrsini dve monomerne
jedinice GOx (Slika 27), i s obzirom da je hidrofobna aminokiselina zamenjena
polarnom naelektrisanom, moguce je da yGFP tag uti¢e na dimerizaciju i da
mutacija ima pozitivan efekat na aktivnost solubilnog dimera. 1z ovih rezultata
se moze zakljuciti da se yGFP kao marker nivoa ekspresije proteina i
DyLight650-tiramid obelezavanje za detekciju enzimske aktivnosti mogu
primeniti u sistemima visoko efikasne pretrage za pronalaZenje enzimskih

varijanti sa povecanom aktivnosti u jednoj rundi sortiranja.

Slika 27. Trodimenzionalna struktura dimera GOx (PDB kod 1CF3) na kojoj su
prikazane pozicije aminokiselinskih ostataka A292 i Y249. Slika je kreirana

korig¢enjem programa Swiss-PdbViewer verzija 4.1.0 (Svajcarska)
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6. ZAKLJUCCI

U ovoj doktorskoj disertaciji ispitivani su mutanti glukoza-oksidaze i
optimizovane visoko efikasne metode pretrage biblioteke gena glukoza-

oksidaze, i uoceno je da:

e M12 mutant GOx proizveden u P. pastoris pokazuje oko dva puta vecu
aktivnost u odnosu na divlji tip enzima na fizioloskom pH, dok su pH
optimum i Seferna specifi¢cnost nepromenjeni u odnosu na divlji tip

enzima

e aktivnost M12 mutanta sa redoks medijatorom N,N-dimetil-nitrozo-
anilinom pri niskim koncentracijama glukoze je tri puta veca u odnosu
na divlji tip enzima, $to ga ¢ini dobrim kandidatom za primenu u

biosenzorima i biogorivnim celijama

e mutant GOx M561S ima 2,5 puta povecan poluzivot (123 min) u
prisustvu vodonik-peroksida u poredenju sa divljim tipom enzima (50
min)

e jedna mutacija u blizini aktivhog mesta (M214T) dovodi do trostrukog

povecanja specifi¢ne aktivnosti u odnosu na divlji tip enzima

e uvodenjem zelenog fluorescentnog proteina kao markera nivoa
ekspresije GOx na povrsini celija kvasca dobijeno je obogacenje
pozitivnih éelija od 2,5 puta nakon sortiranja proto¢nom citometrijom

e istom metodom pretrazivanje procenat mutanata GOx koji su aktivniji od

divljeg tipa enzima je povecan sa 20% pre sortiranja na 44% nakon jedne

runde sortiranja

e razvijena je metoda za pronalaZenje oksidativno stabilnijih varijanti
glukoza-oksidaze zasnovana na ekspresiji proteina na povrsini celija

kvasca.
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e pronadeni su i okarakterisani mutanti GOx povecane aktivnosti i

stabilnosti u odnosu na divlji tip enzima.

e razvijena je nova metoda za pretraZzivanje biblioteka gena GOx
zasnovana na protocnoj citometriji i ekspresiji proteina u vidu himere sa

yGFP na povrsini celija kvasca.
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8. PRILOG 1: prajmeri za kloniranje

Prajmeri za kloniranje zelenog fluorescentnog proteina u pCTCON2 (4.3.1.1)

FP  ATTGGATCCTCTGGTATGTCTAAAGGTGAAGAATT

RP  AATCTCGAGTCATTTGTACAATTCATCCATAC

Prajmeri za kloniranje glukoza-oksidaze u pCTCON2 i GFP-pCTCON2 i
pravljenje biblioteka glukoza-oksidaze u GFP-pCTCON2 vektoru (4.3.2.1, 4.3.6)

FP  ATCGCTAGCAGCAATGGCATTGAAGC

RP  ATCGGATCCTCCCTGCATGGAAGC

Prajmeri za kloniranje glukoza-oksidaze u pPICZaA vector (4.3.3.1)

FP  ATCTCTCGAGAAAAGAAGCAATGGCATTGAAG

RP  GAAGCICTAGAGCTCACTGCATGG

Prajmeri za pravljenje saturacionih biblioteka glukoza-oksidaze u pCTCON?2
vektoru (NNN predstavlja svaki od 64 kodona) (4.3.4)

Met190 FP CGTCAAGGCTCTCNNNAGCGCTGTCGAAG
RP CTTCGACAGCGCTNNNGAGAGCCTTGACG

Met214 FP CATGGTGTGTCCNNNTITCCCCAACACC
RP GGTGTTGGGGAANNNGGACACACCATG

Met305 FP CCGGTATCGGANNNAAGTCCATCCTG
RP CAGGATGGACTTNNNTCCGATACCGG

Met480 FP CTCCGGTGCCNNNCAGACCTACTTC
RP GAAGTAGGTCTGNNNGGCACCGGAG
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Met523 FP GGTACTTGCTCCNNNATGCCGAAGGAG
RP CTCCTTCGGCATNNNGGAGCAAGTACC

Met524 FP CTTGCTCCATGNNNCCGAAGGAGATG
RP CATCTCCTTCGGNNNCATGGAGCAAG

Met528 FP GCCGAAGGAGNNNGGCGGTGTTG
RP CAACACCGCCNNNCTCCTTCGGC

Met556 FP CCTCCTACGCAANNNTCGTCCCATGTCATG
RP CATGACATGGGACGANNNTTGCGTAGGAGG

Met561 FP CGTCCCATGTCNNNACGGTGTTCTATG
RP CATAGAACACCGTNNNGACATGGGACG

Met567 FP GGTGTTCTATGCCNNNGCGCTAAAAATTTCGG
RP CCGAAATTTTTAGCGCNNNGGCATAGAACACC

Met582 FP GATTATGCTTCCNNNCAGGGAGGATCCG
RP CGGATCCTCCCTGNNNGGAAGCATAATC

Prajmeri za pravljenje kombinovanih mutanata glukoza-oksidaze u pCTCON2

i pPICZaA vektoru (4.3.5)

M214T FP CATGGTGTGTCCACCTTCCCCAACACC
RP GGTGTTGGGGAAGGTGGACACACCATG
M556L FP CCTCCTACGCAACTATCGTCCCATGTCATG
RP CATGACATGGGACGATAGTTGCGTAGGAGG
M561S FP CGTCCCATGTCAGTACGGTGTTCTATG
RP CATAGAACACCGTACTGACATGGGACG
M567F FP GTGTTCTATGCCTTTGCGCTAAAAATTTCG
RP CGAAATTTTITAGCGCAAAGGCATAGAACAC
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O6pasauy 5.

U3jaBa o ayTopCcTBY

Wme 1 npesume aytopa FopaaHa Kosayesuh
Bpoj nHaekca [0612/2011
UsjaBmyjem

[a je JoKTopcKa AvcepTauuja nog HacrnoBom

IIpoTeHHCKH MHKEH-EPUHT H Pa3B0j BUCOKOE()HKACHHX METO/A 32 NIPETPAKHBALE
OubJIHOTEKE reHa riryKo3a-okcuaase us Aspergillus niger y uniby nopehama eHsuMcke
aKTHMBHOCTH U CTA0MJIHOCTH

e pesynTaT COMCTBEHOr UCTPaXXUBaYKor paaa;

e [a avcepTauuja y LENUHA HU Yy AenoBrMa Huje Buna npeanoxeHa 3a ctuuare gpyre
[AMMIoMe rnpema CTyAMWjCKMM NporpaMmma Apyrux BUCOKOLLIKOSICKUX YCTaHOBa;

e [1a Ccy pe3ynTaT KOPEKTHO HaBeAeHM U

e [a HMCam KpLUMO/fa ayTopcka NpaBa U KopUCTWo/na MHTENEeKTyanHy CBOjUHY Apyrix
nvua.

MoTnuc ayTopa

Y Beorpaay, 13.08.2018.roguHe
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O6pa3zau 6.

WU3jaBa 0 UICTOBETHOCTU LUITAMMaHe U eNieKTPOHCKe Bep3uje
OOKTOPCKOr paga

Wme n npesume aytopa lNoppaHa Kosayesuh

Bbpoj nHaekca 0b612/2011

Cryamjcku nporpam Buoxemuja

Hacnos paga TIpoTeHHCKH MHXKEHePHHT H Pa3B0j BHCOKOE(HKACHHUX METO/Ia 32

npeTpakuBam-¢ OubIHOTEKe reHa IiIyKo3a-okcuaase us Aspergillus niger y unipy
nosehama eH3MMCKe AKTHBHOCTH H CTA0HJIHOCTH

MeHTop ap PapuBoje NpoaaHosuh

Usjaerbyjem Aa je wramnaHa Bepsnja Mor [OKTOPCKOr paja UCTOBETHA eNEKTPOHCKOj Bep3uju
Kojy cam npefao/nia pagu noxpakeHa y [UrutanHom penosutopujyMmy YHuBep3uTeTta y

Beorpany.

[NlosBorbaBam ga ce obGjaBe MOjU NMUYHM nojaum BesaHu 3a fobujatbe akagemckor HasvBa
[OKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy MMe 1 NpesuMme, roavHa u MecTto pofera u Aatym oadpaHe paja.

OBM NWYHW NoAauM Mory ce o6jaBuUTVM Ha MPEXHUM CTpaHuLama gurutanHe Gubnuoteke, y
EneKTPOHCKOM KaTarnory v y nybnukauvjama YHusepsuteTa y beorpaay.

MoTtnuc aytopa

Y beorpagy, 13.08.2018.roguHe
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O6bpaszau 7.
UsjaBa o kopuwhewy

Oenawhyjem YHuBepauteTcky 6ubnuoteky ,Csetosap Mapkosuh® pa y [OurutanHu
penosuTopujym YHuBepauteTa y beorpagy yHece mMojy AOKTOPCKY AucepTaLujy nog Hacrnosom:

IIpoTenHCKH HHKEH-EPUHT H Pa3B0oj BHCOKOePHKACHHX METO/a 32 NPETPaKHBa-€
OubaMoTEKe reHa riyKo3a-okcunase u3s Aspergillus niger y uniby nosehama eH3sumMcKe
AKTHBHOCTH H CTa0HJIHOCTH

Koja je Moje ayTopCcKo Aeno.

OucepTaunjy ca cBuM npurosuma npepao/na cam y ernekTpoHckom dopmarty norogHom 3a
TPajHO apxuBMpaHmE.

Mojy OokTopcky aucepTauuvjy noxpaweHy y [durutanHom penosutopujymy YHuBepsuteta y
Beorpagy v JOCTynHy y OTBOPEHOM NpUCTyny MOry Aa KopucTe CBWU Koju noluTyjy oapenbe
cagpxaHe y ogabpaHom Tuny nuueHue KpeatusHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam
ce oanyyuno/na.

1. Aytopctso (CC BY)
@AYTOpCTBO — HekomepuujanHo (CC BY-NC)
3. AyTopcTBo — HekomepuujanHo — 6e3 npepaga (CC BY-NC-ND)
4. AyTopcTBO — HEKOMepLjanHo — genutu noa nctum ycrnosuma (CC BY-NC-SA)
5. AytopcTtBo — 6e3 npepaga (CC BY-ND)
6. AyTopcTBo — AenuTu nog uctum ycnosuma (CC BY-SA)

(Monumo aa 3a0KpyxuTe camo jegHy oA LecT NoHyfeHnx nuueHum.
KpaTak onuc nuLeHUm je cacTaBHU Ae0 OBe u3jase).

MoTnuc aytopa

Y Beorpaay, 13.08.2018.roguHe
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1. AyTopcTBO. [lo3BosbaBaTe yMHOXaBawe, AUCTpUbyuujy 1 jaBHO caoniiTaBawe gena, u
npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HaudvH oppeheH oA cTpaHe aytopa unv gasaoua
nuLeHLe, Yak 1 y komepuujanHe cepxe. OBo je HajcnoboaHwja oA CBUX NULIEHLN.

2. AyTopcTBO — HeKoMmepuwujanHo. [lo3BorbaBaTe yMHOXasare, AuCTpubyuujy u jaBHO
caornwTasake Aena, v npepage, ako ce HaBefe MMe ayTopa Ha HauuH oapefeH of cTpaHe
ayTopa unu aasaoua nuueHue. OBa nuueHUa He A03BOorbasa KomepLyjandy ynotpeby aena.

3. AyTopcTBO — HeKoMmepuujanHo - 6e3 npepapa. [losBorbaBaTte YMHOXaBahe,
AMCTpMBYLMjY 1 jaBHO caonwiTaBake gena, 6e3 npomeHa, npeobnvkosara unu ynotpebe aena
y CBOM feny, ako ce HaBefe vMe ayTopa Ha HauuH odpefeH oa cTpaHe ayTopa unuv fasaoua
nuueHue. OBa nuueHUa He [o3BorbaBa komepuujanHy ynotpeby gena. Y ogHocy Ha cse
ocTare nuueHLe, OBOM NMLIEHLIOM ce orpaHundaBa Hajsehu obum npasa kopuvlherwa gena.

4. AyTOpCTBO — HEKoMepuujanHo — AenuTu noja MCTUM YycnosBuma. [lossorbaeare
yMHOXaBawe, ANCTpubyumjy M jaBHO caoniuTasawe Aena, U npepaje, ako ce Hasefe ume
ayTopa Ha HauyuH ogpeheH oA cTpaHe ayTopa WnM [asaola IuueHLe U ako ce npepaga
AVCTpMBynpa nog UCTOM unu crimyHoM nvueHuom. OBa nuueHua He [03B0rbaBa KoMepLmjanHy
ynotpeby Aena v npepaga.

5. AytopctBo — 6e3 npepaga. [lo3BorbaBate yMHOXaBawe, AuCTpUbyuUWjy u jaBHO
caonwTaBare gena, 6e3 npomeHa, npeobnvkosawa unn ynotpebe aena y cBom Jerny, ako ce
HaBeJe UMe ayTopa Ha HauyuH oppeheH o cTpaHe aytopa wnu gasaoua nuueHue. Osa
nyueHUa fo3BorbaBa Komepuyjandy ynotpeby aena.

6. AyTOpCTBO — OeNUTU No4 UCTUM ycnoBuma. [lozsorbasarte yMHOXaBare, AncTpubyumjy n
jaBHO caoniwiTaBake fAena, U npepage, ako ce HaBeae UMe ayTopa Ha HauuH ogpefeH of
CTpaHe ayTopa Wnu faBaolia NMUEHLe M ako ce npepaga AucTpubyvpa nop WCTOM Wnu
cnnyHom nnueHuom. OBa nuueHUa [o3BosbaBa komepuujanHy ynotpeby gena v npepaga.
CnuyHa je codhTBEPCKUM NILIEHLIaMa, OAHOCHO NULIEHLIamMa OTBOPEHOr KoAa.




