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Zpusob piipravy rekombinantni tyrosinasy, pii kterém se
transformuji kompetentni buriky expresniho kmene
bakterie Escherichia coli BL21 (DE3). Star, se provadi
kotransformaci plasmidem pET28ParcP a zaroveil
plasmidem pGro7. Plasmid pET28ParcP se ptipravi ligaci
genu kodujiciho protein dbj|BAD51402| pro latentni
formu tyrosinasy izolovaného z bazidiomycety Polyporus
arcularius do plasmidy pET 28a (+), a plasmid pGro7
obsahuje gen koédujici chaperon groES-groEL.
Kontransformace se po kultivaci bakterie projevi expresi
genu kodujiciho fizni protein protyrosinasu s N-
terminalni Hiss-tag sekvenci v heterolognim systému a
protyrosinasa se nasledn¢ izoluje, purifikuje a aktivuje v
tyrosinasu iz vitro.
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Zpisob pripravy rekombinantni tyrosinasy

Oblast techniky

Vynalez se tyka oblasti genového inZenyrstvi, konkrétné zplsobu pfipravy rekombinantni
tyrosinasy vyuzitelné v riznych oblastech biotechnologii.

Dosavadni stav techniky

Tyrosinasy, enzymy patfici do klasifikacni skupiny EC 1.14.18.1, jsou nehemové oxidasy
pritomné v Sirokém spektru riznych organismi. V aktivnim centru obsahuji dva atomy médi a
katalyzuji monooxygenaci fenolii a oxidaci katecholi. Meziprodukty téchto reakci jsou
intermediaty syntézy melaninu a podobnych pigmentt dialezitych pro obranu a rezistenci bunék.
Mozna biotechnologickd vyuziti tyrosinas zahmuji napf. pfiprava L-3.4-dihydroxy-L-
fenylalaninu (L-DOPA) =z tyrosinu, zlepSovani konzistence potravin, imobilizaci enzymi,
bioremediaci neboli degradaci fenolickych polutanti a pouZiti tyrosinas jako eukaryotnich
modelu pro studium jejich inhibice.

Nejbéznéjsim zdrojem tyrosinasy pro potencialni biotechnologicka vyuziti je v soucasné dobé
izolace enzymu z Zampidnu dvouvytrusého (Agaricus bisporus). Tato tyrosinasa se pfipravuje
extrakei z plodnic této houby, jak popisuji ve své praci napt. Zynek a sp. (J. Mol. Catal. B Enzym
2010, 66, 172). Nevyhodou je proménlivé slozeni takto pfipravencho preparatu, ktery muze
obsahovat n¢kolik izoenzymu 1 dal$i enzymové aktivity a kontaminujici nizkomolekularni latky.
Jiné¢ houby jsou kizolaci tyrosinas pouZity zfidka, a to zejména plodnice houby Pholiota
microspora a mycelia hub Neurospora crassa a Pycnoporus sanguineus (pro prehled viz:
Martinkova a sp., Chemosphere 2016, http://dx.doi.org/10.1016/j.chemosphere.2016.01.022).

Geny kodujici tyrosinasy se vyskytuji také u mnoha dalSich vlaknitych hub, jak lze soudit
z analyzy sekvenci uloZenych v databazich genu, avSak jen malo z pfislusnych proteint bylo
piipraveno expresi genli v rekombinantnich organismech a nasledné charakterizovano. Jedna se o
tfi enzymy z bazidiomycet: A. bisporus, P. microspora a P. sanguineus - a dva enzymy
z askomycet: Aspergillus oryzae a Trichoderma reesei. N&Ekteré¢ ztéchto enzymi byly
exprimovany v eukaryotnich hostitelich (Aspergillus niger, Pichia pastoris, T. reesei). Tyrosinasa
se tvori v téchto hostitelich v aktivované form¢, tedy ve formé€, kdy je C-terminalni doména
proteolyticky odstépena, coz muze byt nevyhodou, protoze aktivovana tyrosinasa muze pusobit
v bunice hostitele toxicky v duasledku modifikace tyrosinovych zbytku proteini hostitele.
Alternativnim  zpusobem pfipravy tyrosinasy je jeji produkce v neaktivni formé jako
protyrosinasa obsahujici C-terminalni doménu, ktera zfejm¢ chrani aktivni centrum, a nasledna
aktivace protyrosinasy na tyrosinasu in vitro. Tento zpusob byl pouzit pro piipravu dvou
tyrosinas (z P. microspora a A. oryzae), které byly ziskany expresi pfislusnych gent v Escherichia
coli a poté aktivovany in vitro CasteCnym proteolytickym $t€penim. Ani v jednom piipad¢ nebyl
nicméné stanoven vytézek enzymu (pro piehled: Martinkova a sp., viz vyse). Gen kddujici protein
dbj|BAD51402| byl sekvenovan a nasledné¢ byla studovéna jeho transkripce v nativinim
organismu - Polyporus arcularius (Kanda a sp., 2007), ale proteinovy produkt transkripce genu
nebyl zatim pfipraven v heterolognim hostiteli a nasledné charakterizovan (Kanda a sp., J Appl
Microbiol 2007, 98, 332).

Mnozstvi sledovaného enzymu v roztoku lze urcit kvantitativné prostiednictvim jeho katalytické
aktivity. Aktivita enzymu se méfi pfi jeho optimalni hodnoté pH a pii satura¢ni koncentraci
substratu. Standardni jednotka enzymové aktivity je takové mnozstvi enzymu, které katalyzuje
preménu 1 umol substratu za minutu pii 25 °C a pH optimu. Oznacuje se U (z anglického unit).
Koncentrace enzymu se pak vyjadfuje v jednotkach vztazenych na jednotku objemu — UmL™.
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Mirou ¢istoty enzymového preparatu je tzv. specifickd aktivita enzymu vyjadifena v jednotkach
aktivity vztazenych na mnoZstvi bilkovin v roztoku — Umg™.

Ukolem vynalezu je vytvoifeni zpiisobu piipravy rekombinantni tyrosinasy, ktery by odstraiioval

vySe uvedené nedostatky a ktery by poskytoval velké mnoZstvi rekombinantni tyrosinasy
transformované v heterolognim hostiteli o velké enzymové specifické aktivite.

Podstata vynalezu

Vyse uvedené nedostatky odstraniuje zpusob pfipravy rekombinantni tyrosinasy podle tohoto
vynalezu. Pii zpusobu pfipravy rekombinantni tyrosinasy se transformuji kompetentni bunky
expresniho kmene bakterie Escherichia coli BL21 (DE3) Star.

Podstata vynalezu spociva vtom, Ze se zpusob pfipravy rekombinantni tyrosinasy provadi
kotransformaci plasmidem pET28ParcP a zaroven plasmidem pGro7. Plasmid pET28ParcP se
piipravi ligaci genu kédujiciho protein dbj|BADS51402| pro latentni formu tyrosinasy izolované¢ho
z bazidiomycety Polyporus arcularius do plasmidu pET 28a (+) a plasmid pGro7 obsahuje gen
kédujici chaperon groES-groEL. Chaperon groES-groEL ma vliv na skladani proteini do
spravného prostorového usporadani. Kotransformace se po kultivaci bakterie projevi vysokou
hladinou exprese genu kodujiciho fuzni protein protyrosinasu s N-terminalni Hiss-tag sekvenci
v heterolognim systému. Protyrosinasa se nasledn¢ izoluje, purifikuje a aktivuje v tyrosinasu iz
Vitro.

Ve vyhodném provedeni se kultivace transformovanych bunék provadi pii 37 °C, po pfidani
induktoru se provadi pii 20 °C. Jako induktor se s vyhodou vyuziva isopropyl-p-D-1
thiogalaktopyranosid (IPTG) a L-arabinosa.

Ve vyhodném provedeni se kultivace ptfi 37 °C provadi po dobu 3 hodin v tekutém Zivném LB
médiu, které se pfipravi z 1 % hmotn. peptonu, z 0,5 % hmotn. kvasni¢ného extraktu a z 0,5 %
hmotn. NaCl, s pfidanym 1 % hmotn. glukdézy a 0,2mM CuSO,; a kultivace pii 20 °C se
s vyhodou provadi po dobu 24 hodin s pfidanym 0,02mM IPTG a 11,3mM arabinosy. Tyto
specialni kultivacni podminky vedou k vysoké hladiné exprese fuzniho proteinu, a to
protyrosinasy s N-terminalni Hise-tag sekvenci.

Izolace a purifikace protyrosinasy se s vvhodou provadi lyzi bun¢k pusobenim enzymu lysozymu
v kombinaci se sonikaci za vzniku extraktu, a naslednou afinitni chromatografii na kolong
s naplni Ni Sepharose.

Ve vyhodném provedeni se aktivace tyrosinasy provadi inkubaci s trypsinem nebo hovézim
pankreatickym a-chymotrypsinem. Trypsin nebo hovézi pankreaticky a-chymotrypsin se
s vyhodou pouziva v 100mM Tris/HCI pufru s upravenym pH na 7.5 a 10mM CaCl, pii 30 °C.
Aplikace téchto latek zpusobuje §té¢peni C-koncové domény a sekvence Hiss-tag z protyrosinasy
a vzniku tyrosinasy.

Purifikace tyrosinasy se s vyhodou provadi gelovou filtraci na kolon¢ Superdex 200.

Predmétem vynalezu je i rekombinantni tyrosinasa, ktera vykazuje specifickou aktivitu vztazenou
na objem kultury o minimalni hodnot¢ 3 000 UL" pro substrat L-DOPA, s molekulovou
hmotnosti 43 kDa a se specifickou aktivitou vztaZenou na hmotnost proteinu o minimalni
hodnoté 100 Umg™ pro substrat L-DOPA.

Vyhody zpusobu pfipravy rekombinantni tyrosinasy podle tohoto vynalezu spocivaji zejména ve
vysokém vytézku rekombinantni tyrosinasy transformované v heterolognim hostiteli o velke
enzymové specifické aktivite.
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Piiklady uskuteénéni vynalezu

Rozumi se, z¢ dale popsané a zobrazené konkrétni piipady uskuteénéni vynalezu jsou
predstavovany pro ilustraci, nikoliv jako omezeni vynalezu na uvedené piiklady. Odbornici znali
stavu techniky najdou nebo budou schopni zajistit za pouZiti rutinniho experimentovani vétsi ¢i
mensi pocet ekvivalentu ke specifickym uskuteénénim vynalezu, ktera jsou zde popsana. I tyto
ckvivalenty budou zahrnuty v rozsahu nasledujicich patentovych narok.

Priprava protyrosinasy

Synteticky pfipraveny gen pro tyrosinasu izolovany z bazidiomycety Polyporus arcularius
kédujici protein dbj|BADS51402] je ligovan do plasmidu pET 28a (+), ¢imz se pfipravi plasmid
pET28ParcP, kterym jsou transformovany kompetentni buiky expresniho kmene E. coli BL21
(DE3) Star. Kmen £ coli BL21 (DE3) Star je zaroven transformovan plasmidem pGro7
obsahujicim gen pro chaperon groES-groEL.

Ke kultivaci bunék je pouzito 100 ml media LB s 0,2 mM CuSO., 50 pg kanamycinu'ml™ a
20 pg chloramfenikolu-ml™. Inkubace probiha v 500-mL Erlenmeyerovych baiikach po dobu
3 hodin pii 37 °C a tiepani 220 ot./min. Indukce je provedena piidanim 11,3mM arabinosy a
0,02mM IPTG a teplota je poté snizena na 20 °C. Inkubace pokracuje dalsich 24 hodin pii 20 °C
a tfepani 220 ot./min. Buiky jsou poté oddéleny centrifugaci po dobu 30 min, pfi 4 °C a
skladovany pfi -80 °C.

Purifikace protyrosinasy

Biomasa ziskana vyse popsanym postupem z 800 ml media je resuspendovana ve 17,5 ml 20 mM
fosfatového pufru s upravenym pH 7.4 pomoci 500 mM NaCl a 20mM imidazolu, nasledné
enzymaticky lyzovana pomoci 0,2 mg lysozymu-ml™, 20 ug DNAsy -ml™?, 1 mM MgCl; a 1 mM
fenylmethansulfonylfluoridu (PMSF) pii 4 °C a poté mechanicky sonikaci 15 x 1 min
purifikovana. Zbytky bun¢k jsou odstranény centrifugaci pii 4 °C po dobu 30 min. Polyzi a
centrifugaci je supernatant nanesen na Ni Sepharose™ 6 Fast Flow kolonu (HisTrap FF crude,
GE Healthcare Life Sciences) ekvilibrovanou 20 mM fosfatovym pufrem s upravenym pH 7,4
pomoci 500 mM NaCl a 20 mM imidazolu. Kolona je poté promyta timto pufrem a navazany
protein je eluovan 500mM imidazolem ve 20mM fosfatovém pufru s upravenym pH 7.4 pomoci
500 mM NaC(l s gradientem po dobu 30 min s pritokem 4 ml/min, kde jsou frakce eluatu
odebirany po cca 15 ml. Aktivni frakce jsou nasledné spojeny a zakoncentrovany.

Aktivace tyrosinasy

Aktivace tyrosinasy je provedena v elu¢nim pufru s upravenym pH 7.4 pomoci 500 mM NaCl a
500 mM imidazolu obsahujicim 1 mg protyrosinasy mL™ a 0,1 mg trypsinu (Sigma) mL .
Reakce probiha pii 25 °C a tfepani 800 ot./min a nasledné je ukonéena po 15 min pfidanim 2mM
PMSF. Vzorek je piecistén gelovou filtraci na koloné Superdex 200 10/300 GL, kde eluce
probiha pomoci 50mM Tris/HCI pufru s upravenym pH 7,2, pomoci 150 mM Na(l s priitokem
0,4 ml/min, kde jsou frakce eluatu odebirany po 2 ml. Aktivni frakce jsou nasledné spojeny a
zakoncentrovany.

Aktivita takto ziskané tyrosinasy je stanovena spektrofotometricky pro substraty L-tyrosin, L-
DOPA, fert-butylcatechol (TBC) a p-kresol a pomoci HPLC-kolona Chromolith Speedrod RP18
(Merck) s mobilni fazi 20% acetonitril s 0,1 % H3;POs o prutoku 2 mL-min™! pro substraty fenol a
p-kresol. Ziskany enzym vykazuje tyto relativni aktivity: TBC 100 % (303 U mg™ proteinu), L-
DOPA 42 %, p-kresol 37 %, fenol 4 %, L-tyrosin 1 %. Hodnoty K and kca pro L-DOPA byly
cca 1,0 mM a 237 s'. Enzym je aktivni mezi pH 4 a 9 a vykazuje maximum aktivity pii pH 3,5.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

CZ 308223 B6

Teplotni optimum enzymu je 50 °C a 65 % aktivity je zachovano pfi 70 °C. Enzym vykazuje
molekulovou hmotnost podjednotky 43 kDa podle SDS-PAGE a nativni molekulovou hmotnost
79 kDa podle gelové filtrace.

Prumyslova vyuzitelnost

Zpusob piipravy rekombinantni tyrosinasy podle tohoto vynalezu lze vyuzit jako biokatalyzator
pro razné oblasti biotechnologickych aplikaci, jako je biokatalyza, enzymové modifikace
proteina s potravinarskym a medicinskym vyuzitim ¢i jako model pro studium latek pro lé¢eni
poruch pigmentace.

PATENTOVE NAROKY

1.  Zpusob pfipravy rekombinantni tyrosinasy, pii kterém se transformuji kompetentni buriky
expresniho kmene bakterie Escherichia coli BL21 (DE3) Star, vyznacdujici se tim, Ze se provadi
kotransformaci plasmidem pET28ParcP a zaroven plasmidem pGro7, kde plasmid pET28ParcP
se pripravi ligaci genu kédujiciho protein dbj|BADS51402] pro latentni formu tyrosinasy
izolovaného z bazidiomycety Polyporus arcularius do plasmidu pET 28a (+), a plasmid pGro7
obsahuje gen kédujici chaperon groES-groEL, pfi¢emz kotransformace se po kultivaci bakterie
projevi expresi genu kodujiciho fiizni protein protyrosinasu s N-terminalni Hiss-tag sekvenci

v heterolognim systému a protyrosinasa se nasledn¢ izoluje, purifikuje a aktivuje v tyrosinasu in
Vitro.

2. Zpusob podle naroku 1, vyznacujici se tim, Ze kultivace transformovanych bunck se
provadi pfi 37 °C, po pfidani induktoru se provadi pii 20 °C.

3. Zpusob podle naroku 2, vyznacujici se tim, Ze jako induktor se vyuziva isopropyl-fi- D-1
thiogalaktopyranosid (IPTG) a L-arabinosa.

4. Zpusob podle n¢kterého z naroku 1 az 3, vyznadujici se tim, Ze kultivace pfi 37 °C se
provadi po dobu 3 hodin v LB médiu, které se pfipravi z 1 % hmotn. peptonu, 0,5 % hmotn.
kvasni¢ného extraktu a 0,5 % hmotn. NaCl, s pfidanym 1 % hmotn. glukézy a 0,2mM CuSO,.

5. Zpusob podle né¢kterého z naroka 2 az 4, vyznafujici se tim, Ze kultivace pii 20 °C se
provadi po dobu 24 hodin s pfidanym 0,02mM IPTG a 11,3mM arabinosy.

6. Zpusob podle n¢kterého z naroka 1 az 5, vyznadujici se tim, Z¢ izolace a purifikace
protyrosinasy se¢ provadi lyzi bun¢k pusobenim enzymu lysozymu v kombinaci se sonikaci za
vzniku extraktu, a afinitni chromatografii.

7. Zpusob podle n¢kterého z naroka 1 az 6, vyznalujici se tim, Z¢ aktivace tyrosinasy se
provadi inkubaci s trypsinem nebo hovézim pankreatickym a-chymotrypsinem.

8. Zpusob podle naroku 7, vyznadujici se tim, z¢ trypsin nebo hovézi pankreaticky a-
chymotrypsin se pouziva v 100mM Tris/HCI pufru s upravenym pHna 7,5 a 10mM CaCl, pii
30 °C.
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9. Zpusob podle n¢kterého z naroku 1 az 8, vyznacujici se tim, Ze purifikace tyrosinasy se
provadi gelovou filtraci.

10. Rekombinantni tyrosinasa pripravend zpusobem podle nékterého z narokt 1 az 9,
vyznacujici se tim, Ze vykazuje specifickou aktivitu vztazenou na objem kultury o minimalni
hodnot& 3000 UL pro substrat L-DOPA.

11. Rekombinantni tyrosinasa pfipravend zpusobem podle nékterého z narokt 1 az 9,
vyznacujici se tim, Ze ma molekulovou hmotnost 43 kDa a vykazuje specifickou aktivitu
vztazenou na hmotnost proteinu o minimalni hodnoté 100 Umg™ pro substrat L-DOPA.



