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Optimalizacia podmienok expresie chitinazy z Drosera binata v expresnom
kmeni E. coli BL21-CodonPlus (DE3)-RIPL

Veronika Mikitova'?, Miroslav Rajninec!, Jana Libantova'

'Ustav genetiky a biotechnoldgii rastlin Slovenskej akadémie vied, v. v. i., Centrum biolégie
rastlin a biodiverzity, Oddelenie molekuldrnej biolégie a biotechnologii, Akademicka 2, 950
07 Nitra, Slovenska republika, veronika.mikitova@savba.sk
2Slovenska polnohospoddrska univerzita, Fakulta biotechnolégie a potravindrstva, Katedra
biochémie a biotechnolégie, Trieda Andreja Hlinku 2, 949 76 Nitra, Slovenska republika

Abstract

Optimisation of expression conditions for the production of chitinase from Drosera binata in E. coli
BL21-CodonPlus (DE3)-RIPL expression strain

The common feature of chitinases is the ability to break down chitin substrates. They’re present in many
different organisms like bacteria, fungi or plants. This fact may contribute to their big diversity. Chitinases can
differ in the topology of the active site, catalytic mechanism or in the presence of auxiliary domains. The variety
of properties in chitinases is something that must be considered, when searching for an ideal candidate in specific
biotechnological application. Chitinases play also an important role during digestion in carnivorous plants. That’s
why we chose Drosera binata as the subject of our project. The purpose of this study was to find out, how different
conditions affect the solubility of recombinant chitinase from D. binata, which in our previous experiments
occurred in insoluble protein fraction. We came to conclusion that optimisation of temperature is more effective
in maintaining the bioactivity of the expressed protein than lowering the concentration of inductor.

Keywords: Drosera binata; chitinases; recombinant protein; optimalisation

Uvod a formulicia ciela

Chitinazy (EC 3.2.2.14) patria medzi glykozyl hydrolazy Stiepiace chitin. Chitinazy
produkované vys§imi rastlinami su na zaklade Struktury rozdelené do siedmych tried (I-VII).
Odlisuju sa od seba molekulovou hmotnostou, substratovou $pecificitou a mechanizmom
katalyzy [1]. Aminokyselinova sekvencia chitinaz triedy I obsahuje okrem hlavnej katalytickej
domény aj chitin-vdzbovli doménu, N-signalny peptid a prolinovy mostik. Funkcia chitin-
vizbovej domény spoéiva v jej prilnuti k obalu chitinovych krystalov, ¢im napomaha ich
rozruseniu [2 — 3].

Chitin je druhy najrozsirenejsi polysacharid v prirode po celuléze. Je prirodzenou
siéastou exoskeletu kdrovcov a hmyzu. Pritomny je aj v hyfach hub [4]. Abundancia chitinu
preto preduréuje chitinizy k ich rozmanitému vyuzitiu v biotechnologiach. NajvicSie oblasti
biotechnologického vyuZitia chitindiz su spracovanie odpadu zkoérovcov a ochrana
pol'nohospodarskych plodin vo&i hubovym $kodcom a hmyzu [5]. Tato ochrana moze byt
aplikovand vo forme biologického pripravku obsahujuceho chitinazy. Biologické pripravky

vykazuji vysoku 3pecificitu, ¢o je jednou z prigin ich nizSej efektivity v porovnani so
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Sirokospektralnymi chemickymi pripravkami. Preto hl'adanie d’al§ich hydrolytickych enzymov
z roznych zdrojov je predmetom intenzivneho skimania [6].

Expresné systémy su nenahraditelnou sucastou tvorby geneticky modifikovanych
organizmov s naslednou produkciou rekombinantnych proteinov. NajastejSie vyuzivanym
prokaryotickym expresnym systémom je baktéria Escherichia coli. Expresia génov v E. coli
systéme spociva v dvoch hlavnych molekularnych mechanizmoch: v replikdcii expresného
vektora a v expresii ciel'ového génu (transkripcia + translacia) [7]. Expresiu rekombinantnych
proteinov v E. coli ovplyviluje Siroka Skala faktorov, ktoré mozu viest' k nizkej produkcii
rekombinantného proteinu. Tieto problémy je do istej miery mozné eliminovat
alternaciou vyuzitel'nosti kodonov hostitel'skej bunky [8].

Cielom naSej prace je zistit, ako rozne podmienky ovplyviiuji rozpustnost’
rekombinantnej chitindzy z Drosera binata, ktora sa v nasich predchadzajucich experimentoch
vyskytovala v nerozpustnej proteinovej frakcii. Zréznych faktorov ovplyviiujicich
rozpustnost’ exprimovanych proteinov sme si vybrali — koncentraciu induktora a teplotu pocas

indukcie.

Material a metédy

V nasich experimentoch sme pouzili dva typy expresnych konstruktov pET32aDbChit
a pET-K2DbChit. Do tychto vektorov bol vloZzeny cDNA klon génu pre chitindzu bez
sekvencie pre signalny peptid. Vektor pET32a(+) ma ampicilinovu a chloramfenikolova
rezistenciu. Vektor pET-K2 je modifikaciou vektora pET32a(+), ktora neobsahuje sekvenciu
pre tioredoxin a disponuje kanamycinovou rezistenciou. Expresia génu v oboch vektoroch je
pod kontrolou T7 prométora.

Pre ucely expresie rekombinantnej chitinazy bol vyuzity expresny kmen Escherichia
coli BL21-CodonPlus (DE3)-RIPL pricom bunky boli kultivované v tekutom Luria-Bertani
(LB) médiu s pridanim selekénych antibiotik v zavislosti od vektorovej konstrukcie.

Indukcia expresie rekombinantnej chitindazy prebehla podla odporuc¢ani vyrobcu
s naslednymi modifikaciami kultivaénych podmienok [9]. Pred samotnou indukciou sme
odobrali 100 pul kontrolnej vzorky. K zvysku kultury bol pridany induktor IPTG (izopropyl-p-
D-1-tiogalaktopyranozid, Fermentas) do pozadovanej finalnej koncentracie (1 mM, resp. 0,5
mM) a kultivacia pokracovala 2 hodiny pri testovanej teplote indukcie (25, 30, resp. 37°C) s
trepanim 220 rpm. Kultira s exprimovanym rekombinantnym proteinom bola rozdelena na 100
ul alikvoty, ktoré predstavovali indukované vzorky.

Separacia proteinov prebiehala na 12,5% polyakrylamidovom deliacom géli.
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K vzorkam proteinov bolo pridanych 100 pl 2x SDS-PAGE nanasacieho roztoku. Vzorky boli
premie$ané a denaturované zahriatim na 95°C pocas 5 minit a nasledne nanaSané na gél spolu
s proteinovym Standardom Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder (ThermoFisher
Scientific). Polyakrylamidova gélova elektroforéza prebichala v pritomnosti SDS tlmivého
roztoku pri teplote 8°C a pri konstantnom napiti 200 V pocas troch hodin. Po elektoroforéze
boli vzorky farbené pomocou komeréne dostupného kitu InVision™ His-tag In-gel Stain
s cielom detekcie Hise-tag sekvencii (Thermo Fisher Scientific, USA). Farbenie celkovych

proteinov bolo realizované cez noc v Coomassie brilliant blue G250 roztoku.

Vysledky a diskusia

V praci sme sa zamerali na objasnenie vplyvu teploty a koncentréacie induktora IPTG
na expresiu chitindzy izolovanej z Drosera binata v prokaryotickom expresnom systéme E.
coli BL21-CodonPlus (DE3)-RIPL.

Sekvenciu ¢cDNA chitinazy dizky 963 bp sme klonovali do expresnych vektorov
pET32a a pET-K2. V oboch vektoroch expresia rekombinantého proteinu bola riadena T7
prométorom, pric¢om v prvom pripade sa predpokladala expresia rekombinantného proteinu
fazovaného s tioredoxinom (rDbChit-Trx) a v druhom pripade bez tioredoxinu (rDbChit). Obe
formy proteinu boli uspesne produkované expresnym kmefiom E. coli BL21-CodonPlus
(DE3)-RIPL pri odporaéanych podmienkach expresie (teplota 37°C a finalna koncentracia
induktora IPTG 1 mM).

V oboch pripadoch pri vysokej produkcii rekombinantného proteinu dochadzalo k ich
agregacii do tzv. inkluznych teliesok. Zisk enzymaticky aktivneho proteinu z nerozpustnych
inkliznych teliesok predstavuje naroény proces s viacerymi krokmi, zahffiajicimi solubilizaciu
a refolding cielového proteinu [10]. Modifikacia podmienok kultivacie buniek produkéného
kmefia mdZe zniZit' tvorbu neZziaducich agregatov, pricom medzi hlavné faktory ovplyviujice
vznik inkliznych teliesok patria koncentricia induktora a teplota pri ktorej bezi expresia
rekombinantného proteinu [11 — 12].

Produkcia oboch foriem rekombinantnej chitinizy z Drosera binata v bunkach
expresného kmefia bola indukovani pomocou IPTG s vyuzitim odporucanej 1 mM, a tieZ
znizenej 0,5 M finlnej koncentréacie IPTG. ZniZenie koncentracie IPTG pocas indukcie moze
viest’ k obmedzeniu tvorby inkliznych teliesok, pricom publikované studie uvadzaju Sirokd
§kalu koncentracie IPTG, od 0,05 mM do 5 mM, pri ktorej sa dosiahla optimélna produkcia
rekombinantného proteinu [13 — 14].

Koncentracia induktora IPTG, pri ktorej dochadza k maximalnej produkcii
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rekombinantného proteinu nemusi nevyhnutne predstavovat’ koncentraciu, pri ktorej je
produkcia enzymaticky aktivneho proteinu najvysSia [15]. NaSe experimenty
nepreukazali zavislost produkcie oboch foriem rekombinantného proteinu od pouZitej
koncentracie IPTG induktora. ZniZenie koncentracie IPTG na 0,5 mM nemalo pri detekcii
celkovych proteinov (Obr. 1) ani pri fluorescenénej detekcii rekombinantnych Hise-tag
sekvencii (Obr. 2) vyrazny vplyv na tvorbu rekombinantného proteinu ani na zvySenie jeho

podielu v rozpustnej proteinovej frakcii.

r 2
50-wew

35 s

15-
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Obr. 1. Farbenie celkovych proteinov s Coomassie Brilliant Blue G250
A — rDbChit-Trx, 0,5 mM IPTG; B — rDbChit-Trx, | mM IPTG; C — rDbChit, 0,5 mM IPTG; D — rDbChit, 1
mM IPTG; dréha 1 — proteinovy Standard Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder; 2 — nerozpustna
proteinova frakcia, neindukovana kontrolna vzorka; 3 — rozpustna proteinova frakcia, neindukovana kontrolna
vzorka; 4; 6; 8 — nerozpustna proteinova frakcia, indukcia pri teplote 25°C, 30°C, resp. 37°C; 5; 7; 9 — rozpustna
proteinova frakcia, indukcia pri teplote 25°C, 30°C, resp. 37°C

V pilotnom experimente bola expresia rekombinantnej chitinazy z Drosera binata
realizovana pri teplote 37°C, ako odporucal producent expresného kmefia. Maximalna rychlost’
rastu buniek E. coli sa dosahuje pri teplote 37 — 39°C, priCom tato teplota tieZ koreSponduje
s maximalnou aktivitou /ac promoétora. Avsak kultivacia buniek expresného kmena pri
suboptimalnych teplotich méze viest' k redukcii neziaducich metabolickych odpovedi na
produkciu rekombinantného proteinu, a tym zvySovat jeho podiel v rozpustnej forme [16].

Preto sme sa pokusili o optimalizaciu podmienok kultivacie znizenim teploty na 30°C
a 25°C. Viaceré¢ studie dokumentuji produkciu enzymaticky aktivnej formy proteinu

dosiahnuti prostrednictvom zniZenia teploty pocas indukcie expresie [17 — 18].
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Obr. 2. Detekcia Hise-tag sekvencii rekombinantnych chitinaz pomocou InVision™ His-tag In-gel Stain
A — rDbChit-Trx, 0,5 mM IPTG; B — rDbChit-Trx, 1| mM IPTG; C — rDbChit, 0,5 mM IPTG; D — rDbChit, 1
mM IPTG; drha 1 — proteinovy $tandard Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder; 2 — nerozpustnd
proteinové frakcia, neindukovana kontrolna vzorka; 3 — rozpustné proteinova frakcia, neindukovana kontrolna
vzorka; 4; 6; 8 — nerozpustna proteinova frakcia, indukcia pri teplote 25°C, 30°C, resp. 37°C; 5; 7; 9 — rozpustna
proteinova frakcia, indukcia pri teplote 25°C, 30°C, resp..37°C

Tento stav je pravdepodobne spésobeny zniZzenou rychlost'ou translacie, kedy dochadza
k zlepSeniu spravneho formovania Struktiry bioaktivnych proteinov a k obmedzeniu ich
agregacie [19]. Pri rozdielnych teplotéch bolo mozné pri oboch formach rekombinantnej
chitinazy z Drosera binata detegovat' rozdiely v jej produkcii av obsahu v rozpustnej
proteinovej frakcii, farbenim celkovych proteinov (Obr. 1), a aj fluorescencnou detekciou Hise-
tag sekvencii (Obr. 2). Vysledky ukézali, Ze so zvySovanim teploty sa zvySovala aj produkcia
rekombinantnej chitindzy, na druhej strane vSak pri teplote 37°C bol detegovany jej najniZsi
obsah v rozpustnej proteinovej frakcii. Pri produkcii oboch foriem chitinazy pri 30°C bol

detegovany ich najvyssi podiel v rozpustnej proteinove;j frakeii.

Zaver

V nadej praci sme sa zamerali na optimalizaciu podmienok indukcie pri expresii
rekombinantnej chitinazy z D. binata v E. coli BL21-CodonPlus (DE3)-RIPL. ZniZenie
koncentricie induktora na 0,5 mM nemalo detekovatelny vplyv na zvySenie rozpustnosti
proteinu. Suboptimélna teplota 30°C pocas indukcie sa preukazala ako ucinnejsi faktor pri

snahe o zachovanie bioaktivity exprimovaného proteinu.
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