Pouziti a-N-acetylgalaktosaminidasy jako nastroje vhodného pro syntézu komplexnich
oligosacharidovych stimulatorid imunitniho systému

Uvod: Alfa-N-acetylgalaktosaminidasy jsou exoglykosidasy specificky $tépici terminalné vazany
a-N-acetylgalaktosamin v riznych sacharidovych fetézcich neboz aminokyselin serin nebo
threonin. Tyto enzymy jsou Siroce rozsifené, vyskytuji se témét v kazdém organismu. Stabilita a
aktivita v extremnich podminkach je dulezitd vlastnost, které se hojné vyuziva pfi mnoha
prumyslovych aplikaci. Studium velkého mnozstvi extracelularnich a-N-acetylgalaktosaminidas
izolovanych z vlaknitych hub byl nalezen nejlepsi producent Asperillus niger CCIM K2. Enzym
izolovany z vlaknité houby Aspergillus niger vykazoval jedine¢né vlastnosti, které byly dale
zkoumany.

Metody: Alfa-N-acetylgalaktosaminidasa izolovana z A.niger byla ¢aste¢né sekvenovana pomoci
Edmanova odbourdvani a MALDI MS. Na zédkladé¢ zjisténych sekvenci byly navrzeny
degenerované oligonukleotidy. Gen kodujici a-N-acetylgalaktosaminidasu byl amplifikovan
pomoci PCR. Jako templat byla pouzita cDNA izolovana z A.niger. Ziskany gen byl ligovan do
expresniho vektoru pYES-2CT a rekombinantni protein byl exprimovan v kvasinkovém
expresnim systému Saccharomyces cerevisiae. Byly optimalizovany podminky exprese tohoto
proteinu. Protein byl purifikovdn pomoci nckolika-krokové chromatografie. Purifikovany
rekombinantni enzym byl biochemicky a enzymaticky plné¢ charakterizovan.

Vysledky: Klonovand DNA byla 1450 para bazi dlouha, kéduje 480 aminokyselin (vypocitana
hmotnost proteinu dle aminokyselinové sekvence je 54814Da). Porovnanim tohoto enzymu
Sjinymi proteiny byla zjisténa 96% identita s a-galaktosidasou ( EC.3.2.1.22 ) ktera byla
izolovana téz z vlaknité houby Aspergillus niger.

Velikost a-N-acetylgalaktosaminidasy byla urena nékolika na sob& nezavislymi metodami:
gelovou filtraci, analytickou centrifugou a dynamickym rozptylem svétla. Velikost byla
stanovena na 70kDa a 130kDa. Rovnovdha mezi monomerni a dimerni formou byla zjiSténa
pomoci analytické ultracentrifugy. Rekombinatni o-N-acetylgalaktosaminidasa vykazovala
hodnotu Km 0,5588 mmol/l v 50mM citratovém pufru pH= 3,5 pii teploté¢ 37°C. Purifikovany
enzym vykazoval teplotni optimum 50-55 ‘C a pH optimum 2,0-2,4. Byly zjiStény mista
glykosylace rekombinantniho i pfirozeného enzymu s vyuzitim hmotnostné spektrometrickych
metod MALDI MS, FT-ICR MS.

Zavér: Byl vyvinut expresni systém pro produkci rekombinatni a-N-acetylgalaktosaminidasy.
Vyhoda tohoto systému je v kratké dobé produkce, velkého mnozstvi exprimovaného enzymu.
Snadna purifikace rekombinantniho proteinu  pomoci chromatografickych  technik.
Rekombinantné pfipraveny protein vykazuje piiblizné 20% enzymatickou aktivitu i v oblasti
neutralniho pH. Této vlastnosti 1ze vhodné€ pouzit pii chemoenzymatické syntéze sacharidovych
struktur a dale pfi enzymatické premené krevni skupiny A na skupinu H(0), univerzalni darce.
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