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2. Pouzité zkratky a symboly

PTH phenylthiohydantoin (fenylthiohydantoin)

AK aminokyselina

HPLC high-performance liquid chromatography (vysokoucinnd kapalinova
chromatografie)

PITC phenylisothiocyanate (fenylisothiokyanat)

DIPEA diisopropylethanolamin

PTC phenylthiocarbamyl (fenylthiokarbamyl)

ATZ anilinothiazolinon

PVDF polyvinylidendifluorid

SDS sodium dodecyl sulfate (dodecylsulfat sodny)

DPTU diphenylthiourea (difenylthiomoc¢ovina)

DPU diphenylurea (difenylmocoina)

MS mass spectrometry (hmotnostni spektrometrie)

MALDI matrix — assisted laser desorption ionization

A alanin

R arginin

N asparagin

D kyselina asparagova

Q glutamin

E kyselina glutamova

G glycin

H histidin

[ isoleucin

L leucin

K lysin

M methionin

F fenylalanin

P prolin

S serin

T threonin

W tryptofan

Y tyrosin

\Y valin

Arz Absorbance pfi vinové délce 230 nm



3. Uvod

3.1. Sekvenace proteinti na principu Edmanova odbouravani

Edmanovo odbouravani proteint je sled chemickych reakci, postupné vedoucich
ke wvzniku fenylthiohydantoinového derivatu aminokyseliny (PTH-AK), ktery je
identifikovan, na konci kazdého cyklu.! Separace jednotlivych PTH-AK probiha
na HPLC kolon¢ (on-line HPLC s obracenou fazi), k detekci slouzi UV/VIS detektor.

Odbouravani  proteind  zadina spojenim  volného N-konce proteinu
s fenylisothiokyanatem (PITC) v alkalickém prostfedi diisopropylethanolaminu

(DIPEA) za vzniku fenylthiokarbamylpeptidu (PTC-peptid) (obr. 3.1.1).
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Obr. 3.1.1: Vznik fenylthiokarbamylpeptidu

V prvni fazi reakce dojde k dodani PITC a DIPEA (ptitomnost baze zvysi pH a
dojde k deprotonaci volnych aminoskupin) do reakéni nadobky sekvenatoru, ve druhé
fazi k vysuSeni vzorku, které zabrafuje jeho vymyti, pfipadné hydrolyze peptidového
fetézce. V posledni fazi reakce dojde k vymyti prebyte¢nych ¢inidel a vedlejSich
produktl a k opétovnému vysuSeni vzorku.

PTC-peptid se rozstépi v prostiedi bezvodé kyseliny trifluoroctové (v misté
peptidové vazby nejblize k PTC-zbytku) na cyklicky derivat anilinothioazolinonu

(ATZ) ptislusné aminokyseliny a protein o jednu aminokyselinu kratsi. (obr.3.1.2)
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Obr. 3.1.2: Stépeni PTC-proteinu za vzniku ATZ

Vzorek by mél byt pred Stépenim uplné zbaven vody, aby nedoslo
k nespecifickému hydrolytickému §tépeni peptidového fetézce.

ATZ-aminokyselina je extrahovana butylchloridem a etylacetaitem do konverzni
nadobky , kde se v prostfedi vodné kyseliny trifluoroctové (TFA) pfeméni na stabilni
PTH derivdt aminokyseliny (obr.3.1.3), po skonceni konverze dojde k odstranéni
veSkeré TFA ze vzorku vysusenim, PTH-AK jsou  nasledn€¢ separovany a

identifikovany on-line RP-HPLC systémem.*
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Obr. 3.1.3: Konverze ATZ-AK na PTH-AK

Jednou z komplikaci pfi sekvenovani maze byt pfitomnost aminokyseliny
cysteinu, ktery je degradovan pti Edmanové odbouravani, a musi byt modifikovan,
napf. alkylaci pomoci polyakrylamidu. Poté je standartné sekvenovan a identifikovan.?

Dalsi problém se sekvenovanim proteini od N-konce nastava tehdy, pokud ma
dany protein na N-konci modifikovany aminokyselinovy zbytek tak, Ze nereaguje

s Edmanovym ¢inidlem. Muze jit napf. o acetylaci, glykosylaci, formylaci, cyklizaci,



apod.* Kromé chemického & enzymového odblokovani modifikované koncové skupiny,
Ize rozstépit protein na mens$i fragmenty bud enzymaticky (endopeptidasy) nebo

chemicky (CNBr) a nasledné sekvenovat tyto fragmenty béZnou metodou.

3.2. Konstrukce proteinového sekvenatoru

Proteinovy sekvenator (obr. 3.2.1) slouzi k automatickému provadéni
jednotlivych krokt Edmanova odbouravani proteinti popsanych v kapitole 3.1.°

Ve spodni ¢asti pristroje jsou umistény nadoby s ¢inidly a rozpoustédly, a dale
lahev s odpadnimi rozpoustédly.

Klicovym mistem reakci Edmanova odbouravani je reakéni patrona, kterad
se sklada ze tfi segmentl, prostfedni znich je tvofen dvéma sklenénymi bloky,
mezi kterymi je teflonové t&snéni.® Vzorek je vkladan bud’ ve formé PVDF blotu, nebo
zakotven na filtru ze sklenénych vlaken. V reakéni patroné probiha reakce s PITC a
posléze kyselé Stépeni vzniklého PTC-peptidu. Shora jsou do reakéni patrony privadény
¢inidla a rozpoustédla, spodem jsou pak vznilé produkty odvadény do konverzni
nadobky, nebo do odpadni lahve.

Pieména ATZ-AK na PTH-AK probiha v konverzni nadobce, identifikace
vzniklych PTH-AK pak probihd na RP-HPLC kolonég, kterd je soucésti pfistroje.
Detekce je spektrofotometricka.

Soucasti sekvenatoru je také tlakova ldhev s argonem, ktery slouzi k udrzeni inertni
atmosféry ve vSech ¢astech ptistroje a lahvich s ¢inidly a rozpoustédly.
K sekvenatoru dale patii pocitaé s operacnim systémem Windows 2000 nebo
vyssim, se dvéma druhy softwaru:
a) PROCISE control software
Slouzi ke kontrole a koordinaci vSech operaci provadénych v systému, jeho
pomoci jsou spoustény automatické funkce sekvenatoru
b) SequencePro analysis application software

Analyzuje a predklada uzivateli data ze sekvenovani.



Obr. 3.2.1: Proteinovy sekvendtor firmy Applied biosystems PROCISE 491

3.3. Priprava vzorku

Vysledna délka ziskané aminokyselinové sekvence zavisi na nékolika faktorech:’

1. Cistota vzorku (je nutné vyhnout se piitomnosti dalsich peptidi a proteint,
amind, volnych aminokyselin, moc¢oviny, soli, detergentii, apod.)

2. Mnozstvi vzorku (je mozné ziskat sekvenci az 50 AK pii mnozstvi vzorku
na arovni pikomoli)

3. Molekulova hmotnost vzorku

4. Konformace vzorku

3.3.1. Priprava vzorku na filtru ze sklenénych viaken

Nejprve je nutno na filtr ze sklenénych vlaken aplikovat BioBrene, coz je
polymer, ktery zesiluje vazbu proteinu na filtr. V druhém kroku je zapotiebi filtr
napu$tény BioBrenem precyklovat, aby doslo k odstranéni nezadoucich pfimési, které
muze BioBrene obsahovat, a které by mohly rusit nasledné stanoveni pozadované
sekvence vzorkového proteinu. Poté mizeme vzorek sekvenovat. Metoda sekvenovani
z filtru napusténého BioBrenem obvykle poskytuje lepsi vysledky, zvlast€ delSich

sekvenci aminokyselin, nez sekvenovani z PVDF blotu.



3.3.2. Priprava vzorku na PVDF membrané

Nejprve musi byt protein separovan napt. dvourozmérnou elektroforézou
v polyakrylamidovém gelu (izoelektricka fokusace v jednom sméru a SDS-elektroforéza
ve sméru druhém), poté je protein pienesen na PVDF membrianu a obarven
napt. Coomassie brilliant blue, stfibrem, apod. Skvrnu patfici nami pozadovanému
proteinu vyfizneme, a muzeme rovnou sekvenovat vreakéni nadobce, PVDF
membrana  je na rozdil od nitrocelulosy hydrofobni a inertni rozpoustédlim

pouzivanych pii Edmanové odbouravani®.
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4. Cile prace

a) Optimalizovat ¢innost automatického  proteinového  sekvenatoru na
B-laktoglobulinovém standardu

b) Stanovit N-terminalni sekvenci a-N-acetylgalaktosaminidasy z Aspergillus niger

¢) Stanovit interni sekvence hexosaminidasy z Penicillium oxalicum po §tépeni

CNBr
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5. Materialy a metody

5.1. Pouzité materialy a chemikalie

Cinidla pouzitd pro sekvenovani: R1 - 2,5% roztok PITC v heptanu, R2 - 5%DIPEA,
10% vody, 85% methanolu, R3 - bezvodda TF, R4 - 25% TFA vodna,
R5 — PTH-aminokyselinovy standard, vSechna ¢inidla byla stupné Cistoty
pro sekvenovani (,,protein sequence analysis*) a ziskdna od firmy Applied Biosystems.
Rozpoustédla a chromatograficka rozpoustédla: S1 — 25% acetonitril, S2B — ethylacetat,
S3- 1-chlorbutan, S4 — 20% acetonitril, Solvent A - 3,5% THF ve MQ vodé+20 ml
premixu (hotovy acetatovy pufr), Solvent B - 85% HPLC acetonitrilu+2-propanol,
rozpoustédla byla stupné Cistoty ,.sequencing grade“, kromé rozpoustédel S2B a S3,
ktera byla stupné¢ cistoty pro UV spektroskopii, VSechna rozpoustédla byla ziskana
od firmy Applied Biosystems.

Modifika¢ni ¢inidlo BioBrene bylo ziskano od firmy Applied Biosystems.

PVDF membrana 0,44um byla ziskana od firmy PallBioScience, USA.

Souprava pro kovalentni imobilizaci proteinu Sequelon AA byla ziskana od firmy
Millipore.

Argon o Cistoté 99,998% byl ziskan od firmy Linde.

5.2. Pouzité pristroje

PROCISE 491 proteinovy sekvenator (Applied biosystems), ABI 140 pumpa (Applied
Biosystems), UV/VIS detektor Series 200 (Perkin-Elmer Biosystems, dnes Applied
Biosystems), RP-HPLC kolona C 18 s kontrolovatelnou teplotou 2,1x220 mm (Applied

Biosystems).
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5.3. Pouzité metody

5.3.1. Optimalizace sekvenatoru na -laktoglobulinovém standardu

Dle specifikace vyrobce je pfistroj optimalizovany, jestlize dosahuje
pti sekvenovani 10 pmol proteinového standardu opakovaného vytézku na Sestnécti
prvych aminokyselindch nejméné 94 %. Sekvenovat proteiny s touto citlivosti je oviem
mozné az v okamziku, kdy se jiz ucinnost pfistroje ustalila, pfed timto ustilenim je
¢asto nutné pracovat s vétsim mnoZstvim proteini. Zakladnim kritériem u€innosti
proteinového sekvenatoru pfitom zlstava pomeér pikli dvou nejhojnéjsich vedlejSich
produkti, DPTU a jeho oxida¢niho produktu, DPU.” Pokud je pik DPU v&tsi ne pik
DPTU, je u¢innost sekvenatoru nizka, a musi se pokracovat s analyzami vysokych
mnozstvi proteinQt (500 pmol B-laktoglobulinového standardu),a to az do té doby, nez
dojde k obraceni tohoto poméru. Poté je mozné mnozstvi standardniho proteinu
snizovat, naptiklad na 100 pmol a posléze na 10 pmol. Teprve v okamziku, kdy
odpovida ucinnost sekvenatoru deklarované hodnoté, je mozné pfistoupit k analyze
neznamych vzorka.

B-laktoglobulinovy standard se aplikuje ve formé roztoku v 0.1 % TFA v 20 %
acetonitrilu, a to vysuSenim na proteinovém filtru ze skelnych vlaken. Pred aplikaci
proteinu se musi tento filtr pokryt modifikaénim ¢inidlem BioBrene, které zajistuje
dostate¢né pevnou vazbu proteinu. Pracovni postup spociva v aplikaci 30 pl BioBrenu
na sklenény filtr. Vzorek se vysu$i az do bilého zabarveni, a poté ndsleduje
precyklovani filtru podle programu Filter Precycle. Precyklovani probiha v 5 cyklech,
nahradvame chromatogramy pro blank, PTH standard, a dva experimentalni cykly.
Na blanku a PTH standardu kontrolujeme hlavné spravnou uéinnost HPLC systému
(slozeni solventu, kolona, UV detektor). Experimentalni cykly jiz obsahuji piky DPTU
a DPU, a mohou nam poslouzit k po¢ate¢ni orientaci, pokud jde o G¢innost sekvenatoru.

Po ukonceni precyklovéani aplikujeme 10 pl (10 pmolt) B-laktoglobulinového
standardu, a provadime sekvenovani s pouZzitim programu Pulsed liquid po dobu
16 — 20 cykli. Opét zaznamenavame veskeré chromatogramy. Prvni aminokyselinou je
leucin, ktery se objevi na 3.chromatogramu jako posledni aminokyselina v pozici
odpovidajici pfislusné PTH-Leu aminokyseliné ve standardu. Pokud dosahneme

v jednotlivych cyklech dobfe separovanych piki, mizeme je integrovat, a pouZzit jako
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podklad pro stanoveni uéinnost. Piky, které nejsou rozliSené, pfi kalkulaci radéji
vynechame. Pro vyhodnoceni lze pouzit i komeréni program, ale vzdy musime vychazet
z .realnych® adaja tak, abychom piky kontaminantd nezaménili za piky

PTH-aminokyselin.

5.3.2. Stanoveni N-terminalni sekvence a-N-acetylgalaktosaminidasy

z Asperygillus niger

Vychozim materidlem  pro  tuto  analyzu  jsou  frakce  enzymu
a-N-acetyl-galaktosaminidasy  ziskané v pribéhu purifikace tohoto enzymu
chromatofokusaci'’. MnoZstvi proteinu pro analyzu bylo asi 10 pg, byly vybirany frakce
co nejvyssi Cistoty. Vzorek byl pripraven separaci proteinu SDS elektroforézou
na 10 % polyakrylamidovém gelu a naslednym elektropfenosem na PVDF membranu
(0,44 um, PallBioScience, US). Po ukonéeni elektroptenosu byla PVDF membrana
obarvena Coomassie Brilliant Blue R-250 (CBB), dobfe promyta deionizovanou vodou,
a vysusena. Pro analyzu v proteinovém sekvendtoru lze pouzit pomérné intenzivni
proteinové zony odpovidajici asi 10 ug proteinu. Postup sekvenovani je obdobny jako
u laktoglobulinového standardu (kapitola 5.3.1), nemusi se v§ak provadét precyklovani.
Zd6na analyzovaného proteinu se pouze z PVDF membréany vyfizne Ziletkou, poptipadé
se jeSté rozdéli na kousky vhodné pro umisténi do sekvenéni patrony. Poté se provadi
sekvence s pouzitim standardniho programu Pulsed liquid. Barvivo CBB neinterferuje
se sekven¢nimi reakcemi, naopak je dobrym indikatorem proteinu na membrang.
Vyhodnoceni experimentu se provadi pouze kvalitativné, a to metodou piekryvu

chromatogrami.

5.3.3. Stanoveni internich sekvenci hexosaminidasy z Penicillium

oxalicum

Tato analyza vyzaduje na rozdil od sekvenovani z bloti vysoce precisteny protein.
Vzhledem k tomu, ze vzorek o-N-acetylgalaktosaminidasy nebyl dostate¢né Cdisty,
pouzil se pro analyzu vzorek hexosaminidasy z Penicillium oxalicum. Tento protein byl
prec¢istén do homogenniho stavu kombinaci siranového srazeni a 3 postupnych

chromatografickych purifikaci na hydrofobnim nosi¢i, katexu (S-Sepharosa) a anexu

14



(MonoQQ kolona). Pfe¢istény vzorek byl poté chromatografii na obracené fazi v systému
0.1 % TFA/acetonitril odsolen, a pouzit k CNBr §tépen1’.ll

Je znamo, Ze CNBr §tépi polypeptidovy fetézec za aminokyselinou methioninem,
takze vétsSinou dochdzi ke vzniku pomérné dlouhych peptidovych fragmenti. Tyto
fragmenty byly opét separovany na koloné s obracenou fazi C18, a Cistota fragment(
v jednotlivych frakcich ovéfena hmotnostni spektrometrii MALDI. Tuto ¢ast
experimentu provadél Mgr. Petr Pompach, PhD. z MBU AV CR."

Pro sekvenovani byly vybrany pouze vzorky homogenni podle hmotnostni
spektrometrie. Sekvenovani kratkych peptidi mensich nez 8 kDa je obtiZzné, protoze
dochazi vétsinou k rychlému vymyti vzorku ze sekvencénich médii. Proto se musi
provadét kovalentni imobilizace prostfednictvim C-terminalniho karboxylového zbytku,
a to karbodiimidovou kondenzaci na aminofenyl-PVDF membranu (souprava Sequelon
AA od firmy Millipore). Po ukonéeni imobilizace je membrana bez jakékoliv dalsi
upravy vlozena do sekvenéni patrony, a dale se postupuje stejné€ jako v €asti 5.3.2.

Vyhodnoceni vysledku je opét kvalitativni, na zdkladé srovnavani chromatogram?.
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6. Vysledky

6.1. Optimalizace pfristroje

Spravna ucinnost proteinového sekvenatoru je zavisla na celé¢ fadé faktort.
Dulezita je zejména tésnost celého systému (kyslik ze vzduchu vede k tvorbé tfady
vedlejSich produktl a narusuje G¢innost pristroje) a spravna funkce davkovacich ventilq,
kterou provéfime prislusSnymi tlakovymi zkouSkami. Dal$im dilezitym faktorem
spravné ucinnosti sekvendtoru proteind je poté kvalita pouzitych chemikalii,
rozpoustédel a inertnich plynG. Sekvenator PROCISE pouziva jako inertniho plynu
argonu o vysoké ¢istoté nejméné 99.998 % (argon 4.8), ktery je v Ceské republice dobte
dostupny (Linde) a sjeho dodavkami tak nebyvaji problémy. Pokud jde o ostatni
pouzité chemikalie, je na jejich ¢istotu pfistroj mimoiadné citlivy. Jsou pouzZivany
chemikalie Cistoty ,,protein sequence analysis®, a to bud’ originalni dodavané vyrobcem
ptistroje Applied Biosystems (tyto chemikalie jsou ovsem extrémné drahé), nebo
nahradni od firmy Fluka. V ptipad¢ rozpoustédel, jako je ethylacetat a 1-chlorobutan,
kterych spotfebovava pristroj vysoka mnozstvi, nejsou ani nahradni ,,sequencing grade*
chemikalie dostate¢n¢ ekonomické, a musime pak sestoupit o jeden krok nize v Cistoté a
spokojit se s rozpoustedly oznaovanymi jako ,spektralni — pro UV spektroskopii®.
Takové chemikalie jiZ ovSem nejsou od vyrobce aplika¢né testované (nejsou urcené
pro proteinovy sekvenator, ale pro UV, popfipad¢ luminiscenéni méfeni), a mohou
proto nastat problémy v pfipadé nékterych Sarzi. Jestlize chceme piesto takové
chemikalie pouzivat, je dilezité umét vyhodnotit a spravné optimalizovat u¢innost
proteinového sekvenatoru.

Zékladnim orienta¢nim vyhodnocenim, vhodnym pro tyto ucely, je méfeni
DPU (firma Applied Biosystems pfidava obé tyto latky do proteinového standardu, coz
usnadriuje vyhodnoceni). Pro optimalni Géinnost proteinovéo sekvenatoru je pfitom
zadouci, aby vzajemny pomér DPTU : DPU byl co nejvyssi, ale urCité vétsi nez 1
(4j. aby pik DPTU byl vzdy vyssi nez pik DPU). Vlastni provedeni optimalizace spo¢iva
bud’ v pouhém provadéni sekvencnich reakci ,,naprazno®, nebo v opakovaném zatazeni

proteinového standardu (u sekvenatort firmy PROCISE je jim protein B-laktoglobulin),
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zpravidla na Urovni asi 100 pmol aplikovaného proteinu. Na zacatku optimalizace
pozorujeme situaci znazornénou na obr. 6.1.1 v panelu A: pik DPTU je nizky, pik DPU
vysoky, piky nalezejici PTH aminokyselinam pfi $patné uéinnosti pfistroje zpravidia
nepozorujeme. Po asi 3 — 4 neuspéSnych sekvencich by se mél zaéit pik DPTU
zvySovat, pik DPU snizovat (nékdy nemusi byt na chromatogramech ani viditelny), a
zacinaji byt patrné piky PTH aminokyselin, nejprve na arovni 100 pmol a posléze

na urovni 10 pmol. Ptiklad takového chromatogramu je na obr. 6.1.1 v panelu B.

- DPU | |A

A \

py 10 ;
- I - 1«10 l 150 180
B
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DPU
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vvvvvv

DPTU a DPU jsou v chromatogramech oznaceny. Panel A zndzoriiuje situaci
na zacatku experimentu, panel B po dosaZeni optimalizace.

Jakmile dojde k upraveni vzajemného poméru DPTU : DPU, je mozno prikro€it
k sekvenovani proteinového standardu. Zde pfitom neni piili§ velky prostor pro
experimentovani — jedna se spiSe o provozni kontrolu, kterou je nutno vykonat ptresn¢

podle metodiky dodané vyrobcem. V piipad¢ proteinového sekvenatoru PROCISE
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vyrobce garantuje opakované vytézky aminokyselin vétsi nez 94 % pii sekvenovani
Sestnacti N-koncovych aminokyselin 10 pmoli standardniho proteinu -laktoglobulinu.
garantuji 1 jiné parametry, napiiklad tzv. pocate¢ni vytézek prvé aminokyseliny (ktery
byva zpravidla asi 50 %), poptipad¢ je uvadén tzv. pfenos aminokyselin mezi
jednotlivymi cykly. Ten je zplsoben tim, Ze G¢innost Edmanovy chemie nikdy neni
stoprocentni, a dochazi proto k vyskytu aminokyseliny 1 v cyklu nésledujicim po tom
cyklu, v némz by se méla aminokyselina vyluéné vyskytovat.

Vysledky ziskané pfi sekvenovani 10 pmola standardniho proteinu dle technické
specifikace vyrobce proteinového sekvenatoru jsou uvedené na obr. 6.1.2, kde je
uvedeny tzv. prazdny ndastiik (kontrola Ccistoty separacni kolony), déale nastiik
PTH - aminokyselinového standardu (kontrola separa¢ni a analytické ucinnosti kolony a
celého analytického systému), a dale jsou uvedené prvé dva cykly celé sekvence,
ve kterych se objevuji dvé prvni N-koncové aminokyseliny [3-laktoglobulinu, leucin a

isoleucin.
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Obr.6.1.2: Chromatogramy ziskané pri sekvenovdni 10 pmol standardniho proteinu [-
laktoglobulinu dle specifikace dodavatele proteinového sekvendtoru. Uveden je prdzdny
cyklus (nastrik samotného solventu) obr. vlevo nahore, PTH aminokyselinovy standard -
obr.vlevo dole (obsahuje PTH derivaty 19 kodovych aminokyselin s vyjimkou Cys), a
dale chromatogramy pro prvé dvé analyzované aminokyseliny, leucin a isoleucin — obr.
vpravo nahore a vpravo dole.
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Véskera analyticka data z dalSich cykli jsou sekvenatorem proteinti automaticky
zaznamenana, a pouzita pro vyhodnoceni opakovanych vytézkd v prvych 16 cyklech
sekvenovani proteinového standardu. Takovy graf je uvedeny na obrazku 6.1.3, kdy
opakovany vytézek zméfeny na 10 pmolech proteinového standardu €ini 97.2 %, coz
spliiuje specifikaci pozadovanou vyrobcem. Takto optimalizovany sekvenator je poté
mozné pouZit k analyze nezndmych proteinovych vzork.

Sekvence prvych Sestnacti aminokyselin B-laktoglobulinového standardu vysla

nasledujici: livtqtmkgl digkvh.

Opakovany vytézek (16 cykla) = 0.972

Viytézek PTH-aminokyseliny (pmol)

Cislo cyklu

Obr.6.1.3: Stanoveni opakovanych vytézki PTH-aminokyselin v Sestndcti cyklech.
Vysledky byly ziskany pri sekvenovdani 10 pmol [-laktoglobulinu dle technické
specifikace firmy Applied Biosystems.

6.2. Stanoveni N-terminalni sekvence a-N-acetylgalaktosaminidasy

Po optimalizaci proteinového sekvenatoru bylo mozno ptistoupit k analyzam
nékolika neznamych experimentalnich vzorkid. Analyzované vzorky vychazely z potieb
nékterych projetk feSenych v laboratofi. V prvém projektu bylo nezbytné stanovit
N-terminalni sekvenci aminokyselin enzymu o-N-acetylgalaktosaminidasy, ktera je
izolovana a studovana ve spolupracujici Laboratofi biotransformaci na MBU AV CR.
Pro feSeni tohoto tkolu byla zvolena metoda sekvenovani, pfi niZ je vzorek proteinu
elektropfenosem ptenesen na PVDF membranu, na niz mohou byt zény proteinu citlivé
barveny klasickymi proteinovymi barvivy, jako je napt. Coomassie Briliant Blue R-250.
Poté je zona proteinu i s membranou vyfiznuta pfimo z blotu ziletkou, a umisténa
do patrony proteinového sekvenatoru. Tato metoda je velmi vyhodnd zejména

v ptipadé, kdy neni protein jesté dokonale vy¢istény od vSech kontaminujicich proteind,
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od nichz ho separujeme fyzicky vyfiznutim pouze urcité proteinové zony
(viz. obr. 6.2.1). Na PVDF membrané je protein velmi pevné navazany, takZze nemuze
dojit k jeho odmyti v pribéhu reakci Edmanova odbouravani. PVDF membrana je navic
vuci prislusnym reakénim ¢inidlim velmi odolna, a protein je pro sekvenovani velmi
dobfe pfistupny. Modré proteinové barvivo neinterferuje se sekvencnimi reakcemi.
Vysledek sekvenovani enzymu o-N-acetylgalaktosaminidasy z PVDF blotu je
znazornén na obrazcich 6.2.1 a 6.2.2. Prestoze je mnozstvi proteinu schopné navazat se

na PVDF blot ponékud omezené, vzhledem k citlivosti proteinového sekvenatoru

ziskavame dobfe viditelné piky jednotlivych aminokyselin (obr. 6.2.2).

Obr.6.2.1: PVDF membrdna obsahujici z;ny prenesenych glykosidas, a to jejich nativni
(leva drdha) i deglykosylovanou (prava drdha) formu. Dvojice drah postupné ukazuje
ovalbumin (deglykosylacni kontrola), hexosaminidasu, a-N-acetylgalaktosaminidasu, a
a-galaktosidasu.  Zoéna  proteinu,  kterd  byla  pouZita pro  sekvenovdni
a-N-acetylgalaktosaminidasy, je oznacena v obrdzku obdélnikem. Za zminku stoji téz
zména vzhledu glykosidas, zejména vsak a-galaktosidasy po deglykosylaci, kdy
z puvodni difizni zény, rozmyté v dusledku vazby oligosacharidovych retézcii na protein
vznika velmi kompaktni proteinova zona (oznacena Sipkou) vhodna pro sekvenovdni.
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Obr.6.2.2: Chromatogramy identifikovanych PTH aminokyselin po sekvenovani enzymu
a-N-acetylgalaktosaminidasy z PVDF blotu. Ukdzan je prdzdny ndstiik — obr. vievo
nahore, separace smési PTH aminokyselin — obr. vlevo dole, a cykly pro prvou a
druhou aminokyselinu — obr. vpravo nahore a vpravo dole.

Celkem bylo mozné precist sekvenci 14 koncovych aminokyselin. Pti vyhledavani této
ziskané sekvence v proteinové databazi programem BLAST' byl identifikovan
pfisluSny enzym, ale pouze na zékladé genové predikce. Mnou ziskané vysledky tak
potvrzuji tuto predikci pfesnou analyzou na urovni proteinu. Pfi zndzornéni mnou
stanovené sekvence v celkové sekvenci proteinu (obr. 6.2.3) je evidentni, Ze jsem
sekvenovala jiz sekretovany zraly protein, u néhoz chybél tzv. signdlni peptid nezbytny
pro transport pies membrany endoplasmatického retikula. Sekvence tfi alaninii (aaa)
tésn¢ predchazejici mnou stanovené sekvenci je prave signalem pro odsStépeni
signalniho peptidu signalni proteasou.

mrwlltssal lvpaaalvrp dgvgltpalg wnswnayscd idadkivtaa nevvnlglkd 61

lgyeyinidd cwsvksgrnt ttkriipdpd kfpngisgva dgvhalglkl giyssagltt 121
cagypaslgy eeidagsfae wgidylkydn cgvptnltdqg ytycvpdstd gsnypngtcv

Obr.6.2.3: Hledani homologniho proteinu k identifikované N-termindlni sekvenci
enzymu  a-N-acetylgalaktosaminidasy. Pomoci programu BLAST, prFistupného
na internetovém serveru http://'www.nchi.nlm.nih.gov se podarilo nalézt predikovanou
a-N-acetylgalaktosaminidasu identifikovanou v anotovaném genomu plisné Aspergillus
niger. Mnou stanovena sekvence je podtrZena.
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6.3. Stanoveni internich sekvenci hexosaminidasy

V dalsi ¢asti mé experimentalni prace byla stanovovana aminokyselinova
sekvence nékolika peptidovych fragmenti enzymu p-hexosaminidasy z Penicillium
oxalicum. Jak jiz bylo popséno v kap. 5.3.3, bylo nejprve nutno vysoce piecistény
protein rozs§tépit na jednotlivé fragmenty pomoci CNBr (ten $tépi vazbu mezi C-koncem
aminokyseliny methioninu a N-koncem vedlej$i aminokyseliny), které byly posléze
separovany na koloné s obracenou fazi. Byly odebirany frakce s vysokou hodnotou
Ajsg, které byly analyzovany hmotnostni spektrometrii MALDI. Byly vybrany tfi
peptidové frakce, které se pfi této analyze jevily jako homogenni.

U téchto tfi peptidovych fragmentl byly uspésné zjiSt€ny aminokyselinové

sekvence, které jsou uvedeny v tab. 6.3.1.

Tab.6.3.1: Ziskané aminokyselinové sekvence peptidovych fragmenti
ziskanych §tépenim hexosaminidasy z Penicillium oxalicum

Poradi  prisluSnych  aminokyselin | Ziskané  sekvence  aminokyselin
v proteinu z Penicillium chrysogenum | peptidovych fragmentu

29-40 nitwgssgpiqv
392-406 wediatnteaahhvp
571-585 atnlfpkyxlghpha

N-terminalni sekvenovani peptidi v proteinovém sekvenatoru je obtiZzné, protoze
dochazi k rychlému vymyti peptidu ze sekvenaénich filtrl, a to i po jejich modifikaci
BioBrenem. Proto se u peptidi nejcastéji provadi kovalentni imobilizace na
arylamino-PVDF membrané (Sequelon AA, Millipore, USA). Po imobilizaci tfi
homogennich peptidi byly ziskany sekvence uvedené v tab. 6.3.1.

Po jejich umisténi do uplné aminokyselinové sekvence modelového proteinu,
kterym byla hexosaminidasa z Penicillium chrysogenum (obr.6.3.2), se ukazalo, ze
nalezené peptidové sekvence jsou velmi vyhodné rozloZeny v celé sekvenci této
hexosaminidasy, jedna v N-termindlni ¢asti, jedna uprostied, a posledni v C-koncové

¢asti proteinu.
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Obr. 6.3.2: V aminokyselinové sekvenci hexosaminidasy z Penicillium chrysogenum

Jsou zndzornény mnou ziskané sekvence peptidovych fragmentu ziskanych stépenim
hexosaminidasy z Penicillium oxalicum (podtrzené sekvence).

Po piekladu téchto aminokyselinovych sekvenci do genetického kdédu bylo
mozno navrhnout tii degenerované oligonukleotidové primery, které byly pouzity
k uspésnému klonovani a sekvenovani celého enzymu. Této ¢asti projektu jsme se jiz

neucastnila, proto pouze uvadim, Ze sekvenovani je v soucasnosti ukonceno asi z §5%.
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7. Diskuze

Pocate¢nim a zasadnim bodem mé prace bylo optimalizovat ucinnost
proteinového sekvenatoru tak, aby bylo mozné pristoupit k vlastnim analyzdm vzorka.

V prvni fadé $lo predevs§im o ziskani spravného poméru piki dvou vedlejsich
produktd Edmanova odbouravani protein, DPTU a DPU, kterého nakonec bylo
dosazeno po nékolika provedeni optimaliza¢nich cykld popsanych v kap.6.1, a po
vyfeSeni n¢kolika drobnych zavad jako napf. netésnost nékterych cinidel ¢i piilis
vysoky tlak inertniho plynu piivadéného do pfiistroje.

Po vlastnim sekvenovani B-laktoglobulinového standardu bylo mozno pfistoupit
ke kvantitativnimu zhodnoceni optimalizace. Pozadavek na opakovany vytéZek
v prvych Sestnacti cyklech sekvenovani proteinového standardu byl nejméné 94 %.
Mnou ziskana hodnota tohoto vytézku ¢inila po dosazeni optimalizace 97,2 %, ¢imz
byla spravna G¢innost pristroje ovéfena, a mohla jsem pfejit k analyze vzorki

vybranych proteina.

V prvni ¢asti vlastni experimentalni prace jsem stanovovala N-terminalni
sekvenci «-N-acetylgalaktosaminidasy z Aspergillus niger. Podafilo se mi ziskat
sekvenci prvych ctrnacti aminokyselin. Diky znalosti této sekvence jsem pomoci
programu BLAST naSla protein, identifikovan jako a-N-acetylgalaktosaminidasa,
na zaklad¢é genové predikce. Zjistila jsem, Ze protein, ktery jsem sekvenovala, byl jiz
zraly a sekretovany, protoze aminokyselinova sekvence, tzv. signalni peptid, potiebny
ke transportu proteinu pifes membranu endoplazmatického retikula, ptedchazela mnou

stanovené sekvenci, a nebyla jeji soucasti.

Ve druhé ¢asti experimentu jsem stanovovala aminokyselinové sekvence tii
peptidovych fragment ziskanych S$tépenim hexosaminidasy z Penicillium oxalicum
bromkyanem, jejichz Cistota byla ovéfena hmotnostni spektrometrii MALDI. U v3ech
téchto tii peptidi se mi podatilo aminokyselinové sekvence ziskat, a po jejich dosazeni
do sekvence aminokyselin v modelovém proteinu (hexosaminidasa z Penicillium

chrysogenum) jsem zjistila jejich vyhodné umisténi v sekvenci celého tohoto proteinu
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(Jedna na N-konci, jedna uprostted a jedna na C-konci). Po ptekladu ziskanych sekvenci
do genetického kodu bylo mozno navrhnout degenerované oligonukleotidové primery,
které byly pouzity ke klonovani a sekvenovani celého enzymu, sekvence enzymu je

v soucasné dobé znama asi z 85%, tento kol jiz nebyl soucasti mé prace.
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