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1. UVOD

1.1. Plisnova hexosaminidasa

1.1.1. Enzymova charakteristika

Témeét vSechny metabolicky vyznamné reakce jsou katalysovany enzymy, které
tvofi az 90 % poctu bunéénych bilkovin. V soucasnosti je dobfe popséno a
charakterisovano vice nez 2 000 enzymu. Enzymy se ¢leni do Sesti tfid: oxidoreduktasy,
transferasy, hydrolasy, lyasy, isomerasy a ligasy.

B-N-acetylhexosaminidasa (EC 3.2.1.52) je enzym patfici do enzymové tfidy
hydrolas. V této tfidé se nachdzeji enzymy katalysujici hydrolytické $t€peni vazeb, které
vznikly nebo mohly vzniknout kondensaci molekul za odstépeni vody. Jednd se o
nejpocetnéjsi skupinu enzymd, které plni fadu biochemicky nezastupitelnych funkei (napft.
traveni, hemokoagulace pomoci thrombinu).

Studiem ndmi sledovaného enzymu (B-N-acetylhexosaminidasa) se védci podrobné
zabyvaji od 30. let minulého stoleti. Zkouman byl jak u vysSich obratlovcid, véetné
lovéka, tak i u bakterii."’ B-N-acetylhexosaminidasa hraje dilezitou roli v hydrolyze
koncovych neredukujicich se N-acetyl-D-hexosaminovych zbytkd v N-acetyl-B-D-hexos-
aminidech. @

Pro na$ ucel byl pouzit enzym uvoliiovany vlaknitou plisni Penicillium oxalicum
(viz. Obrazek 1) do kultivaéniho média. Tento enzym je dilezitou soucasti binarniho
chitinolytického systému, kde $tépi chitobiosu na zakladni monosacharidy (N-acetyl-D-
glukosaminy). ® Houbova B-N-acetylhexosaminidasa je fyziologicky dileZitd bshem
zivotniho cyklu hub pro tvorbu septa, zarodeénych rourek a plodnice. Déle jsou pouZzivany
v chemoenzymatickych syntézach, biologicky zajimavych oligosacharidl, zaloZenych na

jejich efektivni transglykosylaci. ¢

Obrazek 1: VIaknita houba Penicillium oxalicum. ©



1.1.2. Historicky vyvoj nomenklatury hexosaminidas

S nami popisovanym enzymem se miZeme v literatufe setkat i pod jinymi nazvy.
Objevuje se pod oznaenimi: hexosaminidasa, B-acetylaminodeoxyhexosidasa, N-acetyl-B-
D-hexosaminidasa, = N-acetyl-B-hexosaminidasa, p-hexosaminidasa, [-acetylhexos-
aminidinasa, [B-D-N-acetylhexosaminidasa, [-N-acetyl-D-hexosaminidasa, [-N-acetyl-
glucosaminidasa, hexosaminidasa A, N-acetylhexosaminidasa, 3-D-hexosaminidasa. ®

B-N-acetylhexosaminidasa ma dualni aktivitu: B-N-acetylglukosaminidasovou a f3-
N-acetylgalaktosaminidasovou. Tyto enzymy maji stejnou teplotnu inaktivace, pl a
chovani ke smési substrati, jsou si podobné v pH optimu a K; pro kompetitivni inhibitory,
jsou katalyzovany jednim proteinem a ve stejném aktivnim miste.

[-N-acetylglukosaminidase je podle IUB pfifazeno pro enzymovou nomenklaturu
¢islo EC 3.2.1.30 a ¢islo EC 3.2.1.52 pro B-N-acetylhexosaminidasu. Dvé &isla a dva nazvy
byly mozné v minulosti pouZit pro oznadeni stejnych enzymovych aktivit.

B-N-acetylhexosaminidasa (EC 3.2.1.52) byla oficialné pojmenovéana a vloZena do
databaze IUB poprvé aZz vroce 1972, oproti tomu [-N-acetylglukosaminidasa
(EC 3.2.1.30) se vtéto databazi vyskytuje jiz od roku 1961. Enzym [-N-acetyl-

galaktosaminidasa byl poprvé zahrnut do norem nomenklatury v roce 1972 pod ¢&islem

EC 3.2.1.53.

IUB rozhodlo, Ze enzymy musi byt dostatecné doloZeny referencemi védct.
V opa¢ném piipadé by mély byt nepodloZzené enzymy z databaze vyfazeny. -N-acetyl-
glukosaminidasa (EC 3.2.1.30) se nezdala byt pln€é podloZena referencemi. Dvé z péti
referenci byly zastaralé a ostatni spiSe pfispivaly k doloZeni B-N-acetylhexosaminidasy
(EC 3.2.1.52). V ptipad¢ [-N-acetylglukosaminidasa (EC 3.2.1.30) a [-N-acety-
lhexosaminidasy (EC 3.2.1.52) doslo k jejich spojeni a od roku 1992 se vyskytuji pod
jednim ¢&islem a to EC 3.2.1.52. @

1.1.3. Struktura enzymu

Enzymy zodpovédné za katabolismus sacharidd byly tiidény podle jejich sekvenéni
podobnosti. Tento klasifikaéni systém vedl k vymezeni 85 riznych rodin. Vétsina B-N-
acetylhexosaminidas je ¢lenem rodiny 20 glykosylhydrolas, kromé enzymu z Vibrio
Sfurnissii a Streptomyces thermoviolacelus, ty se vyznamné li§i od rodiny 20 a jsou

klasifikovani jako ¢lenové rodiny 3 tohoto enzymu. Svédectvi o jejich evolu¢nim pivodu



je obvykle opfené o podobné terciarni struktury nebo o bézné sekvenéni motivy, pokud
nejsou struktury dostupné. Nejprve sekvenéni analyza vybranych -N-acetylhexosaminidas
ziejmé ukézala jejich bézné evoluéni ptivody.

Krystalova struktura 3-N-acetylhexosaminidas ze Serratia marcescence, pozdéji ze
Streptomyces plicatus a lidského enzymu jiz poskytla podrobnéjsi ndhled do struktury
a katalytického mechanismu enzymu. Glykosylhydrolasy rodiny 20 i 3 maji ve své
struktufe podobny strukturni motiv a to tvar soudku (o/f TIM-barrel) (viz. Obrazek 2), ve

kterém se nachazi katalytickdi doména. Aktivni misto enzymu je opravdu vysoce

konzervované s jednou aminokyselinou — kyselinou glutamovou (v ptipadé S. marcescens
)

Glu>*), ktera plni funkci acidobazického katalyzatoru. ‘!

Obrazek 2: Molekularni model B-N-acetylhexosaminidasy z Aspergillus oryzae, modely ukazuji podobu
katalytické podjednotky, (A) pohled ze strany, (B) pohled shora s aktivnim mistem v C-terminalni cele
(B,a)s- soudku. (C) ukazuje Gpravu katalytické podjednotky v pln¢ N-glykosylovaném dimeru. (D) pohled ze
strany, (E) pohled shora na dlouhou ohebnou smy¢ku (zna¢enou Zlutg€) zeleného monomeru, ktera je pfiblizné
o 1 nm nad aktivnim mistem zbytkl (ukdzany $edivé) ¢erveného monomeru. (4)

1.1.4. Mechanismus katalyzy

Vysledky stereochemickych studii enzymu rodiny 20 ze S. marcescens a lidské -
hexosaminidasy podaly vysvétleni, Ze rodina pracuje mechanismem uchovani pivodni
konformace.® Reakce katalyzované B-N-acetylhexosaminidasami patii formalné mezi
nukleofilni substituce na nasyceném uhliku anomerického centra. ) Konvenéni pohled na
mechanismus glykosylhydrolas vyzaduje obecnou katalyzovanou kyselinu. Tato kyselina

Stépi B-(1,4)-glykosidické spojeni za pfechodného stavu iontu, ktery ma oxakarbeniovy



charakter. Nasledkem 3t€peni dochazi ke tvorbé glykosylenzymového intermediatu

s karboxylovanym aktivnim mistem (Obrazek 3.). ©

|
N
f

- HN_O ) - HNO
o0 Y oo Y 0 L
para OB om3 o D313 3

- —t
Ei\': E314 E314
o2 ’)‘Q . o°
H o ° H---SO’H H—0'
—— i ’.‘ — O
; i ;é )t Lr \
- HN_O .0 - HNQ O
00 OYO' ”“1" N .
H
paa oo 0313 Ha 0313 3

Obrazek 3: Predpokladany katalyticky mechanismus pro B-hexosaminidasu. Kyselina glutamova (Glu’'*) a
asparagova (Asp>") jsou primarné zodpovédné za stabilizujici kladny néboj na oxazoliniovém iontu, coby
intermediatu ©

1.1.5. Funkce B-NV-acetylhexosaminidasy

Hlavnim divodem k podrobnému zkouméni enzymu je existence disfunkci
lidskych B-N-acetylhexosaminidas, které jsou spojeny sdvéma lysosomalnimi
degenerativnimi poruchami. " Dimérni lysosomalni enzymy u lidi, které jsou tvofeny
dvémi podjednotkami o a 3, jejichz sekvence je asi ze 60 % identicka. Vyskytuji se ve
ttech isoformach, homodimerické hexosaminidasy B (BB) a S (ao) a heterodimericka
hexosaminidasa A (aff). Pro katalytickou aktivitu téchto enzymid je pozadovana

dimerizace.®

Zajem o lidské hexosaminidasy je spojen s alelickymi variacemi u HEXA a HEXB
genll. Dysfunkce téchto genii zptisobuje fatalni vrozené chyby v metabolismu, jenZ jsou

znamé jako Tay-Sachsova a Sandhoffova choroba. Tyto choroby patii mezi autosomalni



recesivni onemocnéni, které jsou zpisobeny mutaci v hexosaminidasovych genech (u Tay-
Sachsovy choroby v HEXA genu a u Sandhoffovy choroby v HEXA i HEXB genech).
Onemocnéni jsou charakterizovany nahromadénim gangliosidd Gm, Vv neuronovych
lysosomech vedouci k téZké neurodegeneraci. Dale se tento lidsky enzym sleduje
v souvislosti se synovialni tekutinou, ktera mize byt spojena s osteoartritidou, oplodnénim
a funkei spermii. ¢V

Bakterialni hexosaminidasy hraji dilezitou roli pfi obméné bunécné stény. Enzym
byl sledovan také u rostlin, ale v tomto pfipadé¢ mu byla vénovana mens$i pozornost nez u

bakterii a vysSich obratlovch.

1.2. Mutagenese

Existence mutaci byla prokdzéna vroce 1901 jednim ze znovuobjevitelt
Mendelovych zakoni, Hugo de Vriesem. Tento objev vyrazné pfispél k rozvoji
genetiky."” Mutace miizeme definovat jako zménu genetické informace.'"

Nové u¢inné nastroje vyzkumu mechanismi enzymového pulisobeni poskytuji
techniky molekularni biologie. Mezi nimi je zvla$té vyznamna moZnost libovolné zmény
sekvence nukleotidd v genu a nadméma exprese (hyperexprese) odpovidajicich proteint
v jednobunééném hostiteli, napf. v kultivovanych savéich burikich nebo v bakterii
Escherichia coli. V kombinaci s rentgenostrukturnim feSenim trojrozmérmé struktury a
klasickymi kinetickymi studiemi poskytuji tyto molekuldrni techniky nové pohledy na
mechanismy pdsobeni enzym?l.

Obecné;jsi pristup je zaloZen na vyuZiti cilené mutagenese k mutaci genu kédujiciho
dany enzym, nasledné hyperexpresi a charakterizaci daného enzymu. Zménou sekvence
basi specifického kodonu miiZze cilenda mutagenese nahradit danou aminokyselinu
jakoukoliv jinou poZadovanou aminokyselinou. Tento mutantni gen se pienese do
expresniho vektoru za silny promotor, exprimuje, ziskany mutantni enzym se purifikuje a

stanovi se jeho vlastnosti.!?

1.2.1. QuikChange® Site-Directed Mutagenesis Kit

Souprava QuikChange® Site-Directed Mutagenesis lze volné pielozit do &eStiny
jako ,,Rychla pfeména® souprava pro cilenou mutagenesi“. V odborném jazyce se nazvy

souprav nepiekladaji, a proto 1 ja budu pouzivat v dal§im textu originalni nazev.



Tato souprava ma velky vyznam pro studium strukturné-funkénich proteinovych
vztahi, genovou expresi, a také pfi vektorovych modifikacich. Vyznam soupravy se skryva
v pouziti dvoufetézcového plasmidu, ¢imz se stava jednodus$i a odpadd potieba sub-
klonovani do bakteriophagového vektoru M-13 a dale také ochrana ssDNA.
Specializované vektory tento test nevyzaduji, stejné jako jedine¢na restrikéni mista nebo
rozmanité transformace, coZ predstavuje dal§i pfednosti metody. Metodika probiha ve
¢tyfech krocich a mutanty vytvati s vice nez 80% ucinnosti.

Souprava se pouzivana piitvorbé bodové mutace, vyméné aminokyselin a pifi
vymazani nebo vloZeni jednoduchych ¢i slozenych aminokyselin. Metoda se provadi
s pouzitim PfuTurbo® polymerasy a teplotniho cyklatoru. PfuTurbo polymerasa replikuje
oba plasmidové fetézce svysokou piesnosti a bez piemisténi mutantnich oligo-
nukleotidovych primert. V zdkladnim postupu se vyuZiva jako vektor dvoufetézcovda DNA
(dsDNA) s insertem a dvémi syntetickymi oligonukleotidovymi primery, které obsahuji
pozadované mutace. Oligonukleotidové primery, kazdy komplementarni k opaénému
fetézci vektoru, jsou prodluZzovany béhem teplotnich cykli PfuTurbo DNA polymerasou.
Zaclenéni oligonukleotidovych primeri vytvafi mutované plasmidy. Pivodni nemutovana
DNA je poté vystépena pomoci Dpn I béhem nésledného teplotniho cyklu. Endonukleasa
Dpn I (cilova sekvence 5-GmATC-3) je specificka pro metylovanou a hemimetylovanou
DNA, pouziva se ke Sté€peni matefského DNA templatu a k vyb&ru mutace obsahujici
syntetizovanou DNA. Vektor DNA s poZzadovanymi mutacemi je dale transformovan do
XL1-Blue kompetentnich bunék.

Malé mnozstvi vychoziho DNA templatu pozadovaného k provedeni této metody,
vysoka piesnost PfuTurbo DNA polymerasy a nizky pocet teplotnich cykld, pfispivaji
k vysoké u€innosti mutace a sniZeni potencidlu pro tvorbu nahodnych mutaci b&hem

reakce. ¥
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1.2.2. Schéma &tyFkrokového postupu mutace
(16)

1. krok: Ptiprava plasmidu

- genv plasmidu s cilovym mistem @) pro mutaci

2. krok: Teplotni cyklus
- denaturovany plasmid a mutaéni oligonukleotidové primery

(#)}  obsahujici pozadovanou mutaci (X)

- pouzitim Pfu Turbo DNA polymerasy se fetézce prodluzuji a

vloZené mutagenni primery maji za nasledek cirkularni

©)

fetézce se zatezy

3. krok: stépeni endonukleasou.

- §tépeni nemutovaného matetského DNA templétu s Dpn I

\
\__/ - transformovat cirkularni dsDNA se zafezy do XL1-Blue

super-kompetentnich bun¢k

4. krok: Transformace
- po transformaci, XL1-Blue kompetentni buriky upravi
zafezy v mutovaném plazmidu

Legenda
- matefsky plazmid DNA
.
/ utagennd primer

mutovany DNA plazmid

11



1.3. Rekonstituce enzymové aktivity plisiiové hexosaminidasy

Molekulové klonovani a sekvenovani hexosaminidasového genu odhalilo vyskyt
signalniho peptidu, dlouhych propeptidi (78 aminokyselin), zincin-like domény,
katalytické domény a C-termindlni ¢asti u plisiovych glykosylhydrolas rodiny 20
(Obrazek 4). Jak propeptid, tak katalytickda doména byly navrZeny pro glykosylaci.

» A . - . )
signadlni peptidova sekvence 1 O glykosviace A N-glvkosylace

Obrézek 4: Navrhnuta struktura domén p-N-acetylhexosaminidasy z 4. oryzae a jeji glykosylace.

Gelova filtrace celkového nativniho enzymu odhalila jeho dimerické uspotadani.
Avsak jeho stechiometrické sloZeni zavisi na pfevaze molekularnich forem produkovanych
v riznych podminkéach. Izolované monomerické katalytické jednotky se vyskytly jen
intracelularné jako kratkodobé metastabilni produkty postradajici enzymovou aktivitu.
Nejvice sekretovaného enzymu obsahovaly dimery katalytické jednotky spojené s jednim
nebo dvémi molekulami propeptidu.

Rekonstituéni studie in vitro ukazaly, ze P-N-acetylhexosaminidasa obsahujici
2 moly propeptidu na dimer katalytické jednotky méla dvojnasobnou specifickou aktivitu
ve srovnani s typem sloZenym z jednoho propeptidu na dimer katalytické jednotky (viz.
Tabulka 1.) Spojeni propeptidu s katalytickou jednotkou je rychlé a specifické a ptedchazi
enzymové dimerizaci. Ve formé, kde jsou nekovalentné spojeny dvé molekuly propeptidu
s dimerem katalytické jednotky je tvorba spojeni i sekrece mnohem rychlej$i nez pfi

spojeni jedné molekuly na dimer katalytické jednotky.®)
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Tabulka 1: Rekonstituce enzymové aktivity p-N-acetylhexosaminidasy s pouZitim 1 nmol monomerické

katalytické jednotky po 1 hoding inkubace p¥i pH 5.°)

ptidavek propeptidu  analyza gelovou filtraci specﬂi:&a}ttlizi;gziﬁzti%nmol
nativnf enzym dimer 2,8140,01
0 monomer 0,07+0,01
0,5 nmol dimer 1,3840,11
1,0 nmol dimer 2,90+0,55

Pfi deglykosyla¢nich studiich byla odhalena dloha N-glykosylace. Po deglykosylaci
enzymu miZeme najit plné€ aktivni enzym. SniZenim pH do kyselé oblasti, se stdva enzym

méné stabilni a enzymova aktivita klesa (Obréazek 5.). @

Legenda:

- Deglykosylovany enzym

< Nativni enzym

Relaativni aktivita (%)
&

Obrazek 5: Utinek deglykosylace P-N-acetylhexosaminidasy na stabilitu enzymu pFi rozdilnych
hodnotéach pH. ¢

1.4. Glykosylace propeptidu plisiiovych hexosaminidas

Glykosylace plni zejména funkci ochrannou, brani proteolyze, ptisobeni nizkych &i
extrémné vysokych pH a ochraiiuji proteiny pfed volnymi radikaly. Déle u fady proteind
napoméhaji zaujmout sprévnou prostorovou strukturu, zaji§tuji dobrou rozpustnost,
ovliviiuji aktivitu enzymu, uréuji sméfovani uvnitf buriky a stabilizuji proteiny uvolfiované
z buriky ven. Odli§ujeme dva zakladni druhy glykosylace N- a O-typu. U N-glykosylaci je
sacharid vazén na volny amidovy dusik aminokyseliny asparaginu, u glykosylaci O-typu je

vazan ptes hydroxyskupinu serinu nebo threoninu. !>
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Pfipravené mutantni propeptidy plisiiové hexosaminidasy bylo nutné pro sledovani
dalsich jejich vlastnosti glykosylovat. Propeptid i katalyticka doména byly navrhnuty ke
glykosylaci, a to tak, Ze propeptid ma byt O-glykosylovan a katalytickd doména N-
glykosylovana. @

Syntézy glykoproteind, umisténé cilovou mutagenesi v poZadovanych glyko-
syla¢nich mistech byly vyvolany prostfednictvim selektivni reakce glykosylovanych
jodoacetamidi s thiolovymi skupinami cysteinovych zbytki (Obrazek 6).'%

Pro produkci glykoproteini se tedy jako alkylaéni ¢inidlo pouZzivaji bromo- a
jodoacetamidové derivaty oligosacharidi. Vyhody téchto metod jsou:

e alkylace proteini thioly pouzivajici jodoacetamidové derivaty ve
vodnych pufrech je jednoducha a efektivni,

e spojeni jodoacetamidovych derivati je selektivni k cysteinovym
zbytkdm,

e vysledné thioetherové spojeni nepotiebuje pfeménu struktury
cukru,

e thioethery jsou stabilni a nebylo zjiSténo, Ze jsou imunogenetické
nebo antigenetické.

PtedloZzené vysledky ukazaly, Ze bromo- a iodoacetamidové derivaty
oligosacharidli jsou ihned tvofeny zjejich glykosylamind, tyto derivaty jsou schopné
reakci a mohou byt selektivné pfipojeny k proteintim obsahujici cystein.

Tato metoda konjugace definovana oligosacharidy k cysteinovym mistim fetézce
v proteinu skyta jemnéji ladénou strategii pro syntetické glykosylace proteind, nez tradi¢ni
konjugacni metody vyuzivajici e-amino funkci lysinovych zbytkd v proteinech, ale je o

mnoho méné &astéjsi nez lysinové zbytky. ¥

OAc o
AcO 0 ” HS-Cys-Prolsin HO 0 H
A0 e N
" W(\S-CwProtein
NHAG
0
0

Obrézek 6: Selektivni reakce glykosylovanych jodoacetamidi s thiolovymi skupinami cysteinovych zbytkd.
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2. CILE PRACE

e Metodami cilené mutagenese vyménit dvé aminokyseliny nesouci sacharidové
zbytky v propeptidu hexosaminidasy za cysteinové zbytky, a to jednotlivé i

v kombinaci.

e Produkovat a isolovat pfislusné fuzni proteiny obsahujici ketosteroidisomerasu
nasledovanou produkovanym mutovanym propeptidem a C-termindlni histidinovou

kotvou.
e Po $tépeni fuzniho proteinu CNBr isolovat ¢isté mutované propeptidy, tyto dale
glykosylovat na cysteinovych zbytcich pfipojenim N-acetylglukosaminu nebo

manosy, a glykosylované proteiny isolovat a charakterizovat.

o Provést rekonstituéni experimenty s hexosaminidasou z plisné P. oxalicum.
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3.

MATERIALY A METODY

Chemikalie:

4-nitrofenyl-B-D-GIcNAc
Acetonitril

Acrylamid

Agar

Agarosa

Amonium persulfat
Ampicilin

ATP

Bromfenolova modf
Coomassie Brilliant Blue R-250
DTT

EDTA

Ethanol
Ethidiumbromid

Fenol

GlcNAc

Glukosa

Glycerol

Glycin

Chlorid sodny
Chloroform
Isopropyl-B-D-thiogalaktopyranosid
Kvasni¢ny autolyzat
Kyanobromid

kyselina mravenci
Kyselina octova
Manganistan draselny
Manosa

Methanol

Mocovina

Ni-NTA Sepharosa
Pepton
Polyethylenglykol 8000
SDS

TEMED

Tetracyklin
Trifluorocotva kyselina
Tris

Tris-Cl

Uhli¢itan sodny

Souprava pro mutagenesi:

QuikChange® Site-Directed Mutagenesis Kit

16

Lachema, CR
Merck, SRN
Sigma, USA
Oxoid, Anglie

Jersey Lab Supply, USA

Sigma, USA

Jersey Lab Supply, USA
New England Biolabs, USA

Sigma, USA
Serva, Némecko
Fluka, Svycarsko
Fluka, Svycarsko
Lachema, CR

Jersey Lab Supply, USA

Sigma ,USA
Lachema, CR
Lachema, CR
Sigma, USA
Fluka, Svycarsko
Lach-ner, CR
Lachema, CR
Sigma ,USA
Imunapharm, SR
Sigma, USA
Lachema, CR
Lachema, CR
Lachema, CR
Lachema, CR
Lachema, CR
Sigma ,USA
Qiagen, Némecko
Imunapharm, SR
Sigma, USA
Serva, Némecko
Serva, Némecko
Légiva, CR
Lachema, CR
Serva, Némecko
Serva, USA
Lachema, CR

Stratagene, USA



Bakterialni kmeny:

Kompetentni buriky Escherichia coli NovaBlue Novagen, USA
Produk¢ni buniky Escherichia coli BL-21 (DE3)  Stratagene, USA
Gold

Vektory:
e pET31b Novagen, USA
Enzymy:
e Ribonukleasa A Sigma, USA
o Restrikéni endonukleasa Xba I New England Biolabs, USA
e Restrik¢éni endonukleasa Xho I New England Biolabs, USA
o Restrikéni endonukleasa Dpn I New England Biolabs, USA
Roztoky a pufry:
e LB médium

1% pepton; 0,5% kvasniéného autolyzatu; 1% NaCl; ddH,O
Agarosovy gel 1%

0,5 g agarosy , 50 ml TAE pufru, 2 ul ethidiumbromidu

LB agar

15 g agaru na 1000 ml LB média

TE roztok

10 mM TrisCl (pH 8,0 ); 0,5 mM EDTA

TAE pufr

40 mM Tris; 20 mM CH;COOH; 1 mM EDTA

Fixa¢ni a odbarvovaci roztok pro AA SDS elektroforézu:
35% Ethanol, 10% HAc

Barvici roztok pro SDS elektroforesu:

45% Methanol, 10% HAc, 0,25% Coomassie Brilliant Blue R-250
Elektrodovy pufr pro SDS elektroforesu:

250 mM glycin, 10 mM Tris, 0,1% SDS, pH = 8,3
Vzorkovy pufr pro SDS elektroforesu:

50 mM Tris-Cl pH = 6,8; 100 mM DTT; 2% SDS; 0,01% bromfenolova modf;

10% glycerol
50mM sodnocitratovy pufr (pH 5,0)
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Pristroje:

Vsechny pouzité chemikalie byly nejvyssi komeréné dostupné ¢istoty, nejméné vsak p.a.

Automatické pipety

Automaticky DNA sekvenator ABI Pris
Bakterialni tfepacka na Erlenmayerovy bariky
Bakterialni orbitalni tfepacka Bigger Bill
Centrifuga J2-2I

Centrifuga J-6M

Centrifuga stolni Spectrofuge 16M
Dialyza¢ni stfeva

Souprava Sequelon AA
Spektrofotometr SAFIRE?

Spektrofotometr SPEKTROMOM 195D
Sterilni box
Su$érna

Ultrazvukova sonda Ultrasonic Homogenizer 4710

Vafti¢

Vortexovy mixér

Zdroj deionizované vody Milli Q
Zdroj napéti EPS 500/400

Byly pouzity bez dal$iho pieéisténi.

3.1.

Experiment molekuliarni mutageneze

Gilson, USA
Applied Biosystems, USA
Gallenkamp Ltd., UK
Thermolyne, USA
Beckman Coulter, USA
Beckman Coulter, USA
Edison, USA

Spectrum Laboratories,
USA

Millipore, USA
Tecan-Schoeller
Instruments, Rakousko
MOM, Mad’arsko
Jouan, Francie

WTB Binder, SRN
Cole-Parmer Instrument
Co., USA

Eta, CR

VELP Scientifica, Italie
Millipore, USA
Pharmacia, USA

e Hmotnostni spektrometr Biflex III Bruker (SRN)

o Chladnicka Whirpool, USA

e Chladnicka Skandiluxe, Dansko
e Kolona Vydac C-18 Grace Vydac, USA
e Kolona Vydac C-4 Grace Vydac, USA
e pH metr Beckman, Némecko
e Proteinovy sekvenator Procise Applera (USA)

e Piedvazkové vahy HF — 1200 G AND, USA

e Rota¢ni vakuové odparka Jouan RC 1010 Trigon-plus, CR

e Souprava pro elektroforesu Sigma, USA

Byl pouzit firemni kit QuickChange od firmy Stratagene (viz. obrazek na strané
11), a postup sledoval standardni firemni protokol. Pro provedeni experimentu je nejprve
nezbytné navrhnout oligonukleotidy, pomoci nichz budeme mutace provadét. V mém
pfipadé byly mutace vetSinou tfinukleotidové, musel se vyménit kodon pro plvodni
Pouzité

aminokyselinu Asn nebo Ser za kodon kodujici aminokyselinu Cys.
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oligonukleotidy tedy byly &tyfi, dva pro N-terminalni misto N-glykosylace (aminokyselina
Asn''), a dva pro C-terminalni misto O-glykosylace (aminokyselina Ser®). Byly tedy
pouzity nasledujici oligonukleotidy: oligonukleotid HPPRNCFW o sekvenci 5’-CCC TTG
CCC GCA CCT TGC ATC ACC TGG GGC TCC TCC-3’, oligonukleotid HPPRNCRE o
sekvenci 5°-GGA GGA GCC CCA GGT GAT GCA GCG AGG TGC GGG CAA GGG-
3’, oligonukleotid HPPRSCFW o sekvenci 5’-ATC GAG GCG CGG ATT CCC TGC
TTC CGA CCA TTC CCG ACC-3’, a oligonukleotid HPPRSCRE o sekvenci 5°-GGT
CGG GAA TGG TCG GAA GCA GGG AAT CGG CGC CTC GTA-3’, kdy byl cystein
kodovan pomoci TGC tripletu (vyznaéeno tuéné), protoZe je to v bakteriich Escherichia
coli nejb&znéjsi triplet kodujici tuto aminokyselinu. Jako templat byl pouzit plasmid
pPROPO1 s insertem kodujicim cely propeptid, ktery byl poskytnut kolegyni Marii
Vysokou. Dale jiz cely postup sledoval standardni protokol sestavajici z PCR amplifikace,
odstranéni nemutované DNA $tépenim restrikéni endonukleasou Dpn I, a déle byla vznikla
reakéni smés transformovana do kompetentnich bakteridlnich bun€k Escherichia coli
kmene NovaBlue, a po teplotnim $oku a regeneraci naneseny na agarové misky s médium
LB, ampicilinem (150 pg / ml) a tetracyklinem (5 pg / ml). Misky byly umistény pfes noc
v bakteridlnim inkubatoru pfi 37 °C, druhy den byly pozorovany kolonie
transformovanych bakterii, které ziskaly odolnost vi¢i obéma pouZitym antibiotikim.
Takto byly do vychoziho plasmidu zaneseny nejprve jednotlivé mutace na obou
mutovanych mistech, ¢imz byly ziskany plasmidy pPROPNC a pPROPCC. Tyto plasmidy
potom poslouzily v druhém kroku pro pfipravu dvojitého mutanta, tento plasmid byl

nazvany pPROPDC (double cysteine).

3.2. Priprava plasmidové DNA metodou ,, Easyprep“ a jeji restrikcni

analyza

Kolonie bun€k Escherichia coli rezistentni na ampicilin byly pfeneseny do 1 ml
kapalného média LB a ampicilinem (150 pg/ml), a byla pfipravena ,,no¢ni* stacionarni
kultura tfepanim v bakteridlni tfepacce po dobu nejméné 20 h. S 0,8 ml této kultury byla
provedena minipreparacni pfiprava plasmidové DNA metodou tzv. ,Easyprepu® podle
publikované metody'®). Ziska se cca 30 ul plasmidové DNA, z niZ 9 pl bylo pouzito na

restrik¢ni $t€peni pomoci restrikénich endonukleas Xba I a Xho I v 10 pl §tépici reakci za
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standardnich podminek. Restrikéni §t€peni probihalo 1 h pti 37 °C, a bylo ukoneno
pfidanim 3 pl vzorkového pufru pro agarosovou gelovou elektroforesu. Vysledek

restrikéniho $tépeni byl poté analyzovan elektroforesou na 1 % agarosovém gelu.

3.3. Priprava Cisté plasmidové DNA metodou ,,Maxiprep*

Byl pouzit standardni protokol pro pfipravu velkych mnozstvi plasmidové DNA!?
v modifikaci publikované ve firemnim manuélu firmy Promega’®, a to dle niZe uvedeného
postupu. 2 ml kapalné kultury bylo zaokovano do 200 ml média LB s ampicilinem,
a kultura byla tfepana v 1 1 Erlenmayerovych barikdch v bakteridlni tfepacce pies noc.
Réno byla stacionarni kultura stocena ve 250 ml kyvetach pfi 2000xg 20 minut pii 4°C.
Médium bylo vyhozeno, a usazené bakterie byly resuspendovany ve 20 ml roztoku I
s glukosou!”, a pteneseny do 30 ml centrifugagnich kyvet. Nésledovala alkalicka lyza
a extrakce plasmidové DNA podle publikovaného standardniho protokolu'”. Smés srazené
RNA a plasmidové DNA byla $tépena ribonukleasou A, a plasmidovd DNA selektivné
srazena pomoci polyethylenglykolu 8000"?. Takto ziskani plasmidovi DNA byla

(7 extrahovana fenolem a chloroformem, precipitovana

rozpusténa vroztoku TE
ethanolem, a promyta 70 % ethanolem. Poté byla rozpusténa v 50 pl roztoku TE,
a koncentrace a ¢&istota plasmidové DNA byla stanovena spektrofotometricky !”. Nakonec
byla koncentrace plasmidové DNA upravena na hodnotu 1 pg / pl, a vzorky plasmidu byly

zmraZeny a uchovavany pro dalsi pouziti pii -20 °C.

3.4. DNA sekvenovani

Po identifikaci pozitivnich klonti obsahujicich Xba I - Xho I insert spravné délky
(viz. kapitola 3.4.) byly bakteridlni butiky E. coli kmene NovaBlue transformované
pfislusnym plasmidem rozetfeny na ¢erstvou misku obsahujici médium LB a ampicilinem
(150 pg/ml), a miska byla inkubovana pfes noc pti 37°C. Druhy den byla miska
s narostlymi koloniemi pfeddna do DNA sekvena&ni laboratofe MBU AV CR v.v.i.
dr. Jurgenu Felsbergovi, ktery zajistil pfipravu plasmidové DNA s pouzitim purifikaéniho
kitu firmy Genomed, a didle DNA sekvenovani insertii v obou smérech zahajené z mist

specifickych primerti obsazenych v klonovacim vektoru M13 forward a MI13 reverse
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primeru. K vlastnimu sekvenovéani byla pouZita Sangerova dideoxynukleotidova metoda
v provedeni vhodném pro automaticky DNA sekvenator firmy Applied Biosystems ABI
Prism 3100. Vysledky sekvenovani jsou zasldny ve formé uplnych chromatogramu
(soubory .abl), k jejichz vyhodnoceni byl vyuzit volné dostupny program Chromas verze

1.45 (Griffith University, Southport, Queensland, Australie).

3.5. Produkce fuzniho proteinu

Pro produkci fuzniho proteinu ketosteroidisomerasa — Met — propeptid — Met —
histidinova kotva byl sekvenovany plasmid transformovéan do produkéniho bakterialniho
kmene E. coli BL-21 (DE3) Gold, pozitivni transformanty byly opét selektovany na misce
s médiem LB agar, ampicilinem a tetracyklinem. Kolonie byly poté o¢kovany do 100 ml
kapalného média stejného sloZeni, a byla pfipravena startovni kultura inkubaci pfes noc pfi
37°C. 4 ml této stacionarni kultury bylo poté o¢kovano do 400 ml média LB s ampicilinem
a tetracyklinem ve dvou 2 | Erlenmayerovych barikach. Kultury byly tfepany v orbitalni
bakteridlni tfepacce pfi 260 ot/min, a v odebiranych 1 ml vzorcich byla méfena opticka
hustota pfi 550 nm. Jakmile dostoupila hodnoty cca 0.8, byla provedena indukce tvorby
proteinu pfidanim 1 mM isopropyl-B-D-thiogalaktopyranosidu jako induktoru. Poté byla
kultura tfepana jesté¢ 4 hodiny, pfi¢emz bakterie vétS§inou dorostly do optické hustoty asi

2,0 pfi 550 nm. Bakterie byly centrifugovany v centrifuze Beckman J-6M pii 2000 x g asi

30 minut. Fuzni protein byl poté pfipraven podle publikovaného postupu(zo’m za

denaturujicich podminek na sloupci Ni-NTA Sepharosy (Qiagen). Isolovany protein byl
intenzivné dialyzovan proti 2 1 destilované vody po doby 4 x 8 hodin, srazenina proteinu

byla centrifugovana a poté suSena pod vakuem.

3.6. Stépeni fuzniho proteinu a isolace cilového peptidu

Tato Cast prace byla provedena podle dostupné literatury(zo’zl). 100 mg suchého
fuzniho proteinu bylo rozpusténo v 950 pl 70% kyseliny mravenéi, a poté byl ptidan
stondsobny molarni nadbytek CNBr rozpustény v 50 pl acetonitrilu. Reakéni smés byla
umisténa do temna, a reakce probihala 24 h pfi laboratorni teploté. Poté byla reak¢éni smés

odpafena na rotaéni vakuové odparce, a odpateny CNBr zachyceny ve vymrazovacce byl
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detoxikovan oxidaci pomoci nasyceného roztoku KMnOy4. Odparend reakéni smés byla
opét rozpusténa v 70% kyseliné mravenci, a poté pfimo nastfikovana do semipreparativni
kolony Vydac C-4 o rozmérech 10 x 250 mm ekvilibrované smési 80 % vody a 20 %
acetonitrilu obsahujici 0,1 % TFA. Latky byly separovany pomoci ptlhodinového
linearniho gradientu do 5 % vody a 95 % acetonitrilu v pfitomnosti 0,1 % TFA pfi elu¢ni
rychlosti 2 ml/min. Eluce byla monitorovana pomoci pritokového absorban¢niho detektoru
pfi 280 nm. Béhem gradientové eluce doslo k vymyti tfi frakci s retenénimi maximy pfi 17

min, 19 min a 22 min. Byly odebirany 0,5 ml frakce, které byly odpafeny a uschovany pro

dalsi analyzu.

3.7. Potvrzeni primarni struktury cilového peptidu N-terminalnim

sekvenovanim a hmotnostni spektrometrii

Analyzy byly provadény v proteinovém sekvenatoru Procise firmy Applera (USA),
a na hmotnostnim spektrometru Biflex III firmy Bruker (SRN) s pouzitim ionizace MALDI
vrezimu opozdéné extrakce a s pouzitim reflektronu. Tyto analyzy byly provadény
proSkolenymi operatory Prof. K. Bezouskou a Mgr. P. Pompachem podle protokoli
dodanych vyrobcem zafizeni. Pro analyzu propeptidi v proteinovém sekvenatoru byla
provedena kovalentni C-termindlni imobilizace pomoci soupravy Sequelon AA

(Millipore).

3.8. Glykosylace propeptidu in vitro

Glykosylace peptidi in vitro byla provadéna podle publikované metody!'®

s pouzitim iodoacetamidovych derivati obsahujicich B-glykosidicky vazany N-acetyl-D-
glukosamin nebo a-glykosidicky vdzanou D-mannosu. Po skonéeni reakce, ktera se
provadi v silné¢ denaturujicim prostiedi, byla cela reakéni smés nanesena na kolonu Vydac
C-18 za podminek uvedenych v kapitole 3.7. Za téchto podminek byl peptid glykosylovany
pomoci GIcNAc eluovany asi v 15. minuté, peptid glykosylovany manosou dokonce jiz ve
13. minuté, zatimco nezreagovany peptid asi v 17. minuté. Priabéh glykosylace byl téz
potvrzen pomoci analytickych technik popsanych v kapitole 3.7., a dale pomoci

kvantitativni sacharidové a aminokyselinové analyzy. .3

22



3.9. Rekonstitu¢ni experimenty

Do mikrotitraéni desti€ky s jamkami s kulatym dnem pipetujeme 30 pul 50 mM
sodno citratového pufru pH 5,0, 10 ul roztoku testované latky ve vodé€, a nakonec 10 pl
roztoku katalytické podjednotky hexosaminidasy ve 4 M mocoviné a 50 mM sodno
citratového pufru pH 5.0.°) Po smichani viech komponent inkubujeme desti¢ku 1 h pii 4°C
v lednici, a poté pfeneseme vSech 50 pl smési do jamek mikrotitrani desti¢ky s plochym
dnem, a pfidame 50 pl chladného (4°C) substratového roztoku obsahujictho 5 mM 4-
nitrofenyl-B-D-GIcNAc v 50 mM sodno citratovém pufru pH 5.0. Desti¢ku umistime do
suSarny vyhraté na 30 °C, a inkubujeme pii této teplot€ pfesné¢ 30 min. Poté desku
vyjmeme, a veSkeré reakce okamzité zastavime pfidavkem 100 pl 2 M roztoku Na,COs.
Zmétfime hodnoty absorbance pii 400 nm, a aktivitu v jednotlivych experimentech
vyjadiujeme jako procento aktivity v kontrolnich jamkach obsahujici nativni propeptid

hexosaminidasy.
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4. VYSLEDKY

4.1. Priprava expresniho vektoru a navrh mutaénich oligonukleotidii

Cela strategie spocivala v pouziti vychoziho plasmidu pPROPO1 pfipraveného
kolegyni Marii Vysokou, ktery jiz obsahuje celou sekvenci propeptidu v expresnim
vektoru. V prvém kole byly do tohoto vektoru vnaseny dv€ mutace, a to mutace ménici
asparagin v pozici 11 (misto N-glykosylace v pfirozeném propeptidu) na cystein (vysledny
plasmid byl nazvan pPROPNC), a dale mutace ménici serin v poloze 66 (misto O-
glykosylace v pfirozeném peptidu) téZ na cystein (vysledny plasmid byl nazvéan
pPROPCC). Po kontrole obou ziskanych plasmidi DNA sekvenovanim mizZe byt
kterykoliv ze ziskanych jednotlivych mutantii pouzit k ziskani dvojit¢ého mutantu, kdy se
pouzije vzdy opaéna sada oligonukleotidi oproti prvé mutaci. Ve své praci jsem pouZila
obé mozné cesty, ziskany plasmid kodujici dvojité mutovany propeptid byl potom nazvén

pPROPDC.

4.2. Kontrola uspésnosti vytvorenych mutaci

Prva kontrola Gspé€$nosti mutaéniho experimentu je trividlni, ale velmi dilezita.
Vzhledem k tomu, Ze v pouzité metodé se mutovana molekula plasmidu s insertem cela
nové tvofi, a vzhledem ke zna¢né velikosti expresnich pET31b plasmidl, je nutno
zkontrolovat velikost nové vytvofené DNA restrikéni analyzou, a srovnanim s velikosti
vychoziho plasmidu. Obé& velikosti by mély byt identické. Klony, které se podafilo
takovym zpisobem amplifikovat jsou poté namnozZeny, plasmidova DNA se z nich pfipravi
v preparativnim méfitku, a nakonec je pfitomnost spravné mutace ovéfena DNA
sekvenovanim. Pro sekvenovani se pouZivaji dva standardni primery hybridizujici se na
okrajové sekvence polylinkeru v plasmidu pET31b, jde o tzv. T7 promotor primer a T7
terminator primer. Vyhodné je tedy pouzit sekvenovani z obou stran, vzhledem k tomu, ze
potfebujeme ¢ist sekvenci na urovni nukleotidu ¢islo 680, coz uz byva dosti na hranici
kvalitnich dat. V. mém piipad¢ jsem tedy sekvenovala vzdy dva pozitivni klony s vyuzitim
obou primert. Ukazky vysledki mého DNA sekvenovani jsou v pfilohach 3 aZ 6. Ptiloha 3
(vysledky ziskané od kolegyné¢ Vysoké) ukazuji pro orientaci sekvenci vychoziho

nemutovaného plasmidu pfi pouziti T7 promoterového primeru. Vidime, Ze po ptecteni
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ur¢itého useku v polylinkeru vektoru pET31b se na trovni asi 110 nukleotidu dostdvame
do proteinové sekvence, nejprve ovSem C¢teme sekvenci 315 nukleotidli nosi¢ového
proteinu ketosteroidisomerasy. V pozici 487 vidime rozdé€lovaci methionin, a dale
nasleduje jiz sekvence vlastniho propeptidu. V pozici 520 potom vidime nemutovanou
pivodni sekvenci (viz. ptiloha 1), tj. triplet AAT kodujici ptivodni asparagin.

Pfiloha 4 ukazuje sekvenci N-terminalniho mutanta, konkrétné¢ plasmidu
pPROPNCO04. Na prvy pohled je patrné, Ze se jedna o naprosto identickou sekvenci jako
byla sekvence vychoziho plasmidu s vyjimkou mista mutace, kdy se v pozici 506 misto
pivodniho tripletu AAT nachazi oligonukleotidem vneseny triplet TGC (podtrzeno
a oznaceno hvézdickou), cozZ je dikaz, Ze doslo k pozadované mutaci.

Podobné ukazuje ptiloha 5 sekvenci C-termindlniho mutanta, i kdyZz v tomto
pfipad€ musime hledat jiZ na samém konci zobrazeného elektroforeogramu. V pozici 675,
v niz se v plivodnim plasmidu nachézel triplet TCA nalezici serinu je nyni trinukleotid
TGC (opét oznaceno hvézdickou a podtrzeno). Vzhledem k tomu, Ze celé ostatni sekvence
zménéna nebyla, je toto dikazem, Ze doslo ke spravné mutaci serinu 66 na cystein.

V ptiloze 6 jsou kone¢né uvedeny vysledky DNA sekvenovani dvojité mutovaného
plasmidu. V obou sledovanych pozicich se nyni nachazeji TGC trinukleotidy kodujici

cysteinové zbytky.

4.3. Priprava fuzniho proteinu, jeho Stépeni, isolace a charakterizace
cilového peptidu

Sekvenovany produkéni plasmid pPROPO1 byl transformovan do produkéniho
bakteridlniho kmene Escherichia coli BL-21 (DE3) Gold (Stratagene), a byla provedena
produkce, jejiz vysledek je znazornén na Obrazku 7. V draze ¢&islo 3 je jasné viditelny

indukovany protein (v daném ptipadé pro dvojité mutovany propeptid), ktery se dafi dale
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Obréazek 7: Produkce propeptidu v bakteridlnich buiikdch. V obrazku (A) je vidét produkce proteinu
v bakteridlnich buiikach a jeho purifikace bioafinitni chromatografii. V obrazku (B) je SDS elektroforesa
peptidu purifikovaného na kolon& s obracenou fazi. Tato analyza musela byt provadéna na 17.5 %
polyakrylamidovém gelu pro malou velikost proteinu.

purifikovat, coZ je ukdzano v obrazku 7 (B). Takto ptipravené mutované propeptidy byly
po separaci na koloné€ s obracenou fazi vysuseny, a poté pouZity pro in vitro glykosylaci.
Pfitomnost cysteinovych zbytkd v takto pfipraveném proteinu byla jest¢ dale nezavisle
potvrzena metodou tzv. peptidového mapovani gelové separovanych cysteinovych
mutantd. Tato analyza byla provedena Mgr. Petrem Pompachem, ve vSech piipadech

potvrdila pfitomnost cysteinovych zbytkd v odpovidajicich pozicich v propeptidu.

4.4. In vitro glykosylace na cysteinovém zbytku

Pro potteby projektu sledujiciho vliv glykosylace propeptidu na jeho aktivitu
v rekonstituénich experimentech bylo tfeba propeptid glykosylovat, k ¢emuz lze vyhodné
vyuzit publikovaného protokolu pro vazby sacharidu na reaktivni —SH skupiné cysteinu
s vyuzitim jodoacetamidovych derivatd jednotlivych sacharidd. Tyto derivaty byly
syntetizovany Ing. Karlem Kfenkem v Laboratofi biotransformaci MBU AV CR v.v.i.,
areakce s nimi byla provedena na zakladé publikovaného protokolu. Navazéani cukernych
zbytkil na propeptid zpisobi zvyraznéni jeho hydrofilniho charakteru, v disledku ¢ehoz
jsou sacharidové derivaty eluovany dfive pfi chromatografii na obracené fazi. (Obrazek 8).
V ptipadé glykosylace propeptidovych mutanti s jednim cysteinovym zbytkem neni proto
ziskani cilovych produkti Zadnym problémem, protoze reakce probiha kvantitativné,
a glykosylovany proppetid je navic snadno separovany od velmi malého zbytku
neglykosylované latky. OvSem dokonce i u dvojitého mutantu, kdy dochazi k nahodné
reakci s obéma cysteinovymi zbytky, se podafilo od sebe rizné glykoformy dobie

separovat (Obrazek 8). Pro potvrzeni toho, Ze sacharid je opravdu umistény na
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cysteinovém zbytku bylo pouzito n€kolik dalSich analyz, v¢etné fragmentaéni hmotnostni

spektrometrie, analyzy v proteinovém sekvenatoru, a kvantitativni sacharidové analyzy.

I = Y

U U S b S S SO
_ vLu 4 25458 3
Obrazek 8: Separace riizné glykosylovanych forem dvojité mutovaného propeptidu na kolon& s obracenou

fazi. P¥i popisu pikii jsou identifikované glykoformy znaleny v pofadi vyskytu sacharidu na polypeptidové
Lasti, tj. GM je propeptid s poate&nim GIcNAc.

e N

4.5. Seznam latek pouzitych pro rekonstituce enzymové aktivity

Seznam vSech latek pouzitych pro rekonstituci enzymové aktivity je uvedeny
v tabulce 2. Experiment jsem provadéla spole¢né s kolegyni Marii Vysokou, s ni jsem téZ
sdilela n&které pouzité latky. Vybér latek byl proveden na zékladé predchazejicich
rekonstitu&nich experimenti(**, Jako negativni kontrola byl vzat pouZity citratovy pufr,
jako pozitivni kontrola pak pfirozeny propeptid isolovany ze stejného zdroje jako
katalytickd podjednotka. Déale jsem zkouSela rekonstituovat aktivitu hexosaminidasy v
propeptidech  jinych  blizce pfibuznych enzymi, a to glykosylovanymi i
neglykosylovanymi. Dal$i experimenty byly poté provadény s propeptidy pfipravenymi
pravé mnou, kdy byly do riznych pozic propeptidu vnaSeny mutaci cysteinové zbytky,
které byly nasledné& pouZity pro glykosylaci in vitro.
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Tabulka 2: Popis latek pouzivanych v rekonstitu¢nich experimentech s plistiovou hexosaminidasou
z Penicillium oxalicum CCF3438.

Lislo latky chemické slozeni plivod a analyza
1 citratovy pufr (negativni kontrola)

2 nativni propeptid z Penicillium oxalicum CCF3438 isolace®

3 nativni propeptid z Aspergillus oryzae CCF1066 isolace

4 nativni propeptid z Talaromyces flavus H. Kroupova®?
5 neglykosylovany propeptid z Penicillium oxalicum M. Vysoka®"

6 neglykosylovany propeptid z Aspergillus oryzae 0. Plihal®

7 neglykosylovany propeptid z Talaromyces flavus K. Bezouska™®
8 nativni propeptid z Penicillium oxalicum CCF3438 Isolace®®

9 rekombinantni propeptid, Asn'' - GIcNAc tato prace

10 rekombinantni propeptid Asn''- Man tato prace

11 rekombinantni propeptid Ser® - GIcNAc tato prace

12 rekombinantni propeptid Ser® — Man tato préace

13 rekomb. propeptid Asn''-GlcNAc Ser®-Man tato prace

14 rekomb. propeptid Asn''-Man Ser®-GIcNAc tato prace

15 rekomb. propeptid Asn''-GIcNAc Ser**-GlcNAc tato prace

16 rekomb. propeptid Asn''-Man Ser®*-Man tato prace

4.6. Rekonstituce enzymové aktivity

Vysledky rekonstituénich aktivit jsou uvedeny na obrazku 9. Bez ptitomnosti
propeptidu k rekonstituci enzymové aktivity nedochazi, a naopak v pfitomnosti pfirozené
formy propeptidu doSlo kvelmi u¢inné rekonstituci (vzorek 2 a 8) vsouladu
s literaturou™®. Tato troveri rekonstituované enzymové aktivity byla proto vzata jako
100 % rekonstituce, a na ni byly vztahovany ostatni vysledky. Z vysledku je evidentni, Ze
pfi pouziti nativnich (a tedy glykosylovanych) propeptidi isolovanych z hexosaminidas
jinych Zivo€isSnych druhd, jsou jejich rekonstituéni aktivity pomérné nizké (vzorek 3 a 4).
Velmi dramatickdi a napadna je dale uplnad ztrata rekonstituéni aktivity u
neglykosylovanych propeptidi, at jiz tyto obsahujici aminokyselinovou sekvenci
s identické hexosaminidasy (vzorek 5), nebo z blizce ptibuznych druhi (vzorky 6 a 7). Je
tedy evidentni, Ze glykosylace propeptidu je naprosto nezbytna pro jeho néleZitou
rekonstituéni aktivitu, neglykosylované propeptidy maji tuto aktivitu velmi nizkou, pouze
né€kolik procent rekonstitu¢ni aktivity nativniho glykosylovaného propeptidu. Daéle je

zajimavé, Ze jiz pfidani jediného sacharidového zbytku umisténého v naleZité poloze na
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polypeptidovy fetézec propeptidu vede ke zvySeni rekonstituéni aktivity, oviem pouze za
pfedpokladu, Ze se jedna o spravny sacharidovy zbytek, tj, takovy, odpovidajici pfirozené
situaci. Tak naptiklad latky 9 a 12 obsahuji bud’ pouze jeden zbytek N-acetylglukosaminu
nebo jeden zbytek mannosy umistény ve spravné pozici jak to odpovidd pfirozenému
usporadani (viz. Pfiloha 2), coz vede ke zvyseni rekonstituéni aktivity asi na 20 % plné
glykosylovaného propeptidu. V ptipad€ pouziti dvojitého cysteinového mutanta se spravné

umisténymi sacharidovymi zbytky se potom ziska dokonce 50 % rekonstitu¢ni aktivity.

100 A

[=2] [
o o

% rekonstitucni aktivity
&

12345678 910111213141516
Cislo latky

Obrazek 9: Rekonstitu¢ni aktivity pouzitych latek sledované v hexosaminidasovém rekonstitu¢nim systému.
Uroveni rekonstituce dosahovand pomoci ptirozeného peptidu je vzata jako 100 %, a na ni jsou potom
vztahovany ostatni experimenty.
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S. DISKUSE

Pfirozena forma propeptidu z Penicillium oxalicum je glykosylovana (viz.
Pfiloha 2), a to pomoci N-glykosidicky vazaného oligosacharidového fetézce umisténého
na zbytku asparaginu Asn'' stejn& jako pomoci O-glykosidicky vazaného fetézce (jedna se
o tzv. O-mannosylaci hojné se vyskytujici u glykoproteint z kvasinek nebo vlaknitych hub.
Jednou zfunkci takto umisténych oligosacharidovych fetézci je udrzovat dobrou
rozpustnost celého propeptidu prostfednictvim hydrofilnich oligosacharidovych fetézct.

V naSem rekonstituénim pokusu bylo pfitomno 16 latek, z ehoz prvni latka
citratovy pufr, sehrdla roli negativni kontroly. Pozitivni kontrolu zastala latka 2 a 8,
jednalo se o nativni propeptidy izolované z P. oxalicum CCF 3438. Hodnota enzymové
aktivity pfi pfidani této latky byla vzata jako 100 % rekonstituce a na ni byly vztahovany
ostatni vysledky.

Z grafu tedy miZeme jasné vidét, Ze aktivita riznych plisiovych latek nativnich
propeptidi, které jsou pfirozené glykosylované, se vyrazné lisi. Tedy u latky 3 isolované
z Aspergillus oryzea CFF 1066 hodnota klesla na necelych 40 % a u isolace z Talaromyces
flavus dokonce az pod urovenn 30 % zkontrolni aktivity. Hodnoty aktivit u
neglykosylovanych propeptidi jsou podobné udaji negativni kontroly. Z tohoto zjiSténi
vyplyva, Ze pro rekonstitu¢ni aktivitu je nutna glykosylace propeptidu.

Zajimavé vysledky byly ziskany pomoci latek pfipravenych v této bakalaiské praci.
Jde o rekombinantni propeptidy, u kterych byly vriznych variantich pomoci
jodoacetamidové glykosylace navazany sacharidy a to v mistech Asn'' nebo Ser®.
Z naSeho pokusu plyne, Ze je velmi dilezitda volba navdzaného sacharidu. U propetidii
s jednim sacharidem, ale navdzanym ve spravné pozici (viz vyse), sledujeme aktivitu
kolem 20 %, a to jak u N-glykosidicky tak i O-glykosidicky vazaného fetézce. Pfi navazani
sacharidu do $patné pozice jsou hodnoty latek 10 a 11 opét srovnatelné s negativni
kontrolou. Nejzajimavéj$i poznatky nam pfinasi hodnoty latek 13, 14, 15, 16, jde o dvojité
cysteinové mutanty, kde sacharidovy fetézec je navazan jak v pozici Asn'' tak Ser®®. U
latky 13 je glykosylace provedena tak jako u p¥irozeného propeptidu Asn''-GlcNAc Ser®-
Man, latka vykazovala 50 % aktivity nativni kontroly. Oproti tomu latka 14, kde byla
glykosylace provedena ve 3patnych pozicich Asn''-Man Ser®-GlcNAc, se aktivita
pohybuje pouze v né€kolika procentech a je opét srovnatelna s negativni kontrolou. Zbylé

latky 15, 16 byly glykosylovany vzdy v obou pozicich stejnym sacharidovym fetézcem,
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tedy v jedné pozici byl sacharid umistén spravné a v druhé nikoli. V naSem pokusu se toto
navazani stejnych fetézcl projevilo aktivitou v procentech o néco nizsi nez u latek 9 a 12,
kde $lo o glykosylaci jednoho sacharidu ve spravné pozici. Z téchto vysledkl je tedy
mozné odvodit, Ze aktivitu ndm zajist'uji jen spravné glykosylované sacharidy. U dvojitého
cysteinového mutanta pak $patné poloha jediného sacharidu mize vést dokonce k mirnému

sniZeni aktivity.
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6. ZAVER

Cil této prace spocival v cilené mutagenesi propeptidu plisfiové hexosaminidasy z
P. oxalicum, jeho glykosylaci a déale v pouziti nami pfipravenych rekombinantnich

propeptidl v rekonstitu¢nich pokusech.

e Propeptid byl mutovan prostiednictvim soupravy QuikChange® Site-
Directed Mutagenesis. DoSlo k vytvofeni jak jednotlivého tak dvojitého

cysteinového mutantu, coz bylo prokdzano DNA sekvenovéanim.

e Glykosylaci jodoacetamidovymi derivaty in vitro se navazaly sacharidové

fetézce do polohy Asn'' nebo Ser®® v riznych pozadovanych variantach.

e Glykosylované rekombinantni propeptidy byly pozity pro rekonstituéni

pokusy.

o Z rekonstituéniho pokusu jsme dosli k zavéru, Ze propeptid je nezbytny pro
glykosylaci a glykosylace je zase nezbytna pro aktivitu enzymu. Dale nam
ukédzal, ze na aktivit¢ se podileji jen sacharidy glykosylované ve spravné
poloze. Naopak S$patné zvolena poloha, oproti pfirozené glykosylaci
propeptidu, sacharidového fetézce vede k mirnému sniZeni aktivity.
Z vysledki mizeme dale vidét i rozdily aktivit pfirozenych propeptidd, lisici

se puvodem isolace.
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PRILOHY

Ptiloha 1:Uplné nukleotidova a aminokyselinové sekvence hexosamnidiasy z vlaknité houby Penicillium
oxalicum kmene CCF 3438.

CCAATTTCATATTCTCGATGGGGTTTGGAAGGGTCATCAAATTCCCAGTGATCATTGCGCTACCCGTCTGGCCCTCCC

GCCAAATATTGCGTCTTGGGCATCGTTTGAAACTGCCGTATCTCGCAARGATGGCAGACACGAAAACGAGCCTTATGGC

CAGAGGCCTTGAARACAGCACTATTTCATTTCAGCATCAAGACACACGTCCACCTTGAATGGACGTCCCGTATCTTTCT

GTGAGCATGCGACAGGATCCAGTACCTTTAAATAGGTCGGCTCACCTCGCCTGCTTCATARATTGCCCCGTTCTCTTC

CACTCTCCCGCTACTCACCCTCTCACTTTCTCCTGATCGTGCTCGACTGATTCACGACTTGGGTTTTCTACCTTCACG

ATGAAGTGTACCGCCTTGTTTGGTGGCTTGGCGCTTTCCGCCTCGCTAGCCACGGCCGTCAAGGTGAATCCCTTGCCC
M K C T AL F G G L A L S A SLATM AUV KV NP L P
GCACCTCGCAATATCACCTGGGGCTCCTCCGGTCCCATTTCAATCACGAAGCCGGCGCTACATCTCGAGAATCACCAT
A P R NI T WG S S G P I S I T K P A L H L E N H H
GGCCAGAACCAAGATATCCTGCACCACGCCTGGGATCGGACGTGGGCCACCATCACCAACCTCGAATGGGTGCCCGCC
G Q NQ DI L HH A WDIRTWATTITNTULE W V P A
GCTATCGAGGCGCCGATTCCCTCATTCCGACCATTCCCGACCCCTGCGGACCAGGTGAAGCGTGACACCGCCGCGACC
A I E A P I P S F R P F P T P ADOQV KRDTA AN AT
GCCATTCACTCCGTGCACCTGTCCGTCGTCGATGCGGCTGCAGACCTGCAGCACGGGGTGGACGAGTCTTATACCTTG
A I H S V H L S V VDA AAUDTLQH G V DE S Y T L
GAGGTCACTGCCGACTCGGGCACCATCCAGATTCATGCCCAGACCGTGTGGGGTGCGATTCATGCCATGACCACCTTG
E v T AD S G T I Q I H A Q T V W G A I HAMT T L
CAGCAGCTGGTCATTACGGATGGCCATGGGAACCTGATCATTGAACAGCCCGTCAAGATTCAGGATGCTCCGCTGTAT
Q ¢ L v I T D GHGNTL I I E Q P V K I Q DA P L Y
CCCTACCGGGGTATCATGATCGATACGGGACGAAACTTCATCTCTGTCCCGAAGATCCTCGAGCAGATTGACGGCATG
p Y R G I M I DTGRNPF I S VvV P K I L E Q I DG I
GCCCTCTCCAAACTCAATGTGCTGCATTGGCATCTGGATGATACCCAATCGTGGCCCGTTCAGATTCGGTCGTATCCT
A L S K L NV L HWH L D DT Q S W P V Q I R S Y P
CAGATGACCAAGGACGCCTACTCGAGCCGTGAAATCTACACCGAGACCGACCTCCGCCGCGTTCTGGCCTATGCACGT
Q M T K DAY S S R E I Y TETDTLR® RV L A Y A R
GCGCGTGGCGTCCGCGTCATTCCAGAGGTCGACATGCCGGGCCACTCAGCCTCCGGGTGGARACAAGTCGATCCGGAC
A R GV R VI P EVDMU®PGH S A S G W K Q V D P D
GTGGTGACCTGCACCGATACATGGTGGTCCAACGATGACTGGCCCAAGCACACCGCGGTGGAGCCTAACCCCGGGCAG
v v T CT D T W W S N D D W P K HTA V E P N P G Q
TTGGACATCATCTACAACAAGACCTATGAAGTTGTGGGCAACGTCTACAAAGATCTGTCGGCCATCTTCAGCGACAAC
L DI I ¥y N KT Y E VV GGN VY KDL S A I F S D N
TGGTTCCACGTGGGTGGCGACGAGCTTCAGAACAATTGTTTCAATTTCAGTACCCACATCACCAAGTGGTTCGCCGAG
W F HV G GGD EL Q NNCFNF S T H I T KW F A E
GATCCCTCGCGAACCTACAACGACCTGTCTCAGTACTGGCTGGACCACGCTTTGCCCATCTTTCACGGAACCGGAGGC
b p S R T Y NDULS Q Y WL D H AUL P I F HGT G G
CCCCAGCGTCGCCTGATGATGTGGGAAGATATCTTCATCAACACGGACGCTGCTCATCACGTTCCGAGGGACATTGTG
P Q R R L M M W EDTI F I NTD AW AU HUHV P R DIV
ATGCAGTCCTGGAACAATGGTATCGACAATATCAAGAATTTGACCGCAAGCGGATTCGACGTGGTCGTCTCCTCAGCC
M Q S WNNG I DI I K NL T A S G F DV V V S S A
GACTTCCTTTATCTCGACTGCGGCTTTGCGGGCTTTGTGGGCAACGATCCCCGATACAACGTGATGAGCAACCCCGGG
b F L YL DCGV FA AGU FV GNDUPIRY NV I S N P G
GGTGATGTCACCTTCAACTACGGCGGTAGCGGTGGTTCCTGGTGCGCGCCTTACAAGTCCTGGCAACGTATCTACGAC
G bv T FNYGG S GG S WCA AP Y K S W Q R I Y D
TACGACTTCACCACCAACCTCACTGCATCGGAAGCGAAGCACGTCATCGGTGCCGAGGCTCCCTTGTGGTCGGAACAG
Yy b F T T NL T A S E A K H VI G A E A P L W S E Q
GTCGATGATGTTACCATTTCCAGCAAGATGTGGCCTCGAGCGGCCGCTCTCGGCGAATTGGTGTGGTCAGGCAACCGA
v b bvr TTI S S KMW PR A AATULGETL VW S G N R
GACGCTTCTGGCCACAAGCGTACCACCCAGCTCACACAGCGCCTGTTGAACTTCCGCGAGTATCTGGTTGCCAATGGC
b A S GHI K RTTQUL T Q R L L N F RE Y L V A N G
GTCATGGCCACCAACCTGGCGCCAAAGTACTGCTTGCAGCATCCCCATGCGTGCGACTTGTACTACAACCAGAGTGTA
vV M A TN L A P K Y €CL Q H P H AU CUDTUL Y Y N Q S V
ATCACACCTTGAGCTGGGAACTTGATGTCTTGAATTCGAGGACTCGTTGGCGGCATTCATGGTTGGTGCATTCTTTTT

I T P * Kk
CCCCCGGAGGACATTCAAATAGCCAATGCGGGCATCGTCGATCTGTGCTGTGACTGTTGATTGTTACTCTCTGTTTTT
G
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Pt¥iloha 2:

A) Aminokyselinova sekvenéni podobnost kmene Aspergillus oryzae CCF1066 (zelena sekvence), a
Penicillium oxalicum CCF3438 (Zluta sekvence)

B) Schéma jednotlivych casti propeptidu
C) Experimentalné zjisténa glykosylace u obou kmenu

A)
UG NFLFAPRED SWGS5C S ZAGELQLE TCS CSADGT VAL AWRAWET I VALRW/FAATEAPI SSFEFE PTFTAGAS
NIT s s TST SS
N glykosylace je piitomna jen O-glykosylace je piitomna u
u kmene P. oxalicum obou enzymu
B)
19 aminokyselin 37 aminokyselin
spojovac

N-terminalni konec C-terminalni konec

O-mannosylace

S &
0 T60, S65, sss,\n’; *®™ e

[P R T IR TR 1 T B )

19 aminokyselin 37 aminokyselin
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Ptiloha 3 : Vysledek DNA sekvenovan{ plasmidu pPROP01 s pouZitim T7 promoter primeru

Chromas 1.45  Fle: propeptid.ab1

Sequence Name: (none)  Run ended: (unknown) Pge 1of2
20 30 40 50 60 70 80 90 10
NI R Ry NN N NNRCHS ONTATACG*CTHCTAT. BGGG - iTGIG GCGR T CaAr T TCCCC TCTAG /- ATanT TTIQTTTeACTTT.46LA6
A
’!\ { ‘ l
110 1. 140 150 160 l'lO
B-g. 7.7 €7 T6GC- T CTLCC:G - CAC..TCACCGCTIGTAGTATAGOGC T

180 190

TGTGGCTABCGECTCLTQCCAGCE1CTGBG:CGGC-TCATCBCGCT GI""G

210 220 230 240 250 260 270
£G."G-CBC7.CGG 86 -G.CFCCE™GGG"TCCB:GCCCIBG CTAG":CGABC"GCA-""CBTG~G T "

2080 290 300
T «CGTCA-CT"CACYC. ~

)
v i
i b i
bk | i

320 330 340 350
86 -G 1G-CQLU-G0 @A ! ~COCGCEG . CQCC-

360 3?70 80 390 400
ICACCQICiGC I ’CE«0.=:C-6GBE-CQTAQ-CCBT-QT@CRCCC:C

MMM«MV\WWW MAAMMMNWMMMWWMWJ\MAMMM

430 440 450 460
T702TG0T. 266GIGGTG-0CTCTGIGCCT

~CG-+GLBQCCIICGL T

470
"6TUTGQGCE G, Q.3 TITTC "OA"

00
Gf‘CO GG ‘@GTQ -+ TC

s10 520 530
GrCcgr.Ccc.cgr.

VWMMMMMMMWM wmwmvmw«mw

540 570
i1CLCC I GBBRLICCILCTQGGICCC. I ca- GC(‘GG(‘OC [ ~

TC C\TOGC”‘ G-.CCn -\0

MMMMWM«WMM&MMMMWMMW

650
QL . CC-CGL" GGG . CTGG . ('0 rGG@ecCc L( ": €CC:  CCTCG~

"6Ga: GCCCGLL&L CG :@GCGC (G At CLCI(‘

TeeGacCh C(‘CG cc
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Ptiloha 4: Analyza N-terminélnfho cysteinového mutanta DNA sekvenovanim.

Chromas 1.45  File: 05_pNC4_pETup2_E09.8bl  Sequence Name: 05_pNC4_pETup2  Run ended: Mar 11, 2008 Page | of 2
\0. - 20 | 30 . X 40 o 50 . 60 . . ATO B R vl-O 90 ; . 10

‘.u P

7

! n‘n | bl |
il manmHmlmlm nnuhxmnnmh

M!\AMMNMMMNMMMMMMWMWMMMWM
510 520 $30 540 550 560 570 s80 590 600
“‘f“CCTGGGOC"(‘C'CCGG'.CCC TTUCi. ICECE. - GCCGBGEGCT C TCICG G--:C.TC! "GGCCG LCC.-@:7 . CCT@ECHCC.CGCCTE

‘W W\ i AW vy
A ! / ~ AN Vi
AW WYYV WMV
30 640 650 660 670 68C 700
cC " CG «"G8G@IGCCCGCCQC. . CG GGCGCCG-. TCCC:T T .€CCG .CT 1t cC.:GCGG..CC

A
690
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Ptiloha 5: Analyza C-terminédlniho mutanta DNA sekvenovanim

Chromas 1.45 Flb07_pCC1_pETup2 G08.abl  Sequence Name: 07_pCC1_pETup2  Run ended: Mar 11, 2008 Page 1 of 2
10 30 M) 50 60 70 80 90 100
T C 6 C"‘C’ - 686GGG.. G G GCGG" TreeeceTet .G P G [ ] 66 6. . .c .~ (@
A
H.
“ ‘Al K ) H ‘ AL LA
110 uo 130 uo 150 169 170 180 190 - 200
CCC G- €.C TC.CCBCTGIBO:.C GCGCT rG:1GBCTGCGCIC "GCTEGCG. 'C766 CGGC T"CGTCABCGCTG TGCCG 1 G CGCC .CQ
&
h
ﬁ
f 1
210 i 220 a0 240 250 260 270 280 290 300
G6°6G-.6.CCCCA G6G" (CCB. GCCC-GG:CCGG :CBAC " GCO- 1 CGIG-G [7:-.IBCC-.C7CQC €. ..CTGCC. '6GCGAIGG:-GC"G-CGC:d

Bt

310 320 330 340 150 360 370 380 390 400
G GG -@CGCEBG:CGCT. CG GCGGCC TC@CT " iC-CCOTIC-GCT1C6.-Q7.-TC QGBGCCOC G CEG" BT GQCECCC-"CQ@. . CuCT” CGCY " (

Al

410 430 440 450 470 ‘lD 490

lhmh ﬂ lm“ummlmlmhm ummulm i Am Anhmuuuu

NWNMWWMMMWWMMMWMMMWWNNMNWMMM{WMMMNW

610 620 630 680 690 700

G €G8G.CG.@GGCC CC.iC..CC: . CCY CO ~n:iGGG! GCL OCCQC CG GGCOCCO |ﬂi :cc@cce TCCCGACCCCIGCEEACC
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Ptiloha 6: Analyza dvojitého mutanta DNA sekvenovanim.

Chromas 1.45 Bh -pDCpE!upZAOabl Sequenoeame pDCpEpZ Run endedMaySZOOS tgelon

m

‘m M M) MM&M Wiy wm ! ﬂuhhmm | dhun
I | o

Htmﬂhlh ul.ﬂ!mmmm_lnﬂlm“ Jl j

I .nuh hunumuhnh.“ ‘tmnhlumn x.l - nuum [l

W o bl
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Svoluji k zaptjéeni této prace pro studijni uéely a prosim, aby byla fadné€ vedena evidence

vypujcovatelu.
Jméno a pfijmeni Cislo OP Datum vyptjceni Poznédmka
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