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ABSTRAKT

Extracelularni o-N-acetylgalaktosaminidasa byla izolovana hlavné ze zvifecich
zdroji a minimaln¢ z mikrobialnich zdroji (Clostridium perfringens, Aspergillus niger,
Acremonium sp. No. 413). Kultivace patogenni bakterie Clostridium perfringens je
obtizna, protoZe vyzZaduje anaerobni podminky. Produkéni kmeny Aspergillus niger
a Acremonium sp No. 413 nejsou vetfejné dostupné a mimoto neni zcela jisté, Ze jsou
oba kmeny spravné taxonomicky determinovany.

Proto byl proveden screening producenti «o-N-acetylgalaktosaminidasy
vybranych kmenti mikroskopickych vlaknitych hub z vefejn¢ dostupnych sbirek (CCF
a CCIM). Za aerobnich podminek byly houby kultivovany v submersnim médiu
obsahujici so6jovou mouku jako zdroj uhliku. Potencionaln¢ dobii producenti
a-N-acetylgalaktosaminidasy jsou zastupci rodu Aspergillus ze sekce Nigri a nejlep$im
producentem a-N-acetylgalaktosaminidasy byl Aspergillus niger CCIM K2.

o-N-Acetylgalaktosaminidasa izolovand z Aspergillus niger CCIM K2 je
relativné stabilni v rozmezi pH 2 — 6 a jeji stabilita pfi teploté¢ 35 °C se vzrustajici
hodnotou pH kles4d. pH Optimum enzymu je 1,5 pfi teploté 35 °C. Teplotni optimum
enzymu je 55 °C pii pH 2,5 a 45 °C pti pH 1,5. Enzym v pfitomnosti redu¢nich ¢inidel
merkaptoethanolu  a  dithiothreitolu  vykazuje  vysokou stabilitu. Enzym
v koncentrovanych roztocich neztraci aktivitu ani po 14 dnech uchovavani pti teploté
4 °C. Enzym akceptoval pNP-a-GalpNAc a oNP-a-GalpNAc jako své substraty.

a-N-Acetylgalaktosaminidasa z Aspergillus niger CCIM K2 byla v kombinaci
katexové (Fractogel EMD SO; (S)) a gelové chromatografie (Sephacryl S-200
a Superdex 200) purifikovana. Pfesto byla v purifikovaném podilu pfitomna vedlejsi
a-galaktosidasova aktivita, kterA miize byt zplisobena ¢asteCnou nespecifitou
o-N-acetylgalaktosaminidasy, nebo kontaminaci a-galaktosidasou. Metodou
SDS-PAGE bylo zjisténo, Ze molekulova velikost majoritni denaturované jednotky

o-N-acetylgalaktosaminidasy je kolem 116 kDa.



ABSTRACT

Fungal a-N-acetylgalactosaminidase —

Enzyme screening, production and characterization

Extracellular o-N-acetylgalactosaminidase was so far isolated mostly from
animal and microbial sources (Clostridium perfrongens, Aspergillus niger,
Acremonium sp. No. 413). Cultivation of pathogenic bacteria Clostridium perfringens
was complicated by production of toxins and by the need of anaerobic cultivation.
Two published fungal production strains ( Aspergillus niger, Acremonium sp. No. 413)
are not available to public and unfortunately they are not taxonomically properly
determined.

Therefore, screening for a-N-acetylgalactosaminidase in the fungal strains from
public collection (CCF, CCIM) was performed. Fungal strains were cultivated
in a complex liquid media containing soya flour as inductor under aerobic condition.
Good  strains from  Nigri section were found to be producers
of a-N-acetylgalactosaminidase; the best producer beiing Aspergillus niger CCIM K2

pH Optimum of the enzyme reaction was 1.5 at 35 °C. The enzyme was
active over the range pH 2 — 6 and quite unstable at neutral or alkaline pH levels.
Temperature optimum of enzymatic reaction was found to be 55 °C at pH 2.5 and 45 °C
at pH 1.5. The enzyme was stabile in solutions in the presence of mercaptoethanol and
dithiothreitol and it was stable over 14 days’ storage at 4 °C in concentrated solutions
without preservatives. a-N-Acetylgalactosaminidase accepted both pNP-a-GalpNAc
and oNP-a-GalpNAc as a substrate.

The purified a-N-acetylgalactosaminidase from Aspergillus niger CCIM K2 was
obtained from cultivation broth by ion-change chromatography (Fractogel EMD SOj5
(S)) and gel chromatography (Sephacryl S-200 and Superdex 200), however
a-galactosidase activity was still detectible. This activity could be result of the
contamination of a-galactosidase or an intrinsic broader  specificity
of «a-N-acetylgalactosaminidase. Molecular mass estimated was approximately
116 kDa by SDS polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) under reducing

conditions.
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1. UVOD

Prace fe$i screening a produkci extracelularni exo-o-N-acetylgalaktosaminidasy
(dale jen a-N-acetylgalaktosaminidasa) produkované mikroskopickymi vlaknitymi
houbami. o-N-Acetylgalaktosaminidasa je u mikrobidlnich organismd vzacné se
vyskytujici enzym, ktery z O-glykosidi selektivné od$tépuje terminalné o-vazany
N-acetlygalaktosamin. Tento enzym ma znaény aplikacéni potencial v biomediciné
(konverse determinanti krevni skupiny A na universalni O(H)). Jako soucast
multienzymovych testd by mohla slouZit jako marker k determinaci a taxonomické
revisi nejriznéj$ich mikrobialnich zastupcti. Zménou reakénich podminek 1ze uskuteénit

in vitro synthesu ptfesné definovanych glykosida (pocet glykosylovych jednotek 2 — 4).

Dal3i ¢éast prace se zabyva optimalisaci kultivaénich podminek a optimalisaci
slozeni  kultivatniho média pro maximalisaci produkce  extracelularni
a-N-acetylgalaktosaminidasy p#i souCasném sniZzeni produkce o-galaktosidasy
a [-N-acetylglukosaminidasy produkované kmenem Aspergillus niger CCIM K2.
Extracelularni o-N-acetylgalaktosaminidasa je do kultivaéniho média produkovana
pouze inducibilné, a to ve velmi malém mnoZstvi (setiny — desetitisiciny U.ml™).
Nejlep§im  induktorem a  zarovei  zdrojem  uhliku  pro  produkci
o-N-acetylgalaktosaminidasové, ale i a-galaktosidasové aktivity je odtuénéna séjova

mouka a derivaty guanidinu (guanidinkarbonat).

Posledni ¢ast prace feS$i charakterisaci, izolaci a purifikaci extracelularni
a-N-acetylgalaktosaminidasy produkované Aspergillus niger CCIM K2. Cilem je
provést zakladni charakterisaci vlastnosti enzymu (pH optimum, pH stabilita, teplotni
optimum, stabilita pfi uchovani pii riznych teplotach a stabilita v prostiedi redukénich
¢inidel). Déle navrhnout a realisovat vhodnou purifika¢ni  proceduru
o-N-acetylgalaktosaminidasy, pokud mozno s vylou¢enim kroku precipitace proteind
siranem amonnym, kterého se b&Zné pouzivé, ale pii kterém také dochazi k velkym

Ztratam.



2. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY
2.1. SACHARIDY
2.1.1 a-N-Acetylgalaktosamin

o-N-Acetylgalaktosamin plni velmi dileZitou tlohu v biologickych systémech.
Je soucasti celé ftady kli¢ovych biologickych makromolekularnich systémd.
o-N-Acetylgalaktosamin se nachazi v O-glykoproteinech a proteoglykanech,
a v moci.

Ve vyskytu O-glykoproteini lze v savéim organismu nalézt jisté trendy.
Plasmatické proteiny jsou velice malo O-glykosylovany, na rozdil od extracelularnich
glykoproteint (leukosialin), kde je substituovano az 85 % vsech Ser a Thr residui [1].
U kvasinek je situace odliSna, u nich jsou proteiny modifikovany pomoci jedné,
nebo péti molekul a-D-mannosy (a-D-mannosa se k aglykonové sloZce také vaze
O-glykosidovou vazbou pies Ser, nebo Thr). U hub je situace zatim méné probadana.
Lze pfedpokladat, Ze zde budou nalezeny analogie s fi§i Animalia, ale také zde jisté
budou nalezeny zcela unikatni strukturni motivy.

Zakladni strukturni jednotkou téchto O-glykosidoveé véazanych glykoproteidi je
2-acetamido-2-deoxy-a-D-galaktopyranosyl-(1—O)-serin/threonin (Ta antigen)
(Obr. 1).

HO OH
O
HO
acnH |, T
C—CH
GalNAc é cl;:o
R=H - Serin

R=CHj; - Threonin

(Obr. 1) Zakladni strukturni motiv (T, antigen)



2.1.2 Synthesa O-glykoproteint

U jednotlivych Zivych organismi lze nalézt pfiblizn€ 7 strukturnich motivi,
které vykazuji dal§i rizné modifikace (Obr. 2). Je tedy pravdépodobné, Ze mnoZstvi

nalezenych motivii bude ptibyvat.

Gal GIcNACc GIcNAc  GIcNAc GlcNAc GIcNAc  GalNAc

Gal
B(1,3) ﬁ(l&‘ '/[3(1,6) 18(1,3) B(L% ﬁ(lﬁ) 13(1’6) la(lﬁ)
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\)
Ser/Thr Ser/Thr Ser/Thr Ser/Thr Ser/Thr  Ser/Thr
Typl Typ I Typ I Typ 1V TypV Typ VI

(Obr.2) Strukturni motivy O-vdzanych glykoproteinii (dle [2])

Synthetickd draha O-glykoproteini se zasadn€ 1iSi od synthetické drahy
N-glykoproteinti. Iniciace je zahajena aktivaci enzymu oa-(1—3)-2-acetamido-2-deoxy-
galaktosyltransferasy. O-glykosylace je =zapocata v endoplasmatickém retikulu,
nebo pre-Golgiho kompartmentech [1]. Nékteré prace naznacuji, Ze iniciace reakce
probiha v Golgiho komplexu [1].

Enzym a-(1>3)-GalNAc-transferasa  pfenasi a-GalNAc z donoru
UDP-GalNAc, na —OH skupinu Ser, nebo Thr [1, 2]. O-Glykoproteiny jsou pak
sestavovany tak, Ze na jiz O-glykosidové navazané o-GalNAc jsou enzymové
(specifické  UDP-hexostransferasy) navazovany dal§i sacharidové jednotky,
a to v nasledujicim pofadi: a-Gal nebo B-Gal, B-GalNAc nebo a-GalNAc, predevsim
vazbou (1-3), nebo (156), coz ukazuje (Obr. 2). Nakonec jsou za katalyzy a-(2—3)-
sialyltransferasy, nebo a-(2—6)-sialyltransferasy jednotky o-GalNAc substituovany
kyselinou sialovou (o-5-N-acetyl-neuraminovou). Biosynthesa O-glykoproteint je

znazormneéna na (Obr 3).
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GleNAcB(1->3)GalNAco(1—->0)Ser/Thr Galp(1—-3)GalNAca(1—->0O)Ser/Thr
(Motiv I11) (Motiv I)
GleNACc(1 GlcNAcf(1
N 6) AV} 6)
GalNAca(1—>0)Ser/Thr GalNAco(1—>0)Ser/Thr
3) 3)
GalNAcB(1”7 Galp(1”7
(Motiv IV) (Motiv 1I)

(Obr. 3) Schématické zndazornéni synthesy jednotlivych strukturnich motivii [3]

2.1.3 Vyskyt a vlastnosti O-glykoproteini v biologickych systémech

O-Glykoproteiny maji velice proménlivou velikost. Proteinovd ¢&ast
O-glykosidové vazanych sacharidl tvofi strukturni motiv, tzv. B-ohyb. Sacharidova
slozka O-glykoproteint je diky svému hydrofilnimu charakteru lokalisovana na vnéjsi
stran¢ membrany. Funkce sacharidovych slozek zlstava z valné Casti nejasna. Obecné
vSak plati, Zze O-glykoproteiny jsou hlfe charakterisovany nez N-glykoproteiny.
Polysacharidy a zejména a-N-acetylgalaktosamin, vazané O-glykosidovou vazbou jsou
nerovnomémné rozlozeny podél polypeptidového fetézce a spiSe jsou soucasti siln¢
glykosylovanych shluki (obsahujici hmotnostné 65 — 85 % rtiznych sacharidu), v nichz
serinové a threoninové aminokyselinové zbytky piedstavuji 25 — 40 % polypeptidové
sekvence. Hydrofilni a sterické interakce sacharidd zapfi€inuji, Ze tyto silné

glykosylované oblasti maji protazenou konformaci [4]. Pikladem jsou muciny.



2.1.3.1 Muciny

Muciny se skladaji z  a-N-acetyl-muramyl-(2— 3)-a-N-acetylgalaktos-
aminidylovych, nebo a-N-acetyl-muramyl-(2—6)-a-N-acetylgalaktosaminidylovych
jednotek. Tyto sacharidové jednotky byvaji ¢asto sulfatovany. Serin/threonin, na ktery
je O-glykosidové vazan o-N-acetylgalaktosamin, byva sou€dsti bud’ membranového,
nebo integralniho proteinu [5]. Muciny vykazuji vysokou strukturni heterogenitu,
determinovanou druhem tkan¢ [4]. Pfitomnosti glykosyltransferas zodpovédnych
za synthesu zékladnich strukturnich motivu II, III a IV l1ze determinovat dany typ tkané
[3]. Muciny ochraiiuji buiiky pfed proteasovymi aktivitami, mnohé sacharidové
struktury mucint slouZi jako adhesni mista pro antigenni lektiny v glykokalyxu bakterii,
jimiZz se bakterie kotvi na bunény povrch pii ataku buiky. Vysokd dynamicka
variabilita sacharidovych jednotek v mucinech sniZuje pravdépodobnost bakteridlniho
ataku [3].

Termindlné¢ «-vazané jednotky  N-acetylgalaktosaminu se  vyskytuji
v glykoforinu A a B (erythorcyty) a leukosialinu (leukocyty) a jsou rozeznavany

interak¢nimi strukturami ostatnich buné¢k [2].

2.1.3.2 Proteoglykany

Dal$im makromolekuldrnim systémem, kde se vyskytuji O-glykosidové vazané
molekuly «o-N-acetylgalaktosaminu, jsou proteoglykany. Proteoglykany jsou velice
slozité molekuldrni systémy, které se skladaji z fady stavebnich prvki. Proteoglykany
tvoii typickou kartaCovitou strukturu. Diky variabilit¢ v zastoupeni jednotlivych
polysacharidi v systému proteoglykanid se velice vyrazné projevuje rozdil mezi jejich
velikostmi a relativnimi molekulovymi hmotnostmi. Molekulova velikost muze

u nekterych typt proteoglykani dosahovat az né€kolika milioni daltoni [4].



2.1.3.3 Sacharidové krevni determinanty systému ABO(H)

a-N-Acetylgalaktosaminylové a téZ a-galaktosylové zbytky jsou dilezité slozky
krevnich determinantli systému ABO(H). Tato glykosylova rezidua maji rozhodujici tlohu
v ur¢eni krevnich skupin. Sacharidové antény, vazané na sfingoglykolipidech na povrchu
membrany erythrocytii O-glykosidovou vazbou, jsou nositelem mista pro vazbu krevni
determinanty systému ABO(H).

Erythrocyty krevni skupiny O(H) neobsahuji termindln€¢ «o-vazany
N-acetylgalaktosamin. Krevni determinanta skupiny O(H) se nazyva H-antigen (Tab. 1).
Z tohoto divodu muize byt skupina typu O universilnim donorem (zalezi jeSté
samoziejm¢ na dal§ich nemén¢ dilezitych krevnich determinantech, které podmifiuji
vhodnost darcovstvi). Krevni plazma skupiny 0 obsahuje aglutininy A a B [5, 6].

Erythrocyty krevni skupiny typu A obsahuji termindln€¢ véazany
N-acetylgalaktosamin, ktery je pfipojen na galaktosu a(1—3) vazbou (Tab. 1). Krevni
plazma obsahuje aglutininy typu B [5, 6].

Erythrocyty krevni skupiny typu B obsahuji termindlné védzanou galaktosu,
kterd je piipojend na dalSi galakosovou jednotku o(1—3) vazbou (Tab. I). Krevni
plazma obsahuje aglutininy typu A [5, 6].

Krevni skupina typu AB je nositelem obou krevnich determinant. Krevni plazma
neobsahuje aglutinin typu A a B (7ab. 1). Krevni skupina AB mulzZe pak byt
universalnim akceptorem (tedy pokud je splnéna kompatibilita i ostatnich krevnich

determinant) [5, 6].



Tabulka 1 — Sacharidové krevni determinanty systému ABO(H)

Fenotyp . .
Krevni sacharidova antigenni determinanta Aglutinin
(krevni )
. (sacharidovy epitop / antigen) v plasmé
skupina)
HO OH
&/ glykoprotein
HO 6 anti-A
O
O MH) HsGC a
OH .
oo anti-B
H
?al(B-l,R)
Fuc(a-1,2)
HO OH
)
HO HO OH
AcNHO&/ ilykoprotem
A o anti-B
HsC
OH
HO
H
GalNAc(a-],3)—(|}al(B-1,R)
Fuc(a-1,2)
(0] OH
o)
HO HO OH
0 glykoprotein
OHO A)
B o anti-A
HsC
OH
HO
H

Gal(a-l,3)—(|}al([3- 1,R)
Fuc(a-1,2)

AB AiB e




Na zikladé interakce mezi aglutinogenem (antigen) a aglutininem (specificka
protilatka), lze pfesné¢ determinovat krevni skupinu (aglutinace erythrocytl). Jako
aglutininy se pouZivaji aglutininy izolované zlidské plazmy, nebo presné
determinované rostlinné a Zivoi$né lektiny. Specificky aglutinin rozpoznava jen
terminalné o-vazanou galaktosu, nebo a-vazany N-acetylgalaktosamin. Lektiny a

aglutininy dokazi rozpozndavat i jiné antigenni struktury, napf. Forssmantiv antigen.

o-N-Acetylgalaktosamin je obsaZen ve struktufe tzv. Forssmanova antigenu
(F, antigen). Forssmaniiv antigen je pentasacharid a-D-GalpNAc-(1—3)-B-D-GalpNAc-
(1-3)-a-D-Galp-(1->4)-B-D-Galp-(1->4)-D-Glcp), jenz byl nalezen ve glykosfingo-
lipidech ¢etnych ZivociSnych tkani. Jako specificka protilatka proti obsazenému
o-N-acetylgalaktosaminu byl pouzit lektin izolovavy z plodii kefe druhu Caragana

arborescens [2].

2.2 GLYKOSIDASY

Glykosidasy dokazi za fyziologickych podminek selektivné $tépit glykosidovou
vazbu. Glykosidasy striktn€ rozliSuji anomerickou konfiguraci glykosidové vazby.
Vétsina enzymd je selektivni k typu stejného sacharidu. Nékteré glykosidasy jsou méné
selektivni a jsou schopny z fetézce oligo(poly)sacharidu od$tépovat riizné sacharidové
jednotky. Piikladem je PB-N-acetylhexosaminidasa, ktera je schopna odstépit jak
B-N-acetylglukosamin, tak i1 [-N-acetylgalaktosamin. Glykosidasy vykazuji nizsi
selektivitu k aglykonu, resp. k typu dal§iho navazaného sacharidu v fetézci. Glykosidasy
jsou specifické vu¢i atomu v glykosidové vazbé — O-vazané glykosidy a N-vazané
glykosidy, tzv. O-glykosidasy a N-glykosidasy. Glykosidasy vykazuji bud
endo-aktivitu, nebo exo-aktivitu - enzym, ktery rozeznava sacharid
na konci fetézce, vykazuje tzv. exo-aktivitu. Dal§im kognitivnim faktorem glykosidas je
i konformace jednotlivych rozpoznavanych sacharidovych jednotek, tj. pyranosa,
nebo furanosa. Regioselektivita glykosidas byva obvykle nizkd. U mnohych glykosidas

je pozorovana reversni hydrolyticka, ¢i transglykosidasova aktivita [7, 8].



2.2.1 exo-a-N-Acetylgalaktosaminidasa

2.2.1.1 Systematické zafazeni

o-N-Acetyl-D-galaktosaminid-N-acetylgalaktosaminohydrolasa (EC 3.2.1.49,
o-N-Acetylgalaktosaminidasa, dfive oznaCovana jako o-galaktosidasa B) je dle
enzymové nomenklatury I[UB-MB (International Union of Biochemistry and Molecular
Biology) fazena mezi:
3.-.-.- hydrolasy
3.2.-.- glykosidasy
3.2.1.- glykosidasy hydrolysujici O- a S- glykosidové vazby.

Prokaryotni a eukaryotni a-N-acetylgalaktosaminidasy jsou v CAZY systému
(Carbohydrate-Active Enzymes) fazeny do [9]:
enzymové rodiny 27, Klan GH-D (eukaryota)
enzymové rodiny 36, Klan GH-D (prokaryota)

Enzymova nomenklatura TUB-MB je zaloZena pifedevS§im na substratové
specifité, popt. na reakénim mechanismu. CAZY (Carbohydrate-Active Enzymes)
systém ftadi glykosidasy na =zdklad¢ podobnosti aminokyselinovych sekvenci
do jednotlivych rodin a na zakladé typu strukturniho motivu tvofici katalytickou
doménu do kland [9]. CAZY systém feSi ptimy vztah mezi sekvenci, 3D strukturou
katalytické domény a reakénim mechanismem glykosidas, ¢imZ lze tyto enzymy
evoluéné mapovat. Klan GH-D je charakterisovan (B/a)s strukturou katalytické

domény.



2.2.1.2 Fylogenese a-N-acetylgalaktosaminidasy a a-galaktosidasy

o-N-Acetylgalaktosaminidasy a a-galaktosidasy patiici do enzymové rodiny 27
vykazuji 30% — 45% shodu v aminokyselinové sekvenci. Metodou Neighbor joining
(NJ) byl zkonstruovan fylogeneticky strom pro enzymovou rodinu 27 (Obr. 4) [10].

Enzymy jsou rozdéleny do tfi hlavnich skupin. V prvni skuping€ jsou pfitomny
a-N-acetylgalaktosaminidasy a o-galaktosidasy obratloveli, ve druhé skupiné jsou
pfitomny a-galaktosidasy (a o-N-acetylgalaktosaminidasa) kvasinek a hub a ve tieti
skupiné jsou oa-galaktosidasy (a a-N-acetylgalaktosaminidasa) rostlin a hub [10].
o-N-Acetylgalaktosaminidasa izolovana z Acremonium sp. No. 413 byla lokalisovana
ve  druhé  skupin€¢, zcéehoz  vyplyva, Ze neni  pfili§  piibuzna
s a-N-acetylgalaktosaminidasami a oa-galaktosidasami obratlovci — podobnost je jen
32% — 35%. Naopak, nejvétsi strukturni podobnost vykazuje s a-galaktosidasou
(a-galaktosidasou A) z Aspergillus niger. Experimentalné byla prokazana velmi blizka
ptibuznost  lidské  «-N-acetylgalaktosaminidasy a  o-galaktosidasy s kufeci
a-N-acetylgalaktosaminidasou. Lidskd o-N-acetylgalaktosaminidasa je identicka
s kufeci a-N-acetylgalaktosaminidasou ze 75 %, kufeci o-N-acetylgalaktosaminidasa je
identicka s lidskou a-galaktosidasou z 54 % a lidska a-N-acetylgalaktosaminidasa je
identicka s lidskou a-galaktosidasou z 50 % [11]. Mysi a-N-acetylgalaktosaminidasa
vykazuje 82% identitu a 89% homologii s lidskou a-N-acetylgalaktosaminidasou, 70%
identitu a 80% homologii s kufeci a-N-acetylgalaktosaminidasou, 39% identitu a 53%
homologii s a-N-acetylgalaktosaminidasou z Coenorhabditis elegans [12]. Na zaklad¢
pfibuznosti geni enzymi a isozymi je mozZzné konstruovat fylogenetické mapy
a sledovat evoluci jednotlivych genovych rodin [10].

Fylogenetickym mapovanim bylo dokazano, Ze evoluéni pocatek genu
(evolutionary origin) a-N-acetylgalaktosaminidasy hub a obratlovci byl odlisny, coZ je
pfiklad evoluéniho paralelismu. Je mozZné, Ze se a-N-acetylgalaktosaminidasa postupné
vyvinula u hub osidlujicich pevné substraty z a-galaktosidasy, a to jako adaptace
na moznou utilisaci sloucenin, obsahujici terminalné a-vazany N-acetylgalaktosamin,

které se nachazeji v rostlinnych tkanich [10].
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(Obr. 4) Fylogenetickd studie enzymové rodiny 27, klanu GH-D, [10]

2.2.1.3 Struktura proteinu

Organismy mohou produkovat bud’ jen jednu o-N-acetylgalaktosaminidasu
[11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30], nebo jsou
schopny tvofit vice isozymd [31, 32, 33].

a-N-Acetylgalaktosaminidasa se vyskytuje ve dvou formach. Monomerni forma
je enzymové nefunkéni. Naopak katalyticky aktivni formou je forma dimerni,
¢i tetramerni. Hlavnim faktorem ovliviiujicim aktivaci a inaktivaci enzymu je pH.
Pfi  nizkych hodnotich pH cca 25 - 7 je enzym vdimerni,
nebo oligomerni podobé, tudiZz aktivni. Naopak v oblasti alkalického pH je enzym
v monomerni formé, tudiz je inaktivni. Toto zjisténi zcela koreluje s faktem, Ze vétSina
testovanych hub ma riistova a enzymova produkéni optima v niz§ich oblastech pH.
Dftive, nez-li byla znama realna skute¢nost tykajici se aktivni a inaktivni formy enzymu
se soudilo, Ze se jedna o isoenzymy [2].

Teprve vroce 2002 byl ptipraven monokrystal o-N-acetylgalaktosaminidasy
izolované zjater Gallus gallus [29]. Struktura aktivniho enzymu ziskaného z kutecich
jater je zobrazena na (Obr. 5) [29].
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Monomerni jednotka enzymu izolovaného z jater Gallus gallus [29] je sloZena

ze dvou aktivnich domén [29]. 2D Struktura monomerni jednotky lidské

o-N-acetylgalaktosaminidasy je zobrazena na (Obr 5, Obr. 6).

(Obr. 5) Dimerni aktivni forma kureci (Obr. 6) Monomerni neaktivni forma
a-GalNAc-asy (Ribbonsovo zobrazeni), lidské a-GalNAc-asy (Ribbonsovo

(N-konec modre, C-konec cervené), [29] zobrazeni),(N-konec  modre,  C-konec
Cervené), [11]

(Obr. 7) 2D Struktura monomerni jednotky lidské a-GalNAc-asy

(modFe N-konec modre, Cervené C-konec), [11]



2.2.1.4 Reak¢éni mechanismus o-N-acetylgalaktosaminidasy

a-N-Acetylgalaktosaminidasova  (EC ~ 3.2.1.49) a  a-galaktosidasova
(EC 3.2.1.22) aktivita byla poprvé nalezena a popsana vroce 1935 Freudenbergem
a Eichelem venzymovém preparatu extrahovaného z hepatopankreatu plze Helix
pomatia. Tento enzymovy extrakt dokaze inaktivovat krevni skupinu A tak,

Ze z erythrocytu skupiny A odStépuje terminalné a-vazany N-acetylgalaktosamin.

Enzym exo-a-N-acetylgalaktosaminidasa na neredukujicim konci selektivné
odstépuje terminaln€ a-vazany N-acetylgalaktosamin, spojeny bud’ s oligosacharidovym
fetézcem, nebo s aglykonem (Ser, Thr) «-D-glykosidovou vazbou. Pred vice jak
padesati lety byla vyslovena hypothesa reakéniho mechanismu enzymové reakce, ktera
je nyni plné akceptovana — jedna se o tzv. ,,double-displacement® (dvojitou zdménu)
[11]. Enzymova hydrolysa glykosidové vazby probiha retenujicim mechanismem,
kdy konfigurace anomerie vazby substratu a produktu je nezménéna. Uhlik Cl
a-N-acetylgalaktosaminidu podléha dvéma naslednym nukleofilnim atakim,
pfi kterych dochazi ke zmén¢ v anomerii vazby. V prvnim kroku atom kysliku Asp140
atakuje elektrofilni uhlik C1 (podilejici se na glykosidové vazbe) v sacharidové kostre,
coz vede k vytvofeni kovalentniho intermediitu enzym-substrat. Ve druhém kroku je
kovalentni intermediat nukleofilné atakovan deprotonovanou molekulou vody

(deprotonace pomoci Asp201), coz vede k regeneraci enzymu a uvolnéni produktu

(Obr. 8).

D14i D140
o) D14 lo
HO _OH & HO OH Ol HO _OH &
O (0] (o) 0]
H,0 0
HO&‘ ) -ROH HO&[ > g HO&'
ACNH AcNH AcNH
o) 0
k L FoH

\

H\Q 0 (% 0 H{ 0

T L., T

(Obr. 8) — Reakcni mechanismus a-N-acetylgalaktosaminidasy (dle [11])

D201 D201
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2.2.1.5 Poruchy funkce a-N-acetylgalaktosaminidasy

Extracelularni exo-a-GalNAc-asa se podili u mikroorganismi na utilisaci zdroju
energie, obsahujici terminalné o-vdzany N-acetylgalaktosamin, nebo na modifikacich
O-glykoproteinii. Intracelularni exo-a-GalNAc-asa vyznamné kontroluje hladinu
O-glykoproteini.

Ve velmi vzicnych piipadech byla u c¢lovéka pozorovana akumulace
O-glykoproteini  ve tkanich [11, 25, 26], zplsobend nizkou aktivitou
a-N-acetylgalaktosaminidasy. Genetickymi studiemi byly determinovany mutace
vedouci k nizké aktivité. Bodova mutace v lidské «o-N-acetylgalaktosaminidase
Glu325—Lys325 zptsobuje vznik Shindlerovy choroby, projevujici se jiz
v novorozeneckém véku, vedouci k neurodegradaci [11]. V roce 1989 byla popsana
zcela nova choroba — Kanzakiho nemoc. VySetfena byla 46letd japonska Zena, trpici
syndromem silné angiokeratoma corporis diffusum, stfedni mentalni retardaci (IQ = 70),
nizkou psychomotorickou aktivitou. Molekularni analysa odhalila zdménu C->T
v nukleotidu 985 vedouci k bodové mutaci Arg329—>Trp329, oznaované jako R329W.
Druhou pacientkou byla 59leta japonska Zena trpici lehkou formou angiokeratoma
corporis diffusum. Mentalni retardace nebyla zjisténa (IQ = 112). Molekularni analysa
odhalila zaménu G—A v nukleotidu 986 vedouci k bodové mutaci Arg329-—->GIn329,
oznaCované jako R329Q [25]. Dalsi studie odhalily i jiné bodové mutace
Ser160—>Cys160, Glu367—Lys367 [11].
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2.2.1.6 Dosavadni vyzkum o-N-acetylgalaktosaminidasy

Tabulka 2 — Soucasny stav vyzkumu a-N-acetylgalaktosaminidasy

Testovany organismus Izolace Strukturni Klonovani Odkaz
a purifikace analysa (cDNA)

Helix pomatia Castecné ano Ne Ne [14]
Osel' Castedn& ano Ne Ne [15]
Prase’ Caste&né ano Ne Ne [31]
Patella vulgata Casteéné ano Ne Ne [16]
Olihen! Caste&né ano Ne Ne [32]
Tuniak’ Caste¢n& ano Ne Ne [17]
Aspergillus niger2 Ano Ne Ne [18,19]
Acremonium sp.3 Ano/Ano Ano/Ano Ne/Ano [13)/[10]
Styela plicata Ano Ne Ne [20]
Ruminococcus torques Ano Ano Ne [33]
Mus muscullus Ano Ano Ano [12,21]
Caenorhabditis elegans Ano Ano Ne [12]
Clostridium perfringens Ano Ne/Ano Ne/Ano [22)/]23, 24]
Homo sapiens Ano Ano Ano/Ne/Ne [11)/[25, 26]
Gallus gallus Ano Ano Ano [27, 28, 29, 30]

'Taxonomické determinace v pracech neni uvedena

2V citované praci neni specifikovano sbirkové zafazeni

3V citované praci neni specifikovano druhové uréeni a sbirkové zatazeni

2.2.1.6.1 a-N-Acetylgalaktosaminidasa z nemikrobialnich zdroji

a-N-Acetylgalaktosaminidasa byla izolovana a také purifikovdna (n€kde jen

¢aste¢né) z riznych nemikrobidlnich zdroju — z riznych zvitat (Tab. 2.), €lovek (Tab.2).
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Substratovd specifita

o-N-Acetylgalaktosaminidasa byla schopna §tépit prase¢i Zalude¢ni mucin [14],
desialovany ov¢i mucin [15, 20, 22, 28, 31], hovézi mucin [15, 16, 31] a o(1—>4)
vazané jednotky N-acetylgalaktosaminu (3 — 4 jednotek) [20], krevni determinanty
skupiny A [20]. VZdy byl nejlépe hydrolyzovan pNP-a-GalNAcp [15, 16,18, 20].

Teplotni stabilita

o-N-Acetylgalaktosaminidasa je pomémné stabilni, pfi dané optimalni hodnoté

pH, v rozmezi teplot 37 °C — 50 °C [16, 17, 19, 20, 31, 32].

pH Optimum a pH stabilita

pH Optimum hlemyzdi o-N-acetylgalaktosaminidasy se pohybuje v rozmezich
pH 3 — 4, pfi pH 6 se enzym stava neaktivni [14]; a-N-acetylgalaktosaminidasa
z piilipky Patella vulgata byla aktivni v oblasti pH 3,6 — 6,8 (pH optimum 3,8) [16]; pH
optimum isozymu I a II a-N-acetylgalaktosaminidasy z olihné se pohybuje v rozmezi
2,5 — 3,5 (isozym I byl aktivni do pH 5.5, zatimco isozym II do pH 6,5) [32];
a-N-acetylgalaktosaminidasa z tunidka byla aktivni v oblasti pH 4 — 6 s pH optimem 4
[17]; stabilita kufeci a rekombinanti kufeci o-N-acetylgalaktosaminidasy klonované
v Pichia pastoris je vrozmezi pH 5 — 8 [30]; a-N-acetylgalaktosaminidasa ze Styela

plicata byla aktivni v rozmezi pH 4 — 5 (pH optimum 4) [20].

Kontaminanty

Ve frakcich c¢astecné purifikované o-N-acetylgalaktosaminidasy byly velmi

Casto piitomny vedlejSi enzymové aktivity, pfedevS$im «-galaktosidasova aktivita

[14, 16, 17, 32].
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Inhibitory

Byla zjidt¢na inhibice o-N-acetylgalaktosaminidasové aktivity nékterymi
monovalentnimi a bivalentnimi kationy. To, zda se inhibi¢ni efekt projevi, &i nikoliv je
dano specifickymi vlastnostmi enzymu a jeho pivodem.
a-N-Acetylgalaktosaminidasa z olihné byla inhibovdna kationy Hg?" a Ag® [32];
a-N-Acetylgalaktosaminidasa ze Styela plicata byla inhibovana Hg?* a Cu?** a EDTA
[20]. Kationy A", Ba®*, Ca**, K, Mn*, Pb*', Sr*', Zn®, Mg®, Cu*" nemusi
enzymovou aktivitu vibec ovlivnit, nebo ji mohou mirmé zvySovat [16, 20, 32].
Nejucinngjsi inhibi¢ni G¢inek vykazuje N-acetylgalaktosamin (zpétnovazebna inhibice)

f16, 17], druhym nejucinné€j$im inhibitorem je galaktosa [31, 32].
Stabilisace enzymovych preparati

Enzymova frakce ¢astené purifikované a-N-acetylgalaktosaminidasy byla vzdy
zahu$téna na minimalni objem a uchovavana jako precipitat v roztoku (NHy4),SO4 [15].

o-N-Acetylgalaktosaminidasa purifikovand do homeginity byla v neptitomnosti
kryoprotektiva uchovavana pfi teploté -20 °C bez ztraty aktivity po dobu Sesti mé&sicti
[20].

V piitomnosti protektiva (autor nespecifikuje) [14], nebo BSA a sacharosy [17]
byla uchovévana pfi teploté -20 °C bez ztraty aktivity po dobu nékolika let.

Strukturdlni analysa a klonovani
o-N-Acetylgalaktosaminidasa byla strukturné popsdna [11, 25] a geneticky

determinovana [11, 12, 21, 25, 27, 28, 30, 33] a exprimovana jako heterogenni protein

[12, 21, 27, 28, 29, 30, 33].
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2.2.1.6.2 a-N-Acetylgalaktosaminidasa z mikroskopickych vldknitych hub

McDonald et al. [18] provedli purifikaci a-N-acetylgalaktosaminidasy z vlaknité
houby Aspergillus niger (kmen v publikaci neni uveden). Jako substrat byl testovan
fenyl-a-N-acetylgalaktosaminid a desialovany ov¢i mucin.

Enzym byl aktivni pfi pH 3 — 6,5. Pfi pH niZ$ich nez 3 a vysSich nez 7 aktivita
vyrazné klesala. Optimum degradace desialovaného ov¢iho mucinu bylo
pii pH 4,0 — 4,2 a teploté 45 °C. Enzym byl schopen $tépit O-glykosidovou vazbu mezi
serinem a a-N-acetylgalaktosaminem. o-N-Acetylgalaktosaminidasu bylo moZné
dlouhodob¢ skladovat pti pH 4,6 v 0,05M citratovém pufru obsahujicim 50 %
(NH4),SO04 [18].

Naudorf et al. [19] provedli izolaci a purifikaci a-N-acetylgalaktosaminidasy
ze suSeného hemiceluldzového preparatu vyrobeného z Aspergillus niger (v publikaci
neni uveden kmen). pH Optimum enzymu bylo pozorovano v oblasti hodnot 2,6 — 3,2
pfi teploté 37 °C. Enzym byl stabilni v rozmezi hodnot pH 2,5 — 8 pfi teploté 37°C.
Teplotni optimum enzymu nastavalo v rozmezi teplot 55 °C — 60 °C (autor neuvadi
hodnotu pH). N-Acetylgalaktosamin vykazuje silny inhibi¢ni efekt. Enzymova aktivita
nebyla pfidavkem kationa Mg®*, Ca®*, Ba*", Zn**, Cu®, Fe**, Mn®* ovlivnéna.
Molekulova velikost nativniho enzymu byla cca 116 kDa. Isoelektricky bod enzymu byl
detekovan pii hodnoté pH 4,6.

Purifikovana a-N-acetylgalaktosaminidasa byla pouzita k synthese GalNAc-a-

(1>0)-Serinu (Obr. 11).

Kadowaki et al. [13] provedli izolaci, purifikaci a charakterisaci
a-N-acetylgalaktosaminidasy z druhu Acremonium sp. No. 413.

Submersni kultivace byla provadéna v peptonovém médiu. Produkéni maximum
o-N-acetylgalaktosaminidasy nastalo v 72. hodiné. Enzymové produk¢éni maximum
piesné korelyje s jejim maximem rastovym.

Exo-aktivita byla ovéfenareakci s p-nitrofenyl-a-N-acetylgalaktosaminidem
jako substratem. Enzym degradoval desialovany ov¢i mucin produkovany slinnou
zlazou, desialovany lidsky mucin separovany ze slin, desialovany koiisky Zalude¢ni

mucin. Enzym konvertoval erythrocyty skupiny A na erythrocyty skupiny O(H).
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pH Optimum bylo stanoveno v oblastech 4,0 — 4,5. Enzym byl inaktivovan
pii pH 2,5 a niz§im a pti pH 6 a vyS§im. a-N-Acetylgalaktosaminidasa byla
za podminek (t = 5 min; pH 7) stabilni do teploty 40 °C. Pti teploté nad 60 °C dochazelo
k nevratné inaktivaci.

Kation Hg** vykazoval inhibiéni u¢inky. Kationy Cu®*, Zn**, Ba®>*, Mg®*, Mn*,
EDTA, merkaptany, glutathion, galaktosa a glukosamin nevykazovaly Zadny efekt.
N-acetylgalaktosamin vykazoval jen maly inhibi¢ni efekt.

o-N-Acetylgalaktosaminidasa byla purifikovdna do homogenity (tak uvadi
autor), pfestoze v purifikovaném vzorku byly nalezeny stopy p-glukosidasové
a B-N-acetylhexosaminidasové aktivity [13] — tyto vedlejsi aktivity vSak mohou byt
zpusobeny ¢asteénou nespecifitou enzymu.

Byla provedena analysa aminokyselinového sloZzeni monomerni jednotky
o relativni molekulové hmotnosti 57000. Jednotlivda aminokyselinova residua jsou

uvedena v nasledujici tabulce (Tab. 3) [13].

Tabulka ¢. 3 — Aminokyselinova analysa a-N-acetylgalaktosaminidasy

z Acremonium sp.

AMK Residua/mol proteinu
Asp 79
Thr 36
Ser 76
Gln 41
Pro 17
Ala 45
Val 29
Met 5
Iso 17
Leu 25
Tyr 19
Phe 15
Lys 4
His 10
Arg 10
Trp 9

Hemi-Cys 8
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o-N-Acetylgalaktosaminidasa z Acremonium sp. No. 413 byla klonovana
v Pichia pastoris. Rekombinantni protein byl purifikovan a charakterisovan. Pomoci
Edmanova N-terminalniho odbouravani byla zjisténa unikatni aminokyselinova
sekvence ASQPLLPLPPMGFNNWAREF.

a-N-Acetylgalaktosaminidasovd  aktivita ~ byla  ovéfena  hydrolysou

PpNPo-GalpNAc jako substratu [10].

Borzova et al. [34] provedli vyzkum ftady mikrobialnich producentt
(mikroskopické vlaknité houby a kvasinky) na pfitomnost
o-N-acetylgalaktosaminidasové a a-galaktosidasové aktivity. Autofi se odkazuji
na literaturu, ktera vSak neni citovana, kde ma byt popsdna celd fada mikrobidlnich
producentl a-N-acetylgalaktosaminidasy a a-galaktosidasy.

V3echny kmeny testovanych organismi pochdzeji zIVM NAN Ukrajini,
ale nejsou vefejné¢ dostupné. Autoii rovnéZ neuvadé€ji piesnou taxonomickou
determinaci testovanych organisml, ani sbirkové zafazeni, coZ znemoZiiuje
reprodukovatelnost.

Metodou submersni kultivace byly testovany néktefi zastupci rodi
mikroskopickych vldknitych hub Alternaria, Aspergillus, FEurotium, Fusarium,
Penicillium a Trichoderma (autofi neuvadé€ji, v jakém médiu byly testovany). Dale
kvasinky rodu Candida, Kluyveromyces a Saccharomyces (autofi neuvadéji, v jakém
médiu byly testovany).

Houbové organismy byly kultivovany pii teplot¢ 26 °C — 28 °C a rychlosti
otagek 220 ot.min".

Aktivita glykosidas byla stanovena za pouziti pfislusnych pNP-a-glykosaminida
(pH citrato-fosfatového pufru 5,2; A =400 mn, t = 10 min; t = 37 °C.).

a-N-Acetylgalaktosaminidasova aktivita byla prokazana u rodu Aspergillus
(0,142 U.ml™), Penicillium (0,110 U.ml") a Eurotium (0,06 U.ml"). Rody Alternaria,
Trichoderma, Kluyveromyces a Saccharomyces produkci nevykazovaly. Médium
vyrazné kontaminovala [-N-acetylgalaktosaminidasa, [B-galaktosidasa,
-N-acetylglukosaminidasa a B-glukosidasa. V médiich naopak nebyly prokazany zadné
o-N-acetylglukosidasové, a-glukosidasové, a-xylosidasové (az na jeden vzorek),

o-mannosidasové a a-fukosidasové aktivity.
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Nejlep$imi C-induktory byly N-acetylgalaktosamin, ktery a-N-acetylgalaktos-
aminidasovou aktivitu zvySoval o 5 — 150 % a galaktosa, kterd a-galaktosidasovou
aktivitu zvySovala aZ o 180 %. Jako N-induktory byly pouzity by¢i krev a poprvé viibec
derivaty guanidinu.

Reakeni optimum a-N-acetylgalaktosaminidasy nastavalo pfi pH 2 — 5 a teploté
37 °C. Reak¢ni optimum a-galaktosidasy nastavalo pii pH 4 — 6 a teploté 37 °C.

V  médiu «a-N-acetylgalatosaminidasa vykazovala vy$$i stabilitu nez

a-galaktosidasa [34].

V roce 2001 Borzova et al. [35] publikovali optimalisaci kultiva¢niho média
pro maximalisaci zisku enzyml o-N-acetylgalaktosaminidasy a «o-galaktosidasy
produkovanych Aspergillus niger IMV NAM 185.

Bylo testovano sloZeni kultiva¢niho média, véetné podminek kultivace. Zakladni
pouzité médium [g.1"']: (2,0 — KH,PO4; 0,3 — MgSO, - 7H,0 (po sterilisaci jako roztok);
0,3 — CaCly; 0,6 — (NH4)2SOy4; 0,4 — mocovina). pH média bylo upraveno na 5,2.

Jako zdroje uhliku byly testovany: glukosa, galaktosa, laktosa, maltosa,
arabinosa, xylosa, rhamnosa, mannosa, rafinosa, fruktosa, trehalosa, sacharosa,
mannitol, sorbosa, inositol, kukufi¢na a sojova mouka v koncentraci 10 g.l'].

Aspergillus niger dokaze vyuzivat jak organicky, tak anorganicky vazany dusik.
Jako zdroje dusiku byly testovany: NaNOj;, NaNO,, (NH4),SO4, (NH4),NO3, moc€ovina,
mocovina:(NH4),SOy4 (2:3), pepton a derivaty guanidinu (jako induktor a sou¢asné zdroj
dusiku).

Byl testovan vliv objemu kultivaéniho média (50 ml, 100 ml, 150 ml, 200 ml);
pH prostiedi (3, 4, 5, 6, 7); teploty (28 °C a 32 °C); mnozstvi inokula (odpovidajici 5 %,
10 % a 20 % objemu celkového objemu média); rychlosti michani inokulovaného média
(160 otmin™, 220 ot.min” a 240 otmin™). Byla také zjisfovana hmotnost suché
biomasy.

Séjova mouka byla vyhodnocena jako nejlep$i zdroj uhliku (pak nasledovala
kukufi¢na — 2krat mens$i produkce). Zdroj dusiku vyrazné ovliviioval produkci obou
enzymii. Optimalni je podle vysledkd pouzit koncentraci 7,5 gl' mykologického
peptonu a 0,8 gl (NH4),SO4 soucasnd. (P¥i pouZiti mo&oviny spoleén& se siranem

amonnym nebyla a-galaktosidasova aktivita indukovéana vibec).
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Tento fakt poukazuje na to, Ze jednotlivé mikromycety maji zcela individualni nutri¢ni
naroky na zdroje dusiku. Pouzité derivaty guanidinu v koncentraci 0,01 % pusobily
na oba enzymy inhibi¢né (ztrata aktivity o 7 % — 28 %), ale 0,1 % koncentrace méla
na produkci a-galaktosidasy vyrazn¢ stimulaéni uU¢inky, vliv na produkci
o-N-acetylgalaktosaminidasy byl nulovy. N-Nitro-N'-salicylidenamino-guanidin a N-(4-
dimethylamino-benzylidenamino)-NV -nitro-guanidin zvy$ily aktivitu o-galaktosidasy
dvakrat. Bylo prokazano, ze 0,25% koncentrace gauanidinkarbonatu zvySila produkci
a-N-acetylgalaktosaminidasy o 65 % a aktivitu u a-galaktosidasy o 108 %. Ptidavek
guanidinovych derivatl indukovalo ptedevsim produkci a-galaktosidasy.

Pridavek (1 %) by¢i krve indukuje produkci obou enzymi natolik, Ze jejich
aktivita vzrusta 2 — 2,5krat. Na zvyseni produkce obou enzymu je nejlépe pouZit oba
N-induktory soucasné.

Béhem prvnich 24 hodin dochazi ke sniZeni pH média na hodnotu 3,2 — 3
(této hodnoty pH médium dosdhne vzdy, bez ohledu na pocatecni pH média),
a to proto, Ze houba produkuje do prostredi kyselinu Stavelovou a citronovou. Pocatecni
hodnota pH neni pro rust houby signifikantni, ale je velmi dilezitd pro produkci
enzymu.

Pii vychozi hodnot¢ pH 3 byla produkce obou enzymi velice slabg,
naopak pti vychozim pH 6 byla produkce obou enzymu nejvyssi.

Nejvétsi produkce a-N-acetylgalaktosaminidasy byla sledovana v médiu
o V = 50 ml. Teplotni optimum kultivace bylo stanoveno pii teplot¢ 25 °C a rychlosti
michani 220 otmin'. Rizné objemy inokula produkci enzymii neovliviiovaly.
Pii aplikaci optimalnich podminek bylo produk¢ni maximum obou enzymi v 6. den

kultivace [35].
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2.2.1.6.3 Bakterialni a-N-acetylgalaktosaminidasa

V roce 1970 McGuire et al [22] ¢aste¢n¢  purifikovali
o-N-acetylgalaktosaminidasu z Clostridium perfringens. Exo-aktivita byla ovéfena
reakci s fenyl-a-N-acetylgalaktosaminidem jako substratem. Enzym degradoval
desialovany ovéi mucin separovany ze slinné Zlazy. pH Optimum enzymu bylo 5,8.
Enzymova aktivita byla zvySovéna ptidavkem kationd Co®, Mn*, Mn®*, Mg

a nejvice Ca>*. Enzym byl zcela inhibovan kationy Hg2+, Cu?*, Fe*" a cysteinem [22].

Vroce 1997 Lansing et al. [33] charakterisovali a purifikovali 3 isozymy
o-N-acetylgalaktosaminidasové frakce z Ruminococcus torques 1X-70. VSechny
isozymy hydrolysovaly pNP-a-GalpNAc a Forssmantv antigen. pH Optimum isozymu
IA a IB se naléza v oblasti 5,8 — 6,8, isozymu III v oblasti 5,6 — 6,1. Isozymy IA a IB
byly stabilni v oblasti pH 5,0 — 9,5, isozym III je stabilni v oblasti 4,5 —9,5.

Enzymové aktivita byla mimé zvysena ptidavkem Mg®*, Mn**, Ni*', Zn**
a Ca**, naopak Hg”* a Cu®* ionty vykazovaly silny inhibi¢ni efekt. U viech isozymii

byla charakterisovana unikatni aminokyselinova sekvence.

V roce 2002 Callcut et al. [23] v Clostridium perfringens charakterizovali gen
kédujici a-N-acetylgalaktosaminidasu a jediny odpovidajici ORF region.

Metodou Edmanova N-termindlniho odbouravani byla charakterisovana
i unikatni aminokyselinova sekvence (K)VLGNYIQRNFHYDGKSTYT(T)(S)FLN
[23].

V roce 2003 Hsin-Yeh Hsieh et al. [24] provedli charakterisaci a purifikaci
rekombinantni a-N-acetylgalaktosaminidasy z Clostridium perfringens v kvasince
Pichia pastoris. Rekombinantni o-N-acetylgalaktosaminidasa se od nerekombinantni
odliSovala ptedev§im vé&tsi molekulovou hmotnosti (vétsi mira glykosylace

rekombinantniho enzymu).
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2.2.2 Praktické vyuziti glykosidas
2.2.2.1 Synthesa glykosidt

Kazda zakladni monosacharidova jednotka obsahuje pét alkoholovych skupin
vykazujicich podobnou reaktivitu, a proto je chemicka synthesa oligosacharidli velmi
obtizna. K pfipavé vétSiho mnozZsvti produkti je vhodné pouzit enzymy vykazujici

stereo- a regioselektivitu [36].

2.2.2.1.1 Chemicka synthesa glykosidu

Chemicka glykosylace je pomémné slozita a vzdy vyzaduje né€kolikastupiiovou
synthesu za pfitomnosti vhodného katalyzatoru. Pii glykosylaci je nutné sacharid
ptevést na vhodny glykosylovy donor, ktery vybaven odstupujici skupinou, je
stereoselektivné vazan na akceptor glykosylu s dostate¢né chranénymi OH-skupinami

(Obr. 9) [37].

donor (elektrofil) akceptor (nukleofil)

RO  branici skupina
X odstupujici skupina
OR  aglykon

(Obr. 9) Princip glykosylace (dle [37])

Chranény jsou jen ty —OH skupiny, které se nemaji ucastnit na vzniku
glykosidové vazby, a to v prostiedi s vhodnym katalyzatorem (t€zky kov) [38].
Pouzivanymi chranicimi skupinami jsou napf: acetyl, benzyl, benzoyl, chloroacetyl.
Objemné chranici skupiny vhodné nejsou, protoZe stéricky brani vazbé glykosylu

na akceptor. VytéZzky glykosylaci jsou realtivné nizké a vyroba je finanén€ naro¢na.
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2.2.2.2 Enzymova synthesa glykosidu

V  pfirodé¢ jsou oligosacharidy synthetisovany glykosyltransferasami
(EC 2.4.-.-), které akceptuji cukerné nukleotidy jako své substraty (UDP-GalNAc,
UDP-Gal, UDP-Glc, apod.) [2]. Energie, nutnd k probéhnuti reakce je ziskdna
hydrolysou makroergické vazby v substratu. Pouziti glykosyltransferas je omezeno
selektivitou vici substratu, jelikoz jednotlivé glykosyltransferasy jsou schopny vyuZit
jen nékteré akceptory [7, 8].

Dal§i skupinou enzymt, které umoziuji synthesu oligosacharidi jsou
glykosidasy (EC 3.2.-.-), které za fyziologickych podminek glykosidové vazby
hydrolyzuji, avSak upravou podminek in vitro lze glykosidovou vazbu synthetisovat

[7, 8].

1)

HO OH HO OH
0 o.- N-acetylgalaktosaminidasa e}
HO + H-OR < HO
- H,0
AcNH AcNH
OH R
2)
HO OH HO OH
o} o-N-acetylgalaktosaminidasa 0
HO + H-OR = R HO.
AcNH X AcNH

X ... odstupuyjici skupina
HO-R ... akceptor - kterakoliv molekula nesouci OH-skupinu

(Obr. 10) Enzymova glykosylace — 1) reverzni hydrolysa; 2) transglykosylace (dle [7])

Reversni hydrolysou je mozZné syﬁthetisovat glykosidovou vazbu mezi
sacharidovymi jednotkami, nebo mezi sacharidem a aglykonem (Obr. 10-1). Reversni
glykosylace je fizena termodynamicky. Vyhodou reversni hydrolysy je, Ze jako zdroj

glykosylu slouzi volny monosacharid, ktery je relativné levny [7, 8] (Obr. 10-1).
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Nevyhodou této reakce jsou malé vytézky; nizka regioselektivita enzymu (tvorba
isomertl); s prodluzujici se reak¢éni dobou se zvySuje intenzita hydrolysy produktu,
ktery je zaroveil pfirozenym substratem enzymu [8]. Tyto nevyhody lze ale ¢aste¢né
eliminovat posunem rovnovahy reakce smérem doprava ve prospéch vzniku produktd
a minimalisovat tak nezadouci hydrolysu produktu na ptivodni jednotky.

Rovnovahu Ize posunout smérem doprava nasledujicimi postupy: reakéni smés
bude neustale obsahovat nadbytek reaktantd; sniZovanim koncentrace vznikajici vody;
odebirdnim produktu extrakci, precipitaci, nebo konversi na jinou slouceninu [7, 8];
pfidanim anorganické soli, nebo organického rozpoustédla [7].

Ptikladem pouziti purifikované o-N-acetylgalaktosaminidasy

z Aspergillus niger [19], kdy byl synthetisovan GalNAc-a-(1—>0)-Serin (Obr. 11).

HO OH HO OH
& o-N-acetylgalaktosaminidasa _ 0]
e AcnH O s /\H’o " AcNH NH,
/
o 2 CH,—CH
COOH

(Obr. 11) Schéma reakce enzymové synthesy GalNAc-a-(1—-0)-serinu (dle [19])

Transglykosylace (pfenos glykosylové skupiny) je kineticky kontrolovana
kondensace, zavisejici na zachyceni intermediatu z glykosylového donoru nukleofilem
(Obr. 10-2). Reakce intermediatu s nukleofilem (akceptorem glykosylu) musi probihat
rychleji nez jeho reakce s vodou. Jako vhodné aktivované donory se nej¢astéji pouZzivaji
nitrofenylglykosidy, glykosylazidy, ¢i fluoroglykosidy [39]. Vytézky
transglykosyla¢nich reakci byvaji vyssi, neZ pfi reversnich hydrolysach [7, 8].

Relativné vysoka regioselektivita a nizkd vytéZnost vedla k vyzkumu
cilenych mutaci glykosidas. Enzymy, které¢ vzniknou nahrazenim nukleofilu v aktivnim
misté za nepolarni skupinu (Gly, Ala), jsou ozna¢ovany jako glykosynthasy. Tato cilena
bodova mutace zplsobuje neschopnost enzymu glykosidové vazby hydrolysovat,
je schopen jen jejich synthesy. Glykosynthasy jsou aktivni pouze v pfitomnosti

externiho nukleofilu a aktivovaného donoru (fluoroglykosid) [40].
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3. METODIKA
3.1 Kultivace hub

3.1.1 Pouzité mikroskopické vlaknité houby

Studované houby pochdzeji ze sbirky CCF (Culture Collection of Fungi)

a CCIM (Culture Collection of the Institute of Microbiology) a jsou uchovavany

ve zkumavkéch na Sikmych agarech (sladinovy, sporulaéni) pfi teploté 5 °C.

Tabulka 4 — Pouzité kmeny mikroskopickych viaknitych hub

Pouzité kmeny mikroskopickych vlaknitych hub

Absidia macrospora CCF 1006
Aspergillus aculeatus CCF 3134
Aspergillus awamori CCF 549
Aspergillus awamori CCF 641
Aspergillus awamori CCF 763
Aspergillus carbonarius CCF 1877
Aspergillus carbonarius CCF 2952
Aspergillus carbonarius CCF 3388
Aspergillus niger CCIM K2
Aspergillus niger CCF 629
Aspergillus niger CCF 701
Aspergillus niger CCF 717
Aspergillus niger CCF 799
Aspergillus niger CCF 831
Aspergillus niger CCF 870
Aspergillus niger CCF 889
Aspergillus QW berariye poF G435
Aspergillus niger CCF 1279
Aspergillus niger CCF 1597
Aspergillus niger CCF 1598
Aspergillus niger CCF 1599
Aspergillus niger CCF 1600

Aspergillus niger CCF 1837
Aspergillus niger CCF 2477
Aspergillus niger CCF 2818
Aspergillus niger CCF 2875
Aspergillus niger CCF 3264
Aspergillus oryzae CCF 1066
Aspergillus sojae CCF 3060
Aspergillus tamarii CCF 1665
Aspergillus tamarii CCF 2492
Aspergillus tamarii CCF 3085
Aspergillus versicolor CCF 2491
Emericella nidulans CCF 2912
Eurotium amstelodamii CCF 2723
Humicola brunea CCF 982
Penicillium brasilianum CCF 2155
Penicillium daleae CCF 2365
Penicillium multicolor CCF 2244
Penicillium ochrochloron CCF 2379
Penicillium oxalicum CCF 2430
Penicillium vinaceum CCF 2384
Talaromyces flavus CCF 2686
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Sporula¢ni agar [e.17']:

Glycerol — 125
Sladovy vytazek — 45

NaCl - 15
NH,NO; — 0,44
MgSO; — 0,06

CuSO4 - 0,0015
Bakteriologicky agar No.1 — 25
pH 5.5

Sladinovy agar [g.1"']

Agar se sladinovym extraktem — 53,3

pHS5,5-59
3.1.2 Kultivaéni podminky

Slozeni kapalného submersniho média dle Borzové [g.I"]: (25,0 nebo 50,0 —
sojova mouka; 2,0 — KH,PO4; 0,3 — MgSO4 - 7H,0; 0,3 — CaCly; 7,5 — mykologicky
pepton) [35]. Objem kultivaéniho média je 50 ml, popt. 100 ml. pH Média bylo
upraveno roztokem KOH a H,SO4 na hodnotu 6,0. Pied vlastni inokulaci spor je
studené vychladlé médium doplnéno 0,3 g.l' MgS047H,O ve formé& roztoku
(10 % w/v). Jako kultiva¢éni nadoby jsou pouzivany kulaté bariky s plochym dnem
(V=500 ml).

Médium (50 ml) je inokulovano 0,25 ml suspenze spor a fragmentti mycelia
v 0,1% roztoku TWEENu.

Inokulované médium je kultivovano pfi T = 28 °C (v né&kterych piipadech
pti 25 °C, popf. 26 °C) po dobu 7 dnt (v nékterych piipadech i vice dnil) za stalého

michani 200 ot.min™ (v nékterych ptipadech 220 ot.min™).
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3.2 Analytické metody

3.2.1 Stanoveni enzymové aktivity

Katalytickd aktivita enzyml byla stanovena metodou spektrofotometrickou
ve VIS pomoci chromogennich substrati (7ab. 5), kdy koncentrace uvolnéného
produktu je ptimo umérna absorbanci.

Pii diskontinudlnim stanoveni je zméfena absorbance p-nitrofenolu (pNP-OH),
nebo o-nitrofenolu (oNP-OH) v alkalickém prostfedi, kdy vznik& protonisovana Zluté
zbarvena forma, majici absorbéni maximum v oblasti 405 nm — 420 nm. Enzymova
aktivita je stanovovana pfi A = 420 nm. Schéma reakce hydrolysy substratu
oNP-a-GalNAcp a pNP-a-GalNAcp je na (Obr. 12).

Jednotka enzymové aktivity [U] je definovana jako mnoZstvi enzymu nutné
k uvolnéni 1 pmol pNP-OH, nebo oNP-OH z chromogenniho substratu za 1 minutu
pii definovaném pH a teploté. (Stanoveni katalytické aktivity enzymu se obvykle pocita
jako tzv. koncentrace katalytické aktivity, coZ je katalyticka aktivita enzymu v daném
objemu kapaliny udavana v jednotkach [U.ml™]. Spravnou jednotkou enzymové aktivity
dle SI je 1 [katal]. V souvisejici literatufe autofi vSak wuvadéji vyhradné
jednotky U. Pro lep$i mozZnost srovnani byly pouZity tyto jednotky.

Koncentrace katalytické aktivity enzymu vztaZzend na hmotnost vSech proteini je

udavana jako specifické aktivita v jednotkach [U.mg™'] proteinu.

Tabulka 5 — Chromogenni substraty pro stanoveni enzymovych aktivit

Chromogenni substrat Stanovovany enzym

p-nitrofenyl-a-D-galaktopyranosid (pNP-a-Galp) a-galaktosidasa
o-nitrofenyl-a-D-N-acetylgalaktopyranosid (pNP-a-GalpNAc)  a-N-acetylgalaktosaminidasa
p-nitrofenyl-p-D-N-acetylgalaktopyranosid (pNP-B-GalpNAc) -N-acetylgalaktosaminidasa
p-nitrofenyl--D-N-acetylglukopyranosid (pNP-B-GlcpNAc) B-N-acetylglukosaminidasa
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1)

NO;

HO OH HO OH H
0 a-N-acetylgalaktosaminidasa 0 ©
o i '
HO HO. OH

ACNH Hz0 AcNH
i OH
2)
HO _OH HO  OH NO:
< 0 o-N-acetylgalaktosaminidasa o)
HO ( HO N\ '
ACNH H20 acnH O
0 H
OH
Obr. 12 Schéma hydrolysy substrdtu: 1 — oNP-a-GalpNAc, 2 — pNPa-GalpNAc
3.2.2 Vypocet koncentrace katalytické aktivity a-N-acetylgalaktosaminidasy
Aktivita,y = n(p/oNP-OH) x V' x ' [Uml']
n (p/oNP-OH) latkové mnozstvi uvolnéného pNP-OH, nebo oNP-OH [mol]
\Y% objem tekutiny [ml]
t doba reakce [min]

Latkové mnozstvi uvolnéného oNP-OH, nebo pNP-OH lze uréit vypoctenim

koncentrace z naméfené absorbance podle Lambert-Beerova zakona:

A =& X ceen X1
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A absorbance

€ molarni absorbéni koeficient pNP-OH, nebo oNP-OH pii dané vinové
délce [dm.mol™]

Ceelk koncentrace pNP-OH, nebo oNP-OH v méfeném roztoku [mol.l"]

1 opticka drdha [dm]

Koncentraci p/oNP-OH ve vzorku lze vypocitat ze vztahu:

Ax g XTI X Ve x Fy

c= [mol.I'']
Ve
c koncentrace o/pNP-OH ve vzorku [mol.I'"]
Veelk celkovy objem [ml]
Vi, objem vzorku [ml]
Fz faktor fedéni

Koncentraci katalytické aktivity lze pak vyjadrit jako % [U.ml™]

Rovnici vypoctu koncentrace katalytické aktivity lze prevést do tvaru:

Aktivitag;=A x k' x Vo, x Vo' x ' x Fz - [U. mI']

A absorbance o/pNP-OH v reak¢ni smési

K smérnice te¢ny z kalibra¢ni k¥ivky standardisace oNP-OH [ml.mol™']
V2 objem vzorku (obsahujiciho enzym) [ml]

Vel celkovy objem reakéni smési [ml]

T doba reakce [min]

Fz faktor zfedéni
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Pfi diskontinudlnim stanoveni enzymové aktivity reakéni smés obsahuje vzorek
(30 ul), chromogenni substrat (10,0 ul; 2 mM) a citrato-fosfatovy pufr
Mc Ilvaine (10 pl; 50 mM; pH 5). Reakéni smés je inkubovana pH 900 ot.min’
za teploty 35 °C (Thermomixer Compact Eppendorf, DE). Po 10 minutach inkubace je
reakce ukoncena piidavkem Na,COs (1 ml; 0,1 M). Absorbance uvolnéného pNP-OH,
nebo oNP-OH je meéfena oproti slepému vzorku pii A = 420 nm v kfemennych
semimikrokyvetich (Shimadzu UV-1202). Akceptovatelnd absorbance je v mezich
0,100 — 0,250. (Pti stanoveni enzymovych aktivit v izolovanych frakcich b&hem
purifikacnich procedur byl pouzit citrato-fosfatovy pufr Mc Ilvaine (50 mM; pH 3)
a pfi charakterisaci vlastnosti enzymu byl pouZit citrato-fosfatovy pufr Mc Ilvaine
(100 mM; pH 2,5 — 8,5) a HCI/Glycinovy pufr (100 mM; pH 1,1 - 3,5)).

Pii purifikacich vzorkti na chromatografickych kolonach je tfeba ve velkém
mnozstvi  frakci rychle stanovit enzymové aktivity (o-galaktosidasova,
a-N-acetylgalaktosaminidasovad a B-N-acetylglukosaminidasovd). Tato stanoveni byla
realisovana pomoci spektrofotometru Sunrise (Tecan, AT) v mikrodestiCkach.
Metodika, sloZeni kultiva¢ni smési a reakéni podminky jsou shodné jako pfi méfeni
absorbance na pfistroji Schimadzu UV-1202. P#i zachovani stejného poméru vSech
reagencii bylo nutné zmensit objem Na,CO; pfi soucasném zvySeni jeho koncentrace

(100 pl; 1 M). Jako vyhodnocovaci software byl pouzit systém Magellan 4.0 (Tecan, AT).

3.2.3 pH Optimum a pH stabilita

pH Optimum a-N-acetylgalaktosaminidasy bylo stanoveno v daném rozsahu pH
1,1 — 8,5 pfi teploté 35 °C. pH Stabilita a-N-acetylgalaktosaminidasy byla stanovena
pti danych hodnotdich pH a dané teplot¢ vzavislosti na case. Aktivita

a-N-acetylgalaktosaminidasy byla ve v§ech piipadech stanovena dle (kapitola 3.2.1).
3.2.4 Teplotni optimum a stabilita
Teplotni optimum o-N-acetylgalaktosaminidasy bylo stanoveno pii dané
hodnoté pH. Stabilita enzymu byla méfena béhem uchovavani pti laboratorni teploté,

pfi teploté 4 °C a -70 °C pii dané hodnoté pH. Aktivita a-N-acetylgalaktosaminidasy
byla stanovena dle metodiky (kapitola 3.2.1).
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3.2.5 Vliv redukénich €inidel

Byl testovan vliv redukénich ¢inidel ME (merkaptoethanolu) a DTT
(dithiothreitolu) o koncentracich 2 mM, 5 mM a 10 mM na aktivitu

a-N-acetylgalaktosaminidasy. Enzymova aktivita byla stanovena dle (kapitola 3.2.1).

3.2.6 Stanoveni koncentrace proteinti dle Bradfordové

Celkovy obsah proteind, pfitomnych ve vzorcich byl stanoven metodou dle
Bradfordové [41]. Vazbou specifického barviva Coomassie Brilliant Blue na protein
dochézi k posunu absorbéniho maxima ze 465 nm na 595 nm.

Ke vzorku (100 pl) je pfidano ¢inidlo Biorad protein Assay (1 ml)
(obsahuje Coomassie Brilliant Blue) standardisované na BSA. Po 5 minutich je

absorbance vzorku zmé&fena pti A = 595.

3.3 Purifikace

3.3.1 Zpracovani kultiva¢niho média

Média ze vSech kultivaci byla spojena. Purifika¢ni procedura byla vzdy zahéjena
pfidanim Cellitu 512 (3,0 g/100 ml) a centrifugovanim pii 10000 ot.min” po dobu
40 minut (odstranéni mycelia, mouky a koloidli). Supernatant byl piefiltrovan pies
celulosoasbestovou desku (Kreuznach K01, Seitz, DE), poté pies filtraéni membranu

Supor 47 mm s primérem pérti 0,45 pm (Pall, USA).

3.3.2 Ultrafiltrace

Piefiltrované médium bylo vzdy pfed dalSimi operacemi zkoncentrovano
metodou ultrafiltrace v ultrafiltraéni cele Amicon 8400 (Millipore) pies utrafiltraéni
polyestersulfonovou membranu Millipore 76 mm s cut off 100 kDa (Millipore, USA).

Vzorky frakci nanaSenych na SDS-PAGE jsou zkoncentrovany pfes
centrifuga&ni kyvety Centricon YM-3 (Millipore) p¥i 6000 ot.min™".
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3.3.3 Sloupcova sttedotlaka kapalinova chromatografie

K purifikaci a-N-acetylgalaktosaminidasy kapalinovou chromatografii byl
pouZivan piistroj Akta prime plus (Amersham Biosciences, SWE) vybaven pumpou,
sbéracem frakci, detektorem teploty, tlaku a konduktivity, UV detektorem. Ziskana data

byla vyhodnocovana a zpracovana softwarem PrimeView 5.0.

3.3.3.1 Hydrofobni chromatografie

Hydrofobni chromatografie je separa¢ni metoda zaloZend na hydrofobnich
interakcich mezi vzorkem v mobilni fazi a hydrofobnimi skupinami kotvenych na nosi¢
stacionarni faze. K interakcim molekul dochazi pii vysoké iontové sile a jejim
postupnym sniZovanim se nekovalentni interakce rusi, ¢imZ dochazi k eluci kotvenych
proteintl.

Jako staciondrni faze byla pouzita Phenyl-Sepharosa (HiPrep 16/10 Phenyl FF
(low sub)) a pufr A (50 mM Mc Ilvaine pH 3 s 1M (NH4),SO4) a pufr B (50 mM
Mc Ilvaine pH 3) jako mobilni faze.

3.3.3.2 Gelova chromatografie

Gelova chromatografie je separaéni metoda, kterd umoziuje déleni molekul
podle jejich tvaru a velikosti v zavislosti na velikosti pora stacionarni faze.

Pro separaci latek gelovou chromatografii byl jako stacionarni faze pouzit gel
Sephacryl S-200 (HiPrep 16/60 Sephacryl S-200 High Resolution) a pufr Mc Ilvaine
(50 mM; pH 3), nebo Britton-Robinsontiv pufr (160 mM; pH 3) jako mobilni faze.

Dale byla pouzita kolona s naplni Superdex 200 (Tricorn Superdex 200 10/300
GL), jako mobilni faze byl pouzZit acetatovy pufr (50 mM; pH 3,6).

3.3.3.3 Ionexova chromatografie

Ionexova chromatografie je separaéni metoda, pfi niz lze latky délit na zaklade
jejich naboje pfi daném pH. Mezi stacionarni fazi a ionty opa¢ného naboje nalézajicich
se v mobilni fazi dochézi k elektrostatickym interakcim, jejichz intenzita se méni se

zménou pH, nebo iontové sily mobilni faze.
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Pi#i anexové chromatografii byl jako stacionarni faze pouzit silny anex
Q-Sepharosa (HiPrep 16/10 Q FF = fast flow) a pufr A (50mM citrato-fosfatovy pufr
Mc Ilvaine) a pufr B (50mM citrato-fosfatovy pufr Mc Ilvaine s 1M NaCl) jako mobilni
faze. K eluci sloZek byl zvolen gradient 0 — 100 % pufru B. Byly testovany pufry o pH 6
a78.

Pii katexové chromatografii byl jako stacionarni faze pouzit silny katex
Fractogel EMD SOj;” (Merck) (Schéma je na Obr. 13) a pufr A (50mM citrato-fosfatovy
pufr Mc Ilvaine) a pufr B (50mM citrato-fosfatovy pufr Mc Ilvaine s 1M NaCl) jako
mobilni faze. K eluci sloZek byl zvolen gradient 0 % — 100 % pufru B. Byly testovany

pufry o riiznych pH a riizna velikost gradientu [ml] a rychlosti prétoku [ml.min™"].

0] )

L Lo .
pryskyrlce——ﬁ——OH + H,0 pryskynce—ﬁ—o + H;0
0 o)

Obr. 13 Schéma mechanismu funkce katexu Fractogel EMD SOjs (S) (Merck)

3.4 Elektroforesa

Elektroforetickd analysa proteinti byla pouZita pro stanoveni molekulové
hmotnosti proteinli a pro sledovani Cistoty vzorkid v jednotlivych frakcich v pribé¢hu

purifikace.

3.4.1 SDS-PAGE

Metodou SDS-PAGE (elektroforesa v ptitomnosti dodecylsiranu sodného) jsou
jednotlivé proteiny separovany na zakladé rizné mobility, kterd je dana jejich
molekulovou hmotnosti, ve stejnosmérném elektromagnetickém poli. Molekulovou
hmotnost separovanych proteind Ize ur¢it na zakladé¢ porovnani jejich relativnich

mobilit s mobilitami standardu.
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5% zaostfovaci gel [ml]:

H,0-6,8

30% akrylamid. smés (29 % (w/v) akrylamid a 1 (w/v) N,N -methylenbisakrylamid — 1,7
1,5M Tris (pH 8,8) — 1,25

10% SDS - 0,1

10% persiran amonny — 0,1

TEMED - 0,01

8% Tris-glycinovy SDS-Polyakrylamidovy délici gel [ml]:

H,0 -4.,6

30% akrylamid. smés (29 % (w/v) akrylamid a 1% (w/v) N,N'-methylenbisakrylamid —- 2,7
1,5M Tris (pH 8,8) — 2,5

10% SDS - 0,1

10% persiran amonny — 0,1

TEMED - 0,006

SDS vzorkovaci pufr;

50mM Tris-HCI (pH 6,8)

2% SDS

0,1% bromfenolova modf

10% glycerol

100mM DTT (v ptipadé SDS v redukujicim prostiedi je v pufru obsaZen)

Tris-glycinovy elektroforeticky pufr:

25mM Tris
250mM glycin (pH 8,3)
0,1% SDS
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V prubéhu elektroforesy jsou nastaveny tyto parametry:

pro pruchod vzorku zaostfovacim gelem: U=80 V, =30 mA,P=3 W
pro pruchod vzorku délicim gelem: U=130 V; =50 mA,P=7W

3.4.2 Detekce a visualisace proteint

Délici gel byl po probéhnuti elektroforesy barven v roztoku ptipraveného
rozpusténim 0,25 g Coomassie Brilliant blue ve 45 ml methanolu, 45 ml H,O a 10 ml
CH3COOH po dobu 5 hodin. K odbarveni se pouzivd smés stejného sloZeni,
avSak bez pfitomnosti Coomassie Brilliant blue. Vyvolany gel je skladovan v 1%
CH;COOH.
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4. VYSLEDKY

4.1 Screening produkce extracelulirni a-N-acetylgalaktosaminidasy

Byl proveden screening producentd extracelularni o-N-acetylgalaktosaminidasy
u 42 vybranych kmend mikroskopickych vlaknitych hub ze sbirky CCF (Culture
Collection of Fungy) Katedry botaniky Pfirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy
v Praze a u 1 kmene ze sbirky CCIM (Culture Collection of Institute of the
Microbiology).

Zaroven byly zjistovany i vedlejsi a-galaktosidasové

a -N-acetylglukosaminidasové aktivity.

4.1.1 Vliv koncentrace sdjové mouky na produkci a-N-acetylgalaktosaminidasy

o-N-Acetylgalaktosaminidasa je extracelularni inducibilni enzym, ktery neni
(nebo jen vnepatrném mnozstvi) do média produkovan konstitutivné
(srov. s Borzovou et. al [34]). Jako hlavni zdroj uhliku byla pouzita odtuénéné s6jova
mouka, ktera mj. vykazuje induk¢&ni efekt na produkci
o-N-acetylgalaktosaminidasy, ale i a-galaktosidasy. S6jova mouka obsahuje mnoZstvi
glykoproteind, které jsou terminaln¢ o-N-acetylgalaktosaminidylovany
a a-galaktosylovany. U Aspergillus tamarii CCF 1665 byl testovan vliv koncentrace
sojové mouky v  koncentraci 50 gl' a 25 gl' na produkci
a-N-acetylgalaktosaminidasy a  o-galaktosidasy  pfi  teploté 25 °C
a 220 otmin'. PH koncentraci 50 gl' je sice nepatrn& vy3§i produkce
a-N-acetylgalaktosaminidasy, avSak podstatné vzrista aktivita
a-galaktosidasy (pomér a-galaktosidasy a B-N-acetylglukosaminidasy
ku a-N-acetylgalaktosaminidase je vysoky v neprospéch a-N-acetylgalaktosaminidasy).
Vychozi koncentrace sdjové mouky — 25 g1 — byla volena také proto, Ze by v&tsi
koncentrace mouky mohla pii purifikaénich procedurach &init obtize, coZ se pozd€ji
potvrdilo.

N-Acetylgalaktosamin, laktosa a sojovy hydrolysat nevykazovaly na produkci
o-N-acetylgalaktosaminidasy u Aspergillus niger CCIM K2 (jinak nejlep$i producent
a-N-acetylgalaktosaminidasy) zadny indukéni efekt.

38



4.1.2 Vliv teploty a rotace na produkci a-N-acetylgalaktosaminidasy

Nékteré testované kmeny (Zab. 4) byly kultivovany pifi teplote 25 °C
a 220 otmin”. Bylo zjist&no, Ze produkéni maxima jsou v disledku pomalejsiho
metabolismu posunuta a nastavaji pozdé€ji, coz neni vyhodné, protoZe pii delsi kultivaci
jsou do média houbou produkovany dal$i proteiny (napf. proteasy, apod.). Houby tedy
byly kultivovany pfi teploté 28 °C.

Rychlost ota¢ek nemd na produkci a-N-acetylgalaktosaminidasy rozhodujici

vliv. Homogenita kultivované houby a média byla pH 220 ot.min

vys§i nez
pii 200 ot.min” a &inila t&zkosti pfi odebirani vzorkd. Z tohoto diivodu byla zvolena

rotace 200 ot.min".
4.1.3 Objemové aktivity a-N-acetylgalaktosaminidasy testovanych kmend hub

Vybér kmen hub byl <¢inén s piihlédnutim k publikovanym datim
Borzové et al. [34]. Byly vybrany ptedev$im druhy rodu Aspergillus a Penicillium.
Vsechny testované kmeny mikroskopickych vldknitych hub jsou wuvedeny
v (Tab. 4aTab. 6 ).

Submersni kultivace hub byla provadéna po dobu 7 dni (u Aspergillus tamarii
CCF 1665 a Aspergillus niger CCIM K2 probihala déle). Délka kultivace byla casove
omezena, protoZe ve stacionarni fazi dochazi k ¢asteéné lysi hyf a do kultivaéniho
média se uvoliluje obsah cytosolu, ktery obsahuje intracelularni enzymy. Druhym
divodem byl i vysoky narlst vedlej$ich aktivit béhem kultivace (pomér objemovych
aktivit a-N-acetylgalaktosaminidasy ku o-galaktosidase a B-N-acetylglukosaminidase
s délkou kultivace vzrustal v neprospéch a-N-acetylgalaktosaminidasy).

Specificka aktivita b&hem screeningu stanovovéna nebyla, nebot zakladni
nezaoCkované médium obsahovalo velké mnozstvi proteinti. Stanovené specifické
enzymové aktivity by pak nepopisovaly skuteCny stav. Situaci by nefeSila ani
aproximace specifické aktivity na po¢ateéni koncentraci proteintl, protoZe se béhem
kultivace ze s6jové mouky pusobenim houby do kultivaéniho média uvoliuje velké

mnoZstvi proteinu.
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a-N-Acetylgalaktosaminidasa je u testovanych hub produkovdna ve velmi
malém mnozstvi (nebo neni produkovana vibec), pfesto v sekci Nigri byli nalezeni
potencidlné dobii producenti — Aspergillus niger CCIM K2 (154 mU.mI"), 4spergillus
niger CCF 2477 (105,60 mU.ml™), Aspergillus niger CCF 629 (95,40 mU.ml™),
Aspergillus niger CCF 1837 (78,60 mU.ml™") (Tab. 6).

Mimo sekci Nigri jsou to — Aspergillus tamarii CCF 3085 (74,30 mU.ml™)
a Penicillium daleae CCF 2365 (64,10 mU.ml™). Vzhledem k tomu, Ze Aspergillus
niger CCIM K2 opakované vykazoval nejvys§i objemovou aktivitu
o-N-acetylgalaktosaminidasy, byla provedena optimalisace submersniho kultivaéniho
média pro jeho kultivaci.

Soubézné s a-N-acetylgalaktosaminidasovou aktivitou byla stanovovana
i a-galaktosidasova a [B-N-acetylglukosaminidasova aktivita. Byly nalezeny vysoce
produktivni kmeny a-galaktosidasy a [-N-acetylglukosaminidasy. NejlepSimi
producenty o-galaktosidasy jsou ptedev8im zastupci rodu Penicillium — Penicillium
vinaceum CCF 2384 (5,59 U.ml™), Penicillium multicolor CCF 2244 (5,42 U.ml™),
Penicillium brasilianum CCF 2155 (4,80 U.ml™) (Tab. 6).

Nejlepsimi producenty f-N-acetylglukosaminidasy jsou piedev§im zastupci rodu
Aspergillus — Aspergillus niger CCF 3264 (4,30 U.ml™"), Aspergillus niger CCF 2477
(2,16 U.ml™"), Aspergillus niger CCF 799 (2,08 U.ml™") (Tab. 6).
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Tabulka 6. Zjisténé objemové aktivity a-N-acetylgalaktosaminidasy testovanych

kmenit hub
Testovany kmen houby Priiméma obj. aktivita Produkéni
a-galNAc_—lasy maximum [den]
[mU.ml ']
Absidia macrospora CCF 1006 4,00 5
Aspergillus aculeatus CCF 3134 2,200 4
Aspergillus awamori CCF 549 1,50 6
Aspergillus awamori CCF 641 5,50 6
Aspergillus awamori CCF 763 27,70 3
Aspergillus carbonarius CCF 1877 3,30 4
Aspergillus carbonarius CCF 2952 9,50 5
Aspergillus carbonarius CCF 3388 3,60 3
Aspergillus niger CCIM K2 153,60 @ /134,30 @ 6/7
Aspergillus niger CCF 629 95,40 5
Aspergillus niger CCF 701 65,20 3
Aspergillus niger CCF 717 34,60 3
Aspergillus niger CCF 799 10,90 5
Aspergillus niger CCF 831 9,80 3
Aspergillus niger CCF 870 2,20 5
Aspergillus niger CCF 889 9,50 4
Aspergillus G2F boyaryyp COF 943 32,80 3
Aspergillus niger CCF 1279 6,90 7
Aspergillus niger CCF 1597 55,70 6
Aspergillus niger CCF 1598 12,00 6
Aspergillus niger CCF 1599 60,80 3
Aspergillus niger CCF 1600 100,80 4
Aspergillus niger CCF 1837 78,60 4
Aspergillus niger CCF 2477 105,60 4
Aspergillus niger CCF 2818 10,60 5
Aspergillus niger CCF 2875 49,90 4
Aspergillus niger CCF 3264 58,20 ¥ 5

Aspergillus oryzae CCF 1066 Neprodukoval ¢V




Testovany kmen houby Priimémé obj. aktivita Produkéni
a-galNAc_—lasy maximum [den]
[mU.ml ]
Aspergillus tamarii CCF 1665 13,509 /9,50 @ 5/17
Aspergillus tamarii CCF 2492 4,40 6
Aspergillus tamarii CCF 3085 74,30 3
Aspergillus versicolor CCF 2491 5,50 (D 5
Emericella nidulans CCF 2912 10,90 © 7
Eurotium amstelodamii CCF 2723 12,40V 6
Humicola brunea CCF 982 9,80 " 4
Penicillium brasilianum CCF 2155 2,50 1D 5
Penicillium daleae CCF 2365 64,10 3
Penicillium ochrochloron CCF 2379 6,20 6
Penicillium oxalicum CCF 2430 3,60 1 6
Penicillium vinaceum CCF 2384 59,00 3
Talaromyces flavus CCF 2686 2,50 6

M Séjova mouka (50 g.l"); Kultiva¢ni teplota (28 °C); Rotace (200 ot.min™")
@ Séjova mouka (50 g.l"); Kultiva¢ni teplota (25 °C); Rotace (220 ot.min™)
®) S6jova mouka (25 g.I'"); Kultivatni teplota (25 °C); Rotace (220 ot.min™")

Kultiva¢ni médium: [g.l'l]: (25,0 — s6jova mouka; 2,0 — KH,POq4; 0,3 — MgSO4 - TH,0;
0,3 — CaCly; 7,5 — mykologicky pepton)

Kultivaéni podminky: Kultivaéni teplota (28 °C); Rotace (200 ot.min™)
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414 Vliv zmény pH média béhem kultivace na  produkci

a-N-acetylgalaktosaminidasy

Bylo potvrzeno, Ze Aspergillus niger je potencidln¢ dobry producent
a-N-acetylgalaktosaminidasy. Z tohoto diéivodu byli otestovani dostupni zastupci
ze sekce Nigri (CCF) na produkci o-N-acetylgalaktosaminidasy. Druhy rodu
Aspergillus ze sekce Nigri byvaji Castymi producenty kyseliny citronové
(také kys. Stavelové). Proto byla zjistovana zména pH zao¢kovaného média v korelaci
s produkci a-N-acetylgalaktosaminidasy. U producentd a-N-acetylgalaktosaminidasy
béhem tfi dnti pH média klesalo pod hodnotu 4,0. Naopak pH média slabé produkénich
(nebo téméf neprodukénich) kment nikdy nekleslo pod hodnotu pH 4.0,
nebo rostlo (Graf' 1).

9,0 !
8,0
i
7,0 |
6.0
i
50 !
T
4,0 |
30 ¢
i
20
1,0
00+ - — - e e e S e
0 1 2 3 4 5 6 7
t [Den]
—a— A awamori CCF 549 —a—A awamori CCF 641  —4—A. carbonarius CCF 1877 —e—A. carbonarius CCF 2952 '
——A. carbonarius CCF 3388 —e—A. niger CCF 629 —e—A. niger CCF 701 —4—A. niger CCF 717
—&—A. niger CCF 799 —&—A. niger CCF 831 ~+—A_ niger CCF 870 —a—A. niger CCF 889
—a—A. niger CCF 943 —a—A. niger CCF 1297 ~e—A. niger CCF 1597 —+—A. niger CCF 1598
—e—A. niger CCF 1599 —e—A. niger CCF 1600 ~e—A. niger CCF 1837 —e—A. niger CCF 2477
—+—A_ niger CCF 2818 —e—A_niger CCF 2875 —e—A. niger CCIM K2

Cervené jsou uvedeny neprodukcni kmeny, modFe jsou oznaleny produkéni kmeny,

zelené je oznacén Aspergillus niger CCIM K2

(Graf 1) — Zména pH média béhem kultivace u kmenui ze sekce Nigri — producenti

a-N-acetylgalaktosaminidasy

43



4.2 Optimalisace kultiva¢nich podminek pro Aspergillus niger CCIM K2

NejlepSim producentem «-N-acetylgalaktosaminidasy je Aspergillus niger
CCIM K2. Pii optimalisaci kultivace pro produkci a-N-acetylgalaktosaminidasy byly
sledovany tyto parametry: koncentrace sojové mouky (25,0 a 50,0 gl'), pH
kultiva¢niho média (2, 3, 4, 6), kultivacni teplota (25, 26 a 28 °C) a objem kultiva¢ni
smési (50 ml, 100 ml, 200 ml). Rotace byla ponechana na 200 ot.min'. Rozhodujicimi
kritérii, sohledem na néaslednou purifikaci o-N-acetylgalaktosaminidasy, byly:
minimalisace koncentrace s6jové mouky, docileni co nejkratsi doby kultivace a zvySeni
pomeéru aktivit o-N-acetylgalatkosaminidasy ku o-galaktosidase, [-N-acetylglukos-
aminidase ve prospéch produkce a-N-acetylgalaktosaminidasy. Enzymové aktivity byly
meéfeny dle (kapitola 3.2.1) v prostiedi citrato-fosfatového pufru Mc Ilvaine
(50 mM; pH 5) pii teplote 35 °C.

4.2.1 Vliv koncentrace s6jové mouky na produkci a-N-acetylgalaktosaminidasy

Koncentrace  s6jové  mouky  aktivitu a  produkéni  maximum
a-N-acetylgalaktosaminidasy prilis neovliviiovala (rozdil mezi
6. a 7. dnem byl zcela zanedbatelny). Koncentrace sdjové mouky naopak vyrazné
ovliviiovala produkci a-galaktosidasy a -N-acetylglukosaminidasy. SniZenim
koncentrace séjové mouky z 50 gl' na 25 gl doslo vden maximalni produkce

o-N-acetylgalaktosaminidasy k poklesu produkce o-galaktosidasy aZz o polovinu

(Tab. 7).

Tabulka 7 — Vliv koncentrace sojové mouky na produkci a-N-acetylgalaktosaminidasy

Objem  Sdjova  Kultivatni  Vychoz Aktivita Aktivita  Aktivita - Den
média  mouka teplota pHmédia  o-galNAc- a-gal-asy ® glcNAc-asy
[m]  [gl'] [°C] asy [UmI']  [Uml']  @[Uml']
50 50 25 6,0 0,154 0,805 0,954 6
50 25 25 6,0 0,134 0,543 0,458 7

) pProdukéni maximum o-N-acetylgalaktosaminidasy
@ Objemova aktivita a-galaktosidasy a B-N-acetylglukosaminidasy v produk&nim maximu

a-N-acetylgalaktosaminidasy
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4.2.2 Vliv objemu kultivaéniho média na produkci a-N-acetylgalaktosaminidasy

Nejvyssi aktivity o-N-acetylgalaktosaminidasy bylo dosazeno v kultivaénim
médiu o objemu 50 ml. Se stoupajicim objemem roztoku aktivita
o-N-acetylgalaktosaminidasy vyrazn€ klesd. Velikost zmény pH média koreluje
s objemem kultiva¢ni smeési a zarovei s produkci a-N-acetylgalaktosaminidasy — ¢im je
veétsi objem kultivacni smési, tim pomaleji hodnota pH média v priib&hu kultivace klesa
(Graf 2) a tim je menS$i produkce ao-N-acetylgalaktosaminidasy (Graf 3). Pomér aktivit
a-N-acetylgalaktosaminidasy ku a-galaktosidase, B-N-acetylglukosaminidase se zvysil

ve prospéch produkce a-N-acetylgalaktosaminidasy (7ab. 8).

Tabulka 8 — Vliv objemu kultivacniho média na produkci a-N-acetylgalaktosaminidasy

Objem  Séjova Kultiva¢ni Vychozi Aktivita Aktivita Aktivita B- Den®

média  mouka teplota pHmédia  a-galNAc- a-gal-asy ® glcNAc-asy
[ml] [gl"] [°C] asy [Uml']  [U.ml'] @ u.ml]
50 25 25 6,0 0,121 0,291 0,766 5
100 25 25 6,0 0,042 0,384 0,686 6
200 25 25 6,0 0,020 0,375 0,360 5

() Produkéni maximum o-N-acetylgalaktosaminidasy

2 Objemova aktivita a-galaktosidasy a B-N-acetylglukosaminidasy v produk&nim maximu
a-N-acetylgalaktosaminidasy
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(Graf 3) — Vliv objemu kultivacni smési na produkci a-N-acetylgalaktosaminidasy
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4.2.3 Vliv teploty na produkci a-N-acetylgalaktosaminidasy

Pfi kultivacni teploté¢ 25 °C vykazovala o-N-acetylgalaktosaminidasa nepatrné
vy$§i rlstovd maxima, nez pii teplot¢ 28 °C. Rovnéz pomér aktivit
o-N-acetylgalaktosaminidasy ku o-galaktosidase a -N-acetylglukosaminidase se zvys$il
ve prospéch a-N-acetylgalaktosaminidasy (7ab. 9).

Béhem kultivace nastaval problém sudrZeni teploty na 25 °C (pfehfivani
ttepacky), proto byla zvolena kompromisni varianta — vSechny nasledujici kultivace

byly provadény pfi teploté 26 °C.

Tabulka 9 — Vliv teploty na produkci a-N-acetylgalaktosaminidasy

Objem  Séjova  Kultivacni Vychozi Aktivita Aktivita  Aktivita - Den
média  mouka teplota pH média  o-galNAc- o-gal-asy ® glcNAc-asy
m]  [gl] [°C] asy [UmI']  [Um]  @[Uml]
50 25 25 6,0 0,134 0,543 0,458 7
50 25 28 6,0 0,076 0,400 1,050 5

() Produké&ni maximum a-N-acetylgalaktosaminidasy

2 Objemova aktivita o-galaktosidasy a B-N-acetylglukosaminidasy v produkénim maximu
a-N-acetylgalaktosaminidasy

4.2.4 Vliv vychoziho pH média na produkci a-N-acetylgalaktosaminidasy

Se snizujicim se pH kultiva¢niho média produkce a-N-acetylgalaktosaminidasy
mirné roste. Pfi pH 2 produkéni maximum nastdva 11. den, coZ neni z hlediska
optimalisace Zadouci (Tab. 10). Produkéni maximum o-N-acetylgalaktosaminidasy
pii pH 3 nastavd Sesty den, avSak pomér aktivit a-N-acetylgalaktosaminidasy
ku  a-galaktosidase,  P-N-acetylglukosaminidase je  vysoky v neprospéch
a-N-acetylgalaktosaminidasy.

Pro separaci média byl vhodny paty den kultivace, nebot’ pii zanedbatelné
nizsi a-N-acetylgalaktosaminidasové aktivité (0,097 U.ml?) byla
pozorovina vyrazné niZsi produkce a-galaktosidasy (0,462 U.ml™)

a B-N-acetylglukosaminidasy (0,585 U.mlI") (Tab. 10, Graf 4).
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Tabulka 10— Viiv vychoziho pH kultivacniho média na produkci

a-N-acetylgalaktosaminidasy

Objem  Sojova Kultiva¢ni Vychozi Aktivita Aktivita Aktivita - Den Y

média  mouka teplota pHmédia  o-galNAc- o-gal-asy @ glcNAc-asy

m]  [gI] [°C] asy [Uml']  [Uml']  @[Uuml']
50 25 26 2,0 0,154 0,425 1,833 11
50 25 26 3,0 0,103 0,567 0,856 6
50 25 26 4,0 0,106 0,678 0,812 4

() Produké&ni maximum o-N-acetylgalaktosaminidasy

? Objemova aktivita a-galaktosidasy a p-N-acetylglukosaminidasy v produkénim maximu
a-N-acetylgalaktosaminidasy

4.2.5 Optimalisované parametry kultivaéniho média a kultiva¢nich podminek

Optimalisaci kultivaéniho média bylo dosaZzeno vyrazného sniZeni
a-galaktosidasové aktivity na cca 0,5 U.ml' a B-N-acetylglukosaminidasové
aktivity na cca 0,6 U.ml’. Objemova aktivita a-N-acetylgalaktosaminidasy
se pohybuje v rozmezi 0,09 — 0,11 U.ml’, specificka aktivita v rozmezi 0,45 - 0,85
U.mg" proteini (Graf 4).

Z vySe ziskanych udaji (kapitola 4.2) bylo navrZzeno kompromisni, optimalni

nastaveni podminek pro kultivaci Aspergillus niger CCIM K2:

Kultivaéni médium: [g.I"]: (25,0 - hladkd séjovd odtuénéni mouka;
2,0 — KH,PO4; 0,3 — MgSO4 - 7TH,0; 0,3 — CaCly;
7,5 — mykologicky pepton).

Kultiva¢ni podminky: Kultiva¢ni teplota — 26 °C; Rotace 200 ot.min'; Objem

média — 50 ml; pH média 3; Den zpracovani média —

S. den
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(Graf 4) — Objemova a specificka aktivita a-N-acetylgalaktosaminidasy,

a-galaktosidasy a -N-acetylglukosaminidasy po optimalisaci kultivacnich podminek

4.3 Charakterisace vlastnosti a-N-acetylgalaktosaminidasy

z Aspergillus niger CCIM K2

Screeningem bylo zjisténo, Ze Aspergillus niger CCIM K2 je nejen dobrym
producentem a-N-acetylgalaktosaminidasy, ale i a-galaktosidasy
a B-N-acetylgalaktosaminidasy. Cilem feSeného projektu v Laboratofi biotransformaci
MBU AV CR je provést strukturalni a nasledné fylogenetickou studii obou enzymd,
které jsou evolu¢né piibuzné. Primarnim krokem je provést zdkladni charakterisaci
o-N-acetylgalaktosaminidasy (tato prace) a a-galaktosidasy [42].

Pied purifika¢nimi procedurami bylo nutné zjistit zakladni vlastnosti a chovani
a-N-acetylgalaktosaminidasy — pH optimum; pH stabilita; teplotni optimum; vliv
redukénich ¢inidel a stabilita v roztoku pti danych teplotach (s ohledem na skladovani).

Paty den kultivace bylo vZdy médium s kultivovanou houbou slito, pfefiltrovano
(kapitola 3.3.1) a zkoncentrovano (kapitola 3.3.2) na cca tfetinovy objem,

protoZe a-N-acetylgalaktosaminidasa ve zfedénych roztocich ztraci aktivitu.
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4.3.1 Stabilita enzymu pf#i laboratorni teploté, pti 4 °C a pii -70 °C

Enzymova aktivita byla stanovena dle (kapitola 3.2.1) v prostfedi citrato-
fosfatového pufru Mc Ilvaine (100 mM; pH 3) pii teplot¢ 35 °C.
o-N-Acetylgalaktosaminidasa vykazuje po dobu min. 100 hodin pii teplot¢ 4 °C
(lednice) vysokou stabilitu a pokles aktivity nebyl pozorovan ani po 14 dnech
skladovani (Graf 5). Pti laboratorni teplot¢ b&éhem prvnich 40 hodin aktivita
a-N-acetylgalaktosaminidasy mirné rostla. Tento efekt je mozné vysvétlit tim,
Ze v roztoku mohou monomerni neaktivni enzymové podjednotky reasociovat a vytvaret
aktivni enzym. V dalSich 60 hodinach nebyl zaznamenan ani riist a ani pokles stability.
a-N-Acetylgalaktosaminidasa uchovavana 6 dni pii -18 °C vykazuje jen zanedbatelnou
ztratu aktivity ( 4 — 6 %), uchovavana 6 dni bez kryoprotektiva a nutnosti precipitace
siranem amonnym pii teploté -70 °C ztraci jen 7 — 10 % své aktivity. Lyofilisaci

aktivita klesa o necelych 40 %.
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(Graf 5) — Stabilita a-N-acetylgalaktosaminidasy béhem skladovdni
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4.3.2 pH Optimum o-N-acetylgalaktosaminidasy

pH Optimum o-N-acetylgalaktosaminidasy bylo stanoveno dle (kapitola 3.2.3)
v prostiedi citrato-fosfatového pufru Mc Ilvaine (100 mM; pH 2,5 - 8.)5)
a v prostfedi HCl/Glycinového pufru (100 mM; pH 1,1 — 3,5) pfi teploté¢ 35 °C.
Pfi vSech méfenich byly vylou¢eny abiotické reakce, které by mohly stanoveni zkreslit.
Osm opakovanych méfFeni prokazalo, Ze pH optimum enzymu je 1,5 (Graf 6).
Hodnota zjisténého pH optima je zcela unikitni a nikdy dosud nebyla u tohoto

enzymu publikovana.
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(Graf 6) — pH Optimum a-N-acetylgalaktosaminidasy
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4.3.3 pH Stabilita a-N-acetylgalaktosaminidasy

pH Stabilita o-N-acetylgalaktosaminidasy byla stanovena dle (kapitola 3.2.3)
v prostiedi HCl/Glycinového pufru (100 mM; pH 2) a v prostiedi citrato-fosfatového
pufru Mc Ilvaine (100 mM; pH 4, 5, 6 a 7) pfi teploté 35 °C (Graf 7). V silné kyselém
prostiedi pfi pH 2 béhem druhého byl zaznamendn mirny pokles aktivity. Nejvyssi
stabilita je pozorovana pii pH 4, 5 a 6 (po dobu 4 dnii). a-N-Acetylgalaktosaminidasa je

nejméngé stabilni v neutrdlnim prostiedi, kdy s ¢asem jeji aktivita rychle klesa.

110 -
100
90 !
80 !
70 -
60 -
50 -
40
30
20 |
10

Zbytkova aktivitag, [%]

0 10 20 30 40 50 60 70 80
t [hodina]
(~—pH2 -#-pH4  pH5 >pHE *pH7

(Graf'7) — pH Stabilita a-N-acetylgalaktosaminidasy
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4.3.4 Teplotni optimum o-N-acetylgalaktosaminidasy

Teplotni optimum bylo stanoveno dle (kapitola 3.2.4) v prostiedi
HCV/Glycinového pufru (100 mM; pH 1,5 a 2,5). Teplotni optimum
a-N-acetylgalaktosaminidasy pfi pH 2,5 je 55 °C, pti pH 1,5 (pH optimum enzymu)
45 °C (Graf 8).
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(Graf 8) — Teplotni optimum o-N-acetylgalaktosaminidasy
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4.3.5 Vliv redukéniho prostfedi na aktivitu o-N-acetylgalaktosaminidasy

Redukéni €inidla DTT (dithiothreitol) a ME (merkaptoethanol) ovliviiuji vznik
disulfidickych mustkd, ¢imZ méni strukturni uspofadani proteint a u enzymu tak mohou
vyrazné€ ovliviiovat jejich aktivitu.

DTT a ME v koncentracich 2 mM, 5 mM a 10 mM v prostiedi citrato-
fosfatového pufru Mc Ilvaine (100 mM; pH 3) a teploté 35 °C enzymovou aktivitu
neovliviiuji (ztrata cca 5 %) (Graf 9). Enzym neztraci aktivitu ani po 4 dnech v prostiedi
téchto redukénich Cinidel.

To, Ze enzym je v prostfedi redukénich ¢inidel stabilni, miZe vypovidat

o0 absenci, nebo malém poctu disulfidickych mustk?.
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(Graf 9) — Vliv redukcnich cinidel na aktivitu a-N-acetylgalaktosaminidasy
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4.4 Purifikace a-N-acetylgalaktosaminidasy z Aspergillus niger CCIM K2

Béhem purifikace o-N-aceltygalaktosaminidasy byla také meéfena aktivita
a-galaktosidasy a B-N-acetylglukosaminidasy, které byly v kultiva¢nim médiu ptitomny
ve vysoké koncentraci.

Pro porovnani Cistoty vzorkli, srovnani pfitomnych proteinti a urCeni jejich

molekulové hmotnosti byla provadéna denaturujici elektroforesa (SDS-PAGE).

4.4.1 Ultrafiltrace

Prvnim krokem purifikace byla vZdy separace média od pevnych ¢Eastic
a koloidd, naslednym zahus§ténim roztoku pomoci ultrafiltrace pfes ultrafiltraéni
membranu propoustéjici Castice mensi nez 100 kDa. Schopnost membrany oddélit
molekuly na zaklad¢ jejich velikosti neni zcela stoprocentni a pied ustanovenim
rovnovahy membranou pronikaly i ¢astice vé€tsi nez 100 kDa. Metodou SDS-PAGE
bylo potvrzeno, Ze membranou asteéné prochazi vSechny pfitomné latky. pH Média
bylo vzdy upraveno na hodnotu pH pufru pouZivaného pti dané purifikacni procedure.
Zcut off membrany lze alespoii  Castecné  usuzovat, Ze  velikost
a-N-acetylgalaktosaminidasy bude vétsi nez 100 kDa.

Po separaci pevnych ¢&astic a koloidii byvaji proteiny precipitovany (NH4)2SO4
a precipitat je pak dale zpracovavan. Tento krok nebyl do purifika¢ni procedury zahrnut,

nebot’ béhem manipulace s precipitatem by vznikaly vysoké ztraty.

4.4.2 Stfedotlaka sloupcova kapalinova chromatografie

Pii purifikaci a-N-acetylgalaktosaminidasy byly testovany ctyfi hlavni

purifikaéni kroky:

L

anexova chromatografie (Q-Sepharose)

|

hydrofobni chromatografie (Phenyl-Sepharose)

!

gelova chromatografie (Sephacryl S-200), (Superdex 200)

L

katexova chromatografie (Fractogel EMD SOj;™ (S))
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4.4.2.1 Anexova chromatografie (Q-Sepharose)

Anexova chromatografie wvibec nevyhovovala pozadavkim purifikacni
procedury. Jako stacionarni faze byla pouzita Q-Sepharosa, jako mobilni faze pufr A
(citrato-fosfatovy pufr Mc Ilvaine 50 mM; pH 6, nebo 7,8) a pufr B (citrato-fosfatovy
pufr Mc Ilvaine 50 mM s 1M NaCl; pH 6, nebo 7,8). Pfi hodnotach pH 6 a 7,8 nedoslo
k Zadnému zachytu enzymi na kolonu. a-N-acetylgalaktosaminidasa nebyla detekovana
ani v eluatu. Pfi¢inou mize byt volena hodnota pH, nebo vlastnosti stacionarni faze,

kdy enzym mohl zcela pozbyt aktivity.

4.4.2.2 Hydrofobni chromatografie (Phenyl-Sepharose)

Pfi hydrofobni chromatografii, kdy byla pouzita Phenyl-Sepharosa jako
stacionarni faze a pufr A (citrato-fosfatovy pufr Mc Ilvaine 50 mM s 1M (NH4),SOy4;
pH 3,0) a pufr B (citrato-fosfatovy Mc Ilvaine 50 mM; pH 3,0) jako mobilni faze,
pfi linedrnim gradientu 140 ml, nedo$lo k Zddnému zachytu sledovanych enzymu
na kolonu. Z tohoto divodu nebyla hydrofobni chromatografie pti purifikaci viibec

pouZita.

4.4.2.3 Gelova chromatografie (Sephacryl S-200) a (Superdex 200)

Pii pouziti gelové chromatografie, kdy byl pouzit Sephacryl S-200 jako
stacionarni faze a pufru (Mc Ilvaine 50 mM; pH 3,0), nebo pufru (Britton-Robinsontiv
160 mM; pH 3,0) jako mobilni faze, hledané enzymy prosly kolonou “s ¢elem*. Doslo
viak k vyraznému pieiSténi a odsoleni vzorku, proto byla v kombinaci s jinymi
technikami k purifikaci pouZita. Uginn&jsiho oddéleni proteinii touto gelovou
chromatografii by pravdépodobné¢ bylo mozné pii pouziti del$i kolony s vétSim
separa¢nim rozsahem. Pro preciznéjsi déleni sloZek byl pouzit gel Superdex 200 jako

stacionarni faze a pufr (acetatovy pufr 50 mM; pH 3,6) jako mobilni faze.
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4.4.2.4 Katexova chromatografie (Fractogel EMD SOj; (S))

Pozadavky na purifikaci svymi parametry nejlépe splnila pouZitd katexova
chromatografie. Jako stacionarni faze byl v tomto ptipadé pouzit silny katex (Fractogel
EMD SOs (S)) a pufr A (Mc Ilvaine 50 mM) a B (Mc Ilvaine 50 mM s 1M NaCl) jako
mobilni faze o daném pH. Byly testovany rizné hodnoty pH (pH 3; 3,5; 4),
pti kterych dochazelo k rizn¢ silné vazbé proteini na stacionarni fazi. Z graft
vytvofenych na zdklad¢ zjisté€ni enzymovych aktivit v ziskanych frakcich bylo zjisténo,
Ze nejvhodnéjsi je hodnota pH 3,5. Pii této hodnoté pH B-N-acetylglukosaminidasa
prochazi kolonou bez zadrzeni a sledované enzymy a-galaktosidasa
a a-N-acetylgalaktosaminidasa se na kolonu vazi. Pii pH 3 byl na kolonu zachycen
i podil PB-N-acetylglukosaminidasy a naopak pifi pH 4 dochazi jiz k slab§i vazbé
sledovanych enzymt na kolonu a k jejich ¢asteénému prochdzeni kolonou (pH 4 se
pravdépodobné pfili§ blizi isoelektrickému bodu a-N-acetylgalaktosaminidasy
a o-galaktosidasy). Proteiny vazané na kolonu byly uvolfiovany linedrnim gradientem

pufru B 0 — 100 %. B&¢hem katexové chromatografie byl pouZit gradient 50 ml.
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4.4.3 Vyhodnoceni purifikaéni procedury

Schéma realisované purifikacni procedury je na (Obr. 14).

ultrafiltrace

/\

proslo membranou ziistalo nad membranou
(< 100 kDa) (> 100 kDa)
katexovéa chromatografie

(Fractogel EMD (S0O5))

gelova chromatografie
(Sephacryl S-200)

22

_———- —_————

bAL PA2

\/

gelova
chromatografie
(Superdex 200)

Preti§téna
frakce

Obr. 14 Schéma purifikacni procedury a-N-acetylgalaktosaminidasy
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1) Katexova chromatografie (Fractogel EMD SOj’ (S))

Vzorek: Piefiltrované zkoncentrované kultivaéni médium

Pufr A: citrato-fosfatovy pufr Mc Ilvaine (50 mM; pH 3,5)

Pufr B: citrato-fosfatovy pufr Mc Ilvaine s IM NaCl (50 mM; pH 3,5)
Rychlost pritoku: 1 ml.min™

Tlak: max. 0,35 MPa

Pii zvolenych podminkach byla téméf vSechna B-N-acetylglukosaminidasa
odstranéna, nebot’ se na kolonu nevazala (Graf 10). Ziskané frakce byly rozdéleny
na tfi podily — podil A (39,5 ml — 45,5 ml), podil B (46,0 — 53,5 ml) a podil C (54,0 —
65,5 ml). Podil A obsahuje pfedev§im a-N-acetylgalaktosaminidasu, podil B obsahuje
smeés o-N-acetylgalaktosaminidasy a o-galaktosidasy a podil C obsahuje pfedev§im
o-galaktosidasu. Podil A byl dale purifikovan gelovou chromatografii

(Sephacryl S-200).

-
N

- 100

—_
QO -

Linearni gradient NaCl [%)]

Aktivita,, [U . mI"]
O = N W bHh OO N 0O ©

20 30 40 50 60 70
V [mi]

—0— a-GaI-aéaﬁ—O—u-G;INAcfas'é:—-—m; prr-iéiléNAc-’aséwr 7L'in€£rni gradient NaCIr —j

(Graf 10) — Chromatogram (Fractogel EMD SOjs (S))
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2) Gelova chromatografie (Sephacryl S-200)

Vzorek: Frakce A

Pufr : Britton-Robinsondv pufr (160 mM; pH 3)
Rychlost priitoku: 0,6 ml.min™

Tlak: max. 0,35 MPa

Pii zvolenych podminkéch, ptestoze byly oba enzymy eluovany s ¢elem a jejich
reten¢ni Casy si byly velmi blizké, doSlo k pomémé dobrému oddéleni
a-N-acetylgalaktosaminidasové aktivity od a-galaktosidasové (Graf 11), pfiCemz byly
odstranény i malé globularni proteiny. Z chromatogramu jasné vyplyva, Ze separovana
o-N-acetylgalaktosaminidasa ma ve svém nativnim stavu mensi molekulovou velikost
neZ o-galaktosidasa, a proto prochazi stacionarni fazi pomaleji. Ziskané frakce byly
opét rozdéleny na dva podily — podil Al (34 — 39 ml) a podil A2 (45 — 53 ml). Podil A2
byl dale purifikovan gelovou chromatografii (Superdex 200).
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(Graf 11) — Chromatogram (Sephacryl S-200)
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3) Gelova chromatografie (Superdex 200)

Vzorek: Frakce A2

Puftr: acetatovy pufr (50 mM, pH 3,6)
Rychlost pritoku: 0,3 ml.min™

Tlak: max. 0,35 MPa

Pfi  zvolenych  podminkidch do$lo kvelmi dobrému  piecisténi
a-N-acetylgalaktosaminidasy. Z chromatogramu vyplyva, Ze vedle
a-N-acetylgalaktosaminidasové aktivity je pritomna i zbytkova a-galaktosidasova
- aktivita (B-N-acetylgalaktosaminidasova aktivita je zcela zanedbatelna).
Tato skuteénost miize poukazovat na to, Ze a-N-acetylgalaktosaminidasa by mohla
vykazovat i vedlejsi, nespecifickou a-galaktosidasovou aktivitu, nebo by se mohlo
jednat o multienzymovy komplex, pfipadné je a-N-acetylgalaktosaminidasa jeSté
stale kontaminovana vedlejsi a-galaktosidasovou aktivitou (Graf 12). Rozhodnuti,
ke které varianté¢ se pfiklonit, 1ze jen na zakladé substratové specifity enzymu
purifikovaného do homogenity, nebo exprimovaného jako heterogenni protein.

Z reten¢nich Cast vyplyva, Ze velikost nativni o-N-acetylgalaktosaminidasy je cca 440 kDa.
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(Graf 12) — Chromatogram (Superdex 200)
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4.4.4 Bilan¢ni tabulka
Bilance purifikaéni procedury je zobrazena v (Tab. 11). Nizky vytézek je dan
predevsim ztratami na koloné, pfi manipulaci se vzorky, ale i jejich odbéry, které byly

dale testovany pomoci SDS-PAGE.

Tabulka 11 — Bilancni tabulka purifikace a-N-acetylgalaktosaminidasy

Proteiny Aktivita  Specificka aktivita Purifika¢ni

[mg] [U] [Umg!] faktor
Médium 89,04 33,92 0,38 -
Ultrafiltrace 59,33 35,83 0,60 1,6
Fractogel EMD 2,79 14,31 5,13 8,6
Sephacryl S-200 0,55 8,30 15,09 2,9
Superdex 200 0,16 1,80 11,18 0,7
Vytézek 5,30 %
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4.4.5 SDS-PAGE

Elektroforetogram jednotlivych podilii v prostiedi SDS je na (Obr. 15).

209 kDa

116 kDa

97 kDa
80 kDa
66 kDa

55 kDa

45 kDa

AR A Algr Al A2z A2 B Cr C M

(Obr. 15) SDS-elektroforesa na 8% gelu

A, Agr - Podil A (Graf 10); Al, Algx - Podil Al (Graf 11);
A2, A2r — Podil A2 (Graf 12); B — Podil B (Graf 10); C, Cr — Podil C (Graf 10),
M - Markery

Indexem R jsou oznaeny podily, které byly naneseny v pufru obsahujicim

redukéni ¢inidlo DTT (dithiothreitol).
Pravdépodobna lokalisace majoritni denaturované subjednotky

o-N-acetylgalaktosaminidasy na elektroforetogramu je oznacend Sedymi ramecky

(Obr. 15).
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S. DISKUSE

Jak Jjiz bylo v teoretické pasazi zminéno, extracelularni
a-N-acetylgalaktosaminidasa je enzym, ktery ma vysoky potencidl pouziti —
biomedicina — konverse krevnich determinanti skupiny A na universalni O(H);
inkorporovand do enzymovych testt miZe slouzit jako jeden =z markeru
pro determinaci mikroorganismi, ¢i k jejich taxonomické revisi; organickd chemie —
synthesa pfesné definovanych glykosidd. Extracelularni a-N-acetylgalaktosaminidasa se
u mikrobidlnich organismu vyskytuje vzacné.

Hlavnim komerén€ pouZivanym producentem o-N-acetylgalaktosaminidasy je
bakterie Clostridium perfringens. Velkou nevyhodou této bakterie je jeji patogenita,
produkce extracelularnich toxini a nutnost kultivace v anaerobnich podminkach.
Proto je velmi Zadouci nalézt jiné a vykonnéjsi, pokud moZno eukaryotické producenty
extracelularni a-N-acetylgalaktosaminidasy. Vhodnymi organismy jsou mikroskopické
vlaknité houby, nebot’ spliuji dileZité predpoklady — lze s nimi manipulovat jako
s prokaryoty, rychle rostou a nevykazuji tak vysokou mutaéni rychlost jako bakterie.

Vybér zastupcli mikroskopickych vldknitych hub pro screening produkce
extracelularni exo-o-N-acetylgalaktosaminidasové aktivity byl proveden s pfihlédnutim
k vysledkim Borzové et al. {34], kde nejlepsi producent je Aspergillus niger. Cilem
prace bylo nalézt dobrého producenta extracelularni
o-N-acetylgalaktosaminidasy, ktery by zaroven produkoval co nejméné téZce
odstranitelnych vedlejsich enzymovych aktivit (a-galaktosidasa,
f3-N-acetylglukosaminidasa). Jako zdroj mikroskopickych vlaknitych hub slouZila sbirka
CCF (Culture Collection of Fungy) a CCIM (Culture Collection of the Institute
of Microbiology).

Vybrani byli pfedevsim zastupci rodt Aspergillus a Penicillium. Vybér kment
testovanych druhii byl viceméné ndhodny. ProtoZe se jednd o primarni vyzkum, mira
uspésného nalezeni producenta o-N-acetylgalaktosaminidasové aktivity je funkci
Cetnosti provedenych screeningli jednotlivych kmenti hub. Kultiva¢ni médium bylo
zvoleno dle Borzové et al. [35], v€etné kultiva¢nich podminek a stanoveni enzymovych

aktivit bylo provedeno dle (kapitola 3.2.1) pti pH 5.
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V rannych fazich screeningu byly testovany rtzné podminky kultivace
(teplota — 25 °C a 28 °C a ota&ky — 220 ot.min™' a 200 ot.min™") a koncentrace séjové
mouky v kultivaénim médiu (50 g.1" a 25 g.1").

Jako optimélni byla zvolena standardni kultivaéni teplota 28 °C.

Rychlost rotace neméla na produkci enzymu téméf zadny vliv a navic
pfi této rychlosti médium se zao¢kovanou houbou bylo velmi homogenni a jeho odbér
&inil znagné obtiZe. SniZenim rotace na 200 ot.min”' doslo ke sniZeni homogenity
média, coZ podstatné usnadnilo odbér vzorku.
fuknci induktoru a-N-acetylgalaktosaminidasové (pfedev§im a-galaktosidasové
a Castecné¢ také  B-N-acetylglukosaminidasové)  aktivity. Obsahuje fadu
o-N-acetylgalaktosaminidylovanych a «-galaktosylovanych glykoproteini. Byly
provedeny pokusy o nahradu sdjové mouky sdjovym hydrolysatem, laktosou,
nebo monosacharidem  N-acetylgalaktosaminem. Pfi  pouziti té€chto latek
a-N-acetylgalaktosaminidasa nebyla vibec produkovana (o-galaktosidasa jen
v nepatrnych koncentracich). Nevyhodou mouky je, Ze zptisobuje kaSovitou konzistenci
kultiva¢niho média. Pii koncentraci 50 gl je produkce
a-N-acetylgalaktosaminidasy nepatrng vy38i, neZ pti koncentraci 25 g.1”, vyrazné viak
stoupa produkce a-galaktosidasy a -N-acetylglukosaminidasy, proto byla koncentrace
s6jové mouky sniZena na 25 g.I"" (kapitola 4.1.1).

Délka screeningu byla omezena na 7 dnd. Literatura udava, Ze béhem prvnich
sedmi dnt kultivace nastava produkéni maximum
a-N-acetylgalaktosaminidasy [34, 35]. Toto zjisténi bylo potvrzeno (7ab. 6). Produkéni
maximum a-N-acetylgalaktosaminidasy vhodného producenta by meélo nastdvat co
nejdiive, nebot’ s prodluzujici se dobou kultivace jsou do média uvoliiovany i jiné
enzymy. Pii dlouhodobéjsi kultivaci a-N-acetylgalaktosaminidasova aktivita klesa,
za souCasného vyrazného ristu o-galaktosidasové a [-N-acetylglukosaminidasové
aktivity. Produkéni maximum by nemélo nastavat ve chvili, kdy se kultura nachézi
ve stacionarni fazi rdstu, pfi které dochazi k €aste¢né degradaci hyf a uvolfiovani
cytosolu. Do média by tak mohly byt uvolfiovany intracelularni enzymy, které by svoji
aktivitou stanoveni zkreslily. Uvolnéné proteasy by navic mohly extracelularni

o-N-acetylgalaktosaminidasu rozkladat.
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Screening u testovanych kmeni mikroskopickych vladknitych hub odhalil,
Ze o-N-acetylgalaktosaminidasa je do média produkovana ve velmi malych
koncentracich a produkéni maximum nastava béhem 3. — 7. dne kultivace (7ab. 6). Bylo
zjisténo, Ze Aspergillus niger CCIM K2 (Tab. 6) je nejlepS§im producentem
a-N-acetylgalaktosaminidasy.

Na zaklad¢ tohoto zjisténi byly otestovany dostupné kmeny sekce Nigri
ze sbirky CCF. Béhem kultivace byla sledovana i zména pH média. Bylo pozorovano,
Ze u producenti o-N-acetylgalaktosaminidasy pH média vzdy klesalo z vychozi
hodnoty 6 a v tfeti den kultivace nikdy nepfevySovalo hodnotu 4 (Graf 1). Poté hodnota
pH mimé¢ stoupala (k podobnému zavéru dosla i Borzova et al. [35]). Vyrazné sniZeni
pH je pravdépodobné zpisobeno produkci kyseliny citrénové. Je mozZné, Ze existuje
souvislost mezi poklesem pH a produkci o-N-acetylgalaktosaminidasy. U kment,
které enzym neprodukovaly, nebo jen minimaln¢ byl b&hem kultivace naopak
pozorovan vzrust pH, nebo jen nepatrny pokles, ktery nikdy nedosahl hodnoty pH 4
(Graf'1).

Opakovanymi testy bylo dokazano, ze produkéni kFivky jsou pro kazdy
kmen zcela unikatni a méfeni jsou reprodukovatelni. Zmény v produkcich
a-N-acetylgalaktosaminidasy u Aspergillus niger CCIM K2 béhem riznych
kultivaci nebyly pozorovany.

Nejlep$§im producentem a-N-acetylgalaktosaminidasy je Aspergillus niger
CCIM K2. K maximalisaci produkce o-N-acetylgalaktosaminidasy za sou€asného
snizeni a-galaktosidasové aktivity a B-N-acetylglukosaminidasové aktivity bylo tfeba
testovat rtizné kultivaéni podminky. Rozhodujicim kriteriem byl pomér mezi
jednotlivymi méfenymi enzymovymi aktivitami.

Pii kultivaci Aspergillus niger CCIM K2, pfi teplot¢ 25 °C, 220 ot.min"
a koncentraci 50 gl' sojové mouky, nastavalo produkéni maximum
a-N-acetylgalaktosaminidasy 6. den (0,153 U.ml™"). SniZenim koncentrace s6jové
mouky na 25 gl' za soutasného zachovéni viech ostatnich parametrd doflo jen
k zanedbatelnému  sniZeni  objemové  aktivity  a-N-acetylgalaktosaminidasy
na 0,134 U.ml"' a posunu produkéniho maxima na sedmy den. Zarovefi viak doslo
k vyraznému snizeni vedlej$i o-galaktosidasové aktivity, a to aZ o polovinu

(1,0 Uml" - 0,5 Uml™) (Tab. 7).
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Pii teplot¢ 25 °C a-N-acetylgalaktosaminidasova aktivita dosahuje nepatrné
vySSich produkénich maxim, neZ pfi teplot¢ 28 °C (Tab. 9). Nebylo vsak spolehlivé
zaruceno, Ze kultiva¢ni box bude korektné temperovan, byla tedy zvolena kompromisni
varianta — teplota 26 °C.

NejvysSich aktivit bylo dosazeno pii objemu kultivatniho média 50 ml,
nejnizSich naopak pifi objemu 200 ml (shoda s Borzovou et al. [35]). Se zménou objemu
z 50 ml na 200 ml, klesne a-N-acetylgalaktosaminidasova aktivita ve svém maximu
0 84 % (Tab. 8). Tento efekt lze vysvétlit tak, ze se zvySujicim se objemem kapaliny
roste i nestabilita enzymu, ktery disociuje na monomerni neaktivni jednotky.

Dal3im faktorem, ktery ovliviiuje produkci enzymu, byla i vychozi hodnota pH
kultivaéniho média. Testy prokazaly, Ze ¢im je vychozi hodnota pH média niZ$i, tim je
a-N-acetylgalaktosaminidasa produkovana ve vysSich koncentracich. Se zménou pH
z hodnoty 4 na 2, vzroste a-N-acetylgalaktosaminidasova aktivita ve svém maximu
0 31 % (Tab. 10). Jak bylo posléze zjisténo, enzym je stabilni pouze v kyselém
prostfedi, proto je pravdépodobné, Zze v neutrdlnim, ¢i alkalickém nemusi byt vibec
produkovan.

S ptihlédnutim ke vSem zjiSténym skuteCnostem byly upraveny podminky
a slozeni kultivaéniho média (kapitola 4.2.5).

Pfed zahajenim vlastni purifikaéni procedury bylo nutné provést zakladni
charakterisaci enzymu. Vzhledem k nestabilit¢ enzymu ve zfedénych roztocich bylo
provedeno zkoncentrovani na cca 1/3 — 1/4 pivodniho objemu. Naundorf et al. [19]
uvadi, Ze molekulova velikost enzymu je vys$§i nez 100 kDa, proto byla volena
i membrana s cut off 100 kDa. Ve zkoncentrovaném roztoku pii teplot¢ 4 °C
o-N-acetylgalaktosaminidasa nevykazovala ztratu aktivity ani po dvou tydnech.
Pfi laboratorni teplot¢ vrannych fazich uchovavani naopak aktivita mirné¢ rostla —
pravdépodobné v disledku reasociace neaktivnich monomerti v aktivni dimery
(oligomery). Délka skladovani je dulezita pro purifikaci a dal$i zpracovani.
Uchovavanim pii -70 °C po dobu 14 dnii a-N-acetylgalaktosaminidasa ztratila jen
7 — 10% své aktivity (kapitola 4.3.1). Jednozna¢nou vyhodou je, Zze enzym b&hem
skladovani nevyzaduje ptfitomnost kryoprotektiva, i precipitaci siranem amonnym.

a-N-Acetylgalaktosaminidasa vykazuje vysokou stabilitu 1 v prostiedi
redukénich ¢éinidel DTT a ME, coZ poukazuje na absenci, nebo pfitomnost jen malého

poc¢tu disulfidickych mustku (kapitola 4.3.5, (Graf 9)).
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Velkym piekvapenim byla hodnota pH optima, ktera pii teploté 35 °C ¢ini
1,S (Graf 6). Méfeni bylo nezavisle opakovano v ramci riznych vzorki (rizné
sbéry média) 8x a pokazdé byla tato hodnota potvrzena. Béhem testovani byly
vylou¢eny mozné abiotické reakce (rozklad substritu v kyselém prostiedi), které
by stanoveni zkreslovaly. Nikde v dostupné literatuife neni tak extrémé nizka
hodnota pH optima a-N-acetylgalaktosaminidasy dosud publikovana. Kfivka pH
optima ma jen jeden vrchol, coz miZe poukazovat na to,
Ze a-N-acetylgalaktosaminidasa je pfitomna jen v jedné isoformé. Soubézné bylo
zjisttno pH optimum a-galaktosidasy (pH optimum 3,5) [42]. Je pravdépodobné,
Ze 1 ostatni glykosidasy budou vykazovat podobné¢ nizké hodnoty. Vzhledem
ke zjisténému pH optimu a-N-acetylgalaktosaminidasy, bylo vhodné sniZit pH pufru,
ve kterém byly enzymové aktivity stanovovany. pH 1,5 je pfili§ extrémni, proto byla
zvolena kompromisni varianta pH 3. Je zndmo, Ze pouZivané substraty v kyselém
prostredi podléhaji hydrolyse, opakované vSak bylo prokazano,
Ze k Zadnym abiotickym reakcim nedochazi.

Enzym je stabilni v kyselé oblasti pH 3 — 6, coz je v disledku se zjist€nym
vlastnostmi o€ekdvatelné. V neutrdlni oblasti pH enzym pomérné rychle za¢ina ztracet
svoji aktivitu (kapitola 4.3.3, (Graf 7)).

Teplotni optimum o-N-acetylgalaktosaminidasy nastava pii 55 °C (pH 2,5)
a pfi 45 °C (optimum pH 1,5). Jedno ostré maximum v grafu naznacuje,
Ze produkovany enzym se vyskytuje jen v jedné isoformé (Graf'§).

Béhem purifika¢ni procedury byly sledovany spole¢né
s o-N-acetylgalaktosaminidasovou aktivitou 1 vedlej§i «-galaktosidasové
a B-N-acetylglukosaminidasové enzymové aktivity, které se velmi t€Zce odstrariuji.

V publikacich jsou zminény pfedev8im dvé pouzivané metodiky purifikace.
Kazda zahrnuje precipitaci proteini siranem amonnym v kombinaci s anexovou
(Q-Sepharosa) a gelovou chromatografii, ¢i dialysou, nebo v kombinaci s hydrofobni
a gelovou chromatografii. Cilem bylo navrhnout postup purifikace
a-N-acetylgalaktosaminidasy, pokud mozno s co nejmens$im poctem purifika¢nich
krokl. Precipitace siranem amonnym nebyla provedena zamérné, protoZze b&hem

manipulace s precipitatem dochazi k velkym ztratam.
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Pouziti  silného  anexu  Q-Sepharosy se  viibec  neosvéd¢ilo,
nebot’ pfi zvolenych pH 6 a 7,8 nebyla a-N-acetylgalaktosaminidasa zachycena
na kolonu, ani detekovdna v eluatu. Béhem purifikaéni procedury mohlo dojit
k inaktivaci enzymu, coZ mohlo byt zplisobeno volbou pH, nebo vlastnostmi kolony.
S ptihlédnutim k pH optimu a stabilit¢ enzymu bylo pH pufru upraveno na hodnotu 3,5.

Phenyl-Sepharosa nebyla k purifikaci také vhodna a zménou podminek by
pravdépodobné k separaci a-N-acetylgalaktosaminidasy nedoslo.

Pouzité gelové chromatografie — Sephacryl S-200 a Superdex 200 — jsou vhodné
jen v kombinaci s jinymi purifikaénimi procedurami a slouzi ptedev§im k odstranéni
ur¢itého podilu malych globularnich proteinu a soli.

Klicovym purifika¢nim krokem bylo pouziti silného katexu Fractogelu EMD
SOs3" (S) (kapitola 4.4.24). Pii pH 3,5 byla odstranéna téméf veskera
B-N-acetylglukosaminidasa, kterd stacionarni fazi nebyla témé&t viibec zachycena. Jeji
isoelektricky bod je patrn€ nize nez ptfi hodnott pH 4. Keluci
o-N-acetylgalaktosaminidasy dochazelo diive, nez k eluci a-galaktosidasy, piesto se
oba vrcholy z&asti ptekryvaly (Graf 10).

Frakce obsahujici nejvétsi aktivity o-N-acetylgalaktosaminidasy byly spojeny
do jednoho podilu, ktery byl purifikovan gelovou chromatografii za pouZiti Sephacrylu
S-200 jako stacionarni faze. Timto purifikatnim krokem do$lo k pomémé dobrému
rozdéleni o-galaktosidasy a o-N-acetylgalaktosaminidasy. Z chromatogramu vyplyva,
Ze o-N-acetylgalaktosaminidasa ma ve svém nativnim stavu men$i molekulovou
hmotnost nez a-galaktosidasa, protoZe prochazi stacionarni fazi rychleji (Graf'11).

Frakce obsahujici nejvétsi aktivity a-N-acetylgalaktosaminidasy byly spojeny
do jednoho podilu, ktery byl purifikovan gelovou filtraci za pouZziti Superdexu 200 jako
stacionarni faze. Na chromatogramu jsou pfitomny dva piekryvajici se vrcholy
(Graf 12). Vys$8i odpovidd o-N-acetylgalaktosaminidasové aktivit¢ a nizsi
a-galaktosidasové aktivité. Z reten¢nich ¢ast vyplyva, Ze se jedna bud’ o jeden protein,
nebo o dva proteiny, které jsou eluovany ve stejny okamzik.
a-N-Acetylgalaktosaminidasa ~ mlZze tedy byt  kontaminovana  vedlejsi
a-galaktosidasovou aktivitou, pfipadné mize vykazovat vedlejsi, nespecifickou
a-galaktosidasovu aktivitu, anebo miZe byt vazana v multienzymovém komplexu.
Rozhodnuti, ke které variant¢ se pfiklonit, 1ze jen na zdklad¢ substratové specifity

enzymu purifikovaného do homogenity, nebo exprimovaného jako heterogenni protein.
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Zretenénich Castt dale vyplyva, Ze molekulova velikost nativni
o-N-acetylgalaktosaminidasy je cca 440 kDa.

Z vysledkl SDS-PAGE  je pravdépodobné;si, 7e vedlejsi
o-galaktosidasova aktivita je pravdépodobné zplsobena jednim zisozymi
o-galaktosidasy, ktery ma nepatrné¢ vétSi molekulovou  velikost nez
a-N-acetylgalaktosaminidasa.

Z elektroforetogramu dale vyplyva, Ze velikost monomerni denaturované
jednotky a-N-acetylgalaktosaminidasy se pohybuje kolem 116 kDa (Obr. 15).
Identifikaci bude mozné potvrdit napt. Edmanovou sekvenaci vzorku z gelu a strukturu
porovnat s databazemi.

Purifikani procedura byla ve fazi vyvoje a testovani, proto dochazelo
k vysokym ztratdm. Ztraty nastavaly také pii zakoncentrovani ¢asti podilti, nanasenych
na SDS-PAGE a pfi stanoveni enzymovych aktivit a opétovném ovéfovani spravnosti
jednotlivych krokt. Jakmile bude purifikani procedura optimalisovana, lze jisté

ocekavat vétsi vytézky nez jen 5,3 % (Tab. 11).
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6. ZAVER

Byl proveden screening producentil extracelularni
exo-o-N-acetylgalaktosaminidasy, a-galaktosidasy a B-N-acetylglukosaminidasy u 42
vybranych kment hub ze sbirky CCF (Culture Collection of Fungi) a 1 kmene ze sbirky
CCIM (Culture Collection of the Institute of Microbiology). Bylo zji§téno, Ze nejlep$imi
producenty o-N-acetylgalaktosaminidasy jsou né&které kmeny Aspergillus niger,
nejlepSim producentem je Aspergillus niger CCIM K2. Zaroveri bylo zjiSténo,
Ze nejlepSimi producenty a-galaktosidasy jsou piedev$im zastupci rodu Penicillium
a nejlep§imi producenty p-N-acetylglukosaminidasy jsou ptedev$im zastupci rodu

Aspergillus.

U kmene Aspergillus niger CCIM K2 byly optimalisovany Kkultivaéni
podminky a sloZeni kultivaéniho média pro maximalisaci produkce extracelularni
exo-o-N-acetylgalaktosaminidasy, pfi  souCasném  snizeni  a-galaktosidasové

a B-N-acetylglukosaminidasové aktivity.

Extracelularni exo-a-N-acetylgalaktosaminidasa produkovana Aspergillus niger

CCIM K2 byla ¢astecné charakterisovana, izolovana a ¢aste¢né purifikovana.
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7. OBRAZOVA PRILOHA

Obrazova priloha obsahuje fotografie kolonii na agaru (tfibodova inokulace)
a mikrofotografie n¢kterych zastupci testovanych mikroskopickych hub. Obrazova

ptiloha ma jen ilustrativni charakter.
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7.1 Fotografie kolonii hub

(Makrofoto 1) Aspergillus niger CCIM K2 (MEA; 28 °C; staii 6 dni)

(Makrofoto 2) Aspergillus tamarii CCF 1665 (MEA; 28 °C; stati 6 dnti)
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(Makrofoto 3) Penicillium brasilianum CCF 2155 (MEA; 25 °C; stafi 6 dnli)

(Makrofoto 4) Penicillium oxalicum CCF 2430 (MEA; 25 °C; stafi 6 dnl)
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7.2 Mikrofotografie hub

PIRUBY T W b,

L

N

(Mikrofoto 1 (Mikrofoto 2)

(Mikrofoto 1)
Aspergillus niger CCIM K2 — /konidiofor/ (Nomarského kontrast, 40x obj., laktofenol s bavinovou modt)

(Mikrofoto 2)
Aspergillus tamarii CCF 1665 — /konidiofor/ (Nomarského kontrast, 40x obj., laktofenol s bavinovou modii)
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(Mikrofoto 3) (Mikrofoto 4

(Mikrofoto 3)
Aspergillus sojae CCF 3060 — /konidiofor/ (Nomarského kontrast, 40x obj., laktofenol s bavinovou modt)

(Mikrofoto 4)
Aspergillus aculeatus CCF 3134 — /konidiofor/ (Nomarského kontrast, 40x obj., laktofenol s bavinovou modt)
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(Mikrofoto 5 (Mikrofoto 6,

(Mikrofoto 5)
Aspergillus oryzae CCF 1066 — /konidiofor/ (Nomarského kontrast, 40x obj., laktofenol s bavinovou modi)

(Mikrofoto 6)
Penicillium oxalicum CCF 2430 — /konidiofor/ (Nomarského kontrast, 40x obj., laktofenol s bavinovou modf)
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(Mikrofoto 7

(Mikrofoto 7)
Penicillium brasilianum CCF 2155 — /konidiofor/ (Nomarského kontrast, 40x obj., laktofenol s bavinovou modfi)
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(Mikrofoto 8-1

(Mikrofoto 8-2)

(Mikrofoto 8-1)
Emericella nidulans CCF 2912 - /konidiofor/ (Nomarského kontrast, 40x obj., laktofenol s bavlnovou modt)

(Mikrofoto 8-2)
Emericella nidulans CCF 2912 — /plodnice — kleistothecium/ (Nomarského kontrast, 10x obj., laktofenol

s bavinovou modfi)
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8. SEZNAMY

8.1 Seznam pouzitych chemikalii

Sporulalni agar

Siran méd’naty pentahydrat (LACHEMA, CZ)
Glycerol (LACHEMA, CZ)

Siran hote¢naty (Lach-Ner, CZ)

NaCl (Lach-Ner, CZ)

Sladovy vytazek (SLADOVINA, CZ)
Dusi¢nan amonny (LACHEMA, CZ)

Siran hote¢naty (Lach-Ner, CZ)
Bacteriological agar No.1 (OXOID, UK)

Sladinovy agar

Agar so sladinovym extraktom (IMUNA, SK)

Kultivace mikroskopickych vidknitych hub

Dihydrogenfosfore¢nan draselny (LACHEMA, CZ)

Chlorid vépenaty (LACHEMA, CZ)

Odtu¢néna hladké séjova mouka (baleno v — Paleta, s.r.o0., Plzeil)
Mykologicky pepton (OXOID, UK)

Guanidinkarbonat (ALDRICH, USA)

Siran hote¢naty (Lach-Ner, CZ)

Tween®80 (ALDRICH, USA)

Kyselina citrénova (LACHEMA, CZ)

Hydroxid draselny (LACHEMA, CZ)

CELLITES 12 (LACHEMA, CZ7)

Enzymové aktivity

p-nitrofenyl-a-D-galaktopyranosid (Sigma Chemical Co., USA)
o-nitrofenyl-a-D-N-acetylgalaktopyranosid (Sigma Chemical Co., USA)
p-nitrofenyl-o-D-N-acetylgalaktopyranosid (Sigma Chemical Co., USA)
p-nitrofenyl-B-D-N-acetylgalaktopyranosid (Sigma Chemical Co., USA)
p-nitrofenyl-B-D-N-acetylglukopyranosid (SENN CHEMICALS, SUI)
Albumin standard (PIERCE Biotechnology, USA)
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Biorad protein Assay (Bio-Rad Laboratories, Inc., USA)
p-nitrofenol (LACHEMA, CZ)

o-nitrofenol (LACHEMA, CZ)

Uhli¢itan sodny (LACHEMA, CZ)

Dithiothreitol (Sigma Chemical Co., USA)
Merkaptoethanol (Merck, DE)

Pufry

Dihidrogenfosfore¢nan sodny (LACHEMA, CZ)
Hydrogenfosfore¢nan sodny dodekahydrat (LACHEMA, CZ)
Kyselina citrénova (Lach-Ner, CZ)

Kyselina sirova (Vyrobce neuveden, CZ)

Kyselina trihydrogenborita (Lach-Ner, CZ)

Kyselina octové (Lach-Ner, CZ)

Octan sodny (LACHEMA, CZ)

SDS-PAGE

Protein molecular weights standards MW 6500 — 205000 (Amersham pharmacia, Biotech, SWE)
TEMED (N,N,N’,N’-tetramethylediamin) (Sigma Chemical Co., USA)
Comassie" Briliant blue R-250; C.1. 42600 (usb, USA)

Glycin (SERVA Electrophoresis GmbH, DE)

Persiran amonny (usb, USA)

Tris (SERVA Feinbiochemica, DE)

Bromfenolova modf — Na siil (SERVA Feinbiochemica, DE)
Dithiothreitol (Sigma Chemical Co., USA)

Akrylamid (Sigma Chemical Co., USA)

N,N’-methylenbisakrylamid (SERVA Feinbiochemica, DE)

SDS (Dodecyliran sodny) (SERVA Feinbiochemica, DE)
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8.2 Seznam pouzivanych pfistroji a dal§iho vybaveni

Kultivace

Inkubaéni box s regulaci otacek a teploty SANYO (JAP)
Biohazard flow box — JOUAN MSG9 (JOUAN-BIO OMEGA, FR)
Spektrofotometr — Schimadzu UV-1202 (Schimadzu, JAP)
Spektrofotometr — Sunrise (TECAN, AT)

Vyhodnocovaci software — Magellan 5.0 (TECAN, AT)

Centrifuga na zkumavky ,.eppendorf* — Universal 16R (Hettich, DE)
Centrifuga — Beckman J2-21 (Beckman Instruments. Inc., USA)
Vortex —~ IKA-VERK VF 2 (JANKE&KUNKEL, DE)

pH metr — Gryf HB (P-LAB, CZ)

pH elektroda — THETA 90 (gdw) HC 114 (P-LAB, CZ)

pH elektroda — THETA 90 (jdw) HC 153 (P-LAB, CZ)

Elektroforesa

Cela k vyvyjeni chromatogramu — Mighty small SE 250/SE 260 (Hoefer, DE)
Zdroj a ovladéni — Electrophoresis Power Supply — EPS 601(Amersham pharmacia, Biotech, SWE)

Filtrace a zahu$t’ovdni vzorki

Filtra¢ni celulosoasbestova deska (Kreuznach K01, Seitz, DE)

Filtraéni membrana Supor 47 mm s primé&rem p6rd 0,45 um (Pall, USA)

Filtratni polyestersulfonovd membrana Millipore 76 mm s cut off 100 kDa (Millipore, USA)
Zkoncentrovani proteint na SDS-PAGE — Centricon YM-3; 3000 MW cut off (Millipore, USA)
Zahustovaci cela — Amicon 8400 (Millipore, USA)

Purifikace

Kapalinovy chromatograf — Akta prime plus (Amersham Biosciences, SWE)
Obsluzny software — PRIMEWIEW 5.0 (Amersham Biosciences, SWE)
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Kolony

Q-Sepharose (HiPrep 16/60 Q FF) (Amersham Biosciences, SWE)

Matrix: 6% vysoce zesit'ovana agarosa

Objem: 20 ml

Primérna velikost ¢astic: 90 um

Nabité skupina: -N"(CH3);

Operatni rozsah pH: 2 - 12

Priitok 2 — 10 ml.min""

Max. tlak: 0,15 MPa

Tontova kapacita: 0,18 — 0,25 mmol.mlI™ gelu (CI')

Vzorek: Objem neomezen, 2400 mg proteint, (120 mg.ml™" gelu — pro HSA)

Phenyl-Sepharose (16/60 Phenyl FF (low sub)) (Amersham Biosciences, SWE)

Matrix: 6% vysoce zesitovana fenyl-agarosa
Objem: 20 ml

Primé&ma velikost ¢astic: 90 um

Interake¢ni skupina: —fenyl

Opera¢ni rozsah pH: 3 — 13

Hustota ligandu: 40 mmol.ml"' gelu

Priitok 2 ~ 10 ml.min""

Makx. tlak: 0,15 MPa

Sephacryl S-200 (HiPrep 16/60 Sephacryl S-200 High Resolution) (HiPrep, USA)

Matrix: Zesitovany kopolymer allyldextranti a N,N'-methylenbisakrylamidu
Velikost &éstic: (25 — 75 um), primérna velikost: 47 um

Separa¢ni rozsah pro globularni proteiny o M,: 5000 — 250000

Objem kolony: 120 ml

Maximalni objem vzorku: 5 ml

Maximalni priitok vzorku: 0,5 ml

Maximalni tlak: 0,15 MPa

Operaéni rozsah pH: 3 — 11
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Superdex 200 (Tricorn Superdex 200 10/30 GL) (Amersham Biosciences, SWE)

Matrix: Kompositni zesitovana agarosa a dextran

Objem kolony: 24 ml

Operaéni rozsah pH: 3 - 11

Separa¢ni rozsah pro globularni proteiny o velikosti: 5 — 250 kDa
Maximalni pritok: 0,15 — 1 ml.min™

Maximalni tlak: 0,15 MPa

Maximalni objem vzorku: 5 ml

Fractogel EMD SOj; (S) (Merck, DE)

Matrix: Silny katex
Funkéni skupina: -SO5”
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8.4 Seznam zkratek a pouZitych symbolt

PNP-a-GalpNAc
oNP-aGalpNAc
pNP-o-Galp
PNP-B-GlcpNAc
PNP-B-GalpNAc
o-Gal-asa
a-GalNAc-asa
B-GIlcNAc-asa
GalNAc-a-(1->0)-Serin
UDP-Glc
UDP-GalNAc
UDP-Gal

Ser

Thr
UDP-hexostransferasa
Gal

Fuc

Glec

GalNAc
PpNP-OH
oNP-OH
TEMED

SDS

Tris

ME

DTT

EDTA

4-nitrofenyl-2-acetamido-2-deoxy-a-D-galaktopyranosid
2-nitrofenyl-2-acetamido-2-deoxy-a-D-galaktopyranosid
4-nitrofenyl-a-D-galaktospyranosid
4-nitrofenyl-2-acetamido-2-deoxy-B-D-glukopyranosid
4-nitrofenyl-2-acetamido-2-deoxy-a-D-galaktopyranosid
o-galaktosidasa

a-N-acetylgalaktosaminidasa
B-N-acetylglukosaminidasa
2-acetamido-2-deoxy-a-D-galaktopyranosyl-(1—>O)-serin
uridin-5"-difosfo-D-glukopyranosa
uridin-5’-difosfo-2-acetamido-2-deoxy-D-galaktopyranosa
uridin-5"-difosfo-D-galaktopyranosa

L-serin

L-threonin

uridinyl-difosfat-hexostransferasa

D-galaktopyranosa

L-fukopyranosa

D-glukopyranosa
2-acetamido-2-deoxy-D-galaktopyranosa

p-nitrofenol

o-nitrofenol

N,N,N’ ,N’-tetramethylendiamin

dodecylsiran sodny

hydroxymethyl-aminomethan

merkaptoethanol

dithiothreitol

kyselina ethylendiamintetraoctova
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