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Seznam zkratek

Asp
CCF
DTT
EDTA
GlcNAc
HAc
Man
SDS
Ser
TEMED
TFA

asparagin

sbirka kultur hub — Culture Collection of Fungi
dithiothreitol

ethylendiamintetraoctova kyselina
B-N-acetylglukosamin

kyselina octova

mannosa

dodecylsulfat sodny

serin

tetramethylethylen diamin

trifluoroctova kyselina



1. TEORETICKY UVOD

1.1 Plisnové hexosaminidasy a jejich specifické postaveni v rodiné
glykosylhydrolas 20

1.1.1 Charakteristiky enzymu

B-N-Acetylhexosaminidasa (EC 3.2.1.52) se fadi mezi exoglykosidasy odpovédné
za hydrolyzu koncovych neredukujicich N-acetyl-D-hexosaminovych zbytkt v N-acetyl-B-
D-hexosaminidech. Zatimco enzym je absolutné specificky, co se tyce typu glykosidické
vazby a glykolové casti, jeho tolerance v aglykonové Casti je velmi vysokd v pripadé

(M B-N-Acetylhexosaminidasa ma jak PB-N-

mnoha  B-N-acetylhexosaminidas
acetylglukosaminidasovou, tak B-N-acetylgalaktosaminidasovou aktivitu @ Tyto enzymy
jsou intenzivné studovdny u rostlin, mikroorganismi a vy$Sich obratlovcli (vletné
¢lovéka). Zvlasté vyznamné jsou lidské [-N-acetylhexosaminidasy, jejichz disfunkce je
zodpovédna za fatdlni vrozené chyby metabolismu, které se projevuji jako lysosomalni
poruchy, tzv. Tay Sachsovo a Sandhoffovo onemocnéni ©¥. Enzym je znam téZ pod jinymi
alternativnimi ndzvy jako je P-hexosaminidasa, hexosaminidasa nebo N-acetyl-B-D-

glukosaminidasa M,

1.1.2 Struktura enzymu

VSechny znamé  O-glykosylhydrolasy (EC 3.2.1.-), enzymy zodpovédné za
katabolismus sacharidu, byly klasifikovany podle jejich sekvenénich podobnosti a ndsledné
rozdéleny do 85 rodin. Vé&tSina B-N-acetylhexosaminidas jsou ¢leny glykohydrolas rodiny
s ¢islem 20. Vyjimku tvofi enzym z Vibrio furnissii a Streptomyces thermoviolaceus, ktery
se vyznamné odliSuje od rodiny 20 a je zafazovan ke skupiné glykohydrolas s ¢islem 3.
Dvé nebo vice rodin spolu mohou vytvéfet rod, coZ poukazuje na jejich jednotny evolu¢ni
puvod. Zfejmym dukazem téchto evolucnich vztaht je podobnost tercidlnich struktur nebo
neni-li struktura dostupna, pak podobnost obvyklych sekven&nich motivii V.

Krystalickd  struktura je zndma pro nékolik  B-N-acetylhexosaminidas
z glykohydrolasové rodiny 20, v¢€etné monomerickych bakteridlnich enzymu ze Serratia

marsescenes a Streptomyces plicatus a lidskych enzymi . Obg rodiny glykohydrolas (20

a 3) maji ve své struktufe podobny strukturni motiv, a to tvar soudku, ve kterém se nachdzi



katalytické centrum. Aktivni misto enzymu je vysoce konzervované s jednou

aminokyselinou — kyselinou glutamovou, kterd plni funkci acidobazického katalyzatoru o

1.1.3 Priklady B-N-acetylhexosaminidas a jejich funkci v riznych
organismech

B-N-Acetylhexosaminidasy jsou enzymy se Sirokym spektrem biologickych funkci.
Bylo zjisténo, Ze intraceluldrni bakteridlni B-N-acetylhexosaminidasy jsou monomerické,
extraceluldrni sekretované plistiové a lidské B-N-acetylhexosaminidasy se vyskytuji jako

dimery @,
1.1.3.1 Plisriové B-N-acetylhexosaminidasy

Plisnovd  B-N-acetylhexosaminidasa je  produkovanym a  sekretovanym
enzymem vldknitych hub jako je Aspergillus oryzae a je dileZitou soucasti binarniho
chitinolitického sytému ®. Chitin je strukturni polysacharid podobny celulose. Sklada se
z N-acetyl-D-glukosaminovych jednotek vazanych B(1—4) vazbou. Opakujici se jednotkou
je disacharid — chitobiosa © . Pravé plisiiové B-N-acetylhexosaminidasy $tépi chitobiosu az
na zdkladni monosacharidové jednotky. Reakce hexosaminidas miZeme fadit mezi

nukleofilni substituci na nasyceném anomernim uhliku (Obr. 1) M,
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Obrazek 1

Predpokladany katalyticky mechanismus B-N-acetylhexosaminidasy ze Streptomyces plicatus. Kyselina

) a asparagovd (Asp’'’) jsou primarné zodpovédné za stabilizujici kladny ndboj na

(8)

glutamova (Glu

oxazoliniovém iontu, coby inetrmediatu

Tyto enzymy jsou fyziologicky dileZité b&hem Zivotniho cyklu hub . Klonovéni
hexA genu a sekvenovani enzymu vlaknité houby Aspergillus oryzae odhalilo, Ze se sklada
ze signédlniho peptidu, neobvykle velkého propeptidu (78 aminokyselin), Zincin-like
domény a katalytické podjednotky ndleZici k glykosylhydrolasové rodiné s ¢islem 20 (Obr.
2).

signaini peptidova sekvence ‘ Q-ylvkosviace A Hogivkosdace

Obrazek 2

Struktura hexosaminidasy a jeji glykosylace ©

Této struktufe byla predpovézena glykosylace ©. Kompletni primarni struktura
houbovych B-N-acetylhexosaminidas z Asperillus oryzae byla pouZita ke konstrukci
molekuldrnich modelti katalytické podjednotky, dimeru enzymu a N-glykosylovaného

dimeru. Experimentdlni data byla ziskdna z infracervené a Ramanovi spektroskopie a



biochemickych studii nativniho a deglykosylovaného enzymu a s molekulirnim modelem

se velmi dobie shoduji (Obr. 3).

Obrdzek 3

Molekuldrni model B-N-acetylhexosaminidasy 7 Aspergillus orvzae. Na modelu je vidét tvar katalytické
podjednotky 7 bo¢niho pohledu (A) a 2 vrchu (B) s aktivnim mistem na C-termindlnim ¢ele (B. a)g- barelu a
uspofdddni téchto podjednotek v pIné N-glykosylovaném dimeru (C). Velkd pruznost smycky (D: bocni
pohled.E: svrchni pohled, vyznaceno Zlut¢) zeleného monomeru je velkd pouze okolo | nm nad aktivnimi

. o v . M . 3
misty zbytkl (Sedd barva) ¢erveného monomeru

Jak jiz bylo vySe zminéno, plisnové enzymy se vyskytuji jako dimery. Dimerizace
se objevuje jako reverzibilni proces striktné zavisly na pH. Oligosacharidové casti se
mohou €z podilet na dimerizacnich procesech, které mohou predstavovat unikdtni
vlastnost vyhradné extracelulirnich enzymu. Dimerizace a N-glykosylace jsou strategiemi
enzymu, jak stabilizovat katalytickou podjednotku. Neddvno byla pravé plisnovym B-N-
acetylhexosaminidasim vénovdna znac¢nd pozornost, jsou bézné vyuzivané laboratofemi

a Napfiklad ruzné druhy filamentarnich

v chemoenzymatickych reakcich oligosacharidu
hub vcéetné Aspergillus orvzae, Penicillium oxalicum, byly pouzity pfi syntézdich

disacharidu, oligosacharidu, modifikovanych sacharidu nebo derivati alkaloidu a steroidu

()



1.1.3.2 Lidské B-N-acetylhexosaminidasy

Asi nejvice prostudovanym enzymem je lidska B-N-acetylhexosaminidasa kdy jeho
disfunkce zpusobuje zdvazina lysosomdlni onemocnéni, Tay Sachsovu a Sandhoffovu
chorobu. Jak uZ bylo dfive zminéno, lidska B-N-acetylhexosaminidasa je lysosomalni
dimericky protein sloZzeny za a P podjednotek majicich pfiblizné 60 % sekvencni
podobnost. Obé podjednotky jsou syntetizovany ve formé pre-pro-proteinu a vyskytuji se
ve tfech isoformach, homodimericka acetylhexosaminidasa B (B, Hex B) a S (aa, Hex S)
a heterodimericka acetylhexosaminidasa A (aff, Hex A). Dimerizace je dileZitd pro
katalytickou aktivitu téchto enzymd .

B-N-Acetylhexosaminidasa je téZ dominantni glykosidasa v lidské synovidlni
tekutiné. Tento enzym je spojovan s katabolismem glykosaminglykani. Existuje hypotéza,
Ze zrychleny katabolismus glykosaminglykand, ktery vede k degenerativnimu onemocnéni

kloubd, je spojovin pravé s timto enzymem M,

1.2 Klonovani druhé hexosaminidasy

Pod pojmem molekulové klonovani si pfedstavujeme pfedevSim pomnoZeni
specifického (Casto cizorodého) fragmentu DNA v hostitelském organisfnu schopném jej
efektivné né€kolikandsobné namnoZzit a vytvéfet identické kopie této DNA (klony). Pro
klonovani DNA in vivo je nejprve nutno vytvofit rekombinantni DNA, kterd sestdvd z
klonovaného fragmentu a tzv. klonovaciho vektoru. Klonovaci vektor je geneticky
element, ktery je schopen samostatné reprodukce v hostitelském organismu, tj. musi byt
schopen autonomni replikace. Rekombinantni DNA je nasledné vnesena do buiiky
hostitele, kterym je nejCastéji bakterie Escherichia coli (kmen neprodukujici restrikéni
endonukleasy) kde je pfi rustu bunécné kultury DNA mnohondsobné replikovdna —
klonovana . Komerén& jsou dostupné rizné plasmidy vhodné ke klonovéni. Lisi se
pouzitim nékterych specifickych sekvenci, ale princip je u vSech velmi podobny. Kazdy
plasmid obsahuje pro zaji§téni replikace sekvenci, kterou rozpoznivd DNA-polymerasa
hostitelské buiiky. Tato sekvence se oznacuje jako ori (z angl. origin = zacatek replikace).
Dale obvykle obsahuje gen, ktery zaji§tuje hostitelskym burikdm, které plasmid uchovavaji

a mnoZi, né€jakou selekéni vyhodu v soutéZi s hostitelskymi bufikami, které plasmid
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neobsahuji. Nejcastéji se pouZivaji geny pro rezistenci k antibiotiklim. Pro vloZeni cizi
DNA technologii rekombinantni DNA pak geneticky upravené plasmidy obsahuji tzv.

mnohocetné klonovaci misto, ve kterém lze plasmid roz$tépit (oteviit) mnoha riznymi

10 2 P .. ™
49 Prvni plisiovou hexosaminidasou, jejiz gen byl

4)

restrikénimi  endonukleasami
klonovan, byl enzym z Aspergillus oryzae . V souCasné dobé€ byla v Laboratofi
architektury proteinti klonovéana jiZz druhd hexosaminidasa, a to z organismu Penicillium
oxalicum. Srovnanim obou aminokyselinovych sekvenci v oblastech propeptidu bylo
zjiSténo, Ze se skladaji ze strukturné uspofddanych N- a C- termindlnich ¢asti, které jsou

spojeny peptidovym linkerem (viz pfiloha 2).

1.3 Rekonstituce enzymové aktivity a jeji zdvislost na propeptidu

Jak bylo jiZ zminéno, plisnové B-N-acetylhexosaminidasy obsahuji unikatni velky
propeptid nekovalentné vazany ke katalytické podjednotce, na rozdil od lidské formy
enzymu vazaného disulfidickymi mistky. PrestoZe je vdzdn nekovalentné, spojeni
s katalytickou podjednotkou je za fyziologickych podminek velmi stabilni po cely Zivot
molekuly enzymu. Propeptid je nepostradatelny pfi aktivaci enzymu, dimerizaci a jeho
sekreci. Spojeni propeptidu s katalytickou podjednotkou je rychlé a specifické a predchazi
dimerizaci. S dimerem katalytické podjednotky je nekovalentné spojena bud jedna nebo
dvé molekuly propeptidu. Z dostupnych informaci je tedy patrné, Ze propeﬁtid plistovych
hexosaminidas drZzi enzym v aktivnim stavu a to ho ¢ini odliSnym od ostatnich
intramolekularnich chaperoni. Podobné vlastnosti bychom mohli nalézt pouze u
propeptidu lidské hexosaminidasy B. Data ziskand z enzymovych rekonstituci jasné
naznacuji, Ze propeptid hexosaminidasy musi byt uvolnén ze zbytku polypeptidu, aby byl
schopen podilet se na aktivaci enzymu. Toto chovdni je unikdtni a zcela odliSné od
propeptidi I. tfidy, které zprostfedkovavaji sbaleni polypeptidi, ke kterym zlstdvaji
kovalentné pfipojeny. Je to individudlni mechanismus, ktery dovoluje buifikdm hub
regulovat koncentraci propeptidu nezavisle na katalytické podjednotce .

Dale u propeptidu dochdzi k O-glykosylaci (katalytickd podjednotka podléha N-
glykosylaci). Pfi deglykosylacnich pokusech byla dokdzdna nezbytnost O-glykosylace
k dosaZeni plné enzymové aktivity. Katalytickou podjednotku lze od propeptidu separovat

metodou HPLC v kyselém prostfedi, ale pouze v pfitomnosti propeptidu miZe byt enzym

11



opét aktivni. Rekonstitu¢ni procesy ukazuji, Ze spojeni jedné katalytické podjednotky
s jednim propeptidem dostacuje k dimerizaci enzymu, ale ve srovndni s komplexem
vzniklym spojenim katalytické podjednotky s obéma propeptidy, je specifickd aktivita

polovi¢ni [Tab. 11,

Analvza gelovou Specifickd aktivita
Pridavek propeptidu yza 8¢ (jednotka/ nmol katalytické
filtraci .
podjednotky *)

neaktivni enzym dimer 2,81 +0,01
0 monomer 0,07 £ 0,01

0,5 nmol dimer 1,38 +0,11

1,0 nmol dimer 2,90 £ 0,05

* Aktivita byla zméfena spektrometrickou metodou. Vysledek je vyjadien jako stfedni naméfend hodnota +

smérodatnd odchylka. Provddéla se tfi na sobé nezavisla méfeni.

Tabulka 1
Rekonstituce enzymové aktivity B-N-acetylhexosaminidasy s pouzitim | nmol monomerni katalytické

jednotky po jednohodinové inkubaci pfi ph 5.0.
1.4 Analyza glykosylace propeptidii plisiiovych hexosaminidas

Plisiové hexosaminidasy diky své struktufe podléhaji glykosylaci, jedné z
nejCastéjSi kovalentni modifikaci bo¢niho fetézce aminokyselin v nascentnim
polypeptidovém fetézci. Sacharidy jsou k polypeptidovému fetézci kovalentné pfipojeny
bud N-glykosidovou vazbou pfes volnou amidovou skupinu asparaginu ®, ktery se navic
vyskytuje v tripletu asparagin, nasledovany libovolnou aminokyselinou (pozice N+1) a
hydroxykyselinou (pozice N+2). U sav¢ich N-glykosylaci vychdzime ze struktury — 2 N-
acetylglukosaminy a 3 mannosy V. Nebo se miize sacharid vazat O-glykosidovou vazbou
na hydroxyskupinu threoninu nebo serinu ©. U toho typu glykosylace se zatim Z4dna
pravidla nepodafila nalézt, ale serin nebo threoninu miZe byt nahrazen tyroxinem nebo

(11

hydroxyprolinem Deglykosyla¢ni experimenty odhalily, Ze N-glykosylace zvySuje

stabilitu a rozpustnost enzymu, naopak O-glykosylace propeptidu je nezbytna pro dosaZeni

12



plné enzymové aktivity ®), O-glykosylace se vétSinou nevyskytuje na proteinu osamocené,
ale v ur¢itych shlucich v oblastech bohatych na vyskyt serinu nebo threoninu V.

Glykosylace ma nékolik ochrannych funkci — brani hydrolytickému Sté€peni
peptidovych vazeb u bilkovin, pisobeni nizkych ¢i extrémné vysokych pH a ochrafuje
proteiny pfed volnymi radikdly. U fady proteini pomdhaji sacharidy zaujmout spravnou
prostorovou strukturu, zajiStuji dobrou rozpustnost, ovliviiuji aktivitu, urcuji sméfovani
uvnitf buiiky a stabilizuji proteiny uvolfiované z buriky b,

Pokud jde o glykosylaci propeptidi plisnovych hexosaminidas, detailné byly
doposud analyzovédny propeptidy isolované z hexosaminidas A. oryzae a P. oxalicum.
Souhrn vysledku téchto analyz je uveden v piiloze 2. Je patrné, Ze propeptid z P. oxalicum
je pro studium glykosylace vhodnéjsi, nebot ta je zde jednodussi oproti A. oryzae. Sklada
se z jednoho N-glykosidicky védzaného sacharidového fetézce umisténého na Asp'' a

jednoho O- glykosidicky vdzaného sacharidového fetézce umisténého na Ser® (viz priloha

2).

2. CILE PRACE

1. Priprava expresniho vektoru pro rekombinantni produkci propeptidu hexosaminidasy a

potvrzeni jeho spravnosti DNA sekvenovanim.

2. Produkce a isolace fuzniho proteinu obsahujiciho ketosteroidisomerasu nasledovanou

produkovanym propeptidem a C-termindlni histidinovou kotvou.
3. Stépeni fuzniho proteinu CNBr a isolace &istého propeptidu, potvrzeni jeho identity a
¢istoty pomoci biochemickych technik, N-termindlniho sekvenovani a hmotnostni

spektrometrie MALDI.

4. Rekonstitu¢ni experimenty s hexosaminidasou z plisné P. oxalicum.

13



3. Material a chemikalie

3.1 Seznam pouZitych materidlii

3.1.1 Chemikdlie

4-nitrofenyl-B-D-GlcNAc
10 x koncentrovany liga¢ni pufr

acetonitril

Agar

Agarosa

Ampicilin

ATP

Bromfenolovad modf
Coomassie Brilliant Blue R-250
DTT

EDTA

Ethanol
Ethidiumbromid
Fenol

GlcNAc

Glukosa

Glycerol

Glycin

Chlorid sodny
Chloroform

Isopropyl-B-D-thiogalaktopyranosid

Kvasni¢ny autolyzat

Lachema, CR

New England Biolabs, USA
Merck, SRN

Oxoid, Anglie

Jersey Lab Supply, USA
Jersey Lab Supply, USA
New England Biolabs, USA
Sigma, USA

Serva, Némecko

Fluka, §V)7¢arsk0

Fluka, Svycarsko
Lachema, CR

Jersey Lab Supply, USA
Sigma ,USA ~
Lachema, CR

Lachema, CR

Sigma, USA

Fluka, gvicarsko
Lach-ner, CR

Lachema, CR

Sigma ,USA

Imunapharm, SR

14



Kyanobromid

kyselina mravenci
Kyselina octova
Manganistan draselny
Mannosa

Methanol

Mocovina

Ni-NTA Sepharosa
Pepton
Polyethylenglykol 8000
SDS

TEMED

Tetracyklin
Trifluorocotva kyselina
Tris

Tris-Cl
Uhli¢itan sodny

3.1.2 Enzymy

Alkalicka fosfatasa
Ribonukleasa A

Restrik¢ni endonukleasa Xba I
Restrik¢ni endonukleasa Xho I
Restriktasa AwIN I

T4 DNA polymerasa

Sigma, USA
Lachema, CR
Lachema, CR
Lachema, CR
Lachema, CR
Lachema, CR
Sigma ,USA
Qiagen, Némecko
Imunapharm, SR
Sigma, USA
Serva, Némecko
Serva, Némecko
Létiva, CR
Lachema, CR
Serva, Némecko
Serva, USA

Lachema, CR

Sigma, USA
Sigma, USA
New England Biolabs, USA
New England Biolabs, USA
New England Biolabs, USA
New England Biolabs, USA

15



3.1.3 Biologicky materidl

Kompetentni ~ bufiky  Escherichia  coli Novagen, USA
NovaBlue

Produkéni bunky Escherichia coli BL-21 Stratagene, USA
(DE3) Gold

Kmen Penicillium oxalicum CCF 3438

3.1.4 Vektory

pET 31b Novagen, USA

3.1.5 Roztoky a pufry

LB médium

1% pepton; 0,5% kvasni¢ného autolyzatu; 1% NaCl; ddH,O
Agarosovy gel 1%

0,5 g agarosy , 50 ml TAE pufru , 2 pl ethidiumbromidu

LB agar

15 g agaru na 1000 ml LB média

TE roztok

10 mM TrisCl (pH 7,5 ); 0,5 mM EDTA

TAE pufr

40 mM Tris; 20 mM CH3COOH; | mM EDTA

Fixa¢ni a odbarvovaci roztok pro AA SDS elektroforézu:

35% Ethanol, 10% HAc

Barvici roztok pro SDS elektroforesu:

45% Methanol, 10% HAc, 0,25% Coomassie Brilliant Blue R-250
Elektrodovy pufr pro SDS elektroforesu:

250 mM glycin, 10 mM Tris, 0,1% SDS, pH = 8,3

Vzorkovy pufr pro SDS elektroforesu:

50 mM Tris-Cl pH = 6,8; 100 mM DTT; 2% SDS; 0,01% bromfenolova modr;
10% glycerol

Sodnocitratovy pufr
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3.1.6 PouZité materidly

* Automatické pipety Gilson, USA

* Automaticky DNA sekvendtor ABI Prism Applied Biosystems, USA
3100

= Bakteridlni tfepacka na Erlenmayerovy baniky Gallenkamp Ltd., UK

= baktreidlni orbitdlni tfepacka Bigger Bill Thermolyne, USA

* Centrifuga J2-21 Beckman Coulter, USA

= Centrifuga J-6M Beckman Coulter, USA

» Centrifuga stolni Spectrofuge 16M Edison, USA

» Dialyzac¢ni stfeva Spectrum Laboratories, USA
* Hmotnostni spektrometr Biflex III Bruker (SRN)

*  Hmotnostni spektrometr Biflex III Bruker, SRN

* Chladni¢ka Whirpool, USA

*  Chladni¢ka Skandiluxe, Dansko

= Kolona Vydac C-18 Grace Vydac, USA

* Kolona Vydac C-18 Grace Vydac, USA

= Kolona Vydac C-4 Grace Vydac, USA

* pH metr Beckman, Némecko

* Proteinovy sekvenator Procise Applera (USA)

= Predvizkové vahy HF — 1200 G AND, USA

* Rotacni vakuova odparka Jouan RC 1010 Trigon-plus, CR

= Souprava pro elektroforesu Sigma, USA

= Souprava Sequelon AA Millipore, USA

= Spektrofotometr SAFIRE? Tecan-Schoeller Instruments,
Rakousko

= Spektrofotometr SPEKTROMOM 195D MOM, Mad'arsko

= Sterilni box Jouan, Francie



* SuSarna WTB Binder, SRN

= Ultrazvukova sonda Ultrasonic Homogenizer Cole-Parmer Instrument Co., USA

4710

= Vafi¢ Eta, CR

" Vortexovy mixeér VELP Scientifica, Itdlie
= Zdroj deionizované vody Milli Q Millipore, USA

= Zdroj napéti EPS 500/400 Pharmacia, USA

VSechny chemikalie byly nejvyss$i komercné dostupné Cistoty, nejméné vSak p.a. Byly

pouZzity bez dal3iho preciSténi.
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3.2 Priprava insertu pomoci PCR amplifikace

Insert odpovidajici celému propeptidu hexosaminidasy z Penicillium oxalicum (viz.
pifiloha 1, modfe vyznafend cast) je priliS dlouhy, aby mohl byt vytvofen ligaci
syntetického oligonukleotidu. Na druh€ stran€ je mozné pouZit techniky PCR amplifikace
s pouZitim specifickych koncovych primerid. V tom pfipadé je ovSem tfeba navrhnout
kromé amplifika¢niho protokolu téZ techniku ligace do produkéniho vektoru. V. mém
pfipadé se jednalo o komeréné dostupny vektor pET31b od firmy NovaGen (Obr. 4).
Vzhledem k tomu, Ze restrikéni enzym AIwN I pouZivany pro otevieni (linearizaci)
produkéniho vektoru zanechdva trojbazovy 3’ prekryv, je moZno tento prekryv odstranit a
amplifikovany insert ligovat do takto pfipraveného vektoru ,,natupo*. Této situaci je potom
tfeba prizpuisobit jak navrhované primery, do nichZ je tfeba odstépeny trinukleotid ATG
kédujici aminokyselinu Met na za¢dtku a na konci sekvence propeptidu pfidat. Byl tedy
pouzit forward primer 5’-ATG GTC AAG GTG AAT CCC TTG CCC GCA CCT-3’ a
reverse primer 5’-CAT CAC CTG GTC CGC AGG GGT CGG AAT-3’. Pomoci téchto
dvou primeru a genomové DNA z Penicillium oxalicum CCF 3438 byl amplifikovin DNA
fragment o délce 240 paru bazi, jehoZ délka byla provéfena agarosovou elektroforesou.
Smés po PCR amplifikaci byla jedenkrat extrahovédna fenolem a chloroformem, a poté byla

(12)

DNA precipitovdna ethanolem v prostfedi acetatového pufru , promyta 70 %

ethanolem, a vysuSena pod vakuem.
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Obrazek 4

Vektor pro klonovéni a expresi sekvence peptidu

3.3 Ligace insertu do vektoru, a transformace do DNA amplifikacnich bakterii

Pfed vlastni ligaci byl 1 pg komeréné dostupného vektoru St€pen restrikéni
endonukleasou AlwN 1. Linearizace vektoru byla potvrzena agarosovou elektroforesou,
kterd byla zaroven pouZita i k potvrzeni koncentrace linearizované vektorové DNA. Poté
byly 3’ prekryvy vzniklé §tépenim restriktasou odstranény pomoci T4 DNA polymerasy
(New England BioLabs) pfesné podle protokolu publikovaného v katalogu dodavatele
enzymu. K opracované vektorové DNA byl ve standardni ligaéni reakci (12) pfidan asi
desetindsobny molédrni nadbytek DNA insertu a ligace probihala dv€ hodiny pfi laboratorni
teploté. Poté byla ligaéni smés pfiddna ke kompetentnim bakteridlnim buiikkdm Escherichia

coli kmene NovaBlue. Po teplotnim Soku a regeneraci byli bakteridlni buiikky naneseny na
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agarové misky s médiem LB, ampicilinem (150 pg/ml) a tetracyklinem (5 pg / ml). Misky
byly umistény pfes noc v bakteridlnim inkubdtoru pfi 37 °C, druhy den byly pozorovany
kolonie transformovanych bakterii, které ziskaly odolnost vi¢i obéma pouZitym

antibiotikim.
3.4 Priprava plasmidové DNA metodou ,, Easyprep* a jeji restrikcni analyza

Kolonie bun€k Escherichia coli rezistentni na ampicilin byly pfeneseny do 1 ml

13
1

kapalného média LB s ampicilinem (150 pg/ml) a byla pfipravena ,,no¢ni* stacionarni
kultura tfepanim v bakteridlni tfepacce po dobu nejméné 20 h. S 0.8 ml této kultury byla
provedena minipreparacni pfiprava plasmidové DNA metodou tzv. ,Easyprepu® podle
publikované metody 13 7Ziska se cca 30 pl plasmidové DNA, z niZ 9 pl bylo pouZito na
restrik¢ni Stépeni pomoci restrikénich endonukleas Xba I a Xho I v 10 pl Stépici reakci za
standardnich podminek. Restrikéni st€peni probihalo 1 h pfi 37 °C, a bylo ukonceno

pfidanim 3 pl vzorkového pufru pro agarosovou gelovou elektroforesu. Vysledek

restrik&niho St€peni byl poté analyzovan elektroforesou na 1 % agarosovém gelu.
3.5 PFiprava cisté plasmidové DNA metodou ,,Maxiprep*

Byl pouzit standardni protokol pro piipravu velkych mnoZstvi plasmidové DNA '?

(4 "2 to v niZe uvedené

v modifikaci publikované ve firemnim manuélu firmy Promega
modifikaci. 2 ml kapalné kultury bylo zaockovdno 200 ml média LB a ampicilinem a
kultura byla tfepdna v 1 1 Erlenmayerovych baiikich v bakteridlni tfepacce pfes noc. Rano
byla staciondrni kultura sto¢ena ve 250 ml kyvetach pfi 2000 xg 20 minut pfi 4°C. Médium
bylo vyhozeno a usazené bakterie byly resuspendovany ve 20 ml roztoku I s glukosou 124
preneseny do 30 ml centrifuganich kyvet. Nasledovala alkalickd lyza a extrakce
plasmidové DNA podle publikovaného standardniho protokolu '?. Smés srazené RNA a
plasmidové DNA byla §tépena ribonukleasou A a plasmidovd DNA selektivné srdZena
pomoci polyethylenglykolu 8000 ¥. Takto ziskand plasmidovda DNA byla rozpuiténa
vroztoku TE U2, extrahovéna fenolem a chloroformem, precipitovéna ethanolem a
promyta 70 % ethanolem. Poté byla rozpusSténa v 50 pl roztoku TE. Koncentrace a Cistota

plasmidové DNA byla stanovena spektrofotometricky 2 Nakonec byla koncentrace
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plasmidové DNA upravena na hodnotu 1 pg/pl, a vzorky plasmidi byly zmrazeny a

uchovdvany pro dalsi pouZziti pfi -20°C.
3.6 DNA sekvenovdni

Po identifikaci pozitivnich kloni obsahujicich EcoR I insert spravné délky byly
bakteridlni bunky Escherichia coli kmene NovaBlue transformované pfislu§nym
plasmidem rozetfeny na cerstvou misku obsahujici médium LB a ampicilin (150 pg/ml) a
miska byla inkubovdna pfes noc pfi 37°C. Druhy den byla miska s narostlymi koloniemi
predana do DNA sekvenaéni laboratofe MBU AV CR v.v.i. dr. Jurgenu Felsbergovi, ktery
zajistil pfipravu plasmidové DNA s pouZitim purifika¢niho kitu firmy Genomed a déle
DNA sekvenovdni inserti vobou smérech zahdjené z mist specifickych primerd
obsazenych v klonovacim vektoru, M13 forward a MI13 reverse primeru. K vlastnimu
sekvenovani byla pouZita Sangerova dideoxynukleotidovd metoda v provedeni vhodném
pro automaticky DNA sekvendtor firmy Applied Biosystems ABI Prism 3100. Vysledky
sekvenovani jsou zasldny ve formé uplnych chromatogramii (soubory .abl), k jejichZ
vyhodnoceni byl vyuZit volné dostupny program Chromas verze 1.45 (Griffith University,

Southport, Queensland, Austrélie).
3.7 Produkce fuzniho proteinu

Pro produkci fuzniho proteinu ketosteroidisomerasa — Met —propeptid —Met —
histidinova kotva byl sekvenovany plasmid transformovan do produkéniho bakteridlniho
kmene Escherichia coli BL-21 (DE3) Gold, pozitivni transformanty byly opét selektovany
na agarové misce s médiem LB, ampicilinem a tetracyklinem. Kolonie byly poté ockovany
do 100 ml kapalného média stejného sloZeni a byla pfipravena startovni kultura inkubaci
pfes noc pfi 37°C. 4 ml této staciondrni kultury bylo poté ockovdno do 400 ml média LB
s ampicilinem a tetracyklinem ve dvou 2 | Erlenmayerovych baiikach. Kultury byly
tfepany v orbitalni bakteridlni tfepacce pfi 260 ot/min. V odebiranych 1 ml vzorcich byla
méiena optickd hustota pfi 550 nm. Jakmile dostoupila hodnoty cca 0.8, byla provedena
indukce tvorby proteinu pfidinim 1 mM isopropyl-B-D-thiogalaktopyranosidu jako
induktoru. Poté byla kultura tfepana jesté 4 hodiny, pficemz bakterie vétSinou dorostly do

optické hustoty asi 2,0 pfi 550 nm. Bakterie byly centrifugovany v centrifuze Beckman J-
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6M pii 2000 xg asi 30 minut. Fuzni protein byl poté pfipraven podle publikovaného

1617 za denaturujicich podminek na sloupci Ni-NTA Sepharosy (Qiagen).

postupu
Isolovany protein byl intenzivné dialyzovan proti 2 | destilované vody po doby 4 x 8 hodin,

sraZzenina proteinu byla centrifugovana a poté suSena pod vakuem.

3.8 Stépenti fuzniho proteinu a isolace cilového peptidu

4519 100 mg suchého

Tato Cast prace byla provedena podle dostupné literatury
fuzniho proteinu bylo rozpusténo v 950 pl 70 % kyseliny mravenci, a poté byl pfidan
stondsobny molarni nadbytek CNBr rozpustény v 50 pl acetonitrilu. Reak¢éni smés byla
umisténa do temna. Reakce probihala 24 h pfi laboratorni teploté. Poté byla reakéni smés
odpafena na rotacni vakuové odparce. Odpafeny CNBr zachyceny ve vymrazovacce byl
likvidovdn pomoci nasyceného roztoku KMnO,. Odpafend reakéni smés byla opét
rozpuSténa v 70 % kyseliné mravenci a poté pfimo nastfikovdna do semipreparativni
kolony Vydac C-4 o rozmérech 10 x 250 mm ekvilibrovanou smési 80 % vody a 20 %
acetonitrilu obsahujici 0.1 % TFA. Latky byly separovany pomoci pulhodinového
linearniho gradientu do 5 % vody a 95 % acetonitrilu v pfitomnosti 0.1 % TFA pfi elu¢ni
rychlosti 2 ml/min. Eluce byla monitorovana pomoci prutokového absorbanéniho detektoru
pfi 280 nm. Béhem gradientové eluce doSlo k vymuyti tif frakci s retenénimi maximy pfi 17

min, 19 min a 22 min. Byly odebirdany 0.5 ml frakce, které byly odpafeny a uschovény pro

dalsi analyzu.

3.9 Potvrzeni primdrni struktury cilového peptidu N-termindlnim sekvenovdnim a

hmotnostni spektrometrii

Analyzy byla provddény v proteinovém sekvendtoru Procise firmy Applera (USA),
a na hmotnostnim spektrometru Biflex III firmy Bruker (SRN) s pouZitim ionizace MALDI
vrezimu opozdéné extrakce a s pouzitim reflektronu. Tyto analyzy byly provadény
proskolenymi operatory Prof. K. Bezouskou a Mgr. P. Pompachem podle protokolt
dodanych vyrobcem zafizeni. Pro analyzu propeptidi v proteinovém sekvendtoru byla
provedena kovalentni C-termindlni imobilizace pomoci soupravy Sequelon AA

(Millipore).
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3.10 Rekonstitucni experimenty

Do mikrotitraéni desticky s jamkami s kulatym dnem pipetujeme 30 pl 50 mM
sodno citratového pufru pH 5.0, 10 pl roztoku testované latky ve vodé€, a nakonec 10 pl
roztoku katalytické podjednotky hexosaminidasy ve 4 M mocoviné a 50 mM sodno
citradtového pufru pH 5.0. Po smichédni v§ech komponent inkubujeme desticku 1 h pii 4°C
v lednici, a poté pfeneseme vSech 50 pl smési do jamek mikrotitra¢ni desticky s plochym
dnem a pfiddme 50 pl chladného (4°C) substratového roztoku obsahujictho 5 mM 4-
nitrofenyl-B-D-GIcNAc v 50 mM sodno citratovém pufru pH 5.0. Desti¢ku umistime do
suSarny vyhfaté na 30 °C a inkubujeme pfi této teploté presné 30 min. Poté desku vyjmeme
a veSkeré reakce okamzité¢ zastavime piidavkem 100 pl 2 M roztoku Na,COsz Zméfime
hodnoty absorbance pfi 400 nm. Aktivitu v jednotlivych experimentech vyjadiujeme jako

procento aktivity v kontrolnich jamkach obsahujici nativni propeptid hexosaminidasy.
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4. VYSLEDKY

4.1 Ndvrh expresnich oligonukleotidii a pFiprava expresniho vektoru

Pro bakteridlni expresi peptidi a menSich proteinid do celkové délky cca 100
aminokyselin doporucuje firma NovaGen, jeden z hlavnich dodavateli bakteridlnich
expresnich systému, pouZit expresni systém zaloZeny na vektoru pET31b. Strategie
experimentu je uvedena na obrdazku 5 prevzatém =z firemni literatury. Roz$tépenim
produkéniho vektoru restrikéni endonukleasou A/wN I dojde k linearizaci plasmidové
DNA za soucasné tvorby 3‘-jednovldknového prekryvu ATG, ktery kéduje aminokyselinu
methionin umisténou ve spradvném ¢tecim ramci za genem pro enzym ketosteroidisomerasu
(hojné produkovany bakteridlni protein). Cilovy produkovany peptid je do linearizovaného
vektoru vétSinou zanesen jako DNA insert obsahujici poZadovanou sekvenci aminokyselin
ohrani¢enou na obou koncich t€Z ATG methioninovym kodonem. Takovym postupem
pfipravime souvisly DNA fragment, v némZ sekvence kodujici ketosteroidisomerasu je
nasledovana jednou nebo nékolika sekvencemi produkovaného peptidu oddélenymi mezi
sebou na obou strandch methioninovym zbytkem a déle C-termindlni histidinovou kotvou

nezbytnou pro isolaci fuzniho proteinu.
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Fig. 1 Strategy for production of small peptides by cloning tandem repeats into pET-31b(+)

Obrazek 5
Strategie produkce kratkych peptidovych sekvenci s pouZitim expresniho vektoru pET31b linearizovaného

restrikéni endonukleasou AIwN 1.

Prvnim krokem pro ziskdni expresniho vektoru produkujictho N-termindlni
nonadekapeptid plisiiové hexosaminidasy Penicillium oxalicum CCF 3438 je néavrh a
syntéza obou oligonukleotidi, které zahrnovaly sekvenci charakteristickou pro N-termidln{
a C-termindlni sekvenci celého propeptidu o délce 80 aminokyselin. K témto
aminokyselindm propeptidu byly jeSt€ pfidiny oba methioninové zbytky, pfiCemz
tiinukleotidovd extenze kddujici tuto aminokyselinu byla pfiddna na 5’ konec obou
pouZitych nukleotidi. Takové uspofadani zajisfuje, Ze se methionin nezbytny pro
vystépeni propeptidové sekvence bude opravdu nachazet po obou strandch (v sekvenci se

nevyskytuje Zadny interni methioninovy zbytek).
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4.2 Ligace, transformace, selekce transformantii, priprava plasmidu a sekvenovani

Insert kodujici propeptid byl amplifikovan pomoci DNA polymerasy Deep Vent a
poté natupo ligovan do vektoru pET31b, ktery byl linearizovdn restriktasou AlwN I,
z néhoz byly jednovliknové prekryvy odstranény. 12 rezistentnich kolonii bylo podrobeno
restrikéni analyze s pouzitim restrikénich endonukleas Xba I a Xho [, zdsahova mista pro
tyto enzymy se nachdzeji po obou stranich AIwN [ mista. Pokud tedy byl insert opravdu
do tohoto mista ligovan, musi dojit k prodlouzeni délky Xba I / Xho I restrikéniho
fragmentu o tuto velikost, coz by mélo byt na gelu dobfe pozorovatelné ve srovnani
s kontrolnim $tépenim samotného vektoru. Vysledek (Obr. 6) ukazuje, Ze v daném ptipadé
bylo obtizné insert pozorovat, pravdépodobné proto, Ze ho vzniklo pouze malé mnozZstvi.
Proto byly vybriny 4 klony se spravnou velikosti vektoru (klony ¢islo 1, 2, 3 a 6), které
byly namnoZeny na vétSim objemu Zivného média a pouZity pro preparativni pfipravu

plasmidové DNA.

Obrazek 6
Vysledek restrikéniho Stépeni plasmidové DNA isolované 7 12 bakteridlnich kolonii transformovanych
ligacni smési. Vdrize 2 a 15 je uvedeno kontrolni stépeni samotného vektoru, v drize 3.4, 5 a 8 dspéSny

klon. v draze 6.7.9. 11-13 nedspéSnd.

Bakteridlni kultura obsahujici dspéSné nakombinovany klon byla namnozena ve 200
ml kapalného média a pouZzita pro pfipravu plasmidové DNA ve vétSim mnoZzstvi.
Plasmidy ze Ctyf produkcénich klont byly ziskiny ve vysokém mnozstvi (cca 100 pg) a
Cistoté. Plasmid oznateny pPROPOIl byl sekvenovidn v DNA sekvenacni laboratofi na

Mikrobiologickém dstavu vedené dr. Jurgenem Felsbergem. Vysledek této sekvenace je
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uveden v pfiloze 3 ve formé origindlniho elektroforeogramu, jehoZ zobrazeni je kritické
pro posouzeni kvality ziskané sekvence. Na po€éatku ziskané sekvence se vyskytly ur€ité
technické problémy, je nicméné dobfe Citelné (v pozici 95) restrikéni misto pro enzym Nde
I, které zaroven definuje iniciaCni methionin ATG. Poté nésleduje sekvence 315 pb
definujici 105 aminokyselin nosi¢ové ketosteroidisomerasy, tato sekvence je ukoncend
dal$im methioninem definovanym ATG v poloze 475 (zndzornéno <arou pies
chromatogram). Poté nésleduje sekvence 80 poZadovanych aminokyselin ukonéend opét
methioninem, cely usek je tedy 240 nukleotidii dlouhy. Na dplném konci sekvence se
naléza histidinova kotva — jednd se o sekvenci 6 histidylovych zbytki CAC-CAC-CAC-
CAC-CAC-CAC nésledovand stop kodonem (TGA), vtomto mist€é sekvence
produkovaného fuzniho proteinu konéi. DNA sekvenovani tedy ukdzalo, Ze se mezi
sekvenci nosiCové ketosteroidisomerasy a sekvenci histidinové kotvy podafilo
oligonukleotidovou sekvenci definujici poZzadovany peptid ligovat jednou. Podafilo se tak
pfipravit DNA insert kédujici fuzni protein se strukturou ketosteroidisomerasa — Met —

propeptid — Met —histidinové kotva.
4.3 PFiprava fuzniho proteinu, jeho stépeni, isolace a charakterizace cilového peptidu
Sekvenovany produkéni plasmid pPROPO1 byl transformovdn do produkéniho

bakteridlntho kmene Escherichia coli BL-21 (DE3) Gold (Stratagene) a byla provedena

produkce, jejiz vysledek je znazorné€n (Obr. 7). V dréze &islo 3 je jasné viditelny indukova-

Obrazek 7

Produkce propeptidu v bakteridlnich buiikdch. V obrazku (A) je vidét produkce proteinu v bakteridlnich
buitkdch a jeho purifikace chelata¢ni chromatografii. V obrazku (B) je SDS elektroforesa peptidu
purifikovaného na kolon€ sobricenou fazi. Tato analyza musela byt provddéna na 17.5 %

polyakrylamidovém gelu pro malou velikost proteinu.
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ny protein, ktery se podafilo u¢inné purifikovat afinitni chromatografii za denaturujicich
podminek. Po §tépeni fuzniho proteinu CNBr a separaci jeho jednotlivych komponent
chromatografii na obracené fazi s butylovym zbytkem (kolona Vydac C-4) se podafilo
velmi G¢inné purifikovat vlastni propeptid, jak je patrné z vysledku SDS elektroforesy na
velmi hustém polyakrylamidovém gelu (Obr. 7b). Po separaci SDS elektroforesou byl také
produkovany propeptid elektropfenosem prenesen na PVDF membrinu a takto pfeneseny
protein byl analyzovan v proteinovém sekvenatoru. Bylo provedeno 10 cykli Emanova
odbourdvani a identifikace PTH-aminokyselin v jednotlivych cyklech poskytlo o¢ekdvanou
sekvenci  VKVNPLPAP(R). Diéle byla méfena hmotnostni spektrometrii MALDI
v linedrnim reZimu celkova hmota purifikovaného peptidu. Pfi téchto presnych méfenich je
tieba uvazit, ze béhem $tépeni polypeptidového fetézce pomoci CNBr je chemickou reakci
koncova aminokyselina methionin pfeménéna na aminokyselinu homoserin (tj. odStépuje
se koncova CH3 -S- skupina, kterd je nahrazena OH-skupinou), ktery se navic v kyselém
reakénim prostfedi laktonizuje na lakton homoserinu. Teoretickd molekulovd hmotnost
celého propeptidu je v laktonizované podobé 8741.8, po otevieni kruhu 8759.8. Méfeni
hmotnostni spektrometrii MALDI poskytla hodnotu 8761.3 (obr. 8), coZ indikuje, Ze se

propeptid vyskytuje v podobé nereaktivni decyklizované formy.

8761,3

9986,5

4988,4
S

6000 8000 10000 12000 14000 m/z

Obrazek 8
MALDI spektrum propeptidu hexosaminidasy z Penicilium oxalicum méfené v linedrnim reZimu.

Dominantni pik pfi m/z 8761.3 pfislusi decyklizované formé latky.
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Obrazek 9
Dvojrozmérné 1H-15N HSQC spektrum znaeného propeptidu. Spektrum bylo zméfeno na 600 MHz NMR
spektrometru s kryosondou s pouZitim 0.4 ml | mM roztoku propeptidu rozpusténého v 10 mM fosfatovém

pufru o pH 3.8.

Dalsi velmi dilezitou vyzkumnou otdzkou je rozpustnost bakteridlniho
neglykosylovaného peptidu za riznych chemickych podminek. DuleZita tedy byla zejména
rozpustnost pfi hodnoté pH odpovidajici pH optimu celého enzymu hexosaminidasy, cozZ je
asi kolem 5.0. Vzhledem k tomu, Ze v priibéhu separace se s propeptidem vZdy pracovalo
v kyselém prostfedi, kdy je vysoce rozpustny, bylo nejprve 8 mg Cistého propeptidu
rozpu$téno v 1 ml 10 mM kyseliny fosfore¢né, za téchto podminek se propeptid dobie
rozpustil na cca | mM roztok o pH cca 2.5. Poté byl tento roztok titrovan hydroxidem
sodnym na cilovou hodnotu pH 5.0, pfi niZ ovS§em doslo téméf ke kvantitativni precipitaci.
Dal$im zvySovanim hodnoty pH se sraZenina opét zaCala rozpoustét, takze pfi pH 9.0 byl
propeptid jiZ opét rozpustny. Vzhledem k tomu, Ze alkalické podminky nejsou vyhodné pro
méfeni NMR spekter, byl poté roztok jesté titrovan zpét kyselinou fosfore¢nou, pfi¢emz pfi
pH 4.0 opét doslo ke kvantitativnimu rozpus$téni. Tento vzorek byl poté pouZit pro méfeni
spekter NMR. Tato méfeni (obr. 9) ukazala, Ze propeptid je pravdépodobné za danych
chemickych podminek neposklddany, poskladand miZe byt maximalné jeho urcitd ¢ast. Je
mozné napfiklad pozorovat pouze jeden charakteristicky pik bo¢nich fetézct tryptofani
(leva spodni ¢ast spektra), ackoliv u poskladaného propeptidu by se zde mély nachazet 4
signaly. TotéZz plati i pro signdly ndleZejici aminokyselindm asparaginu a glutaminu (v

pravé horni Casti spektra), které jsou vSechny shluknuty do velice malého prostoru, a
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rozhodné neni mozné odlisit 8 dvojic téchto aminokyselin. Vzhledem k vysokému obsahu

prolinu by mélo byt vidét 67 N-H korelaci, po secteni je jich vSak vidét pouze 40.

4.4 Seznam ldtek pouZitych pro rekonstituci enzymové aktivity

Seznam vSech latek pouzitych pro rekonstituci enzymové aktivity je uvedeny
v tabulce 2. Experiment jsem provadéla spole¢né s kolegyni Miloslavou Vitovcovou, s ni
jsem téZ sdilela nékteré pouzité latky. Vybér latek byl proveden na zdkladé predchézejicich
rekonstituénich experimentii ", Jako negativni kontrola byl vzat pouZity citritovy pufr,
jako pozitivni kontrola pak pfirozeny propeptid isolovany ze stejného zdroje jako
katalytickd podjednotka. Neglykosylovany propeptid produkovany bakterii Escherichia
coli byl téZ pouZit jako negativni kontrola, protoZe mivé v rekonstitu¢nich experimentech
velmi nizkou aktivitu. Daéle jsem zkouSela rekonstituovat aktivitu propeptidli
hexosaminidas z jinych blizce pfibuznych enzymi, a to glykosylovanych i
neglykosylovanych. Dalsi experimenty byly poté provddény s propeptidy pfipravenymi
pravé kolegyni Vitovcovou, kdy byly do riznych pozic propeptidu vnaSeny mutaci

cysteinové zbytky, které byly nasledné pouzity pro glykosylaci in vitro.
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Tabulka 2. Popis latek pouzivanych v nekonstitu¢nich experimentech s plisinovou

hexosaminidasou z Penicillium oxalicum CCF3438.

Cislo latky | Chemické sloZeni Plvod a analyza

1 Citratovy pufr (negativni kontrola)

2 Nativni propeptid z Penicillium oxalicum CCF3438 Isolace®

3 Nativni propeptid z Aspergillus oryzae CCF1066 Isolace®

4 Nativni propeptid z Talaromyces flavus H. Kroupova'®

5 Neglykosylovany propeptid z Penicillium oxalicum Tato prace
CCF3438, produkovany v Escherichia coli

6 Neglykosylovany propeptid z Aspergillus oryzae O. Plihal’

7 Neglykosylovany propeptid z Talaromyces flavus K.Bezouska'~

8 Nativni propeptid z Penicillium oxalicum CCF3438 Isolace”

9 Rekombinantni propeptid, Asn'' - GIcNAc M.Vitovcova™

10 Rekombinantni propeptid Asn''- Man M.Vitovcova™

11 Rekombinantni propeptid Ser® - GIcNAc M.Vitovcova™

12 Rekombinantni propeptid Ser®® — Man M.Vitovcova™

13 Rekomb. propeptid Asn''-GlcNAc Ser®®-Man M.Vitovcova™

14 Rekomb. propeptid Asn''-Man Ser®®-GlcNAc M.Vitovcova™

15 Rekomb. propeptid Asn' -GlcNAc Ser®™®-GlcNAc M.Vitovcova™

16 Rekomb. propeptid Asn''-Man Ser®®-Man M.Vitovcova™

4.5 Rekonstituce enzymové aktivity

Vysledky rekonstitu¢nich aktivit jsou uvedeny na obrazku 10. Bez pfitomnosti
propeptidu k rekonstituci enzymové aktivity nedochdzi. Naopak v pfitomnosti pfirozené
formy propeptidu doSlo k velmi ucinné rekonstituci (vzorek 2 a 8) vsouladu
s literaturou"®. Tato droveii rekonstituované enzymové aktivity byla proto vzata jako 100
% rekonstituce a na ni byly vztahovany ostatni vysledky. Z vysledkid je evidentni, Ze pfi
pouZiti nativnich (a tedy glykosylovanych) propeptidt isolovanych z hexosaminidas jinych
Zivocisnych druhi, jsou jejich rekonstituéni aktivity pomémé nizké (vzorek 3 a 4). Velmi
dramatickd a ndpadnd je dale uplnd ztrata rekonstitu¢ni aktivity u neglykosylovanych

propeptidd, at jiZ obsahuji aminokyselinovou sekvenci z identické hexosaminidasy (vzorek
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4), nebo z blizce piibuznych druhii (vzorky 6 a 7). Je tedy evidentni, Ze glykosylace
propeptidu je naprosto nezbytna pro jeho naleZitou rekonstitu¢ni aktivitu. Neglykosylované
propeptidy maji tuto aktivitu velmi nizkou, pouze n€kolik procent rekonstitu¢ni aktivity
nativniho glykosylovaného propeptidu. Ddle je zajimavé, Ze jiz pridani jediného
sacharidového zbytku umisténého v ndleZité poloze na polypeptidovy fetézec propeptidu
vede ke zvySeni rekonstituéni aktivity, ov§em pouze za pfedpokladu, Ze se jedna o spravny
sacharidovy zbytek, tj, takovy, odpovidajici pfirozené situaci. Tak napfiklad vzorky 9 a 12
obsahuji bud’ pouze jeden zbytek N-acetylglukosaminu nebo jeden zbytek mannosy
umistény ve spravné pozici jak to odpovida pfirozenému uspofadani (viz. pfiloha 2), coz
vede ke zvySeni rekonstitu¢ni aktivity asi na 20 % plné glykosylovaného propeptidu.
V pripadé pouZiti dvojitého cysteinového mutanta se spradvné umisténymi sacharidovymi

zbytky se potom ziska dokonce 50 % rekonstitu¢ni aktivity.
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Obrazek 10
Rekonstituéni aktivity pouZitych latek sledované v hexosaminidasovém rekonstituénim systému. Uroven
rekonstituce dosahovand pomoci pfirozeného propeptidu je vzata jako 100 %, a na ni jsou potom vztahovény

ostatni experimenty.
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S. DISKUSE

Pfirozena forma propeptidu z Penicillium oxalicum je glykosylovana (viz. pfiloha
2), a to pomoci N-glykosidicky vdzaného oligosacharidového fet€zce umisténého na
zbytku asparaginu Asn'' stejné jako pomoci O-glykosidicky vazaného fetézce (jedna se o
tzv. O-mannosylaci hojné se vyskytujici u glykoproteint z kvasinek nebo vlaknitych hub.
Jednou 7z funkci takto umisténych oligosacharidovych fetézci je udrzovat dobrou
rozpustnost celého propeptidu prostfednictvim hydrofilnich oligosacharidovych fetézcg.
Proto bylo velmi zajimavé sledovat rozpustnost za riznych podminek u neglykosylované
varianty propeptidu produkované v bakterii Escherichia coli.
Pfi rekonstituci enzymové aktivity jsem méfila rekonstitu¢ni aktivitu riznych latek
(viz. tabulka 2). Z obrazku 10 je patrné, Ze nejvysSi rekonstititu¢ni aktivity dosahuje
nativni propeptid z Penicillium oxalicum, a proto jsem pravé tuto rekonstitucni aktivitu
brala jako 100 %. Zajimavé je, Ze nativni propeptid z Aspergillus oryzae dosahoval asi 40
% rekonstituéni aktivity Penicillia oxalica a nativni propeptid z Talaromyces Flavus
dokonce jesté o néco méné ( okolo 30 % rekonstitucni aktivity), i kdyZ se jednd o velice
pfibuzné druhy. Naopak u rekombinantniho propeptidu se sprdvnym umisténim obou
sacharidovych zbytkl, jak mannosy, tak N-acetylglukosaminu (pfirozend situace),
dosahuje aktivita 50 %, coZ je ze vSech méfenych latek rekonstitucni aktivita nejvySsi
(vzorek 13). Je-li k rekombinanatnimu propeptidu pfipojen jeden sacharidovy zbytek ve
spravné poloze, dosahuje rekonstitu¢ni aktivita pouze 20 % (vzorek 9 a 12). Umistime-li
na polypeptidovy fetézec propeptidu dva sacharidové zbytky, ale jen jeden do spravné
polohy, dosahuje rekonstitu¢ni aktivita také témér 20 %, coZz je ale méné, neZ u
rekombinantniho propeptidu s jednim, ale sprdvné umisténym sacharidovym zbytkem. Lze
tedy fici, Ze Spatné umistény sacharidovy zbytek rekonstituéni aktivitu jeS$t€ sniZuje
(vzorek 15 a 16). U vzorku 10 a 11 jsou oba sacharidové zbytky umisténé v nespravné
poloze, a proto je rekonstituéni aktivita velmi nizkd, stejné jako u vSech
neglykosylovanych propeptidd (vzorek 5,6,7).
Pfi rekonstituci enzymové aktivity jsem doSla k zavéru, Ze glykosylace propeptidu je
zcela nezbytna pro jeho rekonstitu¢ni aktivitu. U riznych druhti hexosaminidas dosahuje
riznych hodnot, i kdyZ jsou tyto druhy velice pfibuzné. Dale rekonstitu¢ni aktivita zavisi,

zda jsou sacharidové zbytky umistény ve sprdvné poloze na polypeptidovém fetézci
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propeptidu. K dosaZeni rekonstitu¢ni aktivity postacuje navdzani i jediného sacharidového

zbytku, ov§em ve spravné poloze.

6. SOUHRN VYSLEDKU

Cilem price bylo pfipravit expresni vektor pro produkci propeptidu hexosaminidasy,
produkovat a isolovat fuzni protein, nisledné fuzni protein $tépit CNBr, isolovat Cisty
propeptid a jeho identitu potvrdit biochemickymi metodami. Zavérem byly provedeny

rekonstitu¢ni experimenty s hexosaminidasou z plisné P. oxalicum.

* Do rozstépeného a linearizovaného produkéniho vektoru byl zanesen DNA insert o
pozadované sekvenci aminokyselin, na kazdé strané ohranicené ATG methioninovymi

kodony, ketosteroidisomerasou a histidinovou kotvou.

= Ligacni smés byla pridina ke kompetentnim butikdch Escherichia Coli kmene

NovaBlu.

= |2 rezistentnich kolonii bylo podrobeno restrikénimu §tépeni a z nich byly vybriny 4
kolonie o sprdvné velikosti vektoru, které byly namnoZeny ve vét§im objemu Zivného

média a pouZity pro preparativni pfipravu plasmidové DNA.

* Produkéni plazmid oznaceny pPROPOI byl transformovdn do produkénich bakterii

Escherichia Coli kmene BL-21 Gold a provedla se produkce.

* Produkovany fuzni protein se St€pil CNBr a chromatografii sobracenou fazi se

podafilo separovat a purifikovat propeptid.

* Molekulovd hmotnost celého propeptidu byla spektrometrii MALDI stanovena na

8761.3. Tento vysledek pfislusi decyklizované formé latky.
= Vysledky rekonstituce enzymové aktivity dokdzaly, Ze bez pfitomnosti propeptidu

k rekonstituci nedochdzi, naopak v pfitomnosti pfirozené formy propeptidu ano. Dokéazalo

se, Ze glykosylace propeptidu je tedy nezbytna pro naleZitou rekonstitu¢ni aktivitu.
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Pfiloha 1. Uplna nukleotidova a aminokyselinova sekvence hexosamnidiasy z vlaknité

houby Penicillium oxalicum kmene CCF 3438.

CCAATTTCATATTCTCGATGGGGTTTGGAAGGGTCATCAAATTCCCAGTGATCATTGCGCTACCCGTCTGGCCCTCCC

GCCAAATATTGCGTCTTGGGCATCGTTTGAAACTGCCGTATCTCGCAAGATGGCAGACACGAAAACGAGCCTTATGGC

CAGAGGCCTTGAAACAGCACTATTTCATTTCAGCATCAAGACACACGTCCACCTTGAATGGACGTCCCGTATCTTTCT

GTGAGCATGCGACAGGATCCAGTACCTTTAAATAGGTCGGCTCACCTCGCCTGCTTCATAAATTGCCCCGTTCTCTTC

CACTCTCCCGCTACTCACCCTCTCACTTTCTCCTGATCGTGCTCGACTGATTCACGACTTGGGTTTTCTACCTTCACG

ATGAAGTGTACCGCCTTGTTTGGTGGCTTGGCGCTTTCCGCCTCGCTAGCCACGGCCGTCAAGGTGAATCCCTTGCCC
M K CTAULF G GL AL S A S L A TAV K VNP L P
GCACCTCGCAATATCACCTGGGGCTCCTCCGGTCCCATTTCAATCACGAAGCCGGCGCTACATCTCGAGAATCACCAT
A P R NI T WG S S G P I 8 I T K P AL HUL E N H H
GGCCAGAACCAAGATATCCTGCACCACGCCTGGGATCGGACGTGGGCCACCATCACCAACCTCGAATGGGTGCCCGCC
G Q NQ DI L HHAWDIRTWA AT I TNTULE WV P A
GCTATCGAGGCGCCGATTCCCTCATTCCGACCATTCCCGACCCCTGCGGACCAGGTGAAGCGTGACACCGCCGCGACC
A I E A P I P S F R P F P TP ADQV KRDTA AN AT
GCCATTCACTCCGTGCACCTGTCCGTCGTCGATGCGGCTGCAGACCTGCAGCACGGGGTGGACGAGTCTTATACCTTG
A I H S V HL S VvV VDA AAADULIGQHGVDE S Y T L
GAGGTCACTGCCGACTCGGGCACCATCCAGATTCATGCCCAGACCGTGTGGGGTGCGATTCATGCCATGACCACCTTG
E v T A D S G T I Q I H A Q T V WGATIHA AMMTT L
CAGCAGCTGGTCATTACGGATGGCCATGGGAACCTGATCATTGAACAGCCCGTCAAGATTCAGGATGCTCCGCTGTAT
Q QL vITUDGHSGNULTITIEN QU©PV KTI QDA AUPILY
CCCTACCGGGGTATCATGATCGATACGGGACGAAACTTCATCTCTGTCCCGAAGATCCTCGAGCAGATTGACGGCATG
P Y R G IMTIDTG RNV FTI S V P KI L E QI DG I
GCCCTCTCCAAACTCAATGTGCTGCATTGGCATCTGGATGATACCCAATCGTGGCCCGTTCAGATTCGGTCGTATCCT
A 'L §$S K L NV L HWMHULUDUDTOQ S W P V Q I R S Y P
CAGATGACCAAGGACGCCTACTCGAGCCGTGAAATCTACACCGAGACCGACCTCCGCCGCGTTCTGGCCTATGCACGT
Q M T K DAY S S RE I Y TETUDULIRIRUV L A Y A R
GCGCGTGGCGTCCGCGTCATTCCAGAGGTCGACATGCCGGGCCACTCAGCCTCCGGGTGGAAACAAGTCGATCCGGAC
AR GV R VI PEVDMUPGHSASGMWK Q V D P D
GTGGTGACCTGCACCGATACATGGTGGTCCAACGATGACTGGCCCAAGCACACCGCGGTGGAGCCTAACCCCGGGCAG
v v TOCTUDTWW S NDIDWP KHTA AUV E P N P G Q
TTGGACATCATCTACAACAAGACCTATGAAGTTGTGGGCAACGTCTACAAAGATCTGTCGGCCATCTTCAGCGACAAC
L bl I Y NI KT Y E V V GNV Y KDUL S ATIF S DN
TGGTTCCACGTGGGTGGCGACGAGCTTCAGAACAATTGTTTCAATTTCAGTACCCACATCACCAAGTGGTTCGCCGAG
W F H V G G D EVL Q NNCVFNF S TH I TKWF A E
GATCCCTCGCGAACCTACAACGACCTGTCTCAGTACTGGCTGGACCACGCTTTGCCCATCTTTCACGGAACCGGAGGC
D P SR TYNDIU LS QY WL DUHATULUPTIVFHGTG G
CCCCAGCGTCGCCTGATGATGTGGGAAGATATCTTCATCAACACGGACGCTGCTCATCACGTTCCGAGGGACATTGTG
P Q R R L MMWET DTIVFINTIDA A AHUHWVUPIRDTIWUV
ATGCAGTCCTGGAACAATGGTATCGACAATATCAAGAATTTGACCGCAAGCGGATTCGACGTGGTCGTCTCCTCAGCC
M Q S W NNGTI D I I K NL T A S G F DV V V S s A
GACTTCCTTTATCTCGACTGCGGCTTTGCGGGCTTTGTGGGCAACGATCCCCGATACAACGTGATGAGCAACCCCGGG
D F L YL D CGV FAGV F V GNDPIRYNUV I S N P G
GGTGATGTCACCTTCAACTACGGCGGTAGCGGTGGTTCCTGGTGCGCGCCTTACAAGTCCTGGCAACGTATCTACGAC
G DV T FNYGG S GG S WCAUPY K S W QR I Y D
TACGACTTCACCACCAACCTCACTGCATCGGAAGCGAAGCACGTCATCGGTGCCGAGGCTCCCTTGTGGTCGGAACAG
Yy b F T T N L T A S EAKUHV I GA EA AP L W S E Q
GTCGATGATGTTACCATTTCCAGCAAGATGTGGCCTCGAGCGGCCGCTCTCGGCGAATTGGTGTGGTCAGGCAACCGA
v D DV TTI S S KMWUPURAAMATLGETLUV W S G N R
GACGCTTCTGGCCACAAGCGTACCACCCAGCTCACACAGCGCCTGTTGAACTTCCGCGAGTATCTGGTTGCCAATGGC
DA S GHI KU RTTOQULTOQIRULILNU FREYUL VA NG
GTCATGGCCACCAACCTGGCGCCAAAGTACTGCTTGCAGCATCCCCATGCGTGCGACTTGTACTACAACCAGAGTGTA
VM A TNUILAUPI K Y CULQHPHA AU CIDTULYYNOQ S V
ATCACACCTTGAGCTGGGAACTTGATGTCTTGAATTCGAGGACTCGTTGGCGGCATTCATGGTTGGTGCATTCTTTTT

I T P **x*
CCCCCGGAGGACATTCAAATAGCCAATGCGGGCATCGTCGATCTGTGCTGTGACTGTTGATTGTTACTCTCTGTTTTT
G
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Piiloha 2 — Srovnani aminokyselinovych sekvenci a glykosylace u propeptidii
isolovanych z plisiiovych hexosaminidas ziskanych ze sbirkovych kmenu Aspergillus
oryzae CCF1066, a Penicillium oxalicum CCF3438, a vysledek analyzy glykosylace
téchto propeptidii.

a) sekven¢ni podobnost obou propeptidii a jejich schéma

VGVNPLPAPREISWGSSGPKSIAGELQLRTDSDSADGIVADAWNRAWETIVALRWVPAATEAPISSFEPFPTPTAGAS

NIT S S TST SS

'\ \

N-glykosylace O-glykosylace je
ale pouze u enzymu z Penicillium  pfitomna u obou enzym

19 aminokyselin 37 aminokyselin

. Linker _ )
N-terminalni C-terminalni

b) experimentalné vyzkoumana glykosylace

~

T60, S65, S66, T72

- 22 aminokvselin

19 aminokyselin

37 aminokvselin
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Priloha 3 Vysledek DNA sekvenovani plasmidu pPROPO01 s pouzitim T7 promoter
primeru.

Chromas 1.45 Fue propeptid.abl Seq ence Name (none) Run ended: (unknown] Page 1 of2
90 104
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Svoluji k zaptij¢eni této prace pro studijni ucely a prosim, aby byla fddné vedena evidence

vypujcovateld.
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