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ABSTRAKT

Tato prace se zabyvd problematikou hledani uc¢innych inhibitort enzyma [-N-
acetylhexosaminidas, které¢ jsou odvozeny od 1,2-dideoxy-2 -methyl-a-D-glukopyranoso-
[2,1-d]-A2’-thiazolinu (NGT). Prace je orientovana na produkci inhibitor odvozenych
od struktury NGT, acetylaci jeho molekuly pomoci volnych a na nosi¢ich imobilizovanych
lipas. Potencialni inhibitory B-N-acetylhexosaminidas mohou byt u¢innymi ndstroji pro
studium téchto enzymu v bunéénych procesech a taktéz oteviraji dvete k nalezeni moznych
terapeutik pro 1é¢bu nekterych neurodegenerativnich chorob, jako napt. Alzheimerova

nemoc.

V préci je vénovana pozornost stru¢né charakterizaci f-N-acetylhexosaminidas, a to hlavné
glykosidas ze skupin oznaCovanych GH 20 a GH 84. V experimentech byly konkrétné
vyuzity B-N-acetylhexosaminidasy ¢lovéka' a z mikroorganismi Bacteroides thetaiotao-
micron, Aspergillus oryzae, Streptomyces plicatus, Talaromyces flavus. Enzymy byly
produkované, izolované, purifikované a nasledné byla otestovana jejich aktivita. 6-O-
Acetyl-1,2-dideoxy-2"-methyl-p-D-glukopyranoso-[2,1-d]-A2’-thiazolin byl testovan jako
inhibitor zkoumanych enzyml. Vychozi latka NGT byl pfipraven modifikovanym
postupem podle Knappa® z 2-acetamido-1,3,4,6-tetra-O-acetyl-2-deoxy-o-D-glukopyra-

nosy reakci s Lawessonovym ¢inidlem.

Predmétem dalsi Casti této prace bylo studium vlastnosti a chovani vybranych lipas pti
modifikacich (acetylacich) substitu NGT ve zvoleném prostiedi. Nékteré lipasy (Lipase
CV Amano, Lipase PL Amano, Novozyme®“435 Sigma-Aldrich), které vykazovaly vyssi

ucinnost pfi acetylaci substratu byly zkoumany i z kinetického hlediska, vyuzitim HPLC.

Klicova slova

B-N-acetylhexosaminidasa, [protein]-3-O-(N-acetyl-D-glukosaminyl)-L-serin/threonin N-
acetylglukosaminyl hydrolasa (O-GlcNAcasa, OGA), 1,2-dideoxy-2’-methyl-a-D-gluko-
pyranoso-[2,1-d]-A2’-thiazolin (NGT), lipasa, enzymatickd modifikace (acetylace), 6-O-
acetyl-1,2-dideoxy-2 "-methyl-B-D-glukopyranoso-[2,1-d]-A2 -thiazolin (AcNGT)



ABSTRACT

This work deals with the problem of searching for effective derivatives of 1,2-dideoxy-2"-
methyl-a-D-glucopyranoso-[2,1-d]-A2’-thiazoline (NGT), potential inhibitors of human -
N-acetylhexosaminidases. The work is targeted to production of inhibitors derived from
NGT by the modification of its structure by free and immobilised lipases. Potential
inhibitors of B-N-acetylhexosaminidases may be potent tools for studying of enzymes in
cell processes and also open possibility to the discovery of new possible drugs for the

treatment of some neurodegenerative diseases, such as Alzheimer disease.

The thesis is focused on brief characterization of B-N-acetylhexosaminidases, e.g.,
glycosidases from enzymatic groups GH 20 and GH 84. B-N-Acetylhexosaminidases from
microorganisms Bacteroides thetaiotaomicron, Aspergillus oryzae, Streptomyces plicatus,
Talaromyces flavus and humans' were used in the experiments. The enzymes produced

were purified and then tested for their activity.

We also tested inhibitory activity of potential inhibitor 6-O-acetyl-1,2-dideoxy-2 "-methyl-
a-D-glucopyranoso-[2,1-d]-A2’-thiazoline. Starting compound, NGT, was synthesized by
the modified process (originally created by prof. Knapp®) using 2-acetamido-1,3,4,6-tetra-

O-acetyl-2-deoxy-a-D-glucopyranose in the reaction with Lawesson’s reagen.

In the second part of this work we explored some biochemical properties of lipases used
and their action in NGT acetylation reactions in selected enviroment. Some lipases (Lipase
CV Amano, Lipase PL Amano, Novozyme®“435 Sigma Aldrich), which showed higher

efficiency in NGT acetylation were investigated also from kinetic point of view.

Key words

B-N-acetylhexosaminidase, [protein]-3-O-(N-acetyl-D-glucosaminyl)-L-serine/threonine N-
acetylglucosaminyl hydrolase (O-GlcNAcase, OGA), 1,2-dideoxy-2’-methyl-a-D-gluco-
pyranoso-[2,1-d]-A2’-thiazoline (NGT), lipase, enzymatic modification (acetylation), 6-O-
acetyl-1,2-dideoxy-2 "-methyl-a-D-glucopyranoso-[2,1-d]-A2’-thiazoline (AcNGT)



SEZNAM ZKRATEK

AC = aktivni centrum/misto (enzymu)

AcNGT = 6-0-acetyl-1,2-dideoxy-2 -methyl-a-D-glucopyranoso-[2,1-d]-A2’-thiazolin
AoHex = -N-acetylhexosaminidasa z Aspergillus oryzae

BtOGA = B-N-acetylglukosaminidasa z Bacteroides thetaiotaomicron

LB(A)= Luria-Bertani (agar) médium

MT desticka = mikrotitracni (92 — jamkova) desticka

MW = (angl. molecular weight) molekulova hmotnost

NGT = 1,2-dideoxy-2"-methyl-a-D-glucopyranoso-[2,1-d]-A2’-thiazolin

OGA= [protein]-3-O-(N-acetyl-D-glukosaminyl)-L-serin/threonin N-acetylglukosaminyl
hydrolasa

PMSF = fenylmethansulfonylfluorid
p-NP-B-GlcNAc = p-nitrofenyl 2-acetamido-2-deoxy-B-D-glukopyranosid

SDS - PAGE = elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsiranu

sodného

SpHex = B-N-acetylhexosaminidasa z Streptomyces plicatus

TfHex = B-N-acetylhexosaminidasa z Talaromyces flavus

Tris = tris(hydroxymethyl)aminomethan

Triton X-100 = 4—(1,1,3,3-tetramethylbutyl)phenyl-polyethylenglykol*
t- octylphenoxypolyethoxyethanol

X-Gal = 5-bromo-4-chloro-indolyl-p-D-galaktopyranosid


http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Polyakrylamidov%C3%BD_gel&action=edit&redlink=1
http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Polyakrylamidov%C3%BD_gel&action=edit&redlink=1
http://cs.wikipedia.org/wiki/Dodecyls%C3%ADran_sodn%C3%BD

1. UVOD

Enzymy B-N-acetylhexosaminidasy (EC 3.2.1.52) v posledni dobé upoutavaji stale vétsi
pozornost, jakozto enzymy, které se podili na dilezitych enzymatickych reakcich ve vSech
ttidach organismi, véetné ¢lovéka, u které¢ho disfunkce téchto zivotné dulezitych enzymi
vede k zdvaznym neurodegenerativnim porucham, jakymi jsou naptiklad Tay-Sachsova,
Sandhoffova ¢i Alzheimerova nemoc. Pravé z toho diivodu se vénuje nemalé usili hledani
ucinnych a specifickych inhibitori téchto enzymi, které by mohli pomoci pii designu
ucinnych 1éciv. Slibny v tomto ohledu se jevi 1,2-dideoxy-2’-methyl-a-D-glukopyranoso-
[2,1-d]-A2’-thiazolin (NGT), latka, jejichZz selektivni a vysoce U€innad inhibice byla
prokdzana na CAZy tiid¢ glykosidas GH 20 a GH 84. Struktura tohoto inhibitoru
se podoba struktufe intermedidtu enzymové reakce B-N-acetylhexosaminidas, tzv. oxazoli-
nu, a diky tomu se jevi jako vhodny néstroj pro pfipravu dalsich, strukturné odvozenych in-
hibitorti, s vyssi selektivitou a inhibi¢ni silou. V této praci byl pfipraven derivat NAG-

thiazolinu, AcNGT, a jeho inhibi¢ni vliv byl testovan na pé&ti B-N-acetylhexosaminidasach.

2. CIL PRACE
Cilem této prace byla ptiprava nového derivatu NAG-thiazolinu (NGT) s vyuzitim lipas,
purifikace produktu a nédsledné testovani inhibi¢niho vlivu na aktivitu p-N-

acetylhexosaminidas.

Dalsim cilem byla exprese pfislusnych enzyml v kompetentnich buiikdch E. coli, jejich

izolace, purifikace a vyuZiti pro testovani inhibitord.



3. TEORETICKA CAST

3.1. B-N-Acetylhexosaminidasy

B-N-Acetylhexosaminidasy (systematicky nazev: 2—acetamido—2—deoxy——D—
hexopyranosid acetamidodeoxyhexohydrolasy, EC 3.2.1.52) jsou glykosidasy (EC 3.2.1),
které jako exo-enzymy $tépi termindlni 2-acetamido-2-deoxy-p-D—glukopyranosidové (B-
GIcNAc) nebo 2-acetamido-2-deoxy-p-D—galaktopyranosidové zbytky (B—GalNAc)
v glykokonjugéatech. [B-N-Acetylhexosaminidasy jsou rozSitené ve vétSin€ zivych
organismil, jak eukaryotickych, tak prokaryotickych, v€etné¢ Archae. Tyto enzymy maji
Sirokou Skalu funkci, v zavislosti na jejich pivodu a lokalizaci v tkéni ¢i v samotnych
bunkach. B-N-Acetylhexosaminidasy tvoii jen malou ¢ast z celkem 113 skupin sekvenéné
a strukturng podobnych glykosidas kategorizovanych v CAZy systému pod zkratkou GH>.
Jde hlavné o GH 20 a GH 84. Enzymy téchto skupin sice nevykazuji Zadnou sekvencni
homologii, ale sdileji nckteré zakladni strukturni ¢rty a podobnost v katalytickém

mechanismu (Asp/Glu v aktivnim centru, substratem-asistovana katalyza)®.

3.1.1.Glykosidasy skupin GH 20 a GH 84

Lid¢ jsou nositelé n€kolika gent kodujicich B-N-acetylhexosaminidasy. Jednim z nich je
gen pro nukleocytoplasmatické -N-acetylglukosaminidasy, ¢leny rodiny GH 84, dalsi dva
geny HEXA a HEXB koduji lysosomalni B-N-acetylhexosaminidasy, z nichZ jsou sloZeny
dimerni izoformy HexA resp. HexB, ¢leny rodiny GH 20. Guttering et. al. (2009) nedavno
popsal dal§i lysosomalni [-N-acetylhexosaminidasy (HexD), které preferuji p-N-

acetylgalaktosaminidy”, a jejich funkce neni doposud znama.

Izoforma HexA je heterodimer sloZzeny zpodjednotky o (kédované genem HEXA)
a podjednotky f (kodované HEXB). Primarni sekvence téchto podjednotek je shodna
ptiblizné z 60%°. HexB je homodimer tvofeny pouze podjednotkami . HexA enzym
je dulezity pro degradaci GalNAc-B-(1,4)-[a-NeuSAc-(2—3)]-B-D-Gal-(1—4)-B-D-Glc-
ceramid gangliosidi (GM2 gangliosidi) na GM3 gangliosidy v lysosomech. Biologicka
dilezitost HexA a HexB je znatelnd pifi geneticky podminénych deficiencich tohoto
enzymu, které Usti do vaznych neurodegenerativnich poruch (Tay-Sachsova nemoc,

Sandhoffova nemoc)’.
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Lid¢ jsou nositelé jenom jednoho enzymu patiicitho do GH 84, aktivniho v neutralnim pH.
Enzym byl biochemicky charakterozivan jako pB-N-acetylglukosaminidasa (OGA nebo také
O-GlcNAcasa)®®, jaderny a cytoplasmaticky enzym se striktni specifitou k odstépovani
N-acetyglukosaminovych zbytkl ptipojenych na Ser/Thr residuich bunéénych proteinii
(Obr. 1), komplementarni k fosforylaci proteinti. OGA ma tedy opacnou funkci nez lidska
N-acetylglukosaminyltransferasa (OGT), kterd pfenasi N-acetylglukosamin na protein.
V katalytickém centru obsahuji OGA dva Asp zbytky (v kontrastu s Asp a Glu v AC B-N-
acetylhexosaminidas z GH 20) a Tyr zbytek, stabilizujici pfechodovy stav substratu'.
Nedavné studie ukézaly, ze patologickd hyperfosforylace proteinu ,tau* (stabilizujiciho
mikrotubuly axonli v neuronech), je charakteristickou zménou pii Alzheimerové nemoci.
Vyuzitim vhodnych selektivnich inhibitort OGA, dochazi ke sniZeni fosforylace proteinu

tau“, za zvyseni hladiny N-acetylglukosamind v tkani''.

Glukosa —» HBSP
T

—_—

~
Y

o | ADP_ | ATP UDP-GlcNAc ubpP
O--..‘r - ¢ ‘:\Klnan‘l / H ¢ 3 0OGT f] H

HO - H
(Fosfatasa " o

~  HO P < GlcNAc H,0 HiC

L

Obr. 1 O-GIcNAc modifikace proteinu. Glukosa vstupuje do biosyntetické drahy
hexosamini (HBSP = hexosamine biosynthetic pathway) apomoci [-N-
acetylglukosaminyltransferasy (OGT) je jako aktivovany substrat uridindifosfat N-
acetylglukosamin (UDP-GlcNAc) pfipojena O-glykosidickou vazbou na protein. pB-N-
Acetylglukosaminidasa (OGA) naopak tuto vazbu umi hydrolyticky §t&pit'2.
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3.2. NGT

3.2.1.Struktura NGT
Piestoze existuje mnoho znamych inhibitori B-N-acetylhexosaminidas (napi. PUGNAC),
pro dalsi experimenty byl svolen pravé NGT, protoze jeho syntéza je ekonomicky i Casové

v ow 13
pomérné vyhodna .

NGT byl poprvé syntetizovan tymem prof. Knappa a jeho inhibi¢ni aktivita byla prokazana
u B-N-acetylhexosaminidasy z tropické fazole Canavalia ensiformis (angl. “jack bean”) jiz
v roce 1996,

V NGT nalezneme kruh, ktery pravdépodobné dobie stabilizuje pozitivni naboj, ktery
se tvofi pfi formaci oxazolinového intermediatu (Obr. 2). ProtoZe slabé van der Waalsovy
sily, pomoci nichZ se substraty vazi v AC, jsou znacné citlivé na meziatomové vzdalenosti,
i relativné malé rozdily ve struktuie jednotlivych inhibitor p-N-acetylhexosaminidas

v 710 o e st v owe v o 14
vedou ke znaénym rozdilim v jejich selektivité vici témto enzymim .

A) B)

OH OH

HO HO

Obr. 2 Porovnani struktury oxazolinu (A) a NGT (B)".

Z krystalografickych studii vyplynulo, Ze samotnd molekula NGT muze volné zaujimat tii
konformace o podobné energii (rozdil cca 1-2 kcal/mol), ato: pseudo-zidlickovou
konformaci *C, a dva pseudo-stoéené lodickové konformace °S, a 'Ss. Ukazalo se, ze NGT
se vaze do aktivniho centra B-N-acetylhexosaminidas jen v *C; konformaci, tj. v té, ktera
nejvic piipomina oxazolinovy intermediat (Obr. 3). Konformace 'Ss p¥ipomind zakladni
stav substratu. Detaily vztahu mezi konformacemi inhibitoru a aktivniho mista enzymu

12



pomadhaji 1épe pochopit tuto interakci a eventuelné¢ ztoho odvodit struktury dalSich

inhibitora'¢.

A) B) ©)
aglycon
OH 4 ) OH OH
HO bi B \ HO C
HO 3 MO o7 s HO
I e B
,H'}N\Y FNZ cH, &5
0‘ 1 !
i CHa ) M E (“Cy) CH,
0

Obr. 3 Intermediat oxazolin (A) ,,vznikajici pii reakci f-N-acetylhexosaminidas se

substratem. Konformace protonovaného NGT: 'S; (B) a *C1(C)'°.

3.2.2.Vyznam NGT a jeho derivati
V soucasnoti se derivaty NGT vyuZzivaji hlavn€ jako nastroje pro studium enzymu v bu-
nécnych procesech, na zaklad€ strukturni podobnosti NGT s intermediatem enzymatické

reakce — oxazolinem.

Potencial inhibitorG jako NGT (1,2-dideoxy-2'-methyl-a-D-glukopyranoso-[2,1-d]-A-2'-
thiazolin, (3aR,5R,6S,7R,7aR)-5-(hydroxymethyl)-2-methyl-5,6,7,7a-tetrahydro-3aH-
pyrano[3,2-d]thiazole-6,7-diol), resp. jeho GalNAc epimeru, v terapii nékterych nemoci
tkvi v jejich vyuziti jako chemickych chaperont. Vznikly komplex enzym (GH 84) — inhi-
bitor (chaperon) mulze byt bezproblémové transferovan z endoplasmatického retikula
do lysosomu, kde je vysoka koncentrace substratu (gangliosid), jenz nahradi inhibitor

v aktivnim centru enzymu a tim umozni (&aste¢nou) obnovu jeho enzymové aktivity'"">.

NGT ziskal zna¢nou pozornost po tom, co se podafilo prokazat jeho vysokou inhibi¢ni

selektivitu  nejen  vi€i  P-N-acetylhexosaminidasam zGH 20, ale 1 B-N-

acetylglukosaminidasam z GH 84. Nevyhodou bylo, Ze §lo o velmi podobnou inhibici
obou skupin enzymt, jiz v nanomolarnich koncentracich. Proto se hledali (a pofad hledaji)

jiné inhibitory, odvozené od struktury NGT. Pfi jejich syntéze se vychazelo z poznatku

13



o rizné struktufe vazebného mista téchto dvou rodin enzymi. B-N-Acetylglukosaminidasy
z GH 84 mohou vazat i vice objemné N-acylové skupiny na molekule NGT, neZ hexo-
saminidasy z rodiny GH 20 (Obr. 4). Pokud se délka fetézce N-acylu zvétSuje, napiiklad
ptipojenim butylu k C7° NGT, inhibice GH 20 se snizi oproti GH 84 az 3100 nasobn&™'®,

A) B)

GH20

Obr. 4 Porovnani ,,hloubky* aktivniho mista hexosaminidas z GH 20 (A) a GH 84

(B), s vazanou molekulou neselektivniho inhibitoru NGT'®,

Byly pfipraveny i fluoridové a azidové derivaty NGT (Obr. 5, strana 15), které vykazovaly
vybornou inhibi¢ni aktivitu cytosolickych B-N-acetylglukosaminidas, ¢ehoZz by se mohlo
pouzit pii znadeni a zobrazovani t&chto enzymi v Zivych buiikach'®. Zatim nejicinngjsi
inhibitor B-N-acetylglukosaminidas, Thiamet-G, vykazoval selektivitu 37 000 krat vyssi
pro B-N-acetylglukosaminidasy z GH 84 neZ pro GH 20. In vivo testy prokazaly zvySenou
hladinu OGA v mozku obratlovcl a sniZzenou fosforylaci proteinu ,tau, ceho by se v bu-
doucnu mohlo vyuzit pro lécbu Alzeheimerovy nemoci, blokaci patologické hyper-

fosforylace tau*’.
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Obr. 5 Prehled nékterych dalSich potencialné ucinnych inhibitorti hexosaminidas:
NbutGT (A), Thiamet- G (B), 2’- fluorothiazolin triol (C), 2’- azidomethyl thiazolinu
(D) [2] [3].

3.2.3.Priprava NGT

Pii piipravé NGT podle Knappa' se vychazi z 2-acetamido-1,3,4,6-tetra-O-acetyl-2-deoxy-
B-D-glukopyranosy (Obr. 7, A, strana 16), kterd reaguje s Lawessonovym c¢inidlem (LR)
v toluenu. Ptipravi se tak peracetylovany meziprodukt (Obr. 7, B), ktery se deacetyluje na
vysledny produkt, NGT, methanoldtem sodnym v methanolu (Obr. 7, C). Reakce s LR
poskytuje thioacetamid, zahfivani reakéni smési podporuje cyklizaci pfes Sn2 reakei,
nahradou B-O-acetylu za thioacetamidovou skupinu. Alfa anomer 2-acetamido-2-deoxy-D-
glukopyranoso 1,3,4,6-tetraacetatu se pro piipravu NGT nevyuZziva, protoze z ného reakci

s LR vznika thiamid (Obr. 6) misto pozadovaného NGT.

Lawessonovo
AcO 0 ¢inidlo AcO o
—_—
AcO 17°C AcO
HN OAc HN OAc

Obr. 6 Alfa anomer 2-acetamido-2-deoxy-D-glukopyranoso 1,3,4,6 — tetraacetatu v

reakci s LR necyklizuje, ale tvofi thiamid.
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Obr. 7 Ptiprava NGT reakci podle Knappa'.

3.3. LIPASY

Lipasy (EC 3.1.1.X) jsou ¢leny rodiny hydrolas - podileji se na hydrolyze triglyceridi na
diglyceridy, monoglyceridy, mastné kyseliny a glycerol. Lipasy jsou v zivé tkdni témét
vSudypfitomné. Kromé hydrolyzy mohou katalyzovat aminolyzu, acidolyzu, alkoholyzu, ¢i

interesterifikaci v bezvodych médiich.

Velké vyuziti maji také diky své enantioselektivité, regioselektivité a Siroké substratové
specifité (nespecificky rozklad triacylglycerolu na mastnou kyselinu a glycerol; preference

mastni kyseliny jako substratu pred triacylglacerolem)®'.

3.3.1.Struktura lipas

Lipasy jsou serinové hydrolasy a jsou strukturné variabilni. Jediny spole¢ny motiv, ktery
sdili, a ktery je identifikuje v rdmci proteinti, je pentapeptid Gly — His — Ser — Glu/Asp —
Gly (s moZnou substituci glycinu za jind mala residua)®. Ve své struktufe obsahuji dvé

domény, N — koncovou doménu s kanonickou o/p hydrolasovou konformaci (Obr. 8)*
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a C — koncovou doménu (angl. f-sandwich), na kterou se mize vézat kolipasa (amfifilni

proteinova kotva), jako je tomu naptiklad u lidské pankreatické lipasy™”.

p1 T yu af —,
: . ,r‘F" A

|
Histidine
NL.IL-'E‘DphﬂL-Ks

Obr. 8 Diagram sekundarni struktury kanonické a/B hydrolasové konformace pfitomné
v molekule vSech lipas. Obsahuje osm f-listl (jeden z nich antiparalelni), kde 3 az S8
jsou spojeny sérii a-helixii (aA az aF). Topologicka pozice katalytické triady je

vyznadena Sernymi teckami>>>.

Lipasy mohou existovat ve dvou odlisnych konformacich (Obr. 9). Vjedné znich
(uzaviena forma) je aktivni misto lipasy (katalyticka tridda Ser-His-Asp(Glu))*’ izolovano
helikdlnim oligopeptidem zvanym ,lid“ (vicko) nebo ,(flap*“ (klapka). Druhd forma
(oteviend forma) mé vicko diky konformaéni zméné odsunuté, atim padem je aktivni
misto piistupné okolnimu médiu — aktivni forma lipasy”®. V homogennim vodném médiu
je rovnovaha mezi témito dvéma konformacemi posunuta k uzaviené form¢. V ptfitomnosti
hydrofobniho prosttedi (micely, nemisitelna organicka rozpoustédla) se vicko lipasy otvira
a jeji katalytickd aktivita se zvySuje. Tato ,aktivace na fazovych rozhranich* (angl.
interfacial activation) je vyhodna z hlediska moznosti purifikace ¢i imobilizace lipas™.
Nespornou vyhodou lipas je jejich nizké aktivacni energie, coz umoziuje mirngjsi reakéni
podminky (teplota, pH) a tim se redukuje moznost degradace substratu. Teplotni optimum
lipas se pohybuje okolo 30 — 60 °C ** (vyjimky tvoii napt. Bacillus thermocatenulatus
s Topt, > 70 °C)*".
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Obr. 9 Komer¢né dostupna lipasa z Rhizomucor miehei (fiSe Fungi) v oteviené (A) a
uzaviené (B) konformaci. Helix vi¢ka (angl. lid) jsou zvyraznéna tmavé Sedé. 3D

struktura ziskéna z Protein Data Bank>®.

3.3.2. Mechanismus uc¢inku lipas

Lipasy pracuji mechanismem kovalentni katalysy. Na aktivovany serin (nukleofil,
lokalizovany tésné¢ za A5 listem o/f hydrolasového motivu) se vaze substrat za tvorby
kovalentniho tetraedrického intermedidtu (umisténém mezi S8 a aF). Zaporny naboj
ve vzniklém acylderivatu je stabilizovan NH skupinami His a Asp (Glu). V dalsim kroku
dochézi k uvolnéni alkoholu (atakem molekuly vody) a tvorbé komplexu enzym — substrat.
Hydroxidovy anion (zbytek molekuly vody) atakuje karbonylovy uhlik E - S komplexu

v s 31
za uvolnéni acylu a regenerace enzymu .

3.3.3.Kinetika lipolyzy

Ptestoze lipasy mohou hydrolyzovat a formovat esterové vazby stejn¢ jako proteasy nebo
esterasy, jejich molekularni mechanismus piisobeni je odliSny a v nékterych ohledech
unikatni. V kontrastu s vétSinou enzymu, lipasy nevykazuji bézny kineticky model
Michaelis — Mentenové, kdy je aktivita enzymu zavisla pouze na koncentraci substratu.
Lipasy totiz nevykazuji témét Zadnou aktivitu, pokud je substrat v médiu pfitomen jeste
v monomerni formé, pod tzv. ,kritickou micelarni koncentraci“ (angl. CMC = critical
micellar concentration). Za timto bodem se jiz zac¢inaji tvofit shluky substratu (micely)
a aktivita enzymu se diky tomu rapidné zvySuje (Obr. 10, strana 19). Rychlost lipolyzy
je ovlivnéna koncentraci substratu na rozhrani fizi (vyjadiené v mol/m”)*’. Fyzikélni

parametry ovliviiujici transfer substratu a produktu mezi vodni a organickou fazi, jako
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michani nebo tfepani, maji zna¢ny vliv na reak¢ni rychlost lipasami katalyzovanych

reakci?.
Esterasa Lipasa
altivita -
J|" : En_r%ﬂi_ A substrdt

rozpustny | nerozpustny

koncentrace substratu [S] koncentrace substratu [S]

S\h

organickd fize

i —

Ir'f

2

/ P \D 4
i E,I-lz ¥
K [Enz] [EnzSE‘ K rozhrani , +5
;,' aL:Iixtac:_E E }'rm,j Enz [Enz]” —— [EnzS]: R {EnzI#+F'

# .
e m = m e - S

E vodni fize

Obr. 10 Obecna enzymova kinetika esteras a lipas. U esteras je maximalni reakcni
rychlost dosazena jeste pred bodem nasyceni (model Michaelis — Mentenové). Reakéni
rychlost katalyzy u lipas vyrazné zavisi na tvorbé emulze. E = inaktivni lipasa
(konformace se zavienym vickem), [E]” = aktivni lipasa (oteviené vicko), S = substrat,

P = produkt, CMC = kritick4 micelarni koncentrace®*".

Reaktivita souvisi se zminénou strukturou lipas. Vicko neaktivni formy enzymu
znemoznuje vazbu molekuly substratu do aktivniho centra. Kontaktem klapky (jeji hyd-
rofobni ¢asti) s rozhranim substrat/rozpoustédlo dochézi ke konformacni zméné kolem

27,34

aktivniho centra ak jeho zpfistupnéni . Kinetika lipolitické reakce ptedpoklada

dvoukrokovy model reakce. V prvnim kroku dochdzi k reverzibilni adsorpci enzymu
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(E~E*) na hydrofobni povrch substratu (S), ave druhém kroku je tento enzym-
substratovy komplex (E*S) sté€pen na produkt a volny enzym (E*S <> P + E). Tento krok
se d4& popsat modelem Michaelise-Mentenové, pokud vyjadiime koncentraci substratu
v molech na jednotky mezifazového povrchu (mol/m®) misto jeho koncentrace v celém
objemu. Neékteré lipasy, napt. u Pseudomonas aeruginosa ¢i Bacillus subtilis (20kDa)

nevykazuji aktivaci v ptitomnosti fazového rozhrani*'~*,

A) B)

Obr. 11 Oteviena konformace lipasy z Pseudomonas aeruginosa (A)* a struktura

,minimalni /B hydrolasové konformace lipasy z Bacillus subtilis (20 kDa) (B)’".
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1. Seznam pouzitych litek, materialii a pristroju

4.1.1.Pouzité chemikalie

2-Acetamido-1,3,4,6-tetra-O-acetyl-2-deoxy-a-D-

glukopyranosa

TCI-EP, JP

Akrylamid (29% w/v akrylamid, 1% w/v N,N-methylenbis-akrylamid)

Ampicilin

Coomassie Brilliant Blue

1,2-Dichlorethan

EDTA

HPLC acetonitril Ultra Gradient HPLC Grade
Chloramfenikol

IPTG

Imidazol

Kanamycin

99% v/v Kyselina octova

Lawessonovo ¢inidlo

Lysozym (75 579 U/mg, slepici vejce)
Methanolat sodny (25 hm. % v methanolu)
NiS0O4.7H,0

Persiran amonny (10% w/v)

Duchefa, NL
Sigma, US

Sigma, US

Sigma, US

J. T. Baker, US
Duchefa, NL
Carbosynth, GB
Sigma, US
Duchefa, NL
Sigma, US

Sigma Aldrich, US
Fluka, US

Sigma Aldrich, US

USB, US

Pancaldi reagens: 2,1g (NH4)sMoOQy4, 0,1g Ce(SO4)2, 3 ml HSO4, 47 ml H,O

PMSF

p-NP-B-GlcNAc

Tris

SDS (10 % w/v)

TEMED

Triton X-100

Tryptone

Vinylacetat (=99%, 3-20 ppm hydrochinonu)
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Sigma — Aldrich, US
Senn Chemicals, CH
Sigma, US
Sigma, US
Sigma, US
Sigma, US
Oxoid, GB
Sigma, US



X-Gal Carbosynth, GB
Yeast Extract Oxoid, GB

4.1.2. Pouzité lipasy

Tab. 1 Seznam pouzitych enzymi, véetné n¢kterych jejich charakteristik.

¢ e Zdroj Vyrobce  Aktivita [U/g]  pHyp. Ton
enzymu [°C]

1 Lipase A6 A. niger Amano >6,000 - 7,500 6,5 45

2 Lipase AK P. fluorescens Amano >20,000 8,0 60

3 Lipase PS P. cepacia Amano >30000 U/g 7,0 50

4 Lipase CV C.viscosum Amano * * *

5 Lipase G P. camemberti Amano >50,000 5,0 45

6 Lipase F- R oryzae Amano >150,000 7,0 40
AP15

7 Lipase CE H. lanuginosa Amano >10000 & <

8 Lipase PL Alcaligenes sp. Meito >100000 8-9,5 50

Sangyo

9  Novozyme® C. antarctica-B  Sigma- >10,000 * 40 - 60

435 Aldrich

* BliZe nespecifikovano.

4.1.3. Glykosidasy
e [} — N-acetylhexosaminidasy z Talaromyces flavus (CCF 2686) a Aspergillus oryzae
(CCF 1066), piipraveny pracovniky Laboratofe biotransformaci, MBU, AV CR)*’
e Laboratorni transformaci kompetentnich bun¢k Escherichia coli BL21(DE3)pLysS
pfipraveny enzymy:
e [(—N-Acetylhexosaminidasa ze Streptomyces plicatus — vektor pET15b
(GeneArt®, Life Technologies, CR)
e [(—N-Acetylhexosaminidasa z Bacteroides thetaiotaomicron a lidskd p—N-ace-
tylglukosaminidasa — oba pET28a vektor (poskytnuté prof. D. Vocadlem,

Department of Chemistry, Simon Fraser University, British Columbia, Canada)
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4.1.4.Material a pristroje

2D trepacka Grant, GB

Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter Units Merck Millipore, DE
Analytické vahy Precisa, CH
Automatické pipety 1 — 5000 pl Eppendorf, DE
Centrifuga, J-6B, Beckman Biotech, US

TLC Silicagel 60, Fas4 Merck, DE

HPLC pfistroj - pumpa DeltaChrom™ SDS020& DeltaChrom, US
030

Chromolith®SpeedROD HPLC Column, monolithic Merck, DE
silica, RP-18e¢, 50 - 4,6 mm

NiNTA Agarose (50% suspension in 30% ethanol, Qiagen, CZ
precharged with Ni**, BC: Up to 50 mg/ml)

Laminarni box Thermo Scientific, US
Mikrocentrifuga Labnet International, US
pH metr VELP Scientifica, IT
Pocitatovy program na zpracovani dat HPLC DataApex, CZ
,,Clarity*

Rotacni vakuova odparka Heidolph, DE
SDS-PAGE aparatura ,,Mini—Protean®3“ Bio-Rad, US
Spektrofotometr UV Mini — 1240 Shimadzu, US

Sunrise Absorbance Reader Tecan, CH
Termomixer Eppendorf, DE
Termomixer N-Biotek, KR
Vicekanalové pipety 3 — 300 pl BrandTech, US
Vortex IKA, DE

Zdroj napéti pro elektroforézu EPS 601 GE Healthcare, US
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4.2. POSTUP PRACE

4.2.1.Priprava NGT

NGT byl syntetizovan modifikovanym postupem dle Knappa'. Do 250 ml kulaté baiiky
opatfené magnetickym michadlem bylo navéazeno 4,0 g NGT a 3,0 g Lawessonova ¢inidla.
Po ptidavku 80 ml 1,2-dichlorethanu byla smé&s zahtivana na teplotu 80 az 85 °C pod zpét-
nym chladi¢em po dobu dvou hodin. Reakce byla monitorovana pomoci TLC (mobilni
faze chloroform/methanol 15:1) a byla ukoncena po zreagovani veSkeré vychozi latky.
Takto byla ziskdna surovd reakéni smés s tri-O-acetyl-1,2-dideoxy-2’-methyl-a-D-
glukopyranoso-[2,1-d]-A2’-thiazolinem (TLC chloroform/methanol 15:1, Rf 0,76).
Po odpateni rozpoustédla na rotani vakuové odparce byl peracetylovany NGT Ccistén
pomoci sloupcové chromatografie na silikagelu (mobilni faze chloroform/methanol 15:1).
Pribézné byly odebirany frakce po 25 ml a pribeh chromatografie byl sledovan pomoci
TLC (mobilni faze chloroform/methanol 15:1). Omytim TLC desky roztokem 5% kyseliny
sirové v ethanolu a jejim naslednym ohfevem horkovzdu$nou pistoli byly skvrny hledané
latky zviditelnény v misté pfitomnosti cukerného derivatu. Frakce obsahujici zddanou latku

pak byly slouceny a rozpoustédla byla odpafena na rota¢ni vakuové odparce.

V dals$im kroku byl peracetylovany NGT deacetylovan v methanolu za katalyzy
methanolatem sodnym. Reakéni smés byla michana v kulaté banice pfi laboratorni teploté.
Reakce byla monitorovana pomoci TLC (ethylacetat/methanol 9:1). Béhem dvou hodin
doSlo k odchranéni vSech tfi hydroxylovych skupin a vzniku produktu NGT (R¢ 0,5).
Po reakci byl methanol odstranén na rotacni vakuové odparce a produkt byl ¢istén pomoci
sloupcové chromatografie na silikagelu (ethylacetat/methanol 9:1). Byly odebirany frakce
25 ml a pribeh chromatografie byl sledovan pomoci TLC (acetonitril/voda 4:1). Frakce
s ptitomnym produktem byly spojeny a rozpoustédla byla odpafena na rotacni vakuové

odparce. Celkovy vytézek reakce Cinil 70 %.

Pozn.: Alternativné bylo pouZito ¢iSténi na koloné Sephadex LH-20 staciondrni faze
s mobilni fazi methanolem. Toto zafizeni bylo napojeno na peristaltickou pumpu a automa-
ticky sbéra¢ frakci. Frakce byly opét analyzovany pomoci TLC, frakce s produktem byly

spojeny a odpafeny na rota¢ni vakuové odparce. Vytézek Cinil 60%.
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4.2.2.Enzymaticka acetylace NGT pomoci enzymu Novozyme®435

Do 15 ml PE zkumavky suzavérem byl navdzen NGT (50 mg, 0,22 mmol), enzym
Novozyme®435 (50 mg) a uhliGitan sodny (50 mg, 0,48 mmol). Poté byl pfidan aceton
(5 ml, 68,1 mmol) a vinylacetat (1 ml, 10,8 mmol). Takto pfipravend reakéni smés byla
tiepana na termomixeru pii 45 °C a 700 rpm. Pomoci TLC (acetonitril/voda 4:1) byl
monitorovan prub¢h konverze vychozi latky (Rf 0,44) na acetylovany produkt (Rf 0,67)

pravidelnym odebiranim vzorki reakéni smési v intervalu 30 min

4.2.3.Kineticky priibéh acetylace NGT enzymem Novozyme“435

Do PE zkumavky byl navazen NGT (20 mg, 0,09 mmol), Na,CO; (20 mg, 0,19 mmol),
enzym Novozyme®“435 (5 mg) a dale byl pfidan aceton (5 ml, 68,1 mmol) a vinylacetat
(1 ml, 10,8 mmol). Reakéni smés byla michana v termomixeru pfi teploté 45 °C a 700 rpm
a byl sledovan pribéh reakce, jak prostiednictvim TLC, tak ipomoci HPLC. Vzorky
reakéni smési byly odebirany po 30 minutdch automatickou pipetou do pfipravenych
uzaviratelnych mikrozkumavek (,,vialky*, 1,5 ml), a to v mnozstvi 20 pl. Vzorek byl ihned

vysusen fénem, aby se odpafila kapalna ¢inidla, nasledné ptidano po 1 ml 10% acetonitrilu.

Odebrany material byl analyzovan metodou HPLC, pii které byla pouzita kolona
Chromolith®-RP Column (izokratickd metoda, mobilni faze 10 % HPLC acetonitril,
pratokova rychlost 0,90 ml/min, doba métfeni 5 minut). Tato metoda byla vyuzita také
ve veskerych dalSich méfenich. Vysledky analyz byly vyhodnoceny programem MS Excel,
jako soucet pomért plochy elucnich vrcholli k celkové plose (souctu) obou elucnich

vrcholu.

Reakéni smés po enzymatické acetylaci NGT pomoci enzymu Novozyme® 435 byla
filtrovana ptes skladdany filtr, odpafena na vakuové odparce a nanesena na kolonu pro
sloupcovou chromatografii (naplnéna silikagelem; mobilni faze ethylacectat/methanol 8:2).
Pribézné byly sbirany frakce o objemu 25 - 50 ml. Frakce obsahujici produkt (dle TLC;
ethylacetat/methanol 9:1, AcNGT Ry 0,43) byly slity aodpafeny. AcNGT byl

chrakterizovan na 'H NMR (pozn. spektrum neni souéasti této prace).

4.2.4.Porovnani reaktivity lipas pfi enzymatické modifikaci NGT vyuZzitim TLC
Do sedmi PE zkumavek byly navazeny NGT (20 mg, 0,09 mmol), Na,COs (20 mg, 0,19
mmol) a po 5 mg lipasy 1 az 7 (Tab. 1, kapitola 4.1.2). Do osmé zkumavky byly navdzeny
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NGT (20 mg, 0,09 mmol), Na,CO; (20 mg, 0,19 mmol) a 5 mg enzymu Novozyme “435.
Do vSech zkumavek bylo ptfidano 5 ml acetonu a 1 ml vinylacetatu (1 ml, 10,8 mmol).

Reakce probihaly 5 dnti, pti teploté 45 °C a 700 rpm. Pribéh reakce byl sledovan pomoci
TLC (acetonitril/voda 4:1).

4.2.5.Kineticky pribéh modifikacni reakce NGT lipasami vyuzitim HPLC

Do osmi PE zkumavek byly navazeny NGT (20 mg, 0,09 mmol), Na,COs (20 mg, 0,19
mmol), do kazdé¢ zkumavky bylo pfiddno 5 mg lipasy 1 az 8 (Tab. 1, kapitola 4.1.2).
Do vsech zkumavek bylo pfiddno 5 ml acetonu a vinylacetatu (1 ml, 10,8 mmol). Reakce
probihaly pfi 45 °C a 700 rpm v termomixeru, po dobu cca 5 hodin. Pribéh reakei byl
sledovan jednak pomoci TLC (acetonitril/voda 4:1) a jednak pomoci HPLC (kapitola
4.2.3). Vzorky reakénich smési v objemu 20 pl byly odebirdny do mikrozkumavek (1,5 ml)
vzdy po 15 minutich. Rozpoustédla byla ihned odpafena. Pro analyzu HPLC byly tyto

vzorky rozpustény v 1 ml mobilni faze (10 % acetonitril).

4.2.6.Porovnani reaktivity tfi nejreaktivnéjSich lipas s NGT vyuzitim HPLC

Do tfi PE zkumavek bylo navazeno NGT (40 mg, 0,18 mmol), Na,CO3; (40 mg, 0,38
mmol) a do kazdé vzdy po 10 mg jednoho enzymu (Lipase CV, Lipase PL resp.
Novozyme®435). Do viech zkumavek bylo pfidano 5 ml acetonu a vinylacetatu (1 ml, 10,8
mmol). Reakce probihala v termomixeru pii 45 °C, 700 rpm po dobu 4 hodin. Béhem ni

byly priibézné odebirany vzorky (20 pL) a analyzovany metodou TLC a HPLC (viz vyse).

4.2.7.Priprava LB media pro rist kompetentnich bunék
Do Erlenmeyerovy banky bylo navazen Tryptone (10 g/litr), Yeast Extract (5g/litr) a NaCl
(5g/litr) a vSe bylo rozpusténo v destilované vodé¢. Nasledné byl obsah uzaviené banky

sterilizovan v autoklavu.

4.2.8. Transformace plasmidu do kompetentnich bunék

B-N-Acetylhexosaminidasy z 7. flavus a A. oryzae byly ptipraveny postupem podle
Slamova et al’> Ostatni enzymy (B-N-acetylhexosaminidasy ze Streptomyces plicatus,
Bacillus thetaiotaomicron a lidskd OGA) byly pfipraveny dale popsanym postupem, ktery

byl stejny pro ptipravu vSech tii enzym, s vyjimkou S. plicatus, kde se enzym exprimoval
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pii vyssi teploté (25 °C) a delsi dobu (kolem 20 hodin), nez u zbylych dvou enzymi
(4 hod).

Hluboce zmrazZené (-80 °C) kompetentni buniky E. coli BL21(DE3)pLysS byly rozmraZeny
na ledu. Roztok (0,625 pg/ml) s vektorem pET15b (GH 20) nebo pET28a (GH 84)
v destilované vod¢, byl rozmrazen pti laboratorni teploté. Ve sterilnim prostiedi (plynovy
kahan) bylo pipetovano 1,0 pl plasmidu do cca 100 pl kompetentnich bunék
BL21(D3)pLysS, které byly nasledné inkubovany 20 minut na ledu a nasledné byly buniky
vystaveny teplotnimu Soku (42 °C) po dobu 90 sekund a ty pak byly pfeneseny na 20 min
na led. Poté byly buiky regenerovany pfidanim 1 ml sterilntho LB média (pfedem
vytemperované¢ho na laboratorni teplotu) a inkubovany 1 hodinu pti 37 °C, 350 rpm.
Bunky byly zakoncentrovany centrifugaci (13 500 g, 10 min) v mikrocentrifuze.
Ze supernatantu bylo odebrano cca 800 pl objemu (odpad) a bunéény pelet byl opatrné

resuspendovan pipetou v mikrozkumavce.

Mezitim byly piipraveny Petriho misky s agarem pro riist bunéénych kolonii. Zivna ptida
byla pfipravena rozpusténim LBA agaru (Trypton 10 g/l, Yeast Extract 5g/l, NaCl 5g/l,
mykologicky agar 15 g/I) na plotn€, ochlazenim na laboratorni teplotu, pfidavkem
(steriln€) pozadovaného antibiotika (100 pl/100 ml agaru), vici némuz byly dané
kompetentni buniky resistentni - v naSem piipadé: kanamycin v destil. H;O (50 mg/ml),
ampicilin v destil. H;O (150 mg/ml), chloramfenikol (34 mg/ml); pak bylo ptidano IPTG
(0,5 M) (100 pl/100 ml agaru), X-Gal (40 mg/ml) (250 pl/100 ml agaru) a naslednym
zatuhnutim ve flow-boxu. Na takto pfipravené zivné médium bylo naockovéano rozetienim
cca 50 az 100 pl vzorku (hokejkou, ve flow-boxu) a butiky byly ponechany ristu pti 37 °C,
24 hod.

4.2.9.PomnoZeni plasmidu a exprese p-N-acetylhexosaminidas

Pro rGst a mnozeni transformovanych bunék bylo nejdiive ve flow-boxu pfipraveno
inokulum (10 ml). Do 4 plastovych zkumavek bylo nalito 10 ml LB media a do kazdé¢ bylo
pfidano 10 pl vhodného antibiotika (kanamycin 50 mg/ml, ampicilin 150 mg/ml,
chloramfenikol 34 mg/ml). Pomoci sterilniho paratka byla setfena jedna kolonie na LB
agaru vyrostlych bun¢k (viz vySe) a paratko bylo vloZzeno do zkumavky s LB médiem

(10 ml). Poté byly buiiky inkubovany pii 37 °C a 220 rpm do druhého dne.
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Z inokula narostlych bun&k bylo ve flow-boxu zaockovéano predpfipravené sterilni LB
medium (4 litrové baiiky po 0,5 litru LB), a to pipetovanim vhodného antibiotika (500 pl
na 500 ml LB) a 3 ml bun¢k. Tyto banky byly uzavieny a buiiky rostly pti 37 °C a 220
rpm v termomixeru po dobu 3,5 az 4 hodin. Pribézné byla méfena optickd densita bunék.
Po dosazeni hodnoty cca 0,6 - 0,7 (600 nm) bylo do ban¢k ptidano po 1 ml IPTG (0,5 M)
pro indukci exprese enzymu. Teplota byla sniZzena na 22 °C pfi expresi BtOGA a lidské
OGA (resp. 25 °C v ptipadé exprese S. plicatus) a bunky byly inkubovany dalsi 4 hodiny
v termomixeru (resp. do dalSiho dne v ptipad€ S. plicatus) a pti 220 rpm. Buiky byly
izolovany centrifugaci (3400 g x 20 min) v jednolitrovych plastovych kyvetach,
supernatant byl vylit a pelety byly zmraZeny do dalsiho dne (viz dale).

4.2.10. Izolace enzymu z bunék a jeho purifikace

Bylo pfipraveno 25 ml pufru Tris (20mM), ke kterému bylo ptidano 100 pl MgCl, (1M),
1,3 ml NaCl (IM) a 50 ul PMSF. Peleta z 0,5 I narostlych bun¢k byla resuspendovéana
v 5 ml ptipraveného pufru. Nasledn¢ bylo vSe pipetovano do PE falkony (2 x 5 ml/1
zkumavka) a do kazdé bylo ptidano po cca 800 pl detergentu (triton X-100) a lysozymu
(na Spicku noze). Zkumavky byly uzavieny a obsah fadn¢ rozmichén na vortexu a nasledné
inkubovan 30 min pti 37 °C a pti 220 rpm. Po inkubaci byly buiiky rozruSeny sonikaci
(4 krat po 2 min kazda zkumavka) a pak byly pipetovany do 1,5 ml mikrozkumavek, které
byly vloZzeny do mikrocentrifugy na 10 min a 13 500 g.

Purifikace enzymu probéhla v cyklu na agarosové kolon¢ s navdzanymi ionty nikelnatymi
(Ni-NTA Agarose). Ta byla nejdiive pfedmyta 20% (v/v) ethanolem, 2 ml destilované
vody a 10 ml pufru (150mM KCI + 10mM imidazol, pH 7 — 7,8), po kterém byla kolona
z jedné strany uzaviena a na agarosu vsadkové aplikovan supernatant jednotlivych vzorkt.
Kolona byla fadné uzaviena, diisledné promichan jeji obsah, ktery byl michdn 30 minut
pii laboratorni teplot¢ na 2D trepacce. Poté byl obsah kolony vypustén (odpad) a po
usazeni pevné Casti byla kolona promyvana pfipravenymi pufry: 3 x 3 ml pufru 150 mM
KCI + 10mM imidazol; 4 x 2 ml pufru 150 mM KCl + 40 mM imidazol; 5 x1 ml 150 mM
KCl + 250 mM imidazol. V poslednim ptipad¢ byly pifi promyvani kolony jimany frakce
(1 ml), jejichz obsah byl testovan na ptitomnost (aktivitu) B-N-acetylhexosaminidasy (viz
dale). Frakce byly odebirany do té doby, dokud byla aktivita enzymu vysoka. Po odebrani

aktivnich frakci byla kolona regenerovana postupnym promytim: 4 x 3 ml EDTA
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(50 mM); 4 x 3 ml NaOH (0,5 M); 4 x 3 ml destilovanou vodou; 4 x 3 ml NiSO4 (100

mM); 4 x 3 ml destilovanou vodou a nakonec 2 % 3 ml 20% (v/v) ethanolem.

4.2.11. Stanoveni aktivity B-/V-acetylhexosaminidas ve frakcich z kolony Ni-NTA
Agarose

Do mikrozkumavek (pocet podle poctu frakci) bylo pipetovano po 10 pl pNP-B-GlcNAc

(10 mM), 10 pl citrat-fosfatového pufru (pH 6) a néasledné¢ 30 pl vzorku. Obsah

mikrozkumavky byl kratce promichan na vortexu a vloZzen na 10 min do termomixeru

pii 37 °C, 900 rpm. Po 10 minutich byla reakce v kazdé mikrozkumavce zastavena

pfidavkem 1 ml Na,CO; (0,IM) a ve zkumavce bylo sledovdno zluté zabarveni

(p-nitrofenol).

Jednotka U odpovidd mnoZstvi enzymu, které pfeméni 1 umol substratu na produkt, za mi-

nutu a za standardnich podminek (tj. nasyceni enzymu substratem, 37 °C a pH 7)

4.2.12. SDS elektroforéza frakci enzymu

Pro prozkoumani Cistoty frakci z afinitni chromatografie byla pouzita SDS-PAGE.
Standardnim postupem byl piipraven gelovy sendvi¢, mezi skla byl nalit 10% separacni gel
(4 ml dH,0; 3,3 ml 30% w/v roztok akrylamidu; 2,5 ml 1,5M Tris pH 8.8; 0,1 ml 10%
SDS; 0,1 ml 10% amonium persulfat; 0,004 ml TEMED) a ptelit n-butanolem. Po ztuhnuti
gelu byl nalit zaostfovaci gel (2,7 ml dH,O; 0,67 ml 30% roztok akrylamidu; 0,5 ml 1,5M
Tris pH 6.8; 0,04 ml 10% w/v SDS; 0,04 ml amonium persulfat; 4 ul TEMED), do n¢hoz
byl vsunut hiebinek. Mezitim byly pfipraveny vzorky enzymu. Z kazdé frakce bylo
do mikrozkumavky pipetovano 15 pl vzorku, pak byly pfidany 4 pl barviva (0,25 g
Coomassie Blue Briliant, 90 ml vody:methanolu (1:1), 10 ml 99% kyseliny octové). Obsah
byl homogenizovan. Nasledné byly vzorky inkubovany 5 min pii 99 °C v termomixeru,,
bez michani, a pak byly centrifugovany (13 500 g x 2 min). Takto pfipravené vzorky byly
automatickou pipetou naneseny do jamek SDS gelu v mnozstvi 5 pl v nanaSecim pufru
(glycerol, bromfenolovd modf), spolecné s komerénim proteinovym ,MW markerem*
(97, 66, 45, 30, 14, 4 kDa) - vzdy do 1. jamky gelu). Elektroforeza probihala cca 1 hodinu
pii 130 V, 75 A, 15 W, v 1 x koncentrovaném elektrodovém pufiu, ktery vznikl naredénim
5 x koncentrovaného zasobniho pufru o slozeni: Tris (15,1 g, 0,125 mol), Glycin (94,0 g,
1,252 mol), SDS (10% w/v) (50 ml), 900 ml dH,O. Po ukonceni elektorforézy byly
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vysledné gely vlozeny na 30 minut do barvici smési o sloZzeni: Coomassie Brilliant Blue
(0,25 g, 0,30 mmol), smés methanol/voda 1:1 (90ml), 99% (v/v) kyselina octova (10 ml)
a nakonec odbarveny (smés ethanol/voda/kyselina octova 350:550:100). Gely byly

uchovavany v 1% (v/v) kyseliné octové.

4.2.13. Testovani inhibi¢niho vlivu AcNGT na aktivitu pripravenych enzymii

Frakce s B-N-acetylhexosaminidasami z Talaromyces flavus, Aspergillus oryzae,
Streptomyces plicatus, Bacteroides thetaiotaomicron a lidské OGA byly po purifikaci
na Ni-NTA agarose (popsano vyse) zakoncentrovany pomoci Amicon Ultra-15 Centrifugal

Filter Units a naslednou centrifugaci (4000 g x 20 min).

U koncentrovanych roztoki enzyml byla spektroskopicky testovana jejich aktivita.
Do mikrozkumavky bylo pipetovano 10 pl substratu p-nitrofenyl-2-acetamido-2-deoxy-f-
D-glukopyranosidu (pNP-B-GlcNAc; 10 mM), 10 pl citrat-fosfatového pufru (50 mM, pH
6), 30 ul vzorku enzymu. Reakéni smés byla ponechana 10 minut michat v termomixeru
pii 37 °C, 220 rpm. Po uplynuti této doby byla reakce zastavna pfidavkem 1 ml Na,CO;
(0,1 M). Na spektrofotometru (Shimadzu, USA) byly pii 420 nm méteny absorbance takto
ptipravenych vzorkil a podle ziskan¢ho vysledku byly zasobni roztoky enzyml vhodné

nafedény az na vyslednou absorbanci < 0,4 (420 nm), o aktivité¢ 2 mU.

V dal$im kroku byl testovan inhibi¢ni vliv pfipravené¢ho potencidlniho inhibitoru AcNGT
na pfipravené B-N-acetylhexosaminidasy (enzymy E1 az ES, TfHex, AoHex, SpHex,
BtOGA a lidskd OGA). Do osmi PE mikrozkumavek byla pfipravena fedici fada roztoki
(pufr) o koncentraci inhibitoru AcNGT 0 — 0,01 mM (Tab. 2). Vysledné roztoky
obsahovaly citrat-fosfatovy pufr (pH 7, 50 mM), substrat (pNP-B-GlcNAc), pipetovanim
roztoku o koncentraci 5,5 mM a inhibitor AcNGT o koncentraci vychoziho roztoku 1 mM,

ktery byl pipetovan v riizném mnozstvi a tim nafedén az na koncentraci 0,01 mM (Tab. 2).

Do vsech jamek MT desticky bylo pipetovano po 40 ul ptipraveného pufru (z fedici fady
obsahujici 0 mM az 0,01 mM inhibitoru) (Obr. 12). Do prvniho fadku MT desticky bylo
pipetovamo po 40 pl roztoku pufru s koncentraci 0 mM inhibitoru. Do druhého fadku bylo
do vSech jamek pipetovano po 40 pl roztoku obsahujici 0,5 mM inhibitoru. Do tfetiho
fadku bylo pipetovano po 40 ul pufru obsahujiciho 0,4 mM inhibitoru, a tak dale az
do posledniho osmého tadku MT desticky, kde bylo pipetovano vzdy 40 pl roztoku
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o koncentraci inhibitoru 0,01 mM do kazdé jamky. Nésledné byla desti¢ka rozdélena
na tietiny (32 jamek), obsahujici 4 sloupce jamek. Do prvniho sloupce kazd¢ tretiny bylo
pipetovano 15 pl citrat-fosfatového pufru (pH7, 50 mM), ktery slouzil jako blank
pii nasledném spektrofotometrickém meéteni. Do zbylého tripetu sloupcti bylo pipetovano
15 pl vhodné natfedéného (absorbace < 0,4, aktivita 2 mU, koncentrace pNPGIcNAc 0,34
mM) roztoku dané B-N-acetylhexosaminidasy.

Takto pfipravend MT desticka byla vloZena do spektrofotometru, s funkci michani, a pone-
chana tfepani po dobu 10 min, 220 rpm. Reakce byly zastaveny pfidavkem 150 pl 1M
NayCOs. Uvolnény p-nitrofenol byl detekovan spektrofotometricky pti 420 nm. Vysledné
hodnoty absorbance byly graficky vyhodnoceny v programu MS Excel (viz vysledky).

Tab. 2 Redici fada pro testovani inhibi¢ni aktivity ACNGT.

¢ (ACNGT)/mM  V (AcNGT)/pl  V (pNP-B-GleNAc) / pl V (C-P pufr, pH7) / pl

0 0 62,5 937,5
0,5 500 62,5 4375
0,4 400 62,5 537,5
0,3 300 62,5 637,5
0,2 200 62,5 737,5
0,1 100 62,5 8375
0,05 50 62,5 887,5
0,01 10 62,5 927,5

UmMF P b % (_]L E4-E5
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0,5 O O O O O O O @ O inhibitor ACNGT
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02 || QOO OO0 w1 s
| 955955553 P s
o8 OOO OOO O O C-P pufr (pH 7) g
H({elelele elelele/ele

triplet 1 triplet 2 triplet 3 triplet 4 - 5

Obr. 12 Vyznaceny postup pipetovani vzorkid na MT. B = blank, E1-5 = enzymy 1-5.
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4.3. VYSLEDKY

4.3.1.Piiprava NGT

Pii ptipravé NGT se podatilo potvrdit jiz diive publikovany postup dle Knappa' a vytézek,
ktery €inil 70% po dvou krocich reakce. Celkovy vytézek reakce zdvisel na UspéSnosti
chromatografického déleni pii Cisticich procedurach meziproduktu a vysledného produktu.
Pokud se pfi chromatografii na kolon& peclivé sleduji odebirané frakce (nejlépe o velikosti
max. 50 ml, v kritickych elucnich casech max. 25 ml), tak lze ziskat velmi Cisty produkt
s vysokym vytézkem. Vyslednd latka po chromatografickém cisténi a odpafeni mobilni
faze ¢i ptipadné nasledné lyofilizaci je bily (az lehce nazloutly) hydroskopicky, UV aktivni
prasek. Na vzduchu dochézi k pfijimani vlhkosti a tim zméné konzistence ze sypkého
prasku na medovitou konzistenci, proto je vhodné udrzovat nddobu s NGT dobie

neprodySné uzavienou a v lednici.

4.3.2.Enzymaticka acetylace NGT s vyuZitim enzymu Novozyme®435

Novozyme“435 (Candida antarctica lipase B, CALB) je lipasa imobilizovina na
mikropdérovém akrylovém polymeru. Jeji G€innost pii acetylaci NGT byla dale testovana.
Konverze substratu na acetylovany produkt (Obr. 13) probéhla jiz v prib&hu jedné hodiny
(pouzijeme-li 1 mg enzymu/l1 mg NGT). NGT vykazuje urcitou nestabilitu v kyselejSim

prostiedi (pH < 6), ve kterém dochazi pravdépodobné k otevirani thiazolinového kruhu.

AcOCH=CH,
oH - »CH,CH=0H
- OAc
" o - » CH,=CHO
HO > HO 0
/\ "OA HO
AV fonq 1 N, S

Lipasa (1 krok) \(

Obr. 13 Prib¢h acetylace NGT lipasou na AcNGT, v prostiedi vinylacetatu a acetonu.

Pii enzymatické modifikaci NGT pomoci komeréné dostupné lipasy Novozyme®435, byla
ovétena jeji vysoka tcinnost pii acetylaci primdrni alkoholické skupiny (C6-OH) NGT, a
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také i to, Ze pfidavek uhli¢itanu sodného pro neutralizaci kyselého prostfedi (vinylacetat)
nema vliv na priibéh samotné enzymatické reakce. Konverze substratu na zadany produkt
(AcNGT) byla ptfi pouziti enzymu Novozyme®435, podle TLC (acetonitril/voda 4:1),
téméi kvantitativni. Na TLC byla pod UV lampou pozorovana vysledna skvrna produktu
s R¢ 0,66 ze startovaciho Ry 0,48. Toto pozorovani potvrdila i analyza reakce pomoci

HPLC (viz dale).

4.3.3.Kineticky priibéh acetylace NGT enzymem Novozyme®435
HPLC analyza reakéni smési NGT a enzymu Novozyme®435 potvrdila vysledky z TLC
pozorovani, pfi¢emz enzym Novozyme®“435 konvertoval NGT na AcNGT do 3 hodin

(pouzijeme-li 1 mg enyzmu/4 mg NGT). Pozorovani ukazuje nasledujici graf (Obr. 14).

Enzymaticka acetlyace NGT pomoci Novozymu®435
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Obr. 14 Prib¢h acetylace NGT v prvnich 4 hodinach od pocatku reakce.

4.3.4.Porovnani reaktivity lipas pfi enzymatické modifikaci NGT vyuZzitim TLC

Reakci popsanou vkapitole 4.2.4 byla pozorovana vyraznd aktivita enzymu
Novozyme®“435 — konverze substratu do 2 hodin, TLC (acetonitril/voda 4:1, R¢ 0,66). Po 4
dnech od pocatku reakce byla reaktivita vétSiny lipas nulova. Lipase CV, Lipase PL

a Novozyme™435 vykazovaly konverzi vychozi latky na produkt do 3 hodin (dle TLC
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analyzy). Reaktivita lipas Lipase F — AP15 a Lipase A6 se projevila az po 96 hodinach

od pocatku reakce.

4.3.5.Porovnani reaktivity ti'i nejreaktivnéjSich lipas s NGT vyuzitim HPLC

Metodou HPLC byl pozorovan pribch acetylace NGT katalyzovanou lipasami (Tab. 1,
kapitola 4.1.2). Po 2 hodindch reakce se jako nejicinnéjsi jevily enzymy Lipase CV,
Lipase PL a, podle oekavani, Novozyme®435, které dokézaly proméiovat vychozi NGT
na produkt do tii hodin od pocatku reakce (Obr. 15). Ostatni zkoumané lipasy netvotily
vysledny produkt, proto mohou byt oznaceny jako nevyhovujici pro tento ucel.
Nejrychlejsi konverze substratu na AcNGT (dle TLC 1 HPLC) probehla za katalyzy
enzymem Novozyme®“435, nasledovana lipasou PL z Alcaligenes sp. a nakonec lipasou
CV. V HPLC chromatogramu ziskaném analyzou vzorkli reakénich smési obsahujicich
nejucinngjsi lipasy (po 1,5 hodiné od zacatku reakce), byly pozorovany elu¢ni vrcholy

v oblasti typické pro vychozi latku (tg 1,04) a pro produkt (tg 3,32) (Obr. 16, strana 36).

Pti vSech pokusech vzdy vznikl jen derivat NGT, ktery obsahoval acetyl na uhliku C-6.
Enzymatickd modifikace ostatnich hydroxylovych skupin na struktufe NGT nebyla

uspésna, tedy Slo o selektivni reakei.

Nejvhodnéjsi podminky pro syntézu AcNGT byly teplota v priibéhu enzymatické reakce
45 °C a frekvence tfepani thermomixeru 600-700 rpm. Prubéh reakci byl s vyhodou
sledovan pomoci TLC (acetonitril-voda 4:1), kdy dochdzelo k dobrému rozdéleni

(rozliSeni) skvrn odpovidajicich vychozi latce (NGT) a acetylovanému produktu (AcNGT).
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Enzymaticka acetylace NGT pomoci vybranych lipas
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Obr. 15 Konverze NGT katalyzovana lipasami (méfeni pomoci HPLC).

" znazortiuje ubytek vychozi latky (NGT) pii reakci s enzymem Novozyme®435.
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Obr. 16 Chromatogram s elu¢nimi vrcholy v oblastech typickych pro vychozi latku NGT
(tr 1,04) (Cervene) a produkt AcNGT (tr 3,32). Reakéni smés: NGT (2 mg, 0,91 pumol),
Novozyme®435 (2 mg) vprostitedi  aceton/vinylacetat 5:1 (viz text). Kolona:
Chromolith®SpeedROD HPLC Column, monolithic silica, RP-18e, 50 - 4,6 mm (Merck,

Némecko), pratokova rychlost 0,90 ml/min, doba méteni 5 minut.
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4.3.6. Exprese pB-/NV-acetylhexosaminidas v E. coli buiikach

Vyuzitim transformovanych bunék BL21(DE3)pLysS byly uspé$n¢ exprimovany B-N-
acetylhexosaminidasy ze S. plicatus, B. thetaiotaomicron a zarovén lidska OGA.
Kompetentni buiiky byly transformovany pomoci vektort pET15b (GH 20) a pET28a
(GH 84), kolonie pomnozeny v Petriho miskdch na LBA mediu a nasledn¢ také v ka-
palném LB médiu, které bylo rozdélené po 0,5 1 do jednolitrovych Erlemeyerovych bangk -
pro dostate¢nou zasobu vzduchu pro buiiky. Do LBA i LB media bylo vzdy pfidano
vhodné antibiotikum, vici kterému byli transformované buniky s vektorem resistentni —
kanamycin (B. thetaiotaomicron; OGA), ampicilin plus chloramfenikol (S. plicatus).
Exprese proteinti byla indukovana pifidavkem IPTG. Enzymy byly v téchto bunkach
uspésné exprimovany v priabé¢hu 4 hodin pii 22 °C (B. thetaiotaomicron; OGA) az 20
hodin pti 25 °C (S. plicatus), za stdlého michani média pfi 220 rpm. Dosatate¢ny nartst
bunék byl pribézné sledovan spektrofotometrickym méfenim optické density pfi 600 nm,

az dosahovala pozadovanou hodnotu v rozmezi 0,6 — 0,7.

Takto pfipravené enzymy byly izolovany centrifugaci a sonikaci a purifikovany na Ni-
NTA agarosové koloné¢, frakce s aktivnim enzymem zahuStény a Cistota enzymil ana-
lyzovéana vyuzitim SDS-PAGE elektroforesy (Obr. 17). Jak je z obrazku patrno, vyvinutou

technikou pfipravy B-N-acetyhexosaminidas byly pfipraveny enzymy o vysoké €istoté.

1 2 3 4 S 6

Obr. 17 Gel z SDS - PAGE proteinil v nasledovnim potadi: 1 - marker (97, 66, 45, 30 a
20,1 kDa); 2 —BtOGA; 3 - lidskd OGA; 4 — AoHex; 5 — SpHex; 6 — TfHex.



4.3.7. Testovani inhibi¢niho vlivu AcNGT na aktivitu pripravenych enzymu

Inhibi¢ni vliv derivatu NAG — thiazolinu AcNGT, pfipraveném jednokrokovou acetylaci
NGT lipasami v prostfedi vinylacetatu a acetonu, byl prokazatelné vyssi v ptipade B-N-
acetylhexosaminidas zGH 84 (BtOGA, lidskai OGA) nez vpiipad¢ B-N-
acetylhexosaminidas z GH 20 (TfHex, AoHex, SpHex). Aktivita enzymi GH 84 byla
znacn¢ potlacena pii konentracich inhibitoru 0,4 mM a 0,5 mM, kdy relativni aktivita
téchto enzymii dosahovala cca 20%, v porovnani s vychozi aktivitou (nulovy obsah
inhibitoru) v méfené reakéni smési a koncentraci substratu (pNP-GIcNAc) 0,34 mM
(Obr. 18). Naproti tomu, relativni aktivita -N-acetylhexosaminidas ze skupiny GH 20 byla
pomérné vysoka (mezi 80 — 90% v piipadé TfHex a AoHex) i v pfitomnosti inhibitoru
ve vsech testovanych koncentracich. V ptipadé SpHex doslo dokonce ke zvySeni relativni

enzymové aktivity (koncentrace AcNGT 0,3 — 0,5 mM) (Obr. 19, strana 39).

Inhibi¢ni vliv AcNGT na aktivitu p-/NV-acetylhexosaminidas
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Obr. 18 Vysledky analyzy inhibice GH 84 pfipravenym AcNGT.
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Inhibi¢ni vliv AcNGT na aktivitu p-N-acetylhexosaminidas
(GH 20)
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Obr. 19 Vysledky analyzy inhibice GH 20 ptipravenym AcNGT.
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S. DISKUSE

Dlouhodobym cilem Laboratotfe biotransformaci, MBU, AV CR v.v.i, je hledéani G¢innych
selektivnich inhibitorti B-N-acetylhexosaminidas, derivatl, které by vykazovaly stejnou
nebo vyssi inhibi¢ni aktivitu jako ma samotny NGT, od kterého se odvozuji. Inhibi¢ni
schopnost NGT spociva v jeho strukturni podobnosti s oxazolinovym intermedidtem
enzymatické reakce katalyzované B-N-acetylhexosaminidasami. JelikoZ by inhibice téchto
enzymi mohla umozZnit sledovani danych enzyml v bunéénych procesech, a zéaroven
v budoucnu dopomoci k 1écbé nékterych neurodegenerativnich nemoci, hledani vhodného,

biologicky u¢inného a bezpe¢ného inhibitoru je cilem mnoha soucasnych vyzkum.

V prvnim z provedenych experimentt byl pfipraven NGT podle jiz diive publikovaného
postupu podle prof. Knappa'. Vyt&zky byly vysoké, cca 70%, velky vliv na vytézek mély
ztraty pii chromatografickém ¢iSténi meziproduktu i produktu. Jako vhodna mobilni faze
pro chromatografické déleni se jevila smés ethylacetat/methanol v poméru 8:2, kdy se pro-
dukt eluoval v pomérmné kratkém case a ve vysoké Cistoté. S vy$§im stafim vzorku NGT
dochézelo k jeho caste¢nému rozpadu pravdépodobné na jeho otevienou formu, coz se pro-
jevilo 1 pti analyze vzorku pomoci TLC (acetonitril/voda 4:1), kde byla po vypaleni TLC
desticky horkovzdu$nou pistoli viditelnd fada menSich skvrn pod urovni NGT (R¢ 0,44).
Tato tendence NGT k ¢astecnému otevirani thiazolinového kruhu byla potvrzena i pfi ana-
Iyzach NGT a jeho syntetickych derivatd pomoci 'H NMR (data nejsou soudasti této
prace). Na tomto misté je vhodné dodat, ze pro detekci NGT a jeho derivati (AcNGT)
na TLC byla s vyhodou vyuzita reakéni smés tzv. ,Pancaldi reagens®, o sloZzeni: 2,1g
(NH4)6sMo0Oy4, 0,1g Ce(SO4)2, 3 ml H,SO4, 47 ml H,O, kdy po omyti TLC desky a nasledné
aplikaci proudu horkého vzduchu dochézelo k ,,vypaleni“ tmavé modrych skvrn v mistech
cukernych derivatii NGT, s vyssi intenzitou zabarveni, nez pti vyuziti 5% kyseliny sirové

v ethanolu.

V dalSich experimentech byly testovany rizné mikrobidlni enzymy (lipasy) a jejich

ucinnost pii acetylaci pfipraveného NGT. Cilem této prace bylo enzymaticky pfipravit

acetylované derivaty NGT pomoci lipas a také otestovat jejich biologickou aktivitu na vy-

branych B-N-acetylhexosaminidasach. Pfestoze byly testovany rtizné reakéni podminky,

uspésné byl piipraven jen derivat AcNGT. Enzymatickd modifikace ostatnich hydro-

xylovych skupin na kruhu NGT nebyla uspésnd. Nejvyhodnéjsi pro jednokrokovou acety-
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laci NGT z dostupnych lipas byly enzymy: Lipase CV, Lipase PL a Novozyme®345.
Aktivita ostatnich zkoumanych lipas byla zanedbatelna (dle pozorovani na TLC a HPLC).
Nejvhodnéjsi podminky pro syntézu AcNGT byla reakéni ¢inidla vinylacetat/aceton (v po-
meéru 1:5), teplota reakce 45 °C a 600-700 rpm. Pribéh reakci byl s vyhodou sledovan
pomoci TLC (acetonitril/voda 4:1), kdy dochazelo k dobrému rozd¢leni (rozliSeni) skvrn
vychozi latky (NGT) a acetylovaného produktu (AcNGT). Katalyza reakce pomoci Lipase
CV a PL, zminénych uc€innych lipas, probihala jiz do tfi hodin, pomoci enzymu

Novozyme®435 jiz do jedné, maximalné dvou hodin (v zavislosti na mnozstvi substratu).

Pro analytické hodnoceni pribéhu enzymatické acetylace NGT vyuzitim HPLC (kolona
Chromolith®SpeedROD, viz kapitola 4.1.4) byla vyvinuta izokratickd metoda (mobilni fa-
ze 10 % acetonitril, doba méfeni 5 min, pratokova rychlost 0,90 ml/min, vinova délka 210
nm), pii niZ dochazelo k dobrému rozliSeni separovanych latek (eluce NGT i AcNGT)
do péti minut od pocatku méteni. Ve vysledném chromatogramu byly pozorovany elucni

vrcholy NGT (tr 1,04), AcNGT (tr 3,32).

Pro expresi -N-acetylhexosaminidas byly s vyhodou vyuZity kompetentni bunky E. coli
BL21(D3)pLysS, do kterych byl transformovan vektor (pET15b nebo pET28a) kodujici
B-N-acetylhexosaminidasy. Byly pfipraveny enzymy ze S. plicatus, B. thetaiotaomicron
a lidskd OGA, které byly zdarn¢ isolovany, purifikovdny na Ni-NTA agarosové koloné
ve vysoké Cistot¢ a vysoké aktivité (hlavné OGA a SpHex), co bylo ovéfeno 1 aplikaci
SDS-PAGE. Zbylé¢ enzymy (TfHex, AoHex) byly piipraveny podle Slamova et al.’

expresi v Pichia pastoris pracovniky Laboratofe biotransformaci, MBU, AV CR.

Piestoze maji P-N-acetylhexosaminidasy z GH 20 a GH 84 konzervované struktury
v aktivnim centru (Asp/Glu) a obdobny mechanismus katylyzy (substratem-asistovana
katalyza), inhibi¢ni vliv AcNGT na aktivitu téchto tfid enzymt byl vyrazné¢ odlisny.
V ptipadé GH 20 byla inhibice enzyml témét nulova, v pfipadé GH 84 byla inhibice
vyraznéj$i — pfi vysSich koncentracich inhibitoru (za konstantni koncentrace substratu
PpNP-GIcNAc v reakéni smési) byla relativni aktivita sniZzena na cca 20% oproti 100%
aktivité pfi absenci inhibitoru. Tento selektivni vliv inhibitoru na aktivitu GH 84 by mohl
dopomoci k selektivni inhibici lidské B-N-acetylhexosaminidasy U€astnici se deglykosyla-
ce proteinli v mozkové tkani (hyperfosforylace pii Alzheimerové nemoci) a soucasné za-

branit mozné deaktivaci diilezitych lysosomalnich GH 20 enzymi neuralni tkang.
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6. ZAVER

Predmétem této prace byla enzymatickd modifikace NGT pomoci vybranych mikro-

bialnich lipas, a pfipravené acetylované derivaty otestovat jako potencialni inhibitory B-N-

acetylhexosaminidas. Vysledky provedenych experimentii 1ze struéné shrnout do nasledu-

jicich bodi:

Selektivni enzymovou acetylaci pomoci lipasy byl pfipraven derivat NGT 6-
AcNGT, ktery vzikl jednokrokovou acetylaci. Bylo ovéfeno, Ze pro tuto reakci je
nejvhodn&jsi komeréni lipasa Novozyme 435, kterd pieméiiuje substrat na produkt
do 1- 2 hodin od pocatku reakce, v zavislosti na mnoZstvi substratu. Acetylace os-
tatnich poloh touto reakci neprobiha.

Byla vyvinuta HPLC metoda, ktera se da svyhodou vyuzit pro sledovani
enzymatické modifikace (acetylace) NGT na jeho AcNGT derivat (ptipadné jiny).
Jedna se o chromatografii na reverzni fazi, izokratickou metodu, s vyuzitim 10%
acetonitrilu jako mobilni faze, pti vlnové délce 210 nm.

Byla provedena Uspés$na exprese a purifikace tii -N-acetylhexosaminidas — GH 20
ze S. plicatus, GH 84 ze B. thetaiotaomicron a lidskd OGA (GH 84).

Testovany derivat AcNGT, ktery dobfe inhiboval lidskou OGA (relativni aktivita
kolem 20 % pfti koncentraci inhibitoru 0,5 mM, substrat 0,34 mM) a bakterialni
B-N-acetylhexosaminidasu (B. thetaiotaomicron). Inhibice ostatnich enzymt (GH

20) nebyla pozorovana.
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