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ABSTRAKT

Caste¢nou purifikaci z listd tabaku (Nicotiana tabacum L.) byla ziskana B-N-
acetylhexosaminidasa o specifické aktivité 1,72 pmol - min™ - mg™ se substratem p-
nitrofenyl-pB-N-acetyl-D-glukosaminid. Izoelektricka fokusace a nativni elektroforéza
odhalila jedinou izoformu enzymu. Byla stanovena relativni molekulova hmotnost
gelovou chromatografii (Mg 275 000) a nativni elektroforézou (Mg 285 000). Dale byl
stanoven izoelektricky bod (pl 5,3). Aktivita B-N-acetylhexosaminidasy byla stanovena
se substraty p-nitrofenyl-p-N-acetyl-D-galaktosaminid i p-nitrofenyl-p-N-acetyl-D-
glukosaminid, a dale se substraty N,N'-diacetylchitobiosa, p-nitrofenyl-N,N'-
diacetylchitobiosid a N,N',N"-triacetylchitotriosa, pro které byla optimalizovana
metoda stanoveni pomoci kapilarni elektroforézy. S jednotlivymi substraty bylo
stanoveno pH (4,3-5,0) i teplotni optimum (50-55 °C), byl zdokumentovan pribéh
reakce a identifikovany produkty reakci. Aktivita B-N-acetylhexosaminidasy byla
nejvyssi se substratem p-nitrofenyl-p-N-acetyl-D-glukosaminid a nejnizsi se substratem
N,N',N"-triacetylchitotriosa (35% pfi relativnim srovnani). Se substraty p-nitrofenyl-p-
N-acetyl-D-glukosaminid,  p-nitrofenyl-p-N-acetyl-D-galaktosaminid a  N,N'-
diacetylchitobiosa byla stanovena maximalni rychlost reakce a Michaelisova konstanta
B-N-acetylhexosaminidasy. Se substratem p-nitrofenyl-B-N-acetyl-D-glukosaminid
byla pozorovéna inhibice B-N-acetylhexosaminidasy nadbytkem substratu, kterd u
rostlinnych B-N-acetylhexosaminidas dosud nebyla popsana, a byla stanovena
konstanta inhibice nadbytkem substratu. Byl stanoven typ inhibice a inhibi¢ni
konstanty B-N-acetylhexosaminidasy pro sacharidy D-galaktosamin, D-glukosamin, N-

acetyl-D-galaktosamin a N-acetyl-D-glukosamin.

Kli¢ova slova:

B-N-acetylhexosaminidasa, kapilarni elektroforéza, inhibice nadbytkem substratu,

N,N'-diacetylchitobiosa, p-NP-N,N'-diacetylchitobiosid, N,N',N"-triacetylchitotriosa



ABSTRACT

B-N-acetylhexosaminidase from tobacco leaves (Nicotiana tabacum L.) was
partially purified to final specific activity 1,72 umol - min™ - mg™ using p-nitrofenyl-p-
N-acetyl-D-glucosaminide as substrate. The enzyme exhibited one band after both
isoelectric focusing and native electrophoresis. Molecular mass of native enzyme was
determined by gel chromatography (Mg 275000) and native electrophoresis (Mg
285000). Isoelectric point pl 5.4 was determined by isoelectric focusing. Activity of B-
N-acetylhexosaminidase was measured using substrates p-nitrofenyl-pB-N-acetyl-D-
galactosaminide, p-nitrofenyl-p-N-acetyl-D-glucosaminide, N,N'-diacetylchitobiose, p-
nitrofenyl-N,N'-diacetylchitobioside and N,N',N"-triacetylchitotriose. For substrates
N,N'-diacetylchitobiose,  p-nitrofenyl-N,N'-diacetylchitobioside ~ and  N,N',N"-
triacetylchitotriose an enzyme assay of B-N-acetylhexosaminidase using capillary zone
electrophoresis was developed. Optimal pH and temperature of p-N-
acetylhexosaminidase were determined with individual substrates, as well as products
of hydrolysis. Activity of B-N-acetylhexosaminidase was highest using p-nitrofenyl-p-
N-acetyl-D-glucosaminide as substrate and lowest using N,N',N"-triacetylchitotriose
(35% in relative comparison). Maximum velocity and Michaelis constant of B-N-
acetylhexosaminidase were determined with substrates N-acetyl-D-galactosaminide, p-
nitrofenyl-B-N-acetyl-D-glucosaminide  and  N,N'-diacetylchitobiose.  Substrate
inhibition of B-N-acetylhexosaminidase by p-nitrofenyl-B-N-acetyl-D-glucosaminide
was observed, for the first time in plant [-N-acetylhexosaminidase studies. The
inhibition effects of D-galactosamine, D-glucosamine, N-acetyl-D-galactosamine and

N-acetyl-D-glucosamine on the activity of B-N-acetylhexosaminidase were determined.
(In Czech)
Keywords:

B-N-acetylhexosaminidase, capillary zone electrophoresis, substrate inhibition,
N,N'-diacetylchitobiose, p-NP-N,N'-diacetylchitobioside, N,N',N"-triacetylchitotriose
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1. UVOD

1.1. Vlastnosti p-N-acetylhexosaminidasy

1.1.1. Substratova specifita f-N-acetylhexosaminidasy

Enzym B-N-acetylhexosaminidasa (EC 3.2.1.52) patii do skupiny glykosid
hydrolas a Kkatalyzuje odStépeni N-acetyl-D-glukosaminu (GIcNAc) nebo
N-acetyl-D-galaktosaminu (GalNAc) z neredukujicich konci oligosacharidd,
polysacharidi, cukernych slozek glykoproteinti a glykolipidii ¢i jejich syntetickych
derivatd. Mezi B-N-acetylhexosaminidasy se v soucasnosti fadi i n€kolik ptvodné
samostatn¢ klasifikovanych glykosidas (chitobiasy, [-N-acetylglukosaminidasy a
B-N-acetylhexosaminidasy) [1].

B-N-acetylhexosaminidasy jsou schopné odstépovat koncovy neredukujici
GlcNAc nebo GalNAc z vétSiny v prirodé se vyskytujicich molekul, ale i syntetickych
substrati znacenych p-nitrofenolem (obrazek 1, str. 2), 4-methylumbelliferonem
apod. [2]. Krom¢ toho byla u mnoha houbovych B-N-acetylhexosaminidas prokazana
jejich schopnost Stépit substraty bez C4 hydroxylu s U¢innosti fddové srovnatelnou s
hydrolyzou GIcNAc substratt [3]. Dale byla u celkem 24 houbovych
B-N-acetylhexosaminidas zkoumana schopnost S§tépit substraty modifikované
sulfatovou  skupinou na  uhliku C2, (3, C4 a C6. Vétsina
B-N-acetylhexosaminidas byla schopnd $tépit substraty modifikované 4- a 6-sulfatem,
ve tfech ptipadech byla prokazana hydrolyza 3-sulfatu a hydrolyza 2-sulfatu (bez

acetylové skupiny) nebyla prokazana u zadné [3-N-acetylhexosaminidasy [4].

Obzvlaste¢ u houbovych B-N-acetylhexosaminidas je dulezitd jejich schopnost
Stépit oligomery odvozené od chitinu (chitooligosacharidy). Nazvoslovi téchto latek je
ale v soucCasnosti nejednozna¢né a v literatufe je pro oznafeni dimeru GIcNAc

pouzivano terminid chitobiosa a N,N'-diacetylchitobiosa (a analogicky i v ptipadech
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vysSich chitooligosacharidii). Kromé toho je terminem chitobiosa oznacovan i dimer

GlcN odvozeny od chitosanu.

OH
— MO,
H 0.0 MO

H \ / : f-M-acetylhexosaminidasa =

OH H » + =

HO H H20

H MHAC H MHAC o

p-MP-GleMAz GlchAc p-NP

Obrazek 1: Hydrolyza p-NP-GIcNAc -N-acetylhexosaminidasou.

K této nejednoznacnosti nazvoslovi doslo v dasledku experimentu, pii kterém
byl v roce 1931 chitin podroben kysel¢ acetolyze. Takto vznikl dimer GIcN ve formé
oktaacetatu, pticemz podobné jako v piipadé celulosy se predpokladalo, ze plivodni
disacharid nebyl viibec acetylovan. Za zékladni jednotku chitinu byl tedy povazovan
glukosamin a (GIcN), za dimer odvozeny z chitinu, tedy chitobiosu. V prub&hu
nasledujiciho roku se podatfilo 1épe objasnit zékladni strukturu chitinu a zjistilo se, ze
N-acetylovana skupina molekuly glukosaminu nepochazi z kyselé acetolyzy, ale Ze je
soucasti zakladni jednotky chitinu, tedy N-acetyl-D-glukosaminu. Nasledné doslo k
opravé¢ piavodnich vysledi a skuteCnou chitobiosou, tedy dimerem odvozenym z
chitinu, byl nazvan (GIcNAc),. Od t¢ doby je ale terminu chitobiosa pouzivano k
oznaceni jak ptivodniho (chybné stanoveného) dimeru GIcN, tak i skute¢né¢ho dimeru

chitinu, tedy dimeru GIcNAc (obrazek 2, str. 3) [5].

V roce 1984 vydala [IUBMB doporuceni, podle kterého je chitobiosa oznaceni
pro dimer GlcN (odvozeny z chitosanu), kdezto dimer GIcNAc (odvozeny z chitinu) by
se mé¢l nazyvat semi-systematickym nazvem N,N'-diacetylchitobiosa (a analogicky i

vyss$i chitooligosacharidy) [5]. Toto doporuceni obvykle neni dodrzovano a terminu



UvoD

chitobiosa je v odborné literatuie pouzivano jako nejcastéj$Si oznafeni pro dimer

GlcNAc, ale i mén¢ zkoumany dimer GIcN.

chitobiosa (dimer GIcNAc) chitobiosa (dimer GIcN)

" NHAC " A

spravné: N,N'-diacetylchitobiosa

Obrazek 2: Vzorce obou molekul, pro které se v literatufe pouziva oznaeni
chitobiosa. V této praci nazyvam dimer GIcNAc (odvozeny z chitinu) N,N'-

diacetylchitobiosa, v souladu s doporu¢enim [UBMB.

V této praci postupuji v souladu s doporuc¢enim IUBMB a pro dimer GlcNAc,
odvozeny z chitinu, pouzivam oznaceni N,N'-diacetylchitobiosa, stejn¢ jako 1 v ptipadé

vysSich chitooligosacharidii.

1.1.2. Mechanismus reakce katalyzované B-N-acetylhexosaminidasou

B-N-acetylhexosaminidasy se fadi do CAZy (Carbohydrate Active enZYmes
[6]) rodin glykosid hydrolas 3, 20 a 84. Do rodiny 3 a 84 patfi vyhradné¢ enzymy
nalezené v bakteriich. Rodina 20 je nejpocetnéj$i a zahrnuje jak bakterialni, tak
eukaryotni B-N-acetylhexosaminidasy. Enzymy vsech rodin si jsou podobné strukturou
a reakénim mechanismem, ale ne sekvencni homologii a patii mezi glykosidasy, které

katalyzou neméni konfiguraci na anomernim uhliku [7].
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Reakéni mechanismus v rodin€ 3 zahrnuje kovalentni vazbu enzymu se
substratem, zatimco rodiny 20 a 84 vyuzivaji mechanismus katalyzy za asistence
substratem, pii kterém vznikd oxazolinovy ion [8]. Schéma obou reakénich
mechanismtl je zobrazeno na obrazku 3 (str. 4). V piipadé rodiny 3 (A) je prvnim
krokem reakce nukleofilni atak (nukleofilem v aktivnim centru) na anomerni uhlik
substratu za tvorby intermediatu s kovalentni vazbou enzym-substrat. DalsSim krokem
je atak kyselym zbytkem v aktivnim centru, ktery zptsobi rozruseni kovalentni vazby
enzym-substrat a uvolnéni aglykonu ¢i cukerného fetézce. Nasledné dochazi k ataku
substratu molekulou vody (v anomernim centru) vedouciho k tvorbé konecného
produktu. V ptipadé rodin 20 a 84 (B) slouzi jako nukleofil acetylova skupina substratu

(nukleofilnim atakem vznika oxazolinovy ion).

A acid/base
OH /H OH H ¥ OH on ( OH t oH
Tl — [ | ;%7 — [ | ey
HN HNG HN HN Y HN-
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Obrazek 3: Schéma reakéniho mechanismu [3-N-acetylhexosaminidas [8]:
A) rodina glykosid hydrolas 3
B) rodiny glykosid hydrolas 20 a 84.
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1.1.3. Funkce pB-N-acetylhexosaminidasy

B-N-acetylhexosaminidasy katalyzuji ve vSech organismech stejnou reakci, ale
jejich funkce je rozdilna. Nejlépe prozkoumény jsou houbové, bakteridlni a zivoc€isné

B-N-acetylhexosaminidasy.

1.1.3.1. Funkce houbovych, bakterialnich a lidskych p-N-acetylhexosaminidas

Buné¢na sténa hub je tvofena chitinem a chitinasy i B-N-acetylhexosaminidasy
(intra- i extracelularni) hraji klicovou roli pfi ristu a morfogenezi. Kromé toho mohou

slouzit 1 ke konkuren¢nimu boji, kdy jsou s jejich pomoci napadany ostatni houby [9].

Bakteridlni B-N-acetylhexosaminidasy se podileji na vyziveé, ristu a v ptipadé
patogennich bakterii také na interakci s hostitelskou buiikou, kdy napoméhaji adhezi na

povrch hostitelské buiiky modifikacemi extracelularnich glykoproteint [10].

Lidska B-N-acetylhexosaminidasa existuje ve 3 izoformach, ozna¢ovanych jako
A, B a S, kter¢ jsou slozen¢ z podjednotek a a 3. 1zoenzym A je heterodimer slozeny z
obou typt podjednotek, izoenzym B je homodimer podjednotky [ a izoenzym S je
homodimer podjednotky a. Mutace v genech podjednotky o nebo p mohou vést k
vaznym neurodegenerativnim chorobam. NaruSeni funkce podjednotky a a tim 1 B-N-
acetylhexosaminidasy A (homodimer B-N-acetylhexosaminidasy S ma i pfi spravné
funkci nizkou aktivitu, jeji vyznam je proto zanedbatelny) vede k rozvoji
Tay-Sachsovy choroby. Ta existuje ve 3 klinickych variantach (podle véku, ve kterém
dojde k nastupu onemocnéni), ptiCemz akutni détskd forma se projevuje do 6 mésici
veéku a obvykle vede k umrti pied 5. rokem Zzivota. Pii pozd¢jSim néstupu je pak nemoc
charakterizovana omezenim celé fady funkci mozku [11]. Mutace podjednotky B a tim i
naruseni funk¢nosti B-N-acetylhexosaminidas A i B vede k rozvoji Sandhoffovy

choroby, ktera je klinicky nerozeznatelna od Tay-Sachsovy choroby [12].
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1.1.3.2. Funkce rostlinnych p-N-acetylhexosaminidas

Rostlinné B-N-acetylhexosaminidasy a chitinasy byly zpocatku povazovany za
proteiny souvisejici s obranou pied stresem a patogeny. Aktivita chitinas roste napft. u

rostlin vystavenych tézkym kovim [13], ale i virovym a houbovym infekcim [14].

Zvlastni postaveni zaujimaji 3-N-acetylhexosaminidasy rostliny husenicek rolni
(Arabidopsis thaliana). Huseni¢ek rolni je vubec prvni rostlina, u které se podatilo
zmapovat uplnou sekvenci genomu (v roce 2000). Pro tento ucel byl vybran diky svym
vlastnostem, napt. kratké generatni dob& a malé velikosti genomu (pfiblizné
125 milionl paru bazi), a dnes se pouziva jako modelovy organismus v molekularni
genetice rostlin [15]. V roce 2007 byl genom této rostliny podroben analyze sekvenéni
homologie vici znamé sekvenci B-N-acetylglukosaminidasy z octomilky Drosophila
melanogaster [16]. Byly nalezeny 3 domnélé sekvence [B-N-acetylhexosaminidasy,
jejichz transkripce byla ovéiena v rtiznych pletivech husenicku rolniho, a dale byly
vSechny 3 sekvence heterologné exprimovany v hmyzich buiikach. Enzymy
pojmenované HEXO1-3 byly vSechny schopné S$tépit syntetické substraty p-NP-
GIcNAc, p-NP-GalNAc atd. Kromé toho také byly jednotlivé enzymy exprimovany v
rostlin¢ Nicotiana benthamiana a byla u nich stanovena bunééna lokalizace (HEXO1 -
vakuola, HEXO2 a HEXO3 - plazmaticka membrana) [17].

Soucasny vyzkum rostlinnych -N-acetylhexosaminidas je zaméten prevazné ve
dvou  smérech. Prvni smér zkouma  souvislost mezi  rostlinnymi
B-N-acetylhexosaminidasami a vyvojem plodi. Aktivity B-N-acetylhexosaminidasy a
a-mannosidasy se zvysSuji v pribéhu zrani rajcat (Solanum lycopersicum) a podileji se
na zméndch jejich struktury v pribéhu meknuti plodii. Geneticky modifikované rostliny
s omezenou aktivitou [-N-acetylhexosaminidasy nebo o-mannosidasy vykazuji
n¢kolikanasobné delsi trvanlivost plodd, a to bez negativniho vlivu na rist, vyvoj a
dobu zrani, kvalitu semen ¢i velikost Urody [18]. Vyznamny nartst aktivity
B-N-acetylhexosaminidasy v obdobi zrani byl pozorovan také u papriky (Capsicum
annuum) [19]. Téchto poznatki je mozné vyuzit pro vyvoj plodin s delsi trvanlivosti a

snizeni ztrat v zemédélstvi.
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Druhy smér zkoumé tlohu rostlinnych [-N-acetylhexosaminidas pfi

glykosylaci, cemuz se budu podrobné vénovat v nasledujicich kapitolach.

1.2. Geny rostlinnych p-N-acetylhexosaminidas

Proteinova databdze UniProtKB eviduju celkem 130 sekvenci proteinii s
piedpokladanou aktivitou B-N-acetylhexosaminidasy u celkem 30 zéstupct z podiise
zelenych rostlin [20]. Existence mnoha proteint ale nebyla prokazana na zadné Grovni,
vymykaji se typické velikosti proteind rostlinnych [B-N-acetylhexosaminidas (Mg
kolem 62000) a jsou evidovany jako ‘"necharakterizované" proteiny.
Tabulka 1 (str. 8) shrnuje pocty proteini s predpokladanou aktivitou
B-N-acetylhexosaminidas, jejich molekulovou hmotnost a délku proteinu vyjadienou

poctem aminokyselin ve vybranych rostlinach.

Geny husenicku rolniho kodujici B-N-acetylhexosaminidasy 1, 2 a 3 jsou
tvoteny 1626, 1743 a 1608 pary bazi. HEXOI je protein o 541 aminokyselinach, s
vypoctenou relativni molekulovou hmotnosti 61230 a Sesti potencidlnimi
glykosylaénimi misty. HEXO2 je protein o 580 parech bazi, vypoctenou relativni
molekulovou hmotnosti 64911 a péti potencialnimi glykosyla¢nimi misty. HEXO3 je
protein o 535 aminokyselinach, s vypoctenou relativni molekulovou hmotnosti 60014 a

péti potencialnimi glykosylacnimi misty [17].

V ptipad¢ japonské ryze seté (Oryza sativa subsp. japonica), u které eviduje
UniProtKB  celkem 8 sekvenci proteini s pfedpoklddanou  aktivitou
B-N-acetylhexosaminidasy, jsem provedl srovnani sekvenci aminokyselin téchto
proteinit s HEXO1-3 (husenicek rolni) a vysledky vyjadril jako miru vzajemné identity
sekvenci. Srovnani shrnuje tabulka 2 (str. 9) [20].
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Tabulka 1: Pocet proteinii odpovidajicich B-N-acetylhexosaminidasam, rozsah
molekulovych hmotnosti a po¢tu aminokyselin ve vybranych rostlinach [20].
Organismus Pocet proteinti Mg amirI:in;tselin
_ Cinskézeli 3 60107 - 64756 534 - 582
(Brassica rapa subsp. pekinensis)
Paprika setd
(Capsicum annuum) ! 63961 >74
S0ja 6 61297 - 65351 543 - 586
(Glycine max)
Jecmen sety 4 57964 - 65546 521 - 598
(Hordeum vulgare)
Ryzeseta 8 58574 - 66319 524 - 605
(Oryza sativa subsp. japonica)
Broskvor obecnd 2 63558 - 65792 562 - 594
(Prunus persica)
Skocec obecny 2 59744 - 65755 527 - 597
(Ricinus communis)
Vranecek
(Selaginella moellendorffii) ! 59113-66004 516~
Bér italsky 6 58467 - 65915 519 - 598
(Setaria italica)
Rajce jedlé 4 55727 - 64023 497 - 575
(Solanum lycopersicum)
Lilek brambor 2 59577 - 64287  531- 575
(Solanum tuberosum)
Cirok dvoubarevny 3 60655 - 63796 546 - 584
(Sorghum vulgare)
Réva vinnd 3 61530 - 63846  541-576
(Vitis vinifera)
Kukufice setd 6 58563 - 66151 525 - 599

(Zea mays)
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Tabulka 2: Vlastnosti proteinti s predpokladanou funkci B-N-acetylhexosaminidasy z

japonské ryze seté a srovnani jejich sekvenci s HEXO1-3 (husenicek rolni). Hodnoty

nejvetsi identity jsou podtrzeny [17], [20].

Gen nebo lokus

Identita s (%)

Protein (délka Mg pocet AK
sekvence) HEXO1 | HEXO2 | HEXO3

Q5WMRO OsOEE(igggé;EJOO 58964 531 50,8 27,6 615
Q5JLX3 O?%é2867 59024 526 52,2 276 | 623
Q6ATS3 05(173882)55 58504 | 527 510 | 273 | 616
Q10PW1 cmo%ggfé$4oo 66319 605 29,0 525 25,6
Q6ZL33 Oi&§§§f7 64305 503 29,6 537 28,0
QB5XA2 Osoﬁfggéfgoo 60179 | 541 630 | 294 | 503
BOFY22 o?%égg?e 61144 | 559 204 | 534 | 272
BOFMS55 OS’(J1—517658)91 58574 524 61,6 29,5 50,5

1.3. Glykosylace proteini

Glykosylace je jednou z forem post-translacnich modifikaci proteind, pii které

dochézi k vazbé sacharidii na fetézec polypeptidu. Ackoliv se vyskytuje napiic¢ celou

zivou piirodou, jednotlivé organismy (i tkan€ v rdmci jednoho organismu) se mohou

slozenim glykani znacné liSit. Glykosylace mé pro organismy zasadni vyznam a

glykany plni celou fadu funkci, 1 kdyz obecné je lze rozdélit do nékolika zakladnich
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skupin: strukturni (napt. kolagen, zdsobni glykoproteiny), fyzikalné ochranné (napft.
glykoproteiny glykokalyxu) a rozpoznavaci (napt. tfidéni glykoproteind v Golgiho
aparatu). Role jednotlivych glykant se vSak mohou piekryvat, a stejné tak i totozny
motiv glykosylace miize vést k rozdilnym funkcim glykoproteinii v riznych castech

organismu, nebo v riznych stadiich vyvoje [21].

Glykokonjugaty jsou soucasti glykokalyxu, ochranné vrstvy na povrchu bungk,
ktera ovliviiuje prostupnost nékterych latek, slouzi jako ochranna bariéra pred vnéjSim
prosttedim a také zajiStuje mechanickou ochranu bunék [22]. Kromé toho také
vyznamné prispivd k adhezi bun€k a interakci s okolim buiiky. Symbiotické a
patogenni organismy jsou Casto schopné napodobovat specifické signaly hostitelského
organismu, coz jim umoznuje vyhnout se imunitni odpovédi [23]. Glykanova slozka
glykokonjugatli vyznamné ovliviiuje vlastnosti celé molekuly, mimo jiné rozpustnost,
naboj, hmotnost, velikost a viskozitu. Dale ovlivituje degradaci, skladéni a konformaci
glykoproteinll. V ptipadé strukturnich makromolekul jako je kolagen ovliviiuje adhezi

na okolni tkan, prostupnost apod. [24].

Glykosylace se také mize vyznamné podilet na regulaci biologické aktivity
lektind, hormont, enzymt apod. - lidska lysosomalni B-glukosidasa ztraci po tplné
deglykosylaci aktivitu [25], kysela fosfatasa z kvasinek ztraci vlivem deglykosylace
aktivitu 1 konformaci, stavd se nachylnéjsi k pisobeni proteas a denaturaci z
chemickych i fyzikalnich ptic¢in [26]. Lidsky hormon choriogonadotropin se je schopen
1 po uplné deglykosylaci navazat na svijj receptor, nicméné ztraci schopnost stimulovat

adenylatcyklasu [27].

Virulence mnoha patogennich organismli je pfimo podminéna piitomnosti
specifickych sacharida, které jsou rozpoznavany adhesiny nebo hemaglutininy bakterii,
virdl ¢i toxinu. Napiiklad bakteridlni cholera toxin vyzaduje pro svij G¢inek vazbu na
pentasacharid gangliosidu pfitomného na epitelialnich bunkach traviciho traktu [28].
Diky témto pozadavkim je také napiiklad vyskyt bakterie Escherichia coli za
normalnich okolnosti omezen pouze na tlusté stfevo, jelikoZ se zde nachazi nutny

receptor, zatimco v tenkém stievé ne [29].
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Poprvé byla glykosidova vazba na protein (konkrétné GlcNAC-B-Asn) popsana
u ovalbuminu v roce 1961 [30]. Glykosylace proteinti byla zpocatku povazovana za
specifikum eukaryotnich organismi, ale v roce 1976 byly glykoproteiny popsany u
archaebakterii [31] a v roce 1989 i u eubakterii [32]. Do soucasnosti bylo popsano jiz
13 monosacharidi a 8 aminokyselin, které napfi¢ Zivou piirodou umoziuji vazbu
sacharidu na protein celkem 41 riznymi zptsoby - celkem 4 rizné monosacharidy se
mohou vazat na dusik asparaginu, dale Glc na dusik argininu, 10 riznych
monosacharidd se mize vazat na kyslik alespon jedné z aminokyselin serin, threonin,
tyrosin, hydroxyprolin a hydroxylysin. Dale je moZna vazba mannosy pfimo na atom
uhliku v tryptofanu (C-mannosylace), vazba monosacharidu ptes fosfatovou skupinu na
serin (fosfoglykosylace) a vazba GPI (glykosylfosfatidylinositolu) pies ethanolamin
fosfat na mannosu (glypiace) [33].

Vazba sacharidu na atom kysliku aminokyselinového zbytku (O-glykosylace) je
nejrozmanitéjsi a byla popsana v mnoha ptipadech u prokaryotnich [34] i eukaryotnich
organismi. Vazba sacharidu na atom dusiku aminokyselinového zbytku
(N-glykosylace) je nejCastéjsi. N-glykosylace byla prokdzana u eukaryotnich
organismi a archaebakterii, ale u eubakterii pouze v ojedinélych a nedostatecné

zdokumentovanych ptipadech [35], [36].

1.3.1. O-glykosylace

Nejrozsitenéjsi typ O-glykosylace vyskytujicim se u savcl je vazba GlcNAc na
hydroxylové skupiny serinu nebo treoninu. Takovéto glykoproteiny, které jsou obecné
glykosylované velkymi fetézci sacharidi na né€kolika mistech, se také nazyvaji
muciny [37]. Muciny jsou schopné vazat velké mnozstvi vody a zajistovat tak ochranu
pied vnéjSim prostfedim - vyskytuji se hojn€ na povrchu epitelovych bunék traviciho
traktu apod. Kromé toho se sav¢i O-glykany vyznamné podili na antigenicité, interakci
s lektiny, hormony a cytokiny [38], pficemZ podle vazby dalsiho sacharidu existuje

osm zakladnich struktur.

11
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V rostlinaich jsou O-glykany tvofeny stejn¢ jako u zivoCichii vazbou na
hydroxylové skupiny serinu a treoninu, ale vyznamnou skupinu zde tvori také
O-glykany, ve kterych je Castd vazba sacharidu na hydroxyprolin (tzv. "Hyp-rich
glycoproteins"). Do této skupiny patii i vyznamni zastupci rostlinnych O-glykani:
extensiny a arabinogalaktanové proteiny (obrazek 4, str.13) [39]. K hydroxylaci prolinu
dochédzi v endoplazmatickém retikulu, odkud je protein transportovan do Golgiho
aparatu. Zde dochazi k vlastni O-glykosylaci nékterych hydroxyprolint. V piipadé
extensind je glykosylovana vétSina mist, a to vazbou arabinosy na hydroxyprolin a
vazbou galaktosy na serin. V piipadé arabinogalaktanovych proteind jsou na
hydroxyprolin navazdny bud’ arabinogalaktany, nebo kratsi a nevétvené
arabinooligosacharidy. O-glykany a obzvlasté ty s vysokym podilem hydroxyprolinu se
v rostlinach podileji na regulaci vyvoje a rlistu (na Grovni jednotlivych bunék i celé

rostliny), odpovédich na poranéni ¢i vliv patogent a regulaci bunééné smrti [21].

Specialnim piipadem vyskytujicim se napfi¢ celou piirodou je pak modifikace
B-vazanym GIcNAc na specifické zbytky serinu nebo treoninu. Vyskytuje se v jadie a
cytoplazmé a obecné zde nedochazi k nésledné vazbé dalSich sacharidi na GlcNAc. Od
ostatnich forem glykosylace se tato modifikace 1i8i také tim, Ze je reverzibilni.
Glykosylace a deglykosylace pro tuto modifikaci mize probihat ve velmi rychlém
sledu, ma regula¢ni funkci a v mnohém se podoba spise fosforylaci proteind [40].
Glykosylaci zajistuje enzym O-GIcNAc transferasa (EC 2.4.1.255), deglykosylaci pak
enzym O-GIcNAcasa (EC 3.2.1.169). Jejich funkce v rostlinach neni piilis
prozkoumana, ale souvisi s regulaci ristu. Uplny knock-out genti kodujicich tyto

enzymy je pro rostlinu letalni [21].

Obecné je piitomnosti O-GICNAc branéno fosforylaci proteinu a tim piispiva k
regulaci signalnich drah a transkripce. Kromé& toho je touto modifikaci mozné piimo
regulovat napftiklad transkripci genu pro proinsulin a mnoha dalSich transkripénich
faktord. Pravé nadmérna O-GIcNAcylace je povazovana za jeden z hlavnich dusledku
zvySené¢ hladiny glukosy pifi diabetu, kterd narusuje rovnovahu pfirozené
O-GlcNAcylace a fosforylace proteint - zvysena aktivita O-GICNAC transferasy je tedy
jednim z projevu toxicity glukosy [21], [41]. Dale tato modifikace ovliviiuje rychlost

degradace proteind, lokalizaci proteinii v bunce a souvisi s odpoveédi organismu na
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stres. V neposledni fadé je zkouman jeji vliv na rozvoj nemoci mozku a nervového

systému, jako je Parkinsonova choroba a amyotroficka lateralni sklerdza [42].
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1.3.2. N-glykosylace

K N-glykosylaci proteinit dochazi v endoplazmatickém retikulu a na rozdil od
O-glykosylace neprobiha v jednotlivych krocich vazbou monosacharidd, ale vyzaduje
preneseni oligosacharidového prekurzoru z lipidového ptenasece, ktery je aZ nasledné
upraven do pozadované podoby. Tento prubéh je spoleény pro vétSinu eukaryotnich

organismii a zahrnuje pfeneseni oligosacharidového prekurzoru (slozen¢ho ze 3
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molekul glukosy, 9 molekul mannosy a 2 molekul GIcNAc) z molekuly dolichol
fosfatu na amidovou skupinu asparaginu v sekvenci proteinu Asn-X-Ser/Thr (kde X
zna¢i jakoukoliv aminokyselinu krom¢ prolinu) enzymovym komplexem
oligosacharyltransferasy [33], [43]. V dal$im kroku dochazi k postupnému odstranéni
molekul glukosy ze sacharidového fetézce. K odstranéni koncové (katalyzovaného
glukosidasou I) a druhé glukosy (katalyzovaného glukosidasou II) dochazi v rychlém
sledu. Monoglukosylovany sacharidovy fetézec pak slouzi jako jeden ze signali
spravného skladani proteinli. Takto znafené proteiny jsou rozpoznany membranove
vazanym lektinem (calnexin), nebo jeho rozpustnym homologem (calreticulin), a takto
vznikly komplex protein-lektin pak napomaha spravnému skladani proteinu a brani
pfedCasnému vzniku slozit§jSich  struktur, dalSich modifikaci a opusténi
endoplazmatického retikula. Dal$i aktivitou glukosidasy II je odstépen posledni zbytek
glukosy a protein je uvolnén z komplexu s lektinem. Nespravna konformace proteinu je
poté zaznamendna glykoprotein glukosyltransferasou, které v takovém ptipadé znovu
navaze signalni molekulu glukosy. Cely cyklus reakci zahrnujici tiplnou deglukosylaci
(glukosidasa 1l), monoglukosylaci proteini s nespravnou konformaci (glykoprotein
glukosyltransferasa) a interakci s lektiny endoplazmatického retikula (calnexin a
calreticulin) se opakuje, dokud neni dosazeno spravné konformace proteinu [44].
Nasledné dochazi aktivitou a-mannosidas k postupnému odsté€peni mannosy za vzniku
finalniho struktury Mans ¢GICNAC,-Asn (nejcastéji MansGICNAC,-Asn) a glykoprotein

je sekretovan z endoplazmatického retikula do Golgiho aparatu.

Zatimco prvni kroky N-glykosylace probihajici na cytosolarni a vnitini strané
membrany endoplazmatického retikula jsou evoluéné konzervované a shodné pro
vétsinu eukaryotnich proteint, nasledné tpravy v Golgiho aparatu jsou jiz specifické
pro jednotlivé Fi3e (i jednotlivé typy bunék). Castou tipravou typickou pro kvasinky je
vazba dodateCnych molekul mannosy za vzniku tzv. hypermannosylovanych
glykoproteinti, které mohou obsahovat i vice nez 100 molekul mannosy na 1 misto
glykosylace [45]. Jednotlivé typy N-glykant (vzniklych v Golgiho aparatu naslednymi
modifikacemi) délime do 4 skupin: mannosovy, hybridni, komplexni a
paucimannosidovy typ [46]. Zatimco mannosovy, hybridni a komplexni typy

N-glykant jsou znamé jiz mnoho desitek let a dobfe prostudované, paucimannosidovy
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typ N-glykani byl popsan az v poslednich letech a jednd se o specifikum rostlinné a
hmyzi glykosylace [46], [47], [48], [49], [50]. Struktura vSech typi N-glykand v

rostlinach je zobrazena na obrazku 5 (str. 15).

(O galaktosa (Gal) ﬁ xylosa (Xyl) A fukosa (Fuc) @ mannosa (Man) B N-acetylglukosamin (GIcNAc)

Obrazek 5: Struktura N-glykant v rostlinach: A) mannosovy typ, B) hybridni typ,
C) komplexni typ a D) paucimannosidovy typ.

N-glykany s vysokym obsahem mannosy (téz "oligomannosidic" nebo
"high-mannose" typ) vznika jiz v endoplazmatickém retikulu, a k finalnimu zkraceni
mannosovych vétvi dochdzi uz zde, nebo dodatecné¢ v Golgiho aparatu. Tento typ
N-glykani ma u zivoc¢ichli i rostlin stejnou strukturu, bez dalSich sacharidi a s

obecnym vzorcem Mans ¢GICNAC; [46].

Hybridni typ vznika néslednou tupravou mannosového typu, kdy je aktivitou
a-mannosidas zkracena al,3 vétev, na kterou je nasledné GIcNAc transferasou navazan
GlcNAc. Hybridni N-glykan je tedy charakterizovan zkracenim jedné mannosové vétve

(pfednostné se jednd vzdy o al,3 vétev), vazbou jednoho nebo vice GIcNAc a
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soucasnym zachovanim alesponn jedné koncové mannosy. Zkracenim i al,6 vétve a
dalsi vazbou GIcNAc vznikd komplexni N-glykan, ktery jiz postradd jakoukoliv
koncovou mannosu. Takto navazany GlcNAc mtize byt dale modifikovan, pficemz tyto
modifikace jsou v ptipadé¢ rostlin a savct rozdilné. Ackoliv v obou ptipadech dochazi k
fukosylaci GIcNAc pfimo vazaného na aspargin, v pifipad¢ sav¢ich N-glykanil je to
vazbou al,6-fukosy, zatimco pro rostliny je typickd vazba al,3-fukosy. Dalsi typ
substituce, ktera nebyla nikdy prokazana u sav¢ich N-glykant, je vazba B1,2-xylosy na
B-mannosu oligosacharidového jadra. Pro rostliny je typicka tzv. Lewisova struktura,
tedy substituce koncového GIcNAc B1,3-galaktosou a al,4-fukosou, zatimco pro savce
je typicka substituce koncového GIcNAc B1,4-galaktosou a piipadné 1 kyselinou
sialovou. Odstranénim sacharidovych modifikaci koncovych GIcNAc i samotnych
GIcNAc dochazi k tvorbé paucimanosidovych N-glykan z komplexniho typu [46],
[51].

Obrazek 6 (str. 17): Souhrnné schéma N-glykosylace v rostlinach [46]. Schéma
N-glykosylace za¢ina v pravém hornim rohu tvorbou oligosacharidového prekurzoru na
cytosolarni strané¢ endoplazmatického retikula. Na wvnitini strané membrany
endoplazmatického retikula pokracuje pienosem oligosacharidového prekurzoru na
nascentni protein enzymovym komplexem oligosacharyltransferasy (OST),
calnexin/calreticulin cyklem (ozna¢enym jako ERP57/CRT/CNX/EDEM) a tvorbou
mannosového typu N-glykani. V Golgiho aparatu pokracuje tvorbou hybridniho a
komplexniho typu N-glykant. Tvorba paucimannosidového typu N-glykand je na
schématu v dolnim  ramecku  nalezicimu  vakuole,  stejn¢  jako
B-N-acetylhexosaminidasa ozna¢ena symbolem AtHEX. Céarkované Sipky naznaduji

teoreticky prabé&h reakci, ktery ale neni dosud dostatecné€ objasnény.
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Obrazek 6: Souhrnné schéma N-glykosylace v rostlinach [46]. Popis obrazku na

pfedchozi strané.
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1.4. Vyznam B-NAHA p¥i syntéze glykoproteini

Paucimannosidovy typ N-glykani ma jadro podobné mannosovému typu
N-glykani, ale na GIcNAc oligosacharidového jadra je navazéna fukosa a na
B-mannosu xylosa (obrazek 5, str. 15). Studiem substratové specifity rostlinnych
fukosyltransferas a xylosyltransferas bylo zjisténo, Ze tyto enzymy jsou schopné
katalyzovat substituci N-glykanu fukosou nebo xylosou pouze v piipadé vazby
koncového GIcNAc na alespont al,3 mannosové vétvi [52], [53]. Fukosylace ani
xylosylace N-glykand neprobihd u substrati bez koncového GIcNAc, ale ani u
substratl s koncovym GIcNAc pouze na al,6 mannosové vétvi (tato konfigurace se
piirozen¢ nevyskytuje). Pfedchozi fukosylace ¢i xylosylace N-glykanu nema vyznamny
vliv na aktivitu druhého enzymu, s nejvétsi pravdépodobnosti se tedy jedna o dva na
sob¢ nezavislé kroky [54]. Jelikoz modifikace fukosou a xylosou vyzaduje hybridni ¢i
komplexni typ N-glykanu, bylo navrzeno schéma, ve kterém paucimannosidovy typ

N-glykant vznika az dodate¢nou aktivitou B-N-acetylhexosaminidasy [52].

K ovéfeni tohoto schématu bylo pfipraveno né€kolik mutantii rostliny husenicku
rolnitho (Arabidopsis thaliana) s vyrazenymi (knocked out) geny, které koduji
B-N-acetylhexosaminidasy HEXO1-3. Potvrdilo se, ze HEXO1l a HEXO3 jsou
spole¢né odpoveédné za tvorbu paucimannosidovych N-glykant v kotfenech priblizné
stejnou meérou, zatimco v listech je prispévek HEXO3 vyznamn¢jsi. U HEXO2 nebyl
zaznamenan zadny vliv [55]. Komplexni N-glykany s galaktosou a fukosou
modifikovanymi koncovymi GIcNAc jsou pak typické pro extracelularni proteiny,
paucimannosidové N-glykany se vyskytuji hlavné u vakuolarnich proteini a N-glykany

zasobnich proteinii semen jsou svoji strukturou druhové specifické [46], [47], [56].

Pti studiu mutantti husenic¢ku rolniho s vyfazenymi geny pro xylosyltransferasu
a  (0l,3-)fukosyltransferasu ~ bylo  zjisténo, ze  komplexni  N-glykan
GIcNAc,Man;GIcNAC; se u takovychto rostlin vyskytuje s Cetnosti presahujici 40%.
Fukosylace a  xylosylace  N-glykanu tedy maji vliv na  aktivitu
B-N-acetylhexosaminidasy [57].

Syntéza paucimannosidovych N-glykani tedy zacina po vazbé GlcNAc na al,3

mannosovou vétev za tvorby hybridniho typu, po kterém nasleduje zkraceni al,6
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mannosové vétve. Nasledné mize byt vazbou druhého GIcNAc tentokrat na al,6 vétev
zformovan komplexni N-glykan, ale tento krok neni pottebny. K vazb¢ B1,2-xylosy na
B-mannosu a vazbé al,3-fukosy na GlcNAc pifimo vdzany na aspargin dochdzi ve dvou
na sob¢ nezavislych krocich bez pevného poradi. Nasledné -N-acetylhexosaminidasa
odstrani koncovy GlcNAc za vzniku N-glykanu paucimannosidového typu. Schéma
tvorby komplexnich a paucimannosidového typu N-glykanti v rostlinich je vyobrazeno
na obrazku 6 (str. 17). Moznost tvorby paucimannosidovych N-glykanti odstranénim
sacharidii modifikujicich koncovy GlcNAc, tedy z jiZz pln€ rozvinutého komplexniho

typu, a pfechod jednotlivych typti mezi sebou doposud neni objasnén [46].

Vlivem piitomnosti specifickych modifikaci koncového GIcNAc, stejné jako
substituci p1,2-xylosou a al,3-fukosou, jsou rostlinné glykoproteiny antigenni, coz
znesnadiiuje pouziti rostlin pii pfipravé rekombinantnich proteinii k terapeutickym
ucelim [46], [58]. VySe zminéné studie provadéné na modifikovanych rostlinach
husenic¢ku rolniho (bez funkéni B-N-acetylhexosaminidasy [55], nebo bez funkénich
xylosyltransferasy a (al,3-)fukosyltransferasy [57]) neovliviuji zivotaschopnost rostlin
a nejsou provazeny fenotypovymi zménami, avS§ak mohou vést ke vzniku pro ¢lovéka

neantigennich glykoproteind.

1.5. Kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektroforéza je jednou 2z modernich analytickych metod,
umoznujicich miniaturizaci védeckého vyzkumu. Oproti star§im metoddm analyzy
nabizi niz§i néklady na provoz, niz§i spotfebu analyzovaného materialu a obecné 1
zkraceni Casu méfeni. K provozu potiebuje prevazné bézné substance, a tim snizuje 1
dopad na zivotni prostfedi. Kapilarni elektroforéza zahrnuje né€kolik technik, které se
li$i principem separace: kapilarni zonova elektroforéza (CZE), kapilarni gelova
elektroforéza (CGE), micelarni elektrokineticka chromatografie (MEKC), kapilarni
isoelektricka fokusace (CEIF) a isotachoforéza (ITP). Uspotadani umoznuje detekci

absorbance, fluorescence i pomoci hmotnostni spektrometrie [59].
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Kapilarni zoénova elektroforéza je zékladni a nejjednodussi technika kapilarni
elektroforézy, pii které probihd separace analyzovaného materidlu vyhradné v
zavislosti na elektroforetické pohyblivosti jednotlivych slozek. Vyuziva se zde dvou
transportnich jevi: elektroosmotického toku kapaliny a elektroforetické pohyblivosti
iontll. Plsobenim vnitintho povrchu kapilary (nejbéznéjsi je kiemenna kapildra
modifikovand napf. pomoci silanovych skupin) dochdzi k vytvoreni koncentrac¢nich
zon jednotlivych iontl uvnitf kapilary. Aplikaci vysokého napéti (v fadu desitek kV) v
kapilate dochazi ke vzniku elektroosmotického proudu, pii kterém se kladna vrstva
(nejblize povrchu kapilary) pohybuje smérem ke katod€ a vlivem viskozity s sebou
stthava 1 ostatni zony roztoku. Modifikaci vnitiniho povrchu kapilary a volbou
vhodného pufru lze elektroosmoticky tok regulovat. Elektroforeticka pohyblivost zavisi
na ndboji, velikosti, solvatacni sféfe atd. Smérem ke katod¢ urychluje kladn¢ nabité a
zpomaluje ziporné¢ nabité latky, ¢imZ je umoZnéna separace a vlastni
analyza [59], [60]. K separaci neutralnich molekul je tfeba k elektroforetickému pufru
piidat tenzid, napiiklad SDS [61], ktery vytvaii micely a umoziuje separaci neutralnich
latek na zaklad€ jejich hydrofobicity. Zvoleny detektor pak zaznamenava odezvu
signalu a ze ziskanych dat je mozné sestrojit elektroferogram, tedy graf zavislosti
detekovaného signalu na migracnim ¢ase. Obrazek 7 (str. 21) zobrazuje schéma

separace pti kapilarni zénové elektroforéze a tomu odpovidajici elektroferogram.

Nevyhodou kapilarni zénové elektroforézy je omezend reprodukovatelnost.
Kfemenna kapilara zajist'uje svymi vlastnostmi elektroosmoticky tok, ten je ale znacné
kolisavy a méni se mezi jednotlivymi méfenimi, nebo i v ramci jednoho méteni [62].
Zptesnéni kvalitativni analyzy a reprodukovatelnosti 1ze dosahnout vhodnou upravou
vnitiniho povrchu kapilary vedouci ke zmirnéni nebo odstranéni elektroosmotického
toku, ale za cenu prodlouzeni doby analyzy. Také s miniaturizaci a malym mnozstvim
vzorku jsou spojené dalsi komplikace, nebot’ piesné nadavkovani vzorku o objemu v
fadu pikolitri az nanolitrt je 1 pfes riizné metody aplikace obtizné, coz znesnadiuje

kvantitativni analyzu [63].
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Obrazek 7: A) Schéma separace analytu pti kapilarni zonové elektroforéze a B) tomu

odpovidajici elektroferogram [59].

V soucasnosti se kapilarni elektroforéza pouzivd mimo jiné ke stanoveni
enzymové aktivity, kinetiky, substratové specifity, inhibi¢nich studii a ke studiu
metabolickych drah [64]. Poprvé byla kapilarni elektroforéza pouzita k enzymovému

stanoveni v pfipadé méfeni aktivity alkalické proteasy v roce 1991 [65].

Zakladnim rozdélenim pii méfeni enzymovych reakci je pak tzv. offline a online
uspotadani [64]. Pti offline uspotadani dochazi k reakci mimo analyticky systém a je
ukoncena pred nebo samotnou aplikaci do kapilary. Vyhodou tohoto usporadani je
moznost opakovaného méfeni jedné reakéni smési. Online uspofddani je Castéji
oznacovano jako EMMA (elektroforeticky zprostfedkovand mikroanalyza). V tomto
piipadé€ jsou jednotlivé slozky reakéni smési aplikovany do kapilary samostatné a k
jejich smiseni a tim i nastartovani reakce dochazi az vlivem elektroforetické migrace
nebo difuze v kapilafe. Timto je mozné méfeni plné automatizovat a také je snizena

spotfeba materialu [66].

Do dnesniho dne byla kapilarni elektroforéza vyuzita ke studiu enzymovych
reakci ve stovkach ptipada [64], [66], [67], [68], mimo jiné také k uceni enzymové

aktivity u smési dosud necharakterizovanych proteinti [69].
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Pomoci kapilarni elektroforézy byla u hmyzi chitinasy organismu Tenebrio
molitor (potemnik mou¢ny) studovana kinetika hydrolyzy kratkych chitooligosacharidt
a stanoveny produkty reakce (bez modifikaci substratil) [70]. Online metodou méfeni
(EMMA) byly s pomoci kapilarni elektroforézy stanoveny kinetické parametry
B-N-acetylhexosaminidasy z teleci ledviny (spolu s houbovou a-glukosidasou a
B-galaktosidasou) [71]. Offline metodou pak byla stanovena aktivita
B-N-acetylhexosaminidasy v mo¢i ke studiu patologickych zmén v organismu, s
vyuzitim 4-methylumbelliferonem znacen¢ho substratu a méfeni fluorescence bez
jakékoliv dalsi Gpravy biologického materialu [72]. Nové metody ptimého znaceni
chitooligosacharidi  posouvaji  limity detekce z  koncentraci v  fadu
It

jednotek pmol - I'* do ¥adu nmol " I'* a umoziuji tak stale piesnéjsi analyzu s mensimi

objemy vzorki [73].

Také v nasi laboratofi jiz bylo stanoveni chitooligosacharidi pomoci kapilarni
elektroforézy vyuzito ke studiu houbové [B-N-acetylhexosaminidasy organismu
Aspergillus oryzae, pti kterém byl sledovan prub¢h reakce, ptisobeni inhibitorti a dale
bylo stanoveno pH optimum  B-N-acetylhexosaminidasy se  substraty
N,N'-diacetylchitobiosa a N,N',N"-triacetylchitotriosa [74].
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Purifikace B-N-acetylhexosaminidasy z listi tabaku (Nicotiana tabacum L.)
Charakterizace p-N-acetylhexosaminidasy
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Kinetické a inhibiéni studie B-N-acetylhexosaminidasy

Studium glykosylace p-N-acetylhexosaminidasy
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3. MATERIAL A METODY

3.1. Pristroje a pomicky

Analytické vahy 100A ... Denver Instrument Company, USA

Centrifuga Universal 32R ... HettichZentrifugen, Némecko

Termostat se suchou lazni EL-01 ... Major Science, USA

Magneticka michacka s ohiivatem RH basic ... Labortechnik, Némecko
pH/mV metr UB-10 ... Denver Instrument Company, USA
Spektrofotometr Ultrospec 2100 Pro ... Biochrom, Velka Britanie
Elektroforeticka aparatura ... Biometra, Némecko

Piistroj pro kapilarni elektroforézu *°CE ... Agilent Technologies, Némecko
Piistroj pro izoelektrickou fokusaci FBA 3000 ... Pharmacia, Svédsko
Zdroj pro izoelektrickou fokusaci ECPS 3000/150 ... Pharmacia, Svédsko

Centrifugac¢ni filtra¢ni systém Microcon YM-30 ... Sigma-Aldrich, USA

3.2. Analyticky software

Analyticky software pro vyhodnoceni kapilarni elektroforézy 3D CE ChemStation ...

Agilent Technologies, Némecko
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3.3. Rostlinny material

Pro studium B-N-acetylhexosaminidasy jsem pouzil rostliny tabaku (Nicotiana
tabacum L. cv. Petit Havana SR1) laskavé poskytnuté Dr. Helenou Synkovou, CSc,
Ustav experimentalni botaniky, AV CR. Listy byly pouZity &erstvé, nebo byly po

sklizeni zmraZzeny v tekutém dusiku a skladovany pii -80 °C.

3.4. Chemikalie

Endo H ... New England Biolabs, USA

PNGasa F ... New England Biolabs, USA

BSA ... Sigma-Aldrich, USA

RuBisCO ... Sigma-Aldrich, USA

Glutamat dehydrogenasa ... Serva Electrophoresis GmbH, USA
PageRuler Plus ... Thermo Fisher Scientific, USA

Serva IEF Markers 3-10 ... Serva Electrophoresis GmbH, USA
Poly(vinylpolypyrrolidon) ... Sigma-Aldrich, USA
p-nitrofenyl-p-N-acetyl-D-glukosaminid ... Sigma-Aldrich, USA
p-nitrofenyl-p-N-acetyl-D-galaktosaminid ... Sigma-Aldrich, USA
N,N'-diacetylchitobiosa ... Sigma-Aldrich, USA
N,N',N"-triacetylchitotriosa ... Sigma-Aldrich, USA
p-nitrofenyl-N,N'-diacetylchitobiosid ... Sigma-Aldrich, USA

Naftol AS-BI N-acetyl-B-D-glukosaminid ... Sigma-Aldrich, USA
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N-acetyl-D-glukosamin ... Sigma-Aldrich, USA
N-acetyl-D-galaktosamin ... Sigma-Aldrich, USA
D-glukosamin ... Lachema, CR

D-galaktosamin ... Lachema, CR
N,N-dimethylformamid ... Lachema, CR
Methyl-a-D-glukopyranosid ... Sigma-Aldrich, USA
Bradfordovo ¢inidlo ... Sigma-Aldrich, USA
N,N,N',N'-Tetramethyl ethylendiamin ... Serva Electrophoresis GmbH, USA
Coomassie Brilliant Blue G ... Sigma-Aldrich, USA
Coomassie Brilliant Blue R250 ... Sigma-Aldrich, USA
Ponceau Red S ... Sigma-Aldrich, USA

Dodecylsulfat sodny ... Sigma-Aldrich, USA

Fast Violet B Salt ... Sigma-Aldrich, USA

Nitro Blue Tetrazolium ... Sigma-Aldrich, USA
Fenazin methosulfat ... Sigma-Aldrich, USA

NAD" ... Sigma-Aldrich, USA

NADP" ... Sigma-Aldrich, USA

L-malat sodny ... Sigma-Aldrich, USA
Tris(hydroxymethyl)aminomethan ... Fluka, USA
Bis(2-hydroxyethyl)amino-tris(hydroxymethyl)methan ... Fluka, USA
Sephacryl S-300 ... Pharmacia Fine Chemicals, Svédsko

ConA-Sepharosa 4B ... Pharmacia Fine Chemicals, Svédsko
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3.5. Metody a pracovni postupy

3.5.1. Caste¢na purifikace p-N-acetylhexosmanidasy z rostlin tabaku

3.5.1.1. Extrakce

K purifikaci B-N-acetylhexosmanidasy jsem pouzil 60 g listi tabaku. Listy jsem
homogenizoval v mixéru s dvojndsobnym mnozstvim 0,1 M citratového pufru pH 6,0 a
nechal 30 min extrahovat. Poté jsem smés prefiltroval pfes Ctyivrstevnou gazu a k
filtratu ptidal ptiblizné 10 mg PVP na 1 ml filtratu, abych odstranil fenolické
slouceniny. Takto pfipravenou smés jsem centrifugoval 30 min pii 4 °C a 9400 % g. Pro

dalsi krok purifikace jsem pouzil supernatant.

3.5.1.2. Precipitace siranem amonnym

Bilkoviny obsaZené v supernatantu jsem sraZzel siranem amonnym ve dvou
krocich. Prvni srazeni jsem provedl v rozmezi 0-30% nasyceni, abych se zbavil

balastnich proteint. Roztok jsem centrifugoval 30 min pii 4 °C a 9400 x g.

K druhému kroku jsem pouzil supernatant, srdzeni jsem provedl v
rozmezi 30-65% nasyceni. Roztok jsem centrifugoval 30 min pii 4 °C a 9400 x g. Po

skonceni centrifugace jsem sediment resuspendoval v 0,1 M citratovém pufru pH 6,0.

3.5.1.3. Gelova chromatografie na koloné Sephacrylu S-300 (1)

Enzymovy preparat po precipitaci siranem amonnym jsem nanesl na sloupec

Sephacrylu S-300 o praméru 2,4 cm a vySce 8 cm, abych jej odsolil pted nasledujicim
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krokem purifikace. Eluci jsem provadél s 0,1 M citratovym pufrem pH 6,0. U jimanych
frakci jsem sledoval koncentraci bilkovin (zptisobem popsanym v kapitole 3.5.2.1.,
str. 30) a méfil aktivitu B-N-acetylhexosmanidasy (zpisobem popsanym v kapitole
3.5.4.1.,, str. 35). K dalsimu kroku purifikace jsem spojil frakce s nejvyssi aktivitou

B-N-acetylhexosmanidasy.

3.5.1.4. Afinitni chromatografie na koloné ConA-Sepharosy

K enzymovému preparatu jsem piidal CaCl, a MnCl,, tak aby vysledné
koncentrace v preparatu byly 5 mM. Enzymovy preparat jsem nanesl na sloupec
ConA-Sepharosy o pruméru 1,2 cm a vySce 5 cm. Eluci jsem provadél
s 0,5 M NaCl, 5mM CaCl, a 5 mM MnCl, v 0,1 M citratovém pufru pH 6,0. U
jimanych frakci jsem sledoval koncentraci bilkovin (zptisobem popsanym v
kapitole 3.5.2.1., str. 30) a mé&fil aktivitu p-N-acetylhexosmanidasy (zpusobem
popsanym v Kkapitole 3.5.4.1., str. 35).

Jakmile v jimanych frakcich poklesla koncentrace bilkovin, provedl jsem eluci
zachycenych glykoproteini s 0,2 M methyl-a-D-glukopyranosidem a 0,5 M NaCl
v 0,1 M citratovém pufru pH 6,0. Pokracoval jsem ve stanoveni koncentrace bilkovin a

aktivity B-N-acetylhexosmanidasy.

Frakce s nejvyssi aktivitou B-N-acetylhexosmanidasy jsem spojil dohromady.
Takto ziskany enzymovy preparat jsem srazel siranem amonnym v rozmezi 0-65%
nasyceni a centrifugoval postupem popsanym v kapitole 3.5.1.2. (str. 27). Pro
nasledujici krok purifikace jsem pouzil sediment resuspendovany v 0,1 M citratovém

pufru pH 6,0.
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3.5.1.5. Gelova chromatografie na koloné Sephacrylu S-300 (11)

Enzymovy preparat jsem nanesl na sloupec Sephacrylu S-300 o praméru 1,2 cm
a vySce 8 cm. Eluci jsem provadel s 0,1M citratovym pufrem pH 6,0. U jimanych
frakci jsem sledoval koncentraci bilkovin (zptisobem popsanym v kapitole 3.5.2.1.,
str. 30) a méfil aktivitu B-N-acetylhexosmanidasy (zpisobem popsanym v kapitole
3.5.4.1,, str. 35). Finalni enzymovy preparat jsem ziskal spojenim frakci s nejvyssi
aktivitou B-N-acetylhexosmanidasy.

3.5.1.6. Extrakce p-N-acetylhexosaminidasy vyssi iontovou silou

Alternativni metodu extrakce jsem zvolil pro dikaz nerozpustné (membranove

vazané) formy B-N-acetylhexosaminidasy v listech tabaku.

Sediment vznikly centrifugaci hrubého extraktu (kapitola 3.5.1.1., str. 27) jsem
resuspendoval v 3 ml 0,1 M citratového pufru pH 6,0 a vzniklou smés centrifugoval
15 min pii 4 °C a 13500 x g. Nésledn¢ jsem odlil supernatant a sediment jsem
resuspendoval v 1 ml 1 M NaCl v 0,1 M citratovém pufru pH 6,0. Smés jsem znovu
centrifugoval 15 min pii 4 °C a 9400 x g. V supernatantu jsem stanovil aktivitu

membranoveé vazané -N-acetylhexosaminidasy.

3.5.1.7. Centrifugacni filtrace enzymového preparatu

K zahusténi nebo snizeni koncentrace soli v enzymovém preparatu jsem pouzil
centrifugacéni filtra¢ni systém Microcon YM-30. Celkem 500 ul enzymového preparatu
jsem podle navodu vyrobce centrifugoval 15 min pii 4 °C a 13 500 x g. Timto jsem
ziskal pfiblizn€é 35 pl enzymového preparatu o piiblizné 15x vyssi koncentraci

proteinti, ktery jsem pouzil pro dal§i stanoveni. Pro sniZzeni koncentrace soli jsem
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koncentrovany enzymovy preparat promyl destilovanou vodou a v ptipadé potieby

opakovanim postupu znovu zahustil.

3.5.2. Stanoveni koncentrace bilkovin

3.5.2.1. Stanoveni koncentrace bilkovin méfenim absorbance

V pribéhu purifikace jsem koncentraci bilkovin v jednotlivych jimanych
frakcich orienta¢né stanovoval meéfenim absorbance pii vinové délce 280 nm,
kdy Agg = 1 primémé odpovida koncentraci bilkovin 1 mg - ml™* [75]. Jako slepy
vzorek jsem pouzival 0,1 M citratovy pufr pH 6,0.

3.5.2.2. Stanoveni koncentrace bilkovin metodou dle Bradfordové

Presnéjsi stanoveni koncentrace bilkovin jsem provadél metodou dle
Bradfordové [76]. Kalibra¢ni zavislost jsem sestrojil pro rozsah koncentraci

0-1,4 mg/ml, pfi¢emz jako standard jsem pouzil BSA.

K 33 pl vhodné natfedéného enzymového preparatu jsem piidal 1 ml
vytemperovaného cinidla a nechal 25 min reagovat pii laboratorni teploté. Stanovil
jsem absorbanci pii vlnové délce 595 nm proti slepému vzorku, ktery obsahoval 33 pl
0,1 M citratového pufru pH 6,0 a 1 ml ¢inidla. Koncentraci bilkovin jsem poté odecetl

z kalibraéni zavislosti.
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3.5.2.3. Stanoveni koncentrace bilkovin metodou dle Lowryho

Pfi niz8i koncentraci bilkovin v enzymovém preparatu jsem pouzil stanoveni
Lowryho metodou [77]. Tato metoda spoc¢iva v redukci Folin-Ciocalteuova ¢inidla
(smés fosfowolframové a fosfomolybdenové kyseliny) bilkovinami, pti¢emz vznikajici
komplex molybdenové modii je mozné spektrofotometricky stanovit pii vinové

délce 500-750 nm.

K 200 pl enzymového preparatu jsem ptidal 1 ml ¢inidla vzniklého smichanim
roztoku 2% Na,CO; v 0,1 M NaOH a roztoku 0,5% CuSO, v 1% vinanu sodném, a to v
poméru 50:1. Reakéni smés jsem nechal inkubovat 10 min pii laboratorni teploté.
Nasledné jsem ptidal 100 pl Folinova ¢inidla ziedéného 1:1 destilovanou vodou, smés
jsem promichal a nechal inkubovat dalSich 30 min pfi laboratorni teploté. Absorbanci
jsem zmétil pfi 500 nm proti slepému vzorku, ktery misto enzymového preparatu
obsahoval 0,1 M citratovy pufr pH 6,0. Koncentraci bilkovin jsem poté¢ odecetl z
kalibracni zavislosti, kterou jsem sestrojil pro BSA v rozmezi koncentraci

0-0,5 mg/ml.

3.5.3. Elektroforeticka separace a izoelektricka fokusace

3.5.3.1. Elektroforeticka separace za denaturujicich podminek

Cistotu enzymového preparatu v pribéhu izolace a priibéh deglykosylace jsem
sledoval pomoci elektroforetické separace v polyakrylamidovém gelu za ptitomnosti
SDS [78]. SDS-PAGE jsem provedl s 5% zaostfovacim a 10% separa¢nim gelem.
Zaosttovaci gel obsahoval 5% akrylamid/bis-akrylamid, 0,1% peroxosiran amonny,
0,1% SDS, 0,15% TEMED a 0,125 M Tris HCI pufr pH 6,8. Separa¢ni gel obsahoval
10% akrylamid/bis-akrylamid, 0,1% peroxosiran amonny, 0,1% SDS, 0,05% TEMED a
0,38 M Tris HCI pufr pH 8,8.
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Jednotlivé vzorky jsem smisil v poméru 1:1 se vzorkovym pufrem o slozeni
0,005% bromfenolova modf, 70 mM SDS, 100 mM DTT, 20% glycerol a
0,13 M Tris HCI pufr pH 6,8. Vzorky jsem kratce povaiil a pomoci Hamiltonovi
stiikacky nadavkoval do jednotlivych jamek, v mnozstvi odpovidajicimu

piiblizné 5 pg bilkovin na jamku.

Elektrodovy pufr obsahoval 1 g SDS, 3 g Tris a 18,8 g glycinu v 1 litru
destilované vody. Elektroforetickou separaci jsem provadél zpocatku pti napéti 70 V a
jakmile se zona vzorkil dostala na rozhrani mezi zaostiovacim a separacnim gelem,

zvys$il jsem napéti na 140 V.

Po ukonéeni separace jsem bilkoviny v gelu obarvil roztokem Coomassie
Brilliant Blue metodou popsanou v kapitole 3.5.3.4. (str. 33), nebo dusi¢nanem
stiibrnym metodou popsanou v kapitole 3.5.3.5. (str. 34).

3.5.3.2. Elektroforeticka separace za nativnich podminek

Elektroforetickou separaci za nativnich podminek jsem provedl metodou
Cervené nativni elektroforézy [79]. Jako standardy jsem pouzil BSA (mono- az
trimer, Mg 67 000 - 201 000), laktat dehydrogenasu (Mg 140 000), glutamat
dehydrogenasu (Mg 369 000) a RuBisCO (Mg 540 000).

Elektroforetickou separaci jsem provedl s 6% separa¢nim gelem. Gel obsahoval
6% akrylamid/bis-akrylamid, 12,5 mM BisTris, 0,012% Ponceau Red S, 0,1%
peroxosiran amonny a 0,05% TEMED. Elektrodovy pufr obsahoval 50 mM Tricin, 15
mM BisTris a 0,012% Ponceau Red S.

Enzymovy preparat jsem smisil v poméru 1:1 se vzorkovym pufrem, ktery
obsahoval 15% glycerol, 50 mM BisTris/HCI pufr 7,0 a 0,02% Ponceau Red S. Takto
pfipraveny vzorek jsem nanesl do pfipravenych jamek. Separaci jsem nechal probihat

pii napéti 140 V po dobu 2 hodin.
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Po ukonceni separace jsem gel uréeny ke stanoveni bilkovin obarvil roztokem
Coomassie Brilliant Blue metodou popsanou v kapitole 3.5.3.4. (str. 33) a dusi¢nanem
stiibrnym metodou popsanou v kapitole 3.5.3.5. (str. 34). Cast gelu ke stanoveni
aktivity laktat dehydrogenasy jsem stanovil metodou optimalizovanou pro biochemické
praktikum katedry biochemie PiF UK [80]. Cast gelu ke stanoveni aktivity

B-N-acetylhexosaminidasy jsem obarvil metodou popsanou v kapitole 3.5.3.6. (str. 34).

3.5.3.3. Izoelektricka fokusace f-N-acetylhexosaminidasy

Stanoveni jsem provedl na piistroji FBA 3000 s pouzitim zdroje
ECPS 3000/150. Na gel Servalyt Precotes jsem nanesl standard Serva IEF
Markers 3-10 a vzorky enzymového preparatu ke stanoveni bilkovin a aktivity
B-N-acetylhexosaminidasy. Nanasel jsem 1 - 6 upl koncentrovaného enzymového
preparatu se snizenou koncentraci soli (pfiblizné 6,5 mM koncentrace citratového
pufru pH 6,0), pfipraveného postupem uvedenym Vv kapitole 3.5.1.7. (str. 29). Pti
stanoveni jsem postupoval dle navodu vyrobce, pficemz vzhledem k velikosti
B-N-acetylhexosaminidasy jsem fokusaci nechal probihat déle, nez trvalo zaostfeni
indikatoru standardu (po dobu 6 hod). Po ukonéeni izoelektrické fokusace jsem cast
gelu urcené ke stanoveni bilkovin obarvil dusi¢nanem stiibrnym metodou popsanou v
kapitole 3.5.3.5. (str. 34) a ¢ast gelu wuréené ke stanoveni aktivity
B-N-acetylhexosaminidasy jsem obarvil metodou pospanou v kapitole 3.5.3.6. (str. 34).

3.5.3.4. Barveni bilkovin v gelu pomoci Coomassie Brilliant Blue

Detekci bilkovin v gelu jsem provedl obarvenim pomoci barviciho roztoku
Coomassie Brilliant Blue, ktery obsahoval 2 g/l Coomassie Brilliant Blue R250, 0,5 g/l
Coomassie Brilliant Blue G, 42,5% ethanol, 5% methanol a 10% kyselinu octovou v

destilované vodé. Barveni probihalo pfes noc a odbarveni jsem provedl
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mnohondsobnym promytim odbarvovacim roztokem, ktery byl az na Coomassie

Brilliant Blue stejné¢ho sloZeni jako barvici roztok.

3.5.3.5. Barveni bilkovin v gelu dusi¢énanem stfibrnym

Detekci bilkovin v gelu jsem provedl obarvenim dusi¢nanem stfibrnym.
Bilkoviny jsem v gelu zafixoval roztokem 50% methanolu, 12% trichloroctové
kyseliny a 2% CuCl, (20 min). Poté jsem gel 10 min promyval roztokem 10% ethanolu
a 5% kyseliny octové (roztok A), inkuboval v 0,01% KMnO, (10 min), promyl
roztokem A (10 min), oplachl destilovanou vodou a promyl v 10% ethanolu (10 min),
oplachl destilovanou vodou a inkuboval v 0,1% AgNO; (10 min), oplachl destilovanou
vodou a alkalizoval v 10% K,COj; (1-2 min). Poté jsem provedl vyvijeni pomoci 0,1%
formaldehydu v 10% K,CO; (2-5 min). Nakonec jsem gel ustalil promytim v

roztoku A (1-2 min), oplachl a ponofil do destilované vody.

3.5.3.6. Detekce aktivity p-N-acetylhexosaminidasy v gelu

Gel jsem ponofil do barvici smési ke stanoveni  aktivity
B-N-acetylhexosaminidasy, kterou jsem pftipravil smisenim roztokli 3 mg substratu
AS-BIl N-acetyl-B-D-glukosaminid v 0,5 ml DMF a 20 mg Fast Violet B Salt
ve 20 ml 0,1 M citratového pufru pH 5,0 [81]. Gel jsem inkuboval pfi laboratorni
teploté. Jakmile byla intenzita zbarveni vzniklého reakci dostacujici, odebral jsem gel z

reakéni smési a pozadi jsem odbarvil roztokem 7% kyseliny octové.
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3.5.4. Kinetické vlastnosti p-N-acetylhexosaminidasy

3.5.4.1. Stanoveni aktivity B-N-acetylhexosaminidasy za pouZiti substrati
p-NP-GIcNAc a p-NP-GalNAc

Pripravil jsem roztoky 0,025 M citratového pufru pH 6,0 a 0,1 M citratového
pufru pH 4,75 a p-NP v rozsahu koncentraci 0-0,5 mM. K 200 pl roztoku o dané
koncentraci p-NP jsem poté piidal 800 pul 0,1M boratového pufru pH 9,2. Zmétil jsem
absorbanci pii 405 nm proti slepému vzorku s nulovou koncentraci p-NP. Ze ziskanych
dat jsem sestrojil kalibra¢ni zavislost absorbance pii 405 nm na koncentraci p-NP v
reakéni smési vzniklého hydrolyzou syntetickych chromogennich substratd

p-NP-GIcNAc a p-NP-GalNAc.

Reakéni smés ke stanoveni aktivity p-N-acetylhexosaminidasy v ptipadé
substrati  p-NP-GICNAc resp. p-NP-GalNAc obsahovala 50 pl (1/4 objemu)
enzymového preparatu, 1 mM koncentraci ptisluSného substratu a 0,1 M citratovy pufr
s pfislusnym optimalnim pH. VSechny slozky reakéni smési byly vytemperovany na
reak¢ni teplotu. Reakce probihala 10 min pfi teploté 25 °C a byla zastavena ptidanim
800 ul 0,1 M boratového pufru pH 9,2. Stanovil jsem absorbanci pii 405 nm proti
slepému vzorku, kam byl 0,1 M boratovy pufr pfiddn pfed zapocetim reakce.
Odectenim z kalibraéni zavislosti jsem stanovil mnozstvi uvolnéného p-NP a urcil
aktivitu B-N-acetylhexosaminidasy, kterou jsem vyjadfil jako latkové mnozstvi p-NP
uvolnéného v reakéni smési za 1 min reakce, vztazené na 1 mg bilkovin

ve vzorku [pmol min™ mg™].

3.5.4.2. Stanoveni aktivity p-N-acetylhexosaminidasy za pouziti substrati

stanovovanych pomoci kapilarni elektroforézy

Pomoci kapilarni elektroforézy jsem stanovoval aktivitu

B-N-acetylhexosaminidasy se substraty N,N'-diacetylchitobiosa,
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p-NP-N,N'-diacetylchitobiosid a  N,N',N"-triacetylchitotriosa. = Separaci  smési
chitooligosacharidi a kvantifikaci produkti jsem provadél pomoci kapilarni
elektroforézy na piistroji *°CE. Jako migraéni pufr jsem pouzil 25 mM boratovy pufr
pH 9,2 (N,N'-diacetylchitobiosa) a 25 mM boratovy pufr pH 10,25 (p-NP-N,N'-
diacetylchitobiosid a N,N',N"-triacetylchitotriosa). Pouzita kapilara byla z kifemenného
skla s vnitfnim primérem 50 nebo 75 pum, ¢emuz odpovidalo pouzité napéti 30 kV
nebo 15 kV. Délka kapilary byla 65 cm, z toho efektivni délka 58,5 cm. Vzorek byl
davkovan elektrokineticky. Podle pouzité kapilary a stanovované reakce trvalo vlastni
méfeni 6-18 min. Detekce probihala méfenim absorbance v UV oblasti pii 200, 214 a

254 nm, k vyhodnoceni jsem pouzil hodnot namétenych pti 200 nm.

Reakéni smés méla celkovy objem 40 pl a obsahovala 12-18 pl enzymového
preparatu, Ssubstrat o koncentraci 1-1,5 mM a 0,05 M citratovy pufr s piislusSnym
optimalnim pH. Reakce probihala stanovenou dobu pfi teploté 25 °C a byla zastavena

nadavkovanim do kapilary.

Vyhodnoceni probihalo pomoci softwaru 3D CE ChemStation. Mnozstvi
vzniklého produktu reakce jsem manualné odecetl z plochy pod pikem namétené pii

200 nm a stanovil podle kalibra¢ni zavislosti.

Pro sestrojeni kalibra¢ni zavislosti jsem proméfil roztoky se slozenim
odpovidajicim reakénim smésim, kde pouze enzymovy preparat byl nahrazen Cistym
0,1 M citratovym pufrem pH 6,0. Kalibra¢ni zavislost byla sestrojena pro rozsah
koncentraci produktt reakce 0-0,5 mM.

3.5.4.3. Sledovani prubéhu reakce katalyzované p-N-acetylhexosaminidasou

Pro jednotlivé substraty jsem studoval prabéh reakce katalyzované
B-N-acetylhexosaminidasou. Pripravil jsem nasobek objemu reakéni smési pro méfeni
aktivity, smés jsem vytemperoval na pozadovanou teplotu a zapocal reakci. Ve

stanoveny cas jsem odebiral potfebné mnozstvi reakéni smési, ve kterém jsem stanovil
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aktivitu B-N-acetylhexosaminidasy (kapitola 3.5.4.1., str. 35 a kapitola 3.5.4.2., str. 35).

Z naméfenych hodnot jsem poté sestavil graf prubchu reakce v Case.

3.5.4.4. Stanoveni zakladnich kinetickych parametra f-N-acetylhexosaminidasy

Stanovil jsem zakladni kinetické parametry B-N-acetylhexosaminidasy, tedy
Michaelisovu konstantu Ky, a maximalni rychlost reakce Vyax, v piipadé substrati
p-NP-GIcNAc, p-NP-GalNAc a N,N'-diacetylchitobiosa.

V piipadé¢ chromogennich substrati p-NP-GICNAc a p-NP-GalNAc jsem
postupoval zpisobem popsanym Vv kapitole 3.5.4.1. (str. 35), pouze s tim rozdilem, ze
koncentrace substratu byla v rozmezi 0,025-2,5 mM. V pfipadé substratu
N,N'-diacetylchitobiosa jsem postupoval postupem popsanym v kapitole 3.5.4.2. (str.

35), opét pouze s tim rozdilem, Ze koncentrace substratu byla v rozmezi 0,1-2 mM.

Ziskané hodnoty jsem vynesl do grafu zavislosti rychlosti reakce na koncentraci

substratu. Experimentalni data jsem prolozil rovnici Michaelise a Mentenové (1):

VmaxS

Y R +5 ®

kde v je rychlost reakce, Vyax je maximalni rychlost reakce, S je koncentrace substratu
a Ky, Michaelisova konstanta. Parametry Ky, a Vuax jsem vypocital pomoci nelinearni

regrese v programu Excel.

V pripadé substratu p-NP-GICNAC jsem experimentalné zjistil, ze reakce je
inhibovana nadbytkem substratu. Pouzil jsem proto rovnici (I1) (str. 38) upravenou pro

tento ptipad [82], kde Vyax je fiktivni maximalni rychlost reakce (tedy Vyax, které by
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bylo dosazeno v piipad¢, Ze by enzym nebyl inhibovan substratem) a Kss znaci

konstantu inhibice nadbytkem substratu:

VmaxS

Ky + S + —
M Kss

v =

(1

3.5.4.5. Stanoveni inhibi¢nich konstant -N-acetylhexosaminidasy

Ptfi inhibi¢nich studiich jsem pouzil Cctyfi pfedpokladané inhibitory
B-N-acetylhexosaminidasy: GalN, GalNAc, GIcN a GIcNAc. Studoval jsem inhibici
hydrolyzy substrati p-NP-GlcNAc (kde je reakce soucasné inhibovand nadbytkem
substratu) a p-NP-GalNAc. Postupoval jsem zptisobem popsanym v kapitole 3.5.4.1.
(str. 35), pouze koncentrace substratu byla v rozmezi 0,25-1,25 mM a reakéni smés

navic obsahovala zvoleny inhibitor o vhodné koncentraci.

Uc¢inky kazdého inhibitoru jsem zkoumal pii tfech rdznych koncentracich
inhibitoru a péti riznymi koncentracemi substratu, pfi¢emz celé méteni jsem opakoval

ttikrat ke statistickému vyhodnoceni.

V piipadé substratu p-NP-GalNAc jsem experimentalni data proloZil rovnicemi
popisujicimi jednotlivé standardni typy inhibice, a pomoci nelinearni regrese V

programu Excel jsem ziskal ptislusné inhibi¢ni konstanty.

V ptipad¢ substratu p-NP-GIcNAc se jednalo o inhibici reakce soucasné
inhibované nadbytkem substratu. V tomto ptipadé jsem k prolozeni experimentalnich
hodnot pouzil ptislusné rovnice pro kompetitivni (rovnice III, str. 40) a nekompetitivni
inhibici (rovnice IV, str. 40) [82]. Rovnici pro smisenou inhibici (rovnice V, str. 40)

jsem odvodil na zaklad¢é schématu zobrazeného na obrazku 8 (str. 39).
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Obrazek 8: Schéma pro smiSenou inhibici reakce soucasn¢ inhibované nadbytkem

substratu.

Pfi odvozeni schématu a vlastni rovnice jsem piedpokladal vSechna
zjednodusenti, kterd byla pouzita pifi odvozeni rovnic pro kompetitivni a nekompetitivni
inhibici [82]. V disledku toho jde z rovnice pro smiSenou inhibici pti vhodné
zvolenych hodnotach inhibi¢nich konstant (K;;, — oo pro kompetitivni,

Kic = Ky pro nekompetitivni inhibici) piejit na nize uvedené tvary.
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Rovnice pro kompetitivni inhibici reakce souCasné¢ inhibované nadbytkem
substratu [82]:

v= \IIKAAXS 52 (i)
KM(l +K_I(_:) + (S+K_SS)

Rovnice pro nekompetitivni inhibici reakce soucasné inhibované nadbytkem
substratu [82]:

b= Vl;k/[Ai(S )
S I
(KM +S+K—SS)(1 +E)

Rovnice pro smiSenou inhibici reakce soucasné inhibované nadbytkem substratu:

Vl;k/[AXS
K (1+=)+(S+:2=) (1+) v

Kic Kss Kiu

v =

kde v je rychlost reakce, Vyax je fiktivni maximalni rychlost reakce (tedy Vyax, které
by bylo dosazeno v ptipadé, ze by enzym nebyl inhibovan substratem), S je
koncentrace substratu, Ky je Michaelisova konstanta, | je koncentrace inhibitoru,
Kss je konstanta inhibice nadbytkem substratu, K,c je kompetitivni inhibi¢ni konstanta,

Kju je nekompetitivni inhibi¢ni konstanta a K, je inhibi¢ni konstanta.
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3.5.5. Charakterizace p-N-acetylhexosaminidasy

3.5.5.1. Stanoveni relativni molekulova hmotnosti p-N-acetylhexosaminidasy

gelovou chromatografii

Relativni molekulovou hmotnost p-N-acetylhexosaminidasy jsem stanovil
pomoci gelové chromatografie na sloupci Sephacrylu S-300 o praméru 1,1 cm a

vySce 55 cm.

Enzymovy preparat jsem zahustil precipitaci siranem amonnym v rozmezi
0-65% nasyceni a centrifugoval 30 min pfi 4 °C a 9400 xg. Peletu jsem resuspendoval
v 0,1 M citratovém pufru pH 6,0. Takto pfipraveny enzymovy preparat jsem nanesl
kolonu Sephacrylu S-300. Eluci jsem provadél 0,1 M citratovym pufrem pH 6,0. U
jimanych frakei jsem sledoval koncentraci bilkovin (zptisobem popsanym v kapitole
3.5.2.1,, str. 30) a méiil aktivitu B-N-acetylhexosmanidasy (zpiisobem popsanym v
kapitole 3.5.4.1., str. 35).

Jako  standardy jsem  pouzil BSA a enzymy NADP-ME
(Mg 254 000) a PEPC (Mg 440 000) ziskan¢ z listi tabaku. BSA jsem stanovil
méfenim absorbance pii 280 nm. Izolaci i stanoveni NADP-ME a PEPC jsem provedl|

metodami optimalizovanymi v nasi laboratofi [83], [84].

3.5.5.2. Teplotni optimum p-N-acetylhexosaminidasy

Stanovil jsem teplotni optimum [-N-acetylhexosaminidasy u jednotlivych
substrat, a to proméfenim zavislosti rychlosti reakce na teploté¢ reakéni smési v
rozmezi teplot 25-65 °C. Postupoval jsem zplsobem popsanym v kapitole 3.5.4.1.
(str. 35) a v kapitole 3.5.4.2. (str. 35), pouze jednotlivé slozky reakéni smési byly
vytemperované na pozadovanou teplotu jest¢ pfed zapocetim reakce. V piipadé

substratti p-NP-GIcNAc a p-NP-GalNAc byla smés po ukonéeni reakce pied vlastnim
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mefenim absorbance nechana vychladnout na laboratorni teplotu. V pfipadé méfeni se
substraty stanovovanymi pomoci kapilarni elektroforézy udrzoval pfistroj pii separaci a
méteni konstantni teplotu 25 °C. Ze ziskanych hodnot jsem poté sestavil graf zavislosti

rychlosti reakce katalyzované B-N-acetylhexosaminidasou na teploté.

3.5.5.3. pH optimum p-N-acetylhexosaminidasy

Stanovil jsem pH optimum B-N-acetylhexosaminidasy u jednotlivych substrati,

a to proméfenim zavislosti rychlosti reakce na pH reakéni smési.

Ptipravil jsem 0,2 M citratové pufry o pH v rozmezi 1,85-8,37. Z téchto jsem
piipravil ekvivalenty reak¢énich smési o sloZeni jako v kapitolach 3.5.4.1. (str. 35) a
3.5.4.2. (str. 35), pouze s vybranym reakénim pufrem o zvoleném pH a 0,1 M
citratovym pufrem pH 6,0 misto enzymového preparatu. V takto pfipravenych
roztocich jsem zméfil pH ekvivalentu reakéni smési, které se liSilo od pH reakéniho
pufru. Konecné pH reakéni smeési pii stanoveni substrati p-NP-GICNAc a
p-NP-GalNAc se pohybovalo v rozmezi pH 2,95-6,69. Kone¢né pH reakéni smési pfi
stanoveni substratli métenych pomoci kapilarni elektroforézy se pohybovalo v rozmezi
pH 3,65-6,42.

Poté jsem zpuisobem popsanym v kapitole 3.5.4.1. (str. 35) a v kapitole 3.5.4.2.
(str. 35) stanovil rychlost reakce katalyzované [-N-acetylhexosaminidasou v
jednotlivych reak¢nich smésich. Ze ziskanych dat jsem sestrojil zavislost reakcni

rychlosti na pH reakéni smési.

3.5.5.4. Stabilita p-N-acetylhexosaminidasy v ¢ase

Enzymovy preparat jsem uchovaval v lednici pii 4 °C. Ve zvolenych intervalech

jsem mefil aktivitu B-N-acetylnexosaminidasy enzymovém preparatu zplisobem
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popsanym Vv Kkapitole 3.5.4.1. (str. 35). Naméfené hodnoty jsem nasledné vynesl do

grafu zavislosti aktivity B-N-acetylhexosaminidasy na Case.

3.5.6. Studium glykosylace p-N-acetylhexosaminidasy

3.5.6.1. Enzymova deglykosylace B-N-acetylhexosaminidasy enzymem Endo H

Deglykosylaci proteinli v enzymovém preparatu jsem provadél pomoci enzymu
Endo H (EC 3.2.1.96), a to za nativnich i denaturujicich podminek. Soucasti baleni
enzymu je 1 vlastni Endo H reakéni a Endo H denaturujici pufr

(10x koncentrované).

Reakéni smés k provedeni deglykosylace za nativnich podminek
obsahovala 450 pl enzymového preparatu, 50 ul Endo H reakéniho pufru a 5 pl
Endo H. Reakci jsem nechal probihat po dobu 24 h pfii teplot¢ 37 °C. Vysledek
deglykosylace jsem provétil pomoci afinitni chromatografie na koloné
ConA-Sepharosy o objemu pfiblizn¢ 250 ul, zpusobem popsanym v kapitole 3.5.1.4.
(str. 28), a pomoci elektroforetické separace za denaturujicich podminek zptsobem

pospanym V Kapitole 3.5.3.1. (str. 31).

V pfipadé¢ deglykosylace za denaturujicich podminek jsem k 400 pl
enzymového preparatu pridal 45 pl Endo H denaturujiciho pufru a smés nechal vafrit
pfi 100 °C po dobu 10 min. Nasledn¢ jsem do reakéni smési ptidal 50 pl Endo H
reakéniho pufru a 5 pl enzymu. Reakci jsem nechal probihat po dobu 4 h pfi
teploté 37 °C. Vysledek deglykosylace jsem provétil pomoci elektroforetické separace

za denaturujicich podminek zptisobem pospanym v kapitole 3.5.3.1. (str. 31).
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3.5.6.2. Enzymova deglykosylace p-N-acetylhexosaminidasy enzymem PNGasa F

Deglykosylaci proteini v enzymovém preparatu jsem provadél také pomoci
enzymu PNGasa F (EC 3.5.1.52), av8ak pouze za denaturujicich podminek. Soucasti
baleni enzymu je i vlastni PNGasa F reak¢éni pufr a PNGasa F denaturujici pufr
(10x koncentrované), a dale Nonidet P-40 (octylphenoxypolyethoxyethanol), ktery

brani vlastni PNGasu F pied u¢inkem denaturujiciho pufru.

K 8 ul enzymového preparatu zahusténého postupem pospanym v kapitole
3.5.1.7. (str. 29) jsem piidal 2 pl denaturujiciho pufru a 10 ul vody. Vzorek jsem 10
min povafiil pfi 100 °C. Nasledné jsem do reakéni smési piidal 4 pul 10% Nonidetu P-
40, 4 pl reakeniho pufru a 3 pl PNGasy F. Reakcni smés jsem inkuboval 4 hod pii 37
°C. Vysledek deglykosylace jsem provéfil pomoci elektroforetické separace za
denaturujicich podminek zptisobem pospanym Vv kapitole 3.5.3.1. (str. 31).
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4. VYSLEDKY

4.1. Caste¢na purifikace p-N-acetylhexosaminidasy z listi

tabaku

4.1.1. Extrakce a precipitace siranem amonnym (I)

Homogenizoval jsem 50 g lista tabaku s 100 ml 0,1 M citratového pufru pH 6,0
zpusobem popsanym v kapitole 3.5.1.1. (str. 27). Timto jsem ziskal 100 ml hrubého
extraktu o specifické aktivité 0,07 pmol - min™ - mg™. Nasledovala precipitace siranem
amonnym ve dvou krocich (0-30% a 30-65%) zpisobem popsanym v kapitole 3.5.1.2.
(str. 27). Timto jsem ziskal enzymovy preparat o objemu 1,6 ml a specifické aktivité
0,08 umol - min* - mg™.

4.1.2. Gelova chromatografie na koloné Sephacrylu S-300 (1)

Timto krokem jsem enzymovy preparat zbavil siranu amonného a piipravil na

dalsi krok separace. Postupoval jsem zpisobem popsanym v kapitole 3.5.1.3. (str. 27).

U jimanych frakci jsem stanovoval koncentraci bilkovin (metodou popsanou v kapitole

3.5.2.1,, str. 30) a aktivitu B-N-acetylhexosaminidasy s pomoci p-NP-GIcNAc substratu

metodou popsanou v kapitole 3.5.4.1. (str. 35). Timto jsem ziskal enzymovy preparat o
1 1

objemu 75 ml a specifické aktivit¢ 0,10 pumol -~ min™ - mg~. Priab¢h gelové

chromatografie na kolon¢ Sephacrylu S-300 je zaznamenan na obrazku 9 (str. 46).
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Obrazek 9: Zaznam gelové chromatografie na kolon¢ Sephacrylu S-300, prvniho
chromatografického kroku purifikace p-N-acetylhexosaminidasy. Prava svisla osa

znazoriuje aktivitu f-N-acetylhexosaminidasy.

4.1.3. Afinitni chromatografie na koloné ConA-Sepharosy

Enzymovy preparat jsem nanesl na kolonu ConA-Sepharosy a dale jsem
postupoval zptisobem popsanym v kapitole 3.5.1.4 (str. 28). V pribéhu eluce jsem
stanovoval aktivitu B-N-acetylhexosaminidasy i koncentraci bilkovin. Ve frakcich
nezachycenych bilkovin nebyla zjisténa zadna aktivita p-N-acetylhexosaminidasy.
Eluci zachycenych bilkovin pomoci 0,2 M methyl-a-D-glukopyranosidu vedla k zisku
enzymového preparatu 0 objemu 6,4 ml a specifické aktivitd 1,13 umol - min™ - mg™.
Pribéh  afinitni  chromatografie na  kolon¢  ConA-Sepharosy  shrnuje
obrazek 10 (str. 47).
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Obrazek 10: Pribéh afinitni chromatografie na koloné¢ ConA-Sepharosy, druhého
chromatografického kroku purifikace B-N-acetylhexosaminidasy. Prava svisla osa
znazoriuje aktivitu B-N-acetylhexosaminidasy. Eluce 2 znaci pocatek eluce 0,2 M

methyl-a-D-glukopyranosidem.

4.1.4. Precipitace siranem amonnym (II)

Enzymovy preparat jsem dale srazel siranem amonnym zpiisobem popsanym v
kapitole 3.5.1.2. (str. 27). Timto jsem ziskal 100 pl vzorku enzymu o specifické
aktivité 1,24 pmol - min? - mg™. Tento krok slouzil ke koncentraci enzymového
preparatu na nasledujici krok gelové chromatografie, ktera byla nutnd k odstranéni

methyl-a-D-glukopyranosidu.
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4.1.5. Gelova chromatografie na koloné Sephacrylu S-300 (I1)

Findlnim krokem izolace byla druhd gelova chromatografie na koloné
Sephacrylu S-300. Postupoval jsem zptisobem popsanym v kapitole 3.5.1.5. (str. 29).
Priibézné jsem stanovoval koncentraci bilkovin i aktivitu B-N-acetylhexosaminidasy a
na zaveér jsem slil frakce s nejvyssi aktivitou. Timto jsem ziskal kone¢ny enzymovy
preparat o specifické aktivitd 1,72 pmol - min™ - mg™. Findlni enzymovy preparat jiz
neobsahoval siran amonny ani methyl-a-D-glukopyranosid a byl vyuzit k dalSimu

stanoveni.

Pribéh druhé gelové chromatografie na koloné Sephacrylu S-300 je zobrazen na
obrazku 11 (str. 48) a prabéh celé izolace B-N-acetylnexosaminidasy shrnuje
tabulka 3 (str. 49).
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Obrazek 11: Prib¢h druhé gelové chromatografie na kolon¢ Sephacrylu S-300, tietiho
chromatografického kroku purifikace B-N-acetylhexosaminidasy. Prava svisla osa

znazornuje aktivitu f-N-acetylhexosaminidasy.
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Tabulka 3: Shrnuti celkové aktivity, obsahu bilkovin, specifické aktivity, nacisténi a

vytézku jednotlivych krokt v prubéhu purifikace f-N-acetylhexosaminidasy.

a [umol- obsah asp [pmol- Stupei Vytézek
Frakce . 4 L
min~] bilkovin [mg] min~ mg~] nacisténi [%%0]
Hruby extrakt 8,5 114,0 0,07 1,0 100
Siranova frakce (I) 6,3 76,2 0,08 11 73,7
Gelova
] 49 52,0 0,10 1,2 56,9
chromatografie ()
Con-A afinitni
) 3,4 3,0 1,13 15,1 39,8
chromatografie
Siranova frakce (1) 2,6 2,1 1,24 16,5 30,4
Gelova
) 2,1 1,2 1,72 23,0 24,6
chromatografie (1)
4.1.6. SDS-elektroforéza
Cistotu enzymového preparatu v prabéhu purifikace jsem sledoval

elektroforetickd separaci za denaturujicich podminek v prostfedi SDS (kapitola

3.5.3.1,, str. 31). Obrazek 12 (str. 50) shrnuje stanoveni.
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Obrazek 12: Elektroforetickd separace v prostiedi SDS dokumentujici prabch
purifikace B-N-acetylhexosaminidasy. 1) hruby extrakt, 2) gelova chromatografie I, 3)
proteiny nezachycené na ConA-Sepharose, 4) proteiny zachycené na

ConA-Sepharose, 5) findlni enzymovy prepardt (gelova chromatografie II), ST)
standard v rozmezi Mg 15000-250000.

4.1.7. Extrakce pB-N-acetylhexosaminidasy vyssi iontovou silou

Dukaz nerozpustné (membranové vazané) formy [-N-acetylhexosaminidasy
jsem provedl zpisobem popsanym Vv kapitole 3.5.1.6. (str. 29). Promytim sedimentu z
purifikace  jsem  ziskal = vzorek  f-N-acetylhexosaminidasy o  aktivité

15,2 nmol - min™ - ml™. Po centrifugaci a extrakci vy$§i iontovou silou jsem nestanovil
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zadnou aktivitu B-N-acetylhexosaminidasy EXxistenci nerozpustné (membranove

vazané) formy B-N-acetylhexosaminidasy jsem tedy v listech tabaku vylou¢il.

4.2. Studium glykosylace g-N-acetylhexosaminidasy

4.2.1. Deglykosylace B-N-acetylhexosaminidasy enzymem Endo H

Pti deglykosylaci proteinli obsazenych v enzymovém preparatu pomoci enzymu
Endo H jsem postupoval zpiisobem popsanym Vv kapitole 3.5.6.1. (str. 43). Usp&sné
probéhnuti deglykosylace za nativnich podminek jsem ovefil pomoci kolony
ConA-Sepharosy, vysledek byl ale negativni a veskera B-N-acetylhexosaminidasa se i

po reakci s Endo H stale vazala na kolonu.

Vysledek deglykosylace za nativnich i denaturujicich podminek jsem ovéfil
elektroforetickou separaci za denaturujicich podminek zplGsobem popsanym Vv
kapitole 3.5.3.1. (str. 31). Obrazek 13 (str. 52) zobrazuje zaznam elektroforetické
separace. Tento zdznam dokazuje ucinnou deglykosylaci ¢asti proteinti v enzymovém
preparatu za denaturujicich podminek deglykosylace v okoli Mg 70000, ale vzhledem k
Cistoté preparatu nelze urcit, o jaké proteiny se jednd. Pfi¢inu absence prouzkl ve
sloupci zndzoriiujicimu vysledek deglykosylace Endo H za nativnich podminek se

nepodatilo objasnit.

4.2.2. Deglykosylace p-N-acetylhexosaminidasy enzymem PNGasa F

Pti deglykosylaci proteinti obsazenych v enzymovém preparatu pomoci enzymu
PNGasa F jsem postupoval zptisobem popsanym v kapitole 3.5.6.2. (str. 44). V tomto

piipad¢ jsem deglykosylaci provedl pouze za denaturujicich podminek.
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Vysledek deglykosylace jsem ovéfil elektroforetickou separaci za denaturujicich
podminek zptisobem popsanym v kapitole 3.5.3.1. (str. 31). Obrazek 13 (str. 52)
zobrazuje zdznam elektroforetické separace. Tento ziznam dokazuje ucinnou
deglykosylaci c¢asti proteinii v enzymovém preparatu v okoli Mg 70000,
pravdépodobné se tedy jednd o stejné proteiny jako v piipadé deglykosylace za

denaturujicich podminek pomoci Endo H.

250000 =—

130000 =
100000 =

70000 =—
55000 —

25000 =—

15000 —

Obrazek 13: Elektroforeticka separace v prostiedi SDS dokumentujici enzymovou
deglykosylace enzymy Endo H a PNGasa F. ST) Standard, 1) referenc¢ni vzorek,
2) PNGasa F (denaturujici podminky), 3) Endo H (denaturujici podminky), 4) Endo H

(nativni podminky).
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4.3. Charakterizace p-N-acetylhexosaminidasy

4.3.1. Molekulova hmotnost 3-N-acetylhexosaminidasy

4.3.1.1. Stanoveni molekulové hmotnosti -N-acetylhexosaminidasy pomoci gelové

chromatografie

Relativni molekulovou hmotnost p-N-acetylnexosaminidasy jsem stanovil
pomoci gelové chromatografie na koloné¢ Sephacrylu S-300 zplisobem popsanym Vv
kapitole 3.5.4.1. (str. 35). Jako standard jsem pouzil BSA (Mg 67 000), NADP-ME
(Mg 254 000) a PEPC (Mg 440 000).

Obrazek 14 (str. 54) shrnuje pribéh gelové chromatografie. Na obrazku 15
(str. 54) je vynesena kalibracni zavislost logaritmu Mg na elu¢nim objemu, ze které

jsem stanovil molekulovou hmotnost B-N-acetylhexosaminidasy na Mg 275 000.
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Obrazek 14: Chromatogram shrnujici pribéh stanoveni relativni molekulové
hmotnosti na koloné Sephacrylu S-300. Prava svisla osa znazoriiuje aktivitu

B-N-acetylhexosaminidasy, NADP-ME a PEPC.

53




VYSLEDKY

6 _
PEzC
_ 55 - = NADP-ME
2 5. BSA
§° ® # Standardy
4,5 - M B-NAHA
4
30 40 50
V, [ml]

Obrazek 15: Zavislost logaritmu relativni molekulové hmotnosti na elu¢nim objemu
pii stanoveni molekulové hmotnosti B-N-acetylhexosaminidasy pomoci gelové
chromatografie na koloné Sephacrylu S-300. Standardy: BSA (Mg 67 000), NADP-ME
(Mg 254 000) a PEPC (Mgr 440 000). Molekulovou hmotnost p-N-

acetylhexosaminidasy jsem stanovil na Mg 275 000.

4.3.1.2. Stanoveni molekulové hmotnosti B-N-acetylhexosaminidasy pomoci

¢ervené nativni elektroforézy

Molekulovou hmotnost (-N-acetylnexosaminidasy jsem stanovil pomoci
cervené nativni elektroforézy zplisobem popsanym v kapitole 3.5.3.2. (str. 32). Jako
standard jsem pouzil BSA (mono-, di- a trimer; Mg 67 000 - 201 000), laktat
dehydrogenasu (LDH, Mg 140 000), glutamat dehydrogenasu (GLDH, Mg 369 000) a
RuBisCO (Mg 540 000).

Zavislost logaritmu molekulové hmotnosti na reten¢nim faktoru R¢ byla linearni
v rozmezi LDH, trimer BSA, GLDH a RuBIisCO, nikoliv v8ak v pfipadé monomeru a
dimeru BSA. Relativni molekulovou hmotnost 3-N-acetylhexosaminidasy jsem pomoci
cervené nativni elektroforézy stanovil na Mg 285 000. Obrazky 16 a 17 (str. 55)

dokumentuji priibéh nativni elektroforézy a vyhodnoceni vysledki.
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-

Obrazek 16: Gel po Cervené nativni elektroforéze. Bilkoviny barvené pomoci CBB:
1) BSA,3, 2) LDH, 3) RuBisCO, 4) GLDH, 5) RuBisCO. Enzymy stanovené pomoci
aktivity: 6) p-N-acetylhexosaminidasa (Mg 285 000), 7) LDH.

RuBisCO

GLDH

¢ Standardy
B B-NAHA

BSA,

LDH

Obrazek 17: Zavislost logaritmu relativni molekulové hmotnosti na reten¢nim faktoru
pii stanoveni molekulové hmotnosti B-N-acetylhexosaminidasy pomoci nativni

elektroforézy.
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4.3.2. Izoelektricky bod p-N-acetylhexosaminidasy

Ke stanoveni izoelektrického bodu [-N-acetylhexosaminidasy (pI) a k uréeni
poctu izoforem [-N-acetylhexosaminidasy v enzymovém preparatu jsem provedl
izoelektrickou fokusaci zpiisobem popsanym v kapitole 3.5.3.3. (str. 33).

Obrazek 18 (str. 56) shrnuje stanoveni. Vysledky potvrzuji pfitomnost jediné
izoformy B-N-acetylhexosaminidasy v listech tabaku, jejiz hodnota izoelektrického

bodu byla stanovena na pl 5,3.

10.6 95 83 7773 69 59 53 47 44

Obrazek 18: Izoelektricka fokusace B-N-acetylhexosaminidasy. A) Standard a hodnoty
pl standardu, B) B-N-acetylhexosaminidasa (aktivita), C) proteiny v enzymovém

preparatu.

4.3.3. Stabilita p-N-acetylhexosaminidasy v case

Postupoval jsem zptsobem popsanym V kapitole 3.5.5.4. (str. 42). Ve zvolenych
Casovych intervalech jsem métil aktivitu B-N-acetylhexosaminidasy ve finalnim
enzymovém preparatu uchovavaném pii 4 °C. B-N-acetylhexosaminidasa z list tabaku
je velice stabilni enzym, ktery ztraci 50% aktivity po pfiblizné 30 dnech uchovavani,

jak dokumentuje obrazek 19 (str. 57).
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Obrazek 19: Stabilita B-N-acetylhexosaminidasy ve finalnim enzymovém preparatu v
Case. Aktivita B-N-acetylhexosaminidasy je vyjadiena v procentech, vztazena k aktivité

namétené po ukonceni izolace (0. den).

4.3.3. Studium substratové specifity p-N-acetylhexosaminidasy

Studoval jsem prubéh reakce katalyzované [-N-acetylhexosaminidasou v
piipadé celkem péti substratii: p-NP-GIcNAc, p-NP-GalNAc, N,N'-diacetylchitobiosa,
p-NP-N,N'-diacetylchitobiosid a N,N',N"-triacetylchitotriosa.

Optimalizaci metody ke stanoveni aktivity B-N-acetylhexosaminidasy v ptipadé
substratti métenych pomoci kapilarni elektroforézy (kapitola 3.5.4.2., str. 35) jsem ve
vSech pripadech dosahl linearni zavislosti plochy pod pikem na koncentraci produkti

reakce, jako dokumentuje obrazek 20 (str. 58).
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Obrazek 20: Kalibratni zavislost ke
stanoveni produktli reakce katalyzované
B-N-acetylhexosaminidasou pifi méfeni

pomoci kapilarni elektroforézy.

A) Hydrolyza p-NP-N,N'-diacetylchitobiosidu
B) Hydrolyza N,N',N"-triacetylchitotriosy
C) Hydrolyza N,N'-diacetylchitobiosy

Obrazek 21 (str. 59) dale dokumentuje prubéh hydrolyzy katalyzované

B-N-acetylhexosaminidasou v piipadé substratu p-NP-N,N'-diacetylchitobiosid. Je zde

patrny narust koncentrace produkti reakce p-NP-GIcNAc a GIcNAc v ¢ase a zaroven

nulova koncentrace N,N'-diacetylchitobiosy v prubéhu celého meétfeni. Produktem

hydrolyzy p-NP-N,N'-diacetylchitobiosidu katalyzované [B-N-acetylhexosaminidasou

tedy nikdy neni p-NP a N,N'-diacetylchitobiosa.
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Obrazek 21: Prabéh hydrolyzy p-NP-N,N'-diacetylchitobiosidu katalyzované
B-N-acetylhexosaminidasou. Nulova koncentrace N,N'-diacetylchitobiosy v pribéhu
celého méfeni je dikazem substratové specifity [B-N-acetylhexosaminidasy, ktera
hydrolyzuje p-NP-N,N'-diacetylchitobiosid za vzniku p-NP-GIcNAc a GIcNAc.

Na obrazku 22 (str. 60) je zobrazeno relativni srovnani aktivity
B-N-acetylhexosaminidasy s jednotlivymi substraty. Z vysledkli je patrné, Ze
B-N-acetylhexosaminidasa z listi tabaku snadné&ji hydrolyzuje syntetické substraty, z
nichz je nejlepsi p-NP-GIcNAc. N,N'-diacetylchitobiosa je lep$im substratem nez
N,N',N"-triacetylchitotriosa. Dale p-NP-N,N'-diacetylchitobiosid a p-NP-GalNAc
hydrolyzuje B-N-acetylhexosaminidasa ptiblizné stejné efektivné a
p-NP-N,N'-diacetylchitobiosid  je lepS§im substritem i v  porovnani S
N,N'-diacetylchitobiosou.
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Obrazek 22: Relativni srovnani aktivity B-N-acetylhexosaminidasy stanovené s

jednotlivymi substraty.

Obrazky 23 a 24 (str. 61 a 62) zobrazuji sérii elektroferogramti dokumentujicich
prubéh hydrolyzy katalyzované [-N-acetylhexosaminidasou v piipadé substrati
p-NP-N,N'-diacetylchitobiosid a  N,N',N"-triacetylchitotriosa.  Elektroferogramy
zobrazuji odezvu detektoru (v jednotkach mAU, kdy A = 1000 mAU odpovida A = 1)

mezi 8 a 12 minutou v pribéhu separace reakéni smési pii zvolené dobé reakce.
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Obrazek 23: Elektroferogram znazorfiujici
2 pribsh  hydrolyzy  p-NP-(GIcNAC),
20 katalyzované B-N-acetylhexosaminidasou.
15
Svisla osa: Ay [MAU], vodorovna osa:
10 2 C e .
migracni ¢as [min].
5 Piky: 1) p-NP-(GIcNAc),, 2) p-NP-GIcNAc,

3) GIcNAc.
Doba reakce: A) 20 min, B) 60 min,
C) 100 min, D) 130 min, E) 170 min.
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25 Obrazek 24: Elektroferogram znazoriujici
20 pribéh hydrolyzy katalyzované
B-N-acetylhexosaminidasou.v ptipadé substratu
15 N,N',N"-triacetylchitotriosa.
10
Svisla osa: Ay [MAU], vodorovna osa:
5 migracni ¢as [min].
‘V\___/\_,;ﬁ Piky: 1) (GIcNAc);, 2)  (GIcNAC),,
0

3) GIcNAc.
Doba reakce: A) 20 min, B) 40 min,
C) 80 min, D) 130 min, E) 180 min.
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4.4. Optima B-N-acetylhexosaminidasy

4.4.1. pH optimum B-N-acetylhexosaminidasy

Pii stanoveni pH optima [-N-acetylhexosaminidasy s jednotlivymi substraty
jsem postupoval zpisobem popsanym Vv kapitole 3.5.5.3. (str. 42), piicemz aktivitu s
p-NP-GIcNAc a p-NP-GalNAc jsem stanovoval zpisobem popsanym Vv kapitole
3.5.4.1. (str. 35) a aktivitu se substraty stanovovanymi pomoci kapilarni elektroforézy

zpusobem popsanym v kapitole 3.5.4.2. (str 35).

V piipad¢ stanoveni pomoci kapilarni elektroforézy jsem délku inkubace volil
tak, aby mnozstvi vzniklého produktu bylo ve vSech ptipadech zhruba stejné. VSechna
méteni jsem proved] 3x pro statistické vyhodnoceni. Se vSemi substraty bylo pouzito
stejnych pufit, ale jejich zastoupeni v reakéni smési bylo rozdilné. Proto jsem v ramci
vyhodnoceni sledoval zavislost aktivity na skutecném pH reakéni smési.
Obrazek 25 (str. 64) shrnuje stanoveni zavislosti aktivity B-N-acetylhexosaminidasy na
pH reakéni smési a tabulka 4 (str. 63) shrnuje stanovené hodnoty pH optima

B-N-acetylhexosaminidasy s jednotlivymi substraty.

Tabulka 4: Stanovena pH optima -N-acetylhexosaminidasy s jednotlivymi substraty.

Substrat pH optimum
N,N'-diacetylchitobiosa 4,9
p-NP-N,N'-diacetylchitobiosid 49
N,N’, N"-triacetylchitotriosa 4,3
p-NP-GIcNAc 4,6
p-NP-GalNAc 50

63



VYSLEDKY

N,N'-diacetylchitobiosa p-NP-N,N'-diacetylchitobiosid
1,2 + 1,4 -
1 1,2
1 -
08 -
0,8 -
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0,6 -
04 -
0,4 -
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0 T T 1 0 T T 1
3,5 4,5 5,5 6,5 3,5 4,5 5,5 6,5
N,N’, N"-triacetylchitotriosa p-NP-GIcNAc
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14 7 Obrazek 25: Grafy pH optima
1,2 - - . o,
. B-N-acetylhexosaminidasy s jednotlivymi
08 - substraty. Horizontalni osa zobrazuje
0,6 - vzdy pH, vertikalni osa rychlost reakce (v
04 - jednotkach pmol - min™ - mg™).
02 -
0 T T
2,5 4,5 6,5

64



VYSLEDKY

4.4.2. Teplotni optimum B-N-acetylhexosaminidasy

Pii stanoveni teplotniho optima [-N-acetylhexosaminidasy s jednotlivymi
substraty jsem postupoval zptisobem popsanym v kapitole 3.5.5.2. (str. 41), aktivitu s
p-NP-GIcNAc a p-NP-GalNAc jsem stanovoval zpisobem popsanym Vv kapitole
3.5.4.1. (str. 35) a aktivitu se substraty stanovovanymi pomoci kapilarni elektroforézy

zpusobem popsanym v kapitole 3.5.4.2. (str. 35).

Obrazek 26 (str. 66) dokumentuje pribéh stanoveni zavislosti aktivity
B-N-acetylhexosaminidasy na reakéni teploté a tabulka 5 (str. 65) shrnuje stanovené

hodnoty teplotniho optima B-N-acetylhexosaminidasy s jednotlivymi substraty.

Tabulka 5: Stanovené hodnoty teplotniho optima [-N-acetylhexosaminidasy s

jednotlivymi substraty.

Substrat Teplotni optimum [°C]
N,N'-diacetylchitobiosa 50
p-NP-N,N'-diacetylchitobiosid 50
N,N',N"-triacetylchitotriosa 50
p-NP-GIcNAc 55
p-NP-GalNAc 50
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61 Obrazek 26:  Teplotni  optimum
B-N-acetylhexosaminidasy pro jednotlivé
47 substraty. Horizontalni osa zobrazuje
vzdy teplotu (v jednotkach °C), vertikalni
2 1 osa rychlost reakce (v jednotkach
umol - min™ - mg™).
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4.5. Kinetické parametry p-N-acetylhexosaminidasy

4.5.1. Stanoveni kinetickych parametri p-N-acetylhexosaminidasy

Stanovil jsem zakladni kinetické parametry -N-acetylhexosaminidasy, Vyax a
Kw, v pfipadé substratti p-NP-GIcNAc, p-NP-GalNAc a N,N'-diacetylchitobiosa.

V piipad¢é substratu p-NP-GIcNAc jsem pozoroval také inhibici nadbytkem
substratu, coz je vlastnost, které dosud u rostlinnych B-N-acetylhexosaminidas nebyla
popsana. Stanovil jsem tedy i pfislusnou konstantu inhibice nadbytkem substratu (Ksg).
Pfi stanoveni jednotlivych veli¢in jsem postupoval zplisobem popsanym V kapitole

3.5.4.4. (str. 37).

V dtsledku pozorované inhibice nadbytkem substratu je stanovenda VMAX
B-N-acetylhexosaminidasy v ptipadé substratu p-NP-GlcNAc pouze fiktivni (Vyax)-
Jedna se o vypoctenou rychlost, s jakou by reakce probihala bez pifitomnosti inhibice
nadbytkem substratu. Maximalni rychlosti reakce dosahuje -N-acetylhexosaminidasa
pfi 1 mM koncentraci p-NP-GIcNAc, kdy v (1 mM) = 1,69 pmol - min™ - mg™, tedy
zhruba 76% Vyax -

Na obrazku 27 (str. 68) je zobrazen graf zavislosti rychlosti reakce na
koncentraci jednotlivych substrati. Tabulka 6 (str. 68) shrnuje stanovené hodnoty

kinetickych parametri 3-N-acetylhexosaminidasy.
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Obrazek 27: Zavislost

rychlosti reakce katalyzované B-N-acetylhexosaminidasou na

koncentraci jednotlivych substratii. PreruSovanou carou je zobrazen vyvoj rychlosti

reakce v pfipad¢, kdy by nebyla uplatnéna inhibice nadbytkem substratu.

Tabulka 6: Stanovené hodnoty kinetickych parametrii f-N-acetylhexosaminidasy pro

jednotlivé substraty: Viyax, Ku @ Kss v pfipadé inhibice substratem (pozorované pouze

u p-NP-GIcNAC).

\ mol
Substrit " L o Ky [MM] Kss [MM]
min? - mg*]®
N,N'-diacetylchitobiosa 1,12+0,13 0,308 + 0,037 —
p-NP-GIcNAc 2,21+0,11 0,152 + 0,008 6,08 + 0,64
p-NP-GalNAc 1,37 £0,10 0,201 +0,015 —

+) V ptipadé substratu p-NP

-GlcNAc je stanovena maximalni rychlost reakce pouze hypotetickd, Vyax-

Maximalni rychlosti reakce dosahuje B-N-acetylhexosaminidasa pii 1 mM koncentraci p-NP-GICNAc, kdy

v (1 mM) = 1,69 pmol - min™ -

mg™, tedy zhruba 76% V;j .
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4.5.2. Inhibi¢ni studie p-N-acetylhexosaminidasy

Studoval jsem plisobeni ¢tyt predpokladanych inhibitori (GlcN, GlcNAc, GalN
a GalNAc) na rychlost reakce katalyzované B-N-acetylhexosaminidasou s pouzitim
substratti p-NP-GalNAc nebo p-NP-GlcNAc. V piipadé substratu p-NP-GIcNAc byla
reakce zaroven inhibovana i substraitem (Kss = 6,08 £ 0,64 mM), ¢emuz byly
piizpisobeny piislusné rovnice. Postupoval jsem zpusobem popsanym V Kkapitole
3.5.4.5. (str. 38) a jednotlivé inhibi¢ni konstanty jsem pomoci nelinearni regrese v

programu Excel.

Tabulka 7 (str. 70) shrnuje stanovené hodnoty inhibi¢nich konstant
B-N-acetylhexosaminidasy. V ptipadé pouzitého substratu p-NP-GIcNAc vykazuji
inhibitory GalN a GalNAc inhibici smiSeného typu (uvedena Kic i Ky, tedy
kompetitivni a nekompetitivni inhibicni konstanta), ve vSech ostatnich piipadech
vykazuji jednotlivé inhibitory inhibici Cisté kompetitivniho typu (uvedena pouze Kic).
Dale jsem stanovil inhibiéni konstantu [-N-acetylhexosaminidasy v piipadé
kompetitivniho inhibitoru DMF s pouzitim substratu p-NP-GICNAc, kdy
Kic = 88,8 = 10,5 mM. Obrazky 28-31 (str. 70-74) dokumentuji jednotliva stanoveni.
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Tabulka 7: Hodnoty inhibi¢nich konstant [-N-acetylhexosaminidasy v ptipadé

jednotlivych inhibitort a s pouzitim substrati p-NP-GIcNAc a p-NP-GalNAc.

inhibitor \ substrat p-NP-GalNAc p-NP-GIcNAc
GaIN [mM] Kie= 23,43 +2,53 :2:3 - %613 . §47 g
GalNAC [mM] K= 7.3340,73 }I<<I.Cu:: 1{32553;116?5
GIcN [mM] Kic= 495016 K= 5,00 0,08
GIcNAC [mM] Kie= 3,020,117 Kie= 3,38+0,11

Kic - kompetitivni inhibi¢ni konstanta, K;, - nekompetitivni inhibi¢ni konstanta. Pokud jsou

uvedeny K¢ i K¢, jedna se o smiSenou inhibici, v opa¢ném piipadé o ¢isté kompetitivni inhibici.
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Obrazek 28: Inhibi¢ni G¢inek GalN na B-N-acetylhexosaminidasu s pouzitim substratt
p-NP-GalNAc (kompetitivni inhibice) a p-NP-GIcNAc (smiSena inhibice reakce
soucasn¢ inhibované nadbytkem substratu). Modré (0 mM) kiivky odpovidaji reakcim
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Obrazek 29: Inhibi¢ni tcinek GalNAc na [-N-acetylhexosaminidasu s pouzitim
substrati p-NP-GalNAc (kompetitivni inhibice) a p-NP-GIcNAc (smiSena inhibice
reakce soucasné inhibované nadbytkem substratu). Modré (0 mM) kiivky odpovidaji

reakcim bez inhibitoru.
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Obrazek 30: Inhibi¢ni G¢inek GlcN na B-N-acetylhexosaminidasu s pouzitim substratt
p-NP-GalNAc (kompetitivni inhibice) a p-NP-GlcNAc (kompetitivni inhibice reakce
soucasn¢ inhibované nadbytkem substratu). Modré (0 mM) kiivky odpovidaji reakcim
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Obrazek 31: Inhibi¢ni U¢inek GIcNAc na [B-N-acetylhexosaminidasu s pouZzitim
substratl p-NP-GalNAc (kompetitivni inhibice) a p-NP-GlcNAc (kompetitivni inhibice
reakce soucasné inhibované nadbytkem substratu). Modré (0 mM) kiivky odpovidaji

reakcim bez inhibitoru.
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5. DISKUZE

Rostlinné B-N-acetylhexosaminidasy patii do skupiny enzymi s rozmanitymi
vlastnostmi. Jsou schopné hydrolyzovat vétSinu substrati s vazanym GIcNAc nebo
GalNAc, at uz v izolovanych sacharidech nebo glykokonjugatech, a stejné¢ tak i
synteticky znaCené substraty. S takto Sirokou substratovou specifitou se aktivita
rostlinnych B-N-acetylhexosaminidas pii srovnani poméra hydrolyzy jednotlivych
substratu casto lisi az o nckolik fada. I v oblasti pH optim, izoelektrickych bodt,
kvartérni  struktury nativnich proteini a dalSich vlastnostech se rostlinné
B-N-acetylhexosaminidasy také li§i, byt zdaleka ne v takové mife jako v oblasti
substratové specifity. Podobnost napiiklad v pfipadé molekulovych hmotnosti
neglykosylovanych proteinti, kterd se v naprosté vétSin€ piipadit pohybuje v tzkém

rozmezi kolem Mg 62 000, je spise vyjimecna [20].

Molekulova hmotnost B-N-acetylhexosaminidas se zda byt univerzalni i v
zivoc¢isné a houbové Fisi. Napiiklad podjednotka a lidské B-N-acetylhexosaminidasy
ma Mg 61 000 a podjednotka B Mg 63 000 [11]. Houbova B-N-acetylhexosaminidasa
organizmu Penicillium oxalicum ma Mg 65 000 (v tomto pftipadé je pfitomny i
propeptid s regulacni funkci a Mg 15 000) [85]. Houbové a Zivocisné
B-N-acetylhexosaminidasy se ale vyskytuji témét vyhradné ve formé dimerd, zatimco

rostlinné enzymy nejsou v tomto ohledu takto jednotné.

V této praci jsem stanovil molekulovou hmotnost f-N-acetylhexosaminidasy z
listd tabaku na Mg 275 000 pomoci gelové chromatografie a My 285 000 pomoci
nativni elektroforézy. Za ptedpokladu (ktery se mi vzhledem k Cdistoté finalniho
enzymového preparatu nepodarilo dokazat), ze protein B-N-acetylhexosaminidasy ma

typickou velikost kolem Mg 62 000, se tedy jedna pravdépodobné o homotetramer.
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Vysledky ziskané pii nativni elektroforéze, a dale i vysledky izoelektrické
fokusace nasvédcéuji pritomnosti jediné izoformy [-N-acetylhexosaminidasy v listech
tabaku. Doplitkovym zpracovanim hrubého extraktu pti izolaci jsem nedokézal ani
pfitomnost membranové vazané izoformy [-N-acetylnexosaminidasy. Pfitom u
ostatnich rostlin se na zaklad¢ analyzy DNA a sekvencni homologie s potvrzenymi
B-N-acetylhexosaminidasami huseni¢ku rolniho ptedpokladd az Sest (kukufice setd,
s0ja), sedm (vranecek), nebo 1 osm (japonskd ryZe seta) izoforem
B-N-acetylhexosaminidasy. Stanoveny izoelektricky bod pl 5,3 se pohybuje v rozmezi
typickém pro rostlinné B-N-acetylhexosaminidas (pl 5,0 - 8,4 [20]). Konkrétné v
piipadé HEXO1-3 husenicku rolniho je vypoctené pl 6,20 a 6,37 a 8,27 [17]. V ptipadé
kukufice set¢ byl v roce 2003  experimentaln€¢  stanoven  pro
B-N-acetylhexosaminidasu pl 6,45 [86]. K dne$snimu dni je znama sekvence
kukufi¢ného genomu a pro celkem Sest proteini f-N-acetylhexosaminidasy v kukufici

seté je znama vypoctena hodnota pl 5,04 a 5,36 a 5,78 a 5,94 a 6,44 a 6,47 [20].

VSechna stanoveni tedy nasvédCuji  pfitomnosti jediné izoformy
B-N-acetylhexosaminidas v listech tabaku, pravdépodobné vakuolarni tak jako v

ptipadé HEXO1 husenicku rolniho [17].

Optimum pH se u rostlinnych B-N-acetylhexosaminidas obvykle pohybuje v
mimn¢ kyselé oblasti. Napiiklad vSechny tfi p-N-acetylhexosaminidasy husenicku
rolniho maji pH optimum v rozmezi pH 4 - 5 se substraty p-NP-GlcNAc, rostlinnymi
N-glykoproteiny i zna¢enou (GIcNAc); [17]. V piipadée kukufice seté bylo pH optimum
stanovené¢ na pH 4,5 se substratem (GIcNAc), [86] a v pfipadé pSenice seté bylo

stanovené optimalni pH 4,0 (nespecifikovany substrat) [87].

V ptipadé¢ PB-N-acetylhexosaminidasy v listech tabdku jsem stanovil pH
optimum pifi  pouziti jednotlivych substrati v pomémé Uzkém rozmezi
pH 4,3 - 5,0. Konkrétn¢ s pouzitim substratt p-NP-GIcNAc, (GIcNAc), a
p-NP-(GIcNACc), byla hodnota optimalniho pH 4,9-5,0. V mirn¢ kyselejsi oblasti se
pohybovalo pH optimum se substraty p-NP-GalNAc (pH 4,6) a (GIcNAc); (pH 4,3). Za

zminku zde stoji i to, Ze diky pokrocilejsi metodé stanoveni doslo k mirnému zpiesnéni
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ptedchozich hodnot, které byly v nasi laboratoti diive stanoveny jako pH optimum
B-N-acetylhexosaminidasy se substraty p-NP-GICNAc a p-NP-GalNAc [88].

Substratova specifita rostlinnych p-N-acetylhexosaminidas je také znaéné
variabilni. Rostlinné B-N-acetylhexosaminidasy zpravidla §t€pi p-NP znacCené substraty
Iépe nez chitooligomery a jiné v ptirod¢ se vyskytujici substraty, pfiCemz aktivita
B-N-acetylhexosaminidasy se substratem p-NP-GIcNAc je Casto fadove vyssi, neZ se
substratem p-NP-GalNAc. Napiiklad HEXO1 a HEXO3 husenicku rolniho obé
hydrolyzuji p-NP-GlcNAc vice nez 10x efektivnéji nez p-NP-GalNAc, a vice nez 20x
efektivnéji nez rostlinné N-glykoproteiny a (pyridylaminovanou) PA-(GIcNAc), a
PA-(GIcNAC)s. Na druhou stranu v piipadé HEXO?2 je hydrolyza p-NP-GIcNAc pouze
asi 2,5x efektivnéjsi v porovnani s p-NP-GalNAc, a pouze 4x efektivnéjsi v porovnani

s PA-(GIcNAC);, pricemz PA-(GICNAC), hydrolyzuje o nékolik fadt hire [17].

Aktivita B-N-acetylhexosaminidasy izolované z kukufice seté byla se substratem
p-NP-GICNAC téméf 20x nizsi v porovnani S (GICNAC),. V tomto ptipadé enzym
dokonce hydrolyzoval i p-NP-GalINAc asi 0 25% efektivn€ji nez substrat
p-NP-GIcNAc [86]. Dvé B-N-acetylhexosaminidasy izolované z pSenice seté byly
schopné Stépit chitooligomery (GIcNAC),s, byt s ucinnosti o 1-2 fady nizsi v
porovnani se substraitem p-NP-GIcNAc. Zajimavé v tomto piipadé¢ bylo to, Ze se
nepodafilo stanovit zadny linearni vztah aktivity -N-acetylhexosaminidasy v zavislosti
na délce chitooligomerniho substratu a rychlost reakce klesala ndhodné v ftadé

(GIcNAC); > (GIcNAC)s > (GIcNAc), > (GIcNAc), [87].

Substratova specifita B-N-acetylhexosaminidasy z listi tabdku se nepodoba
zadnému z vySe zminénych ptikladd. Tento enzym hydrolyzuje p-NP-GICNAc a
p-NP-GalINAc ve srovnatelné mife, stejné jako substraty (GlcNAc),.; a
p-NP-(GIcNAC),. Svij nejlepsi substrat ~ p-NP-GIcNAc hydrolyzuje
B-N-acetylhexosaminidasa pouze asi 3x efektivn€ji nez substrat nejhorsi, tedy
(GIcNAC);. Kromée toho zde s rostouci délkou oligosacharidi klesa aktivita, a to jak v
ptipade (GIcNAc), a (GIcNAC)s, tak i v ptipadé p-NP-(GIcNAc) a p-NP-(GIcNAc),. V
ptipadé¢ hydrolyzy p-NP-(GICNAC), se podafilo prokazat, ze jako produkt reakce

77



DISKUZE

vznikad pouze p-NP-GICNAc a GIcNAc, a B-N-acetylhexosaminidasa nikdy nestépi
vazbu mezi p-NP a (GIcNAc),. Dale je zajimavé i to, ze B-N-acetylhexosaminidasa
hydrolyzuje p-NP-(GIcNAC), efektivnéji nez (GIcNAc), i (GICNAC)s.

Jak jsem naznalil jiz vySe, tyto vysledky neumoziuji odhadnout funkci
B-N-acetylhexosaminidasy v listech tabaku na zaklad¢€ porovnani substratové specifity

s jinymi enzymy.

Unikétnim a u rostlinnych B-N-acetylhexosaminidas dosud nepopsanym jevem
je vlastni inhibice reakce substratem p-NP-GIcNAc. V na$i laboratofi byla diive
popsana houbova [-N-acetylhexosaminidasa izolovana z Penicillium oxalicum, ktera je
rovn¢Z inhibovana nadbytkem substratu p-NP-GICNAc [85]. Na zaklad¢ inhibi¢nich
studii se piedpokladala existence druhého vazného mista pro substrat, a tato hypotéza
byla pozd&i prokdzana a jeji mechanismus vysvétlen pomoci molekuldrniho

modelovani enzymu.

V ptipadé¢ mnou zkoumané B-N-acetylhexosaminidasy z listi tabaku jsem pfi
inhibi¢nich studiich (s ihibitory GalN, GalNAc, GIcN a GIcNAc) prokazal
kompetitivni typ inhibice pro vSechny ¢&tyfi inhibitory s pouZitim substratu
p-NP-GalNAc. V ptipad¢ substratu p-NP-GICNAc se s inhibitory GIcN a GIcNAc
jednalo také o kompetitivni inhibici, pfi¢emz hodnota inhibi¢nich konstant byla

prakticky totoZna s pouZitim obou substrati.

S pouzitim substratu p-NP-GIcNAc a inhibitory GalN (K¢ 31,2 a
Ky 176,7 mM) a GalNAc (K¢ 12,3 a K|y 89,5 mM) se ale jednalo o smiSenou inhibici.
Toto jsou velice odlisné vysledky od vyse zminéné houbové -N-acetylhexosaminidasy
z Penicillium oxalicum, ktera byla inhibovana inhibitorem GIcNAc nekompetitivné bez
ohledu na substrat, a inhibitorem GalNAc kompetitivné bez ohledu na substrat [85].
Pti¢inu tohoto jevu nejsem v tuto chvili schopen uspokojivé vysvétlit, ale napomoci
pochopit jeno mechanismus by mohly substraty bez C4 hydroxylu [3]. Kinetika reakce
B-N-acetylhexosaminidasy s témito substraty mize objasnit, jestli je Glc orientovany

C4 hydroxyl potfebny pro inhibici nadbytkem substratu (v tomto piipadé by se inhibice
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substraitem neméla projevit), nebo jestli je Gal orientovany C4 hydroxyl pouze
ptekazkou k uplatnéni inhibice nadbytkem substratu (v tomto piipadé by se inhibice

substratem méla projevit).

Optimalizace izolace [-N-acetylhexosaminidasy a optimalizace stanoveni
chitooligomert pomoci kapilarni elektroforézy v budoucnu umozni skutecné spolehlivé
stanoveni kinetickych parametrti -N-acetylhexosaminidasy v listech tabaku u vSech v
soucasnosti zkoumanych substrati. A pii povzbudivych vysledcich umozni také dalsi

kinetické studie s vyuzitim rostlinnych N-glykoproteind.

Znalost kinetiky reakci, vysvétleni Siroké substratové specifity, relativné vysoké
aktivity se substratem p-NP-GalNAc a popis mechanismu inhibice substratem
p-NP-GICNAC patii mezi kli¢ové otazky, jejichz zodpovézeni povede k objasnéni

funkce B-N-acetylhexosaminidasy v listech tabaku.
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6. ZAVER

e Casteénou purifikaci p-N-acetylhexosaminidasy z listd tabaku jsem ziskal 23x
nadi§tény enzymovy preparat o specifické aktivité 1,72 pumol . min? . mg™? (se
substratem p-NP-GICNAC).

e Nativni elektroforéza a izoelektricka fokusace odhalily pfitomnost jediné izoformy

B-N-acetylhexosaminidasy v listech tabaku.

e Stanovil jsem relativni molekulovou hmotnost B-N-acetylhexosaminidasy gelovou
chromatografii (Mg 275 000) a nativni elektroforézou (Mg 285 000).

e Izoelektricky bod B-N-acetylhexosaminidasy jsem stanovil na hodnotu pl 5,3.

e [(-N-acetylhexosaminidasu z listt tabaku nebylo mozné deglykosylovat enzymem
Endo H za nativnich podminek. Deglykosylaci [-N-acetylhexosaminidasy enzymy

Endo H a PNGasa F za denaturujicich podminek se nepodatilo prokazat.

e Optimalizoval jsem metodu ke stanoveni aktivity B-N-acetylhexosaminidasy se
substraty N,N'-diacetylchitobiosa, p-NP-N,N'-diacetylchitobiosid a

N,N',N"-triacetylchitotriosa pomoci kapilarni elektroforézy.

e Pii studiu substratové specifity se substraty p-NP-GIcNAc, p-NP-GalNAc,
(GIcNAc),, p-NP-(GIcNAc), a (GIcNAc);  jsem  stanovil  aktivitu
B-N-acetylhexosaminidasy s jednotlivymi substraty, zdokumentoval priubéh reakce

a definoval produkty reakce.

e Stanovil jsem pH optimum B-N-acetylhexosaminidasy se substraty p-NP-GICNAc,
p-NP-GalNAc, (GIcNAC),, p-NP-(GIcNAc), a (GIcNAC);, které se pohybuje v
uzkém rozmezi pH 4,3 - 5,0. Zpiesnil jsem dosavadni hodnoty stanovené naSi

laboratofi.
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Stanovil jsem teplotni optimum [(-N-acetylnexosaminidasy se substraty
p-NP-GIcNAc, p-NP-GalNAc, (GIcNAc),, p-NP-(GIcNAc), a (GIcNAc); na
hodnotu 50 - 55 °C.

Stanovil jsem kinetické parametry Ky a Vyax pro p-N-acetylhexosaminidasu se
substraty p-NP-GIcNAc, p-NP-GalNAc, N,N'-diacetylchitobiosa. V piipadé
substratu p-NP-GICNAC jsem dokazal inhibici reakce nadbytkem substratu, dosud
nepopsanou u rostlinnych B-N-acetylhexosaminidas, a stanovil jsem piislusnou

inhibi¢ni konstantu Kgg.

Stanovil jsem typ inhibice a inhibi¢ni konstantu inhibitori GalN, GalNAc, GIcN a
GIcNAc na aktivitu B-N-acetylhexosaminidasy pii pouziti substrati p-NP-GICNACc
a p-NP-GalNAc.
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