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1 TEORETICKY UVOD

1.1 Plisnové hexosaminidasy a jejich specifické postaveni v rodiné

glykosylhydrolas 20

1.1.1 Enzymové funkce plisnovych hexosaminidas
Dle systematického zafazeni lze hexosaminidase jako enzymu prifadit kédové ¢islo:
EC 3.2.1.52. Dle oficidlnich databazi je doporu¢enym nazvem B-N-acetylhexosaminidasa a
systematickym nazvem [(-N-acetyl-D-hexosaminid-N-acetylhexosaminohydrolasa  [1].
Obecné B-N-acetylhexosaminidasa hydrolyzuje koncové neredukujici N-acetyl-D-
hexosaminové zbytky v N-acetyl-B-D-hexosaminidech [2]. Plisnovd hexosaminidasa
katalyzuje hydrolyzu chitobiosy na jeji zdkladni monosacharidy. Obecné se jedna o

nukleofilni substituci na nasyceném anomernim uhliku, jak je zndzornéno na obrazku 1.

[3].
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Obrazek 1
Piedpokladany katalyticky mechanismus B-N-acetylhexosaminidasy ze Streptomyces
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plicatus. Kyselina glutamova (Glu®'*) a asparagova (Asp’") jsou primarng zodpovédné za

stabilizyjici kladny naboj na oxaziliniovém iontu jako intermediatu [4].

Plisfiovy enzym hexosaminidasa je fyziologicky dtlezity béhem zivotniho cyklu plisné pro
vytvofeni piepazky, hyf a plodnice [5]. Hexosaminidasy jako takové byly Siroce

studovany u vys$8ich obratlovcd (véetné lidi) a u bakterii [6]. V posledni dobé& B-N-



acetylhexosaminidasy z vléknitych plisni upoutaly zna¢nou pozornost pro svou dilezitost
v biologii téchto organismu a pro své jedine¢né enzymatické vlastnosti. Velmi zajimavym
je jisté studium lidské formy hexosaminidasy, ktera se vyskytuje jako dimerni lysozoméalni
enzym tvoteny dvéma podjednotkami, o a . Variace téchto dvou podjednotek umoziiuji
vyskyt tii isoforem tohoto enzymu, hexosaminidasa A, B, a C. Pokud se u lidské formy
hexosaminidasy vyskytnou alelické variace u genu hexosaminidasy A nebo B pak dojde
ke vzniku vrozenych defekti metabolismu, zndmych jako Tay-Sachsova choroba a

Sandhoffova choroba [6].

1.1.2 Enzymova rodina glykosylhydrolas 20

Glykosylhydrolasy jsou kli¢ové enzymy sacharidového metabolismu. Mezinarodni
enzymové nazvoslovi IUB je zaloZeno na typu reakce, které enzym katalyzuje, a na
substratové specifité. Glykosylhydrolasam odpovida kédové ¢islo EC 3.2.1.x, kde posledni
Cislice zna¢i druh substratu, popiipadé odrazi molekuldrni mechanismus. Ale tato
klasifikace u glykosylhydrolas dostateéné neodrazi strukturni charakteristiky enzymd.
Dalsim problémem EC klasifikace je, Ze neni patfiénd pro enzymy vykazujici rozsahlou
tomu tak lépe odrazi strukturni charakteristiky téchto enzym a pomahd odhalovat
evoluéni vztahy mezi t€mito enzymy [7]. Timto rozfazenim doposud vzniklo 112 rodin

glykosylhydrolas [8].

Hexosaminidasu lze najit ve vice rodinach glykosylhydrolas v zéavislosti na ptivodu
enzymu. Obecné lze Fici, Ze vétSina hexosaminidas nalezi do rodiny 20. Charakteristickym
strukturnim rysem této rodiny je pfitomnost (B, a)s- barelu, na jehoz C-termindlnim konci

se nachazi aktivni misto enzymu [8-9].

Pfi klonovani a sekvenovani B-N-acetylhexosaminidasy z vlaknité plisn¢ Aspergillus
oryzae se ukazalo, Ze se sklada ze signalniho peptidu, neobvykle velkého propeptidu (78
aminokyselin), Zincin-like domény a katalytické podjednotky nalezici k
glykosylhydrolasové rodiné 20 [10]. Také se jiz podatilo diky pocitatovému modelovani,
Ramanové spektroskopii a biochemickym studiim modelovat strukturu p-N-

acetylhexosaminidasy z Aspergillus oryzae (obr. 2 na str. 8) [5].



Obrazek 2

Molekularni model B-N-acetylhexosaminidasy z Aspergillus oryzae. Model ukazuje tvar
katalytické podjednotky z bo¢niho pohledu (A) a ze svrchniho pohledu (B) s aktivnim mistem na
C-terminalnim cele (B, o)s- barelu a usporddani téchto podjednotek v plné aktivnim N-
glykosylovaném dimeru (C). Velka prizpisobiva smycka (D: bo¢ni pohled,E: svrchni pohled,
zobrazeno v zluté barve€) zeleného monomeru je pouze okolo | nm nad aktivnimi misty zbytki

(Seda barva) cerveného monomeru. [5]

1.2 Rekonstituce enzymové aktivity a jeji zavislost na propeptidu

Propeptid vyskytujici se v plisiovych hexosaminidasach je, narozdil od lidské formy
vazané disulfidickymi mustky, vazan nekovalentnimi interakcemi na monomerni ¢i
dimerni katalytickou podjednotku [6,10]. V nedavné dobé byl popsan novy mechanismus,
ktery plisniové hexosaminidasy zapojuji pro regulaci své enzymové aktivity. Tento
mechanismus je zaloZen na formovani a sekreci dvou rozdilnych forem molekuly enzymu,
jedné pln€ aktivni a jedné s polovi¢ni aktivitou. Je zajimavé, Ze toto je naprosto odliSny
mechanismus regulace aktivity od mechanismu alosterickych enzymi. Bylo prokazano, ze
propeptidy u plisfiovych hexosaminidas udrzuji enzym aktivni, coz je €ini odliSné od
jinych vnitrobunéénych chaperoni. Jedinym ptikladem podobnych vlastnosti miize byt
propeptid lidské hexosaminidasy B. Zajimavosti také je, Ze ackoliv jsou propeptidy
plisiovych hexosaminidas vazany nekovalentn€, jejich spojeni s katalytickymi

podjednotkami je za fyziologickych podminek velmi stabilni po celou délku Zivota



molekuly enzymu. DulezZité je, Ze kromé velmi tésné vazby ke katalytické podjednotce je
propeptid nepostradatelny pro svou katalytickou funkci, jak ukazaly rekonstituéni

experimenty provedené u plisné Aspergillus oryzae .

Rekonstituéni experimenty, které byly doposud provedeny ukazaly, Ze propeptid -N-
acetylhexosaminidasy musi byt uvolnén ze zbytku polypropeptidu, aby byl schopny
ucastnit se enzymové aktivace. Toto chovani je jedinecné a probiha opa¢né nezZ u vétSiny
studovanych propeptidi tfidy I, které zprostiedkovavaji sbaleni polypeptidu, ke kterému
zustavaji kovalentné vazany. Toto je specificky mechanismus, ktery umoziuje plisiovym
burikdm regulovat koncentraci propeptidu nezéavisle na katalytické podjednotce. Jednou
hypotézou je, Ze regulaci koncentrace volného propeptidu buiika kontroluje mnozstvi a
aktivitu sekretované hexosaminidasy v zavislosti na svych metabolickych potfebach. Takto
popsany mechanismus regulace aktivity enzymu u B-N-acetylhexosaminidasy byl popsan
vibec poprvé nasSi laboratoii. Propeptid se ale kromé aktivace enzymu podili také na
s enzymovou dimerizaci a sekreci.

Nejb&zngjsim uspotadanim hexosaminidasy je forma s dvéma nekovalentné vazanymi
propeptidy na enzymovy dimer a ta se ukazala byt dominantni jak ve vnitrobunéénych tak i
mimobunéénych enzymech. Jakkoliv je kinetika pojeni propeptidu s katalytickou
podjednotkou rychlejsi nez formovani dimeru, tak se zda, Zze par dvou katalytickych
podjednotek s propeptidem dimerizuje o néco rychleji néz par sjednou katalytickou
podjednotkou.

Velmi zajimavy je podil propeptidu na sekreci hexosaminidasy. Vysledky pokust
ukazaly, ze molekuly hexosaminidasy neobsahujici propeptid nemohou byt sekretovany.
Molekuly hexosaminidasy, obsahujici dva propeptidy na jeden dimer katalytickych
podjednotek, jsou nejen vice enzymové aktivni nezZ druhy s polovi¢nim obsahem, ale jsou

také rychleji sekretovany [6].

1.3 Analyza glykosylace plisnovych hexosaminidas

Glykosylace je jedna z nejvyznamnéjSich posttranslaénich modifikaci, ke které dochazi
u fady proteint. Vysledkem glykosylace je tedy vznik glykoproteini. K samotnému
procesu dochazi v endoplasmatickém retikulu a Golgiho aparatu. Proces je uskutec¢riovan

pomoci vysoce specifickych enzymii — glykosyltransferas, které rozliSuji nejen substrat, ale
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i strukturu, na niZ méa byt substrat vazan. Substratem téchto enzymi jsou cukerné
nukleotidy. Sacharidy jsou k polypeptidovému fetézci kovalentné ptipojeny N-
glykosidovou vazbou pfes volnou amidovou skupinu asparaginu, nebo O-glykosidovou
vazbou na hydroxy skupinu threoninu ¢i serinu. Mezi b&éZné se vyskytujici se sacharidy
v glykoproteinech patfi: o-L-fukosa (Fuc), B-D-galaktosa (Gal), N-acetyl- [-D-
galaktosamin (GalNAc), N-acetyl- B-D-glukosamin (GIcNAc), a-D-mannosa i B-D-

mannosa (Man) a N-acetylneuraminova kyselina (Sia). [11]
U propeptidu i u katalytické podjednotky hexosaminidasy z Aspergillus oryzae bylo

ptedpovézeno nékolik mist glykosylace (obr. 3).

1 100 200 300 400 500 600

I propeptid m : Katalyncké doména ’ ’ A “_-
= AAAAAA

* Salvence signalniha peptidu ’ 1 O-glykosylace A N-glykosylace

Obrazek 3
Predpovézené strukturni domény hexosaminidasy a jejich glykosylace[10].

U hexosaminidas z Aspergillus oryzae a Penicillium oxalicum jiz byla glykosylace
detailné studovana. Analyza pomoci metody MALDI-MS, C-termindlni ¢asti propeptidu,
potvrdila substituci hexosami, coz ukazuje na moznost O-mannosylace. Pfi jiné analyze
byl zkouman oligosacharid ze separované katalytické podjednotky, pomoci HPAEC-PAD,
a-mannosidasového §tépeni a MALDI-MS, pficemz se ukazala ptitomnost N-glykant
vysoce mannosoveého typu pfipojenych ve vSech Sesti pfedpovézenych mistech glykosylace
[10].

Pfi jinych experimentech byl zkouman vliv deglykosylace enzymu za nativnich
podminek. P#i té€chto pokusech byly k deglykosylaci pouzity dvé metody, které jsou
zaloZeny na uziti bud’ N-glykanasy nebo endoglykosidasy H. Zakladnim vyplyvajicim
vysledkem bylo zjisténi, Ze deglykosylovany enzym zlstava Upln€¢ aktivni a vykazuje

kinetické parametry k nerozeznani od hodnot nativni hexosaminidasy (obr.4 na str. 11).
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Obrazek 4

Srovnani enzymovych parametr( nativni a deglykosylované hexosaminidasy [5].

Dalsim vysledkem pokusd s pouZitim $tépeni endoglykosidasou H byl poznatek, Ze
deglykosylace u hexosaminidasy ma pouze omezeny vliv na enzymovou aktivitu, ale
znatelné ovliviiuje enzymovou stabilitu pii kyselych hodnotach pH (obr.5). Tato role N-
glykosylace je v souhlasu s poznatkem, Ze enzym zcela deglykosylovany pomoci N-

glykanasy ma nizkou stabilitu a ma sklony precipitovat [5].
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”2 Nativni enzym
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Obrazek 5

Vliv deglykosylace hexosaminidasy na stabilitu pfi riiznych hodnotach pH [5].
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2 CILE PRACE

= Priprava expresniho vektoru pro rekombinantni produkci C-terminilniho
nonadekapeptidu hexosaminidasy a potvrzeni jeho spravnosti DNA

sekvenovanim

Pii tomto kroku bude tieba nalézt vhodny expresni systém pro produkci pozadovaného
peptidu a nasledovat bude snaha o jeho usp&sné pouziti. Uspéch se pak bude ovéfovat

pomoci DNA sekvenovani plasmidové DNA.

* Produkce a isolace fiizniho proteinu obsahujiciho ketosteroidisomerasu

nasledovanou produkovanym peptidem a C-terminalni histidinovou kotvou
Po uspésné pripravé expresniho vektoru by mela nasledovat produkce a isolace
fazniho proteinu. Bude tfeba najit co nejlepsi podminky pro co nejvyssi vytézek proteinu.
= stépeni fuzniho proteinu CNBr a isolace Cistého C-terminalniho peptidu
Expresni systém jako vysledek poskytuje pozadovany peptid ve formé fuzniho
proteinu. Z fizniho proteinu bude tfeba pomoci afinitni chromatografie odstranit
histidinovou kotvu a pomoci §tépeni CNBr odstranit KSI.

= Rekonstitu¢ni experimenty s hexosaminidasou z plisné Penicillium. oxalicum

Na zavér budou provedeny rekonstituéni experimenty, které budou zkoumat aktivitu
hexosaminidasy v zavislosti na pfitomnosti rizné modifikovanych fragmentech
propeptidu, které byly bé&hem prace ptipraveny. V tomto kroku bude téz pouzit N-

terminalni fragment propeptidu hexosaminidasy poskytnuty kolegyni Hanou Mikyskovou.
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3 MATERIALY A METODY

3.1 Seznam pouzitych materialt

3.1.1 Chemikalie
4-nitrofenyl-p-D-GIcNAc

acetonitril

agar
agarosa

akrylamid

ampicilin

ATP

bromfenolova modt

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

Lachema, CR

Merck, SRN

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



= kyselina mravenci

= kyselina octova

* manganistan draselny
" mannosa

= methanol

* mocovina

= Ni-NTA Sepharosa

" pepton

= peroxodisiran amonny
= polyethylenglykol 8000
= SDS

= TEMED

= tetracyklin

= trifluorocotva kyselina
* Tris

= uhlicitan sodny

= 10 x koncentrovany liga¢ni pufr

Lachema, CR
Lachema, CR
Lachema, CR
Lachema, CR
Lachema, CR
Sigma ,USA
Qiagen, Némecko
Imunapharm, SR
Sigma, USA
Sigma, USA
Serva, Némecko
Serva, Némecko
Léciva, CR
Lachema, CR
Serva, Némecko

Lachema, CR

New England Biolabs, USA

3.1.2 Komplementarni oligonukleotidy

5’-TGGGTGCCGGCGGCGATTGAAGCGCCGATTCCGTGCTTTCGTCCGTTTCCGTTTCCGATG-3"

14

5'-CGGAAACGGAAACGGACGAAAGCACGGATTCGGCGCTTCAATCGCCGCCGGCACCCACAT-3’

Tyto dva komplementarni oligonukleotidy byly vyrobeny na zakdzku firmou Generi

Biotech v Hradci Kralovém.

3.1.3 Enzymy
= alkalicka fosfatasa
= ribonukleasa A
= restrikéni endonukleasa Xba I

= restrikéni endonukleasa Xho I

Sigma, USA
Sigma, USA

New England Biolabs, USA
New England Biolabs, USA



restriktasa AwINI New England Biolabs, USA
T4 DNA ligasa Fermentas, Litva

3.1.4 Bakterialni kmeny
kompetentni buiiky Escherichia coli NovaBlue Novagen, USA
produkéni builky Escherichia coli BL-21 Stratagene, USA
(DE3) Gold

3.1.5 Vektory
pET 31b Novagen, USA

3.1.6 Roztoky a pufry
LB médium
1% pepton; 0,5% kvasni¢ného autolyzatu; 1% NaCl; ddH,O
Agarosovy gel 1%
0,5 g agarosy , 50 ml TAE pufru, 2 pl ethidiumbromidu
LB agar
15 g agaru na 1000 ml LB média
TE pufr
10 mM Tris (pH 7,5 ); 0,5 mM EDTA
TAE pufr
40 mM Tris; 20 mM CH3;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:

15

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

10% glycerol
Sodnocitratovy pufr 50 mM, pH 5,0
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3.2 Seznam pouzitych pristroja
automatické pipety
automaticky DNA sekvenator ABI Prism 3100
bakteridlni ttepacka na Erlenmayerovy barky
bakterialni orbitalni tfepacka Bigger Bill
centrifuga J2-2I
centrifuga J-6M
centrifuga stolni Spectrofuge 16M
dialyzac¢ni stfeva

hmotnostni spektrometr Biflex III
Hmotnostni spektrometr Biflex II1
chladnicka

chladnicka

kolona Vydac C-18

kolona Vydac C-4

pH metr

proteinovy sekvenator Procise
ptedvazkové vahy HF — 1200 G

rotac¢ni vakuova odparka Jouan RC 1010

souprava pro elektroforesu

souprava Sequelon AA
spektrofotometr SAFIRE?

spektrofotometr SPEKTROMOM 195D
sterilni box
suSarna

ultrazvukova sonda Ultrasonic Homogenizer
4710

vafié

Gilson, USA

Applied Biosystems, USA
Gallenkamp Ltd., UK
Thermolyne, USA

Beckman Coulter, USA
Beckman Coulter, USA
Edison, USA

Spectrum Laboratories, USA

Bruker (SRN)

Bruker, SRN
Whirpool, USA

Skandiluxe, Dansko

Grace Vydac, USA
Grace Vydac, USA
Beckman, Némecko
Applera (USA)
AND, USA
Trigon-plus, CR

Sigma, USA

Millipore, USA
Tecan-Schoeller Instruments,
Rakousko

MOM, Mad’arsko

Jouan, Francie

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

Eta, CR
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" vortexovy mixér VELP Scientifica, Italie
* zdroj deionizované vody Milli Q Millipore, USA
= zdroj napéti EPS 500/400 Pharmacia, USA

3.3 Priprava insertu pomoci vzajemné hybridizace dvou

oligonukleotidu

Na zédklad¢ pozadované aminokyselinové sekvence byly navrzeny dlouhé
oligonukleotidy, a to na zaklad¢€ tabulky pouziti kodont bakterii Escherichia coli, ktera je
dostupna na internetu. PoZadovana byla konzervovana sekvence C-termindlniho fragmentu
propeptidu hexosaminidasy z Penicillium oxalicum CCF3438 nesouciho misto O-
glykosylace na zbytku Sergs. Tento serin byl v exprimované sekvenci nahrazen cysteinem
umoziyjicim naslednou glykosylaci in vitro. Aminokyselinovd sekvence tedy byla
WVPAAIEAPIPCFRPFPFP, odpovidajici sekvence na kodujicim vlakné byla 5°-
TGGGTGCCGGCGGCGATTGAAGCGCCGATTCCGTGCTTTCGTCCGTTTCCGTTT
CCGATG-3" a sekvence na komplementarnim vlakné byla 5'-CGGAAACGGAAAC-
GGACGAAAGCACGGATTCGGCGCTTCAATCGCCGCCGGCACCCACAT-3".

Oligonukleotidy byly pfipraveny na zdkladé zakazkové syntézy firmou Generi Biotech
v Hradci Kralové. Dodané oligonukleotidy ve formé suchého odparku byly nejprve
rozpustény ve sterilni vod¢ dle instrukce dodané vyrobcem, a to na koncentraci 0,1 mM.
Takto ptipravené roztoky obou nukleotidi byly poté stonasobné fedény a 5 pl natedénych
roztokd obou nukleotidid bylo smichano, zahtato na teplotu 95°C ve vodni lazni a smés

byla pomalu ochlazena azZ na laboratorni teplotu, a kratce centrifugovana.

3.4 Ligace insertu do vektoru, a transformace DNA do amplifikacnich
bakterii

8 pl smési oligonukleotidii popsané v piedchozi kapitole bylo pouZzito ve standardni
ligaéni reakci [12] obsahujici dale 1ul (0,1 pg) vektoru pET-31b linearizovaného
restriktasou AWIN I a opracovaného alkalickou fosfatasou, 1 pul 10 x koncentrovaného
liga¢niho pufru s ATP, a 1 ul (1 Weissovu jednotku) T4 DNA ligasy (Fermentas, Litva).
Ligace probihala pfi laboratorni teploté 2 hodiny, a poté byla veskera ligaéni smés pfidana

ke 100 pul kompetentnich bunék Escherichia coli NovaBlue (Novagen, USA). Po inkubaci
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na ledu trvajici asi 20 minut byla zkumavka zahtata 1 min na 42°C (teplotni $ok), znovu
ochlazena na ledu, a poté bylo pfidano 400 pl média LB, a zkumavka byla inkubovana pfi
37 °C nejméné 30 min, aby mohly transformované bakterie zacit projevovat odolnost vii¢i
ampicilinu. Po 30 minutdch byla smés rozetfena na misky s LB agarem obsahujici
ampicilin (150 pg/ml) a tetracyklin (5 pg/ml) a misky byly inkubovany dnem vzhiru

v bakterialnim inkubatoru pfes noc.

3.5 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 hodin. S 0,8 ml této kultury
byla provedena minipreparacni piiprava plasmidové DNA metodou tzv. ,,Easyprepu” podle
publikované metody [13]. Ziska se cca 30 pl plasmidové DNA, z niZ 9 ul bylo pouZito na
restrikéni §tépeni pomoci restrikénich endonukleas Xba I a Xho I v 10 pl $tépici reakci za
standardnich podminek. Restrikéni Stépeni probihalo 1 h pti 37 °C a bylo ukonéeno
pfidanim 3 pl vzorkového pufru pro agarosovou gelovou elektroforesu. Vysledek

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

3.6 Priprava cisté plasmidové DNA metodou ,,Maxiprep*

Byl pouzit standardni protokol pro ptipravu velkych mnozstvi plasmidové DNA [12]
v modifikaci publikované ve firemnim manualu firmy Promega [14], a to v niZe uvedené
modifikaci. 2 ml kapalné kultury bylo zao¢kovano 200 ml média LB a ampicilinem, a
kultura byla tfepana v 1 1 Erlenmayerovych baiikach v bakterialni tfepacce ptes noc. Rano
byla stacionarni kultura stocena ve 250 ml kyvetdch pfi 2000 x g 20 minut pti 4°C.
Médium bylo vyhozeno, usazené bakterie byly resuspendovany ve 20 ml roztoku
s glukosou [12] a pfeneseny do 30 ml centrifugacnich kyvet. Nasledovala alkalicka lyza a
extrakce plasmidové DNA podle publikovaného standardniho protokolu [12]. Smeés
srazené RNA a plasmidové DNA byla $tépena ribonukleasou A a plasmidovda DNA
selektivné sraZzena pomoci polyethylenglykolu 8000 [14]. Takto ziskana plasmidova DNA

byla rozpusténa v roztoku TE [12], extrahovéana fenolem a chloroformem, precipitovana
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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 plasmida byly

zmrazeny a uchovavany pro dal$i pouziti pii -20°C.

3.7 DNA sekvenovani

Po identifikaci pozitivnich klonG obsahujicich EcoRI insert spravné délky (viz.
kapitola 3.5) byly bakteridlni burniky Escherichia coli kmene NovaBlue transformované
ptislusnym plasmidem rozetfeny na Cerstvou misku obsahujici médium LB s ampicilinem
(150 pg/ml), a miska byla inkubovana ptes noc pii 37°C. Druhy den byla miska
s narostlymi koloniemi pfeddna do DNA sekvenaéni laboratore MBU AV CR v.v.i. dr.
Jurgenu Felsbergovi, ktery zajistil pfipravu plasmidové DNA s pouzitim purifikaéniho kitu
firmy Genomed, a dale DNA sekvenovani inserti v obou smérech zahajené z mist
specifickych primert obsazenych v klonovacim vektoru, M13 piimého a M13 zpétného
primeru. K vlastnimu sekvenovani byla pouzita Sangerova dideoxynukleotidova metoda
v provedeni vhodném pro automaticky DNA sekvenétor firmy Applied Biosystems ABI
Prism 3100. Vysledky sekvenovani byly zaslany ve formé uplnych chromatogramu
(soubory .abl), k jejichz vyhodnoceni byl vyuzZit volné¢ dostupny program Chromas verze

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

3.8 Produkce fuzniho proteinu

Pro produkci fuzniho proteinu ketosteroidisomerasa — Met — propeptid — Met —
histidinova kotva byl sekvenovany plasmid transformovan do produkéniho bakteridlniho
kmene Escherichia coli BL-21 (DE3) Gold, pozitivni transformanty byly opét selektovany
na misce s médiem LB agar, ampicilinem a tetracyklinem. Kolonie byly poté o€kovéany do
100 ml kapalného média stejného sloZeni a byla ptipravena startovni kultura inkubaci ptes
noc pii 37°C. 4 ml této stacionarni kultury bylo poté ofkovano do 400 ml média LB
s ampicilinem a tetracyklinem ve dvou 2 | Erlenmayerovych baiikach. Kultury byly
titepany v orbitalni bakterialni tfepa¢ce 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
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induktoru. Poté byla kultura tfepana jesté 4 hodiny, pficemz bakterie vétSinou dorostly do
optické hustoty asi 2,0 pii 550 nm. Bakterie byly centrifugovany v centrifuze Beckman J-
6M pii 2000 x g asi 30 minut. Fazni protein byl poté pfipraven podle publikovaného
postupu [15,16] za denaturujicich podminek na sloupci Ni-NTA Sepharosy (Qiagen).
I[solovany protein byl intenzivné dialyzovan proti 2 1 destilované vody po doby 4 x 8 hodin,

sraZenina proteinu byla centrifugovana a poté suSena pod vakuem.

3.9 Stépeni fuzniho proteinu a isolace cilového peptidu

Tato Cast prace byla provedena podle dostupné literatury [15,16]. 100 mg suchého
fazniho proteinu bylo rozpusténo v 950 pl 70 % kyseliny mravenci a poté byl ptidan
stonasobny molarni nadbytek CNBr rozpustény v 50 pl acetonitrilu. Reakéni smés byla
umisténa do temna a reakce probihala 24 hodin pfi laboratorni teploté. Poté byla reakéni
smés odparena na rotaéni vakuové odparce a odpafeny CNBr zachyceny ve vymrazovacce
byl likvidovan pomoci nasyceného roztoku KMnQOj,. Odpafena reakéni smés byla opét
rozpu$téna v 70 % kyseliné mravenéi a poté ptimo nastfikovana do semipreparativni
kolony Vydac C-4 o rozmérech 10 x 250 mm ekvilibrovanou smési 80 % vody a 20 %
acetonitrilu obsahujici 0,1 % TFA. Latky byly separovany pomoci ptilhodinového
linearniho gradientu do 5 % vody a 95 % acetonitrilu v ptitomnosti 0,1 % TFA pti eluéni
rychlosti 2 ml/min. Eluce byla monitorovana pomoci pritokového absorbanéniho detektoru
pti 280 nm. Béhem gradientové eluce doslo k vymyti t¥i frakei 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.

3.10 Potvrzeni primarni struktury cilového peptidu C-terminalnim

sekvenovanim a hmotnostni spektrometrii

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

(Millipore).
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3.11 Glykosylace peptidu in vitro

Glykosylace peptidi in vitro byla provadéna podle publikované metody [17]
s pouzitim iodoacetamidovych derivatl obsahujicich B-glykosidicky vazany N-acetyl-D-
glukosamin nebo a-glykosidicky vézanou D-mannosu. Po skoneni reakce, ktera se
provadi v silné denaturujicim prosttedi, byla celd reakéni smés nanesena na kolonu Vydac
C-18 za podminek uvedenych v kapitole 3.8. Za téchto podminek byl peptid glykosylovany
pomoci GIcNAc eluovany asi v 15. minuté, peptid glykosylovany mannosou dokonce jiZ
ve 13. minuté, zatimco nezreagovany peptid asi v 17. minuté. Pribéh glykosylace byl téz

potvrzen pomoci analytickych technik popsanych v kapitole 3.9

3.12 Rekonstitucni experimenty

Do mikrotitra¢ni desti¢ky s jamkami s kulatym dnem bylo pipetovano 30 pl S0 mM
sodno citratového pufru pH 5,0; 10 pl 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 vSech komponent byla desti¢ka inkubovana 1
hodinu pti 4°C v lednici, poté bylo pfeneseno vSech 50 pl smési do jamek mikrotitraéni
destiCky s plochym dnem a pfidano 50 pl chladného (4°C) substratového roztoku
obsahujiciho 5 mM 4-nitrofenyl-B-D-GlcNAc v 50 mM sodno citratovém pufru pH 5,0.
Destic¢ku byla umisténa do suSarny vyhiaté na 30 °C a nasledovala inkubace pii této teploté
piesné¢ 30 minut. Poté byla deska vynddna a veSkeré reakce byly okamzit¢ zastaveny
ptidavkem 100 pl 2 M roztoku Na,COj; Byly zméteny hodnoty absorbance pifi 400 nm a
aktivita v jednotlivych experimentech byla vyjadiena jako procento aktivity v kontrolnich

jamkéach obsahujici nativni propeptid hexosaminidasy.
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4 VYSLEDKY

4.1 Priprava expresniho vektoru

Pro bakteridlni expresi peptidi a menSich proteini do celkové délky cca 100
aminokyselin doporucuje firma NovaGen, jeden zhlavnich dodavateli bakteridlnich
expresnich systémi, pouzit expresni systém zaloZeny na vektoru pET31b. Strategie

experimentu je uvedena na obrazku 6 prevzatém z firemni literatury.
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Obrazek 6

Strategie produkce kratkych peptidovych sekvenci s pouzitim expresniho vektoru pET31b

linearizovaného restrikéni endonukleasou AlwN 1.

Rozstépenim produkéniho vektoru restrikéni endonukleasou A/wN I dojde k linearizaci
plasmidové DNA za soucasné tvorby jednovlaknového piekryvu ATG, ktery kdéduje
aminokyselinu methionin umisténou ve spravném ¢tecim ramci za genem pro enzym
ketosteroidisomerasu (hojné produkovany bakterialni protein). Tento enzym obsahuje ve
své pfirozené podobé interni methioninové zbytky, tyto vSak byly jiz u genu pouzitého

v daném expresnim vektoru mutovany na jiné aminokyselinové zbytky (vétSinou chemicky
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blizce ptibuzny isoleucin) [18]. Cilovy produkovany peptid je do linearizovaného vektoru
vétSinou zanesen jako DNA insert obsahujici poZadovanou sekvenci aminokyselin
ohrani¢enou na obou koncich téZ ATG methioninovym kodonem. Takovym postupem se
ptipravi souvisly DNA fragment, vnémz sekvence kddujici ketosteroidisomerasu je
nasledovana jednou nebo né€kolika sekvencemi produkovaného peptidu oddélenymi
vzdjemné na obou strandch methioninovym zbytkem a dale C-terminalni histidinovou

kotvou nezbytnou pro isolaci fizniho proteinu.

Prvnim krokem pro ziskani expresniho vektoru, produkujiciho C-terminalni
nonadekapeptid plisiiové hexosaminidasy Penicillium oxalicum CCF 3438, je navrh a
syntéza obou oligonukleotidi. Pfi jeho navrhu pro pieklad aminokyselinové sekvence do
nukleotidové sekvence byla pouZita statisticka tabulka ¢etnosti vyskytu kodoni u bakterie
Escherichia coli, pti¢emz pro kddovani konkrétnich aminokyselin byl pouzit vzdy pouze
nejcastéji se vyskytujici kodon. K devatenacti C-koncovym aminokyselindm propeptidu
byly jesté pfidany oba methioninové zbytky, pfiéemz jednonukleotidova extenze byla

ptidana na 3’ konec.

4.2 Ligace, transformace, selekce transformantu, pfiprava plasmidu a

sekvenovani

Oba navrzené oligonukleotidy, jeden pro kodujici a jeden pro komplementarni DNA
vlakno, byly syntetizovany zakazkové a hybridizovany na sebe za standardnich podminek,
a poté ligovany do expresniho vektoru pET31b otevieného AIWN I restriktasou. Byl pouzit
desetindsobny molarni nadbytek insertu oproti vektoru a mnozstvi vektoru cca 100 ng bylo
zvoleno, aby bylo ziskdno dostateéné mnozstvi transformovanych bakteridlnich kolonii.
Titi kolonie byly podrobeny restrikéni analyze s pouzitim restrikénich endonukleas Xba I a
Xho I, zdsahova mista pro tyto enzymy se nachazeji po obou stranach AlwN I mista (obr. 6
na str. 22). Pokud tedy byl oligonukleotidovy fragment o délce cca 60 pb opravdu do
tohoto mista ligovan, musi dojit k prodlouzeni délky Xba I / Xho I restrikéniho fragmentu
o tuto velikost, coZ by mélo byt na gelu dobife pozorovatelné ve srovnani s kontrolnim
Stépenim samotného vektoru. Vysledek na obrazku 7 na str. 24 ukazuje, Ze v daném

ptipadé byl uspésny klon ¢islo 11.
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7 8

5 6

Obrazek 7
Vysledek restrikéniho Stépeni plasmidové DNA isolované ze tfi bakteridlnich kolonii
transformovanych ligaéni smési. V draze 5 je uvedeno kontrolni §tépeni samotného vektoru,

v draze 11 Gspé&sny klon (oznaceny cervenym rameckem), v drahach 10 a 12 klony nedspésné.

Bakterialni kultura obsahujici Uspé$né nakombinovany klon byla namnozena ve
200 ml kapalného média a pouZita pro pfipravu plasmidové DNA ve vétSim mnozZstvi.
Tento plasmid byl oznacen jako pCTERM a bylo ho ziskdno asi 100 pg. Plasmid byl
sekvenovan v DNA sekvenaéni laboratofi na MBU AV CR v.v.i. vedené dr. Jurgenem
Felsbergem. Vysledek této sekvenace je uveden v pfiloze A ve formé originalniho
elektroforeogramu, jehoZ zobrazeni je kritické pro posouzeni kvality ziskané sekvence.
Z obrazku je patrné, ze na pocatku ziskané sekvence se vyskytly urcité technické
problémy, je nicméné dobie Citelné (v pozici 95) restrikéni misto pro enzym Nde I, které
aminokyselin nosiové ketosteroidisomerasy, tato sekvence je ukoncend dalSim
methioninem definovanym ATG v poloze 475 (znazornéno Carou pies chromatogram).
Poté nasleduje sekvence 19 pozadovanych aminokyselin ukonc¢ena opét methioninem, cely
usek je tedy 60 nukleotidi dlouhy. Na uplném konci sekvence se nalézé histidinova kotva
— jedna se o sekvenci 6 histidinovych zbytkii CAC-CAC-CAC-CAC-CAC-CAC
nasledovana stop kodonem (TGA), vtomto mist¢ sekvence produkovaného fuzniho
proteinu kon¢i. DNA sekvenovani tedy ukézalo, ze se tak podatilo uspésné vlozit DNA
insert kddujici fizni protein se strukturou ketosteroidisomerasa — Met — C -terminalni Gsek

propeptidu — Met —histidinova kotva.
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4.3 Priprava fuzniho proteinu, jeho Stépeni a isolace cilového peptidu

Sekvenovany produkéni plasmid pCTERM byl transformovan do produkéniho
bakterialntho kmene Escherichia coli BL-21 (DE3) Gold (Stratagene), a byl proveden

induk¢ni pokus, jehoz vysledek je znazornén na obrazku 8.

Obrazek 8
Pokusna indukce produkce proteinu 1mM IPTG ve dvou bakteridlnich klonech. Drahy ¢&islo
7 a 9 obsahuji indukované bakterie rozvarené ve vzorkovém pufru, drahy &islo 6 a 8 potom

neindukované kontroly.

V drahéch ¢islo 7 a 9 jsou pozorovatelné proteiny indukované ptidanim 1mM IPTG,
velikost téchto proteinii (cca 16 kDa) odpovida vlastni ketosteroidisomerase (12 kDa)
zvétSené o velikost produkovaného peptidu a histidinové kotvy. Klon ¢&islo 2 ve draze 9
(oznacen Cernym rameckem v obrazku 8) byl poté vybran pro velkobjemovou produkci
proteinu. Purifikace proteinu z bakterii byla provadéna za denaturujicich podminek afinitni
chromatografii na nosi¢i s imobilizovanym niklem, Ni-NTA agarosou. Takto pfipraveny
protein byl poté dialyzovan proti n€kolika vyménam destilované vody, pfi¢emz doslo
k jeho vysraZeni. Srazené proteinové residuum bylo $tépeno CNBr, ktery $tépi polypeptid
za aminokyselinou methioninem - oddéli tedy ve fiznim proteinu vedouci
ketosteroidisomerasu od produkovaného peptidu a od histidinové kotvy. Jednotlivé
komponenty byly poté separovany chromatografii na obracené fazi a byl ziskan propeptid

vysoké Cistoty, jak bylo prokazano hmotnostni spektrometrii (Obr.9 na str. 27).
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4.4 In vitro glykosylace na cysteinovém zbytku

Pro potieby projektu sledujiciho vliv glykosylace propeptidu na jeho aktivitu
v rekonstituénich  experimentech bylo tfeba C-termindlni fragment propeptidu
glykosylovat, k ¢emuz lze vyhodné vyuZit publikovaného protokolu pro vazby sacharidu
na reaktivni —SH skupiné cysteinu s vyuZitim jodoacetamidovych derivati jednotlivych
sacharidd. Tyto derivaty byly syntetizovany ing. Karlem Kienkem v Laboratofi
biotransformaci MBU AV CR v.v.i., a reakce s nimi byla provedena na zakladé
publikovaného protokolu. Navazani cukernych zbytkd na propeptid zplisobi zvyraznéni
jeho hydrofilniho charakteru, v disledku ¢ehoZz jsou sacharidové derivéty eluovany diive
pfi chromatografii na obracené fazi. V tomto ptipadé pouziti chromatografického systému
se nemodifikovany peptid eluoval v 17. minuté, zatimco peptid glykosylovany pomoci
GlcNAc asi v 15. minuté, a peptid glykosylovany mannosou dokonce jiz ve 13. minuté.
S pouzitim daného chromatografického systému bylo tedy mozné glykosylované peptidy
dokonale separovat od nemodifikovanych a ziskat je ve vysoké Cistoté (obr. 9 na str. 27).
Pro potvrzeni toho, Ze sacharid je opravdu umistény na cysteinovém zbytku, bylo pouzito
nékolik dalSich analyz, véetné¢ fragmentarni hmotnostni spektrometrie a analyzy
v proteinovém sekvenatoru. Ob€ vySe uvedené techniky spoleéné s hmotnostné
spektrometrickou analyzou MALDI potvrdily, Ze jedinym mistem vazby sacharidu na

nonadekapeptid je cystein v pozici 12.
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cystein vazany GIlcNAc (B) a mannosu (C).
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4.5 Seznam latek pouzitych pro rekonstituce enzymové aktivity

Seznam vSech latek pouzitych pro rekonstituci enzymové aktivity je uvedeny v tabulce
1 na str. 29. Experiment byl provadén ve spolupraci s kolegyni Hanou Mikyskovou, s ni
byly téz sdileny né&které pouzité latky. Vybér latek byl proveden na zakladé
ptedchazejicich rekonstituénich experimentti [6,10]. Jako negativni kontrola byl vzat
pouzity citratovy pufr, jako pozitivni kontrola pak piirozeny propeptid isolovany ze
stejného zdroje jako katalytickd podjednotka. Neglykosylovany propeptid produkovany
bakterii Escherichia coli byl t€Z pouzit jako negativni kontrola, protoZe neglykosylovany
propeptid miva v rekonstitu¢nich experimentech velmi nizkou aktivitu. Dale se zkousSela
rekonstituce aktivity hexosaminidasy rtiznymi fragmenty propeptidu, at’ jiZ generovanymi
nahodné (po Stépeni enzymem trypsinem (vzorek 18), nebo na zéklade€ vice systematického
pfistupu, pfi némz byly pouzity evoluéné konzervované N-termindlni a C-termindlni
propeptidové fragmenty (Ptiloha B) o délce 19 aminokyselin. Tyto fragmenty byly téz
pouzity bud’ v neglykosylované podobé, nebo v podobé reflektujici jejich pfirozenou

glykosylaci (Ptiloha B).
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Tabulka 1. Popis latek pouzivanych v rekonstituénich experimentech s plisiiovou

hexosaminidasou z Penicillium oxalicum CCF3438.

Cislo vzorku  Chemické slozeni Plvod a analyza

1 Citratovy pufr (negativni kontrola)

2 Nativni propeptid z Penicillium oxalicum CCF3438 Isolace [6]

3 Neglykosylovany propeptid z Escherichia coli M. Vysoka [19]

4 N-terminalni neglykosylovany fragment H.Mikyskova [20]
5 C-terminalni neglykosylovany fragment Tato prace

6 Ekvimolarni smés neglykosylovaného N-

terminalniho a neglykosylovaného C-terminalniho

fragmentu
7 N-terminalni fragment + GIcNAc H.Mikyskova [20]
8 C-terminalni fragment + Man Tato prace
9 N-terminalni fragment + Man H.Mikyskova [20]
10 C-terminalni fragment + GIcNAc Tato prace
11 Ekvimolarni smé&s N-term.GlcNAc + C-term.Man
12 Ekvimoléarni smés N-term.Man + C-term.GIcNAc
13 Ekvimolarni smés N-term.Man + C-term.Man
14 Ekvimolarni smés N-term.GIcNAc + C-term.GIcNAc
15 N-terminalni peptid, mutant Asn;;->Tyr, Xaia, Svédsko
16 C-terminalni peptid, mutant Serxxx->Tyr Xaia, Svédsko
17 N-terminalni Tyr mut. + C-terminalni Tyr mut.
18 Tryptické sté€py nativniho propeptidu, vzorek 2 K. Bezouska [21]

4.6 Rekonstituce enzymové aktivity

Vysledky rekonstituénich aktivit jsou uvedeny na obrazku 10 na str. 30. Bez
pfitomnosti propeptidu k rekonstituci enzymové aktivity nedochazi a naopak v ptitomnosti
pfirozené formy propeptidu doslo k velmi u¢inné rekonstituci (vzorek 2) v souladu
s literaturou [6,10]. Tato droveri rekonstituované enzymové aktivity byla proto vzata jako
100 % rekonstituce, a na ni byly vztahovany ostatni vysledky. Celkové je mozno shrnout,
Ze rekonstituce enzymové aktivity fragmenty propeptidi jsou pomérné malo ucinné. Na

druhou stranu je zajimavé, Ze pfesto i po zruSeni celistvosti propeptidu k ur€itému
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obnoveni enzymové aktivity dochazelo, a to vyluéné v pfitomnosti smési obsahujicich jak
N-terminalni tak i C-termindlni glykosylované fragmenty (vzorky 11 a 13), nebo
fragmenty, u nichZ byla glykosylace v poloze 11 nahrazena tyrosylovymi zbytky. Naopak

u smési neglykosylovanych fragmentt k rekonstituci aktivity nedochazelo (vzorek 6).
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Obrazek 10
Rekonstituéni aktivity pouzitych latek sledované v hexosaminidasovém rekonstituCnim
systému. Uroveii rekonstituce dosahovana pomoci pfirozeného propeptidu je vzata jako 100 %, a

na ni jsou potom vztahovany ostatni experimenty. Oznaceni vzorki obsahuje tabulka 1 na str. 29
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5 DISKUSE

Propeptid plisiiové hexosaminidasy je jedine¢nou strukturni doménou typickou pravé
pro tento enzym. Je to struktura, které je v celkové architektufe enzymu nepostradatelnou,
jelikoz, jak potvrzuji pfedchozi studie, je ptitomnost propeptidu nezbytna pro spravnou a
uplnou funkci enzymu. Studie hovofici jak o propeptidu hexosaminidasy tak o
hexosaminidase byly uskutednény v Laboratofi architektury proteini v MBU AV CR v.v.i.
a dalsi studie i nadale probihaji. Pravé pro dalsi studie je tfeba dostatek vhodného

materidlu. K tomu prave piispiva i ma préce, jejimz vysledkem takovy material je.

Pro ptipravu C — terminalniho fragmentu propeptidu hexosaminidasy byl vybran
expresni systém pET 31-b, ktery je vhodny pro pfipravu peptidii a mensich proteini do
celkové délky asi 100 aminokyselin, pficemZ pozadovany fragment mél délku 19
aminokyselin. Tento vybér se béhem experimentu ukazal jako vhodny, jelikoz pribéh
prace s vektorem byl bez vétSich problémi, navic firma Novagen poskytuje i presny
protokol a vhodné dopliiky pro praci s timto vektorem. V tomto expresnim systému byl
puvodni gen pro nosiCovy enzym mutovany, aby zn¢€j byly eliminovany pfirozené
methioninové zbytky, a nedochazelo k tvorbé velkého mnozstvi obtizné separovatelnych

produkta [18].

Ligace do vektoru probéhla bez vétSich problémi. Burky transformované vektorem
s uspé$né zaligovanym insertem se zdafilo vybrat pomoci restrikéni analyzy, které byly
podrobeny tii klony narostlych kolonii bakterii transformovanych ligacni smési. Po
vyhodnoceni restrikéni analyzy byl ze tii klont jeden Gspé$ny. Tento Gspé$ny klon byl o
60 pb vétsi nez klony neuspésné, tedy obsahoval zaligovanou sekvenci pozadovaného
nonadekapeptidu. Kolonie bakterii s uspéSnym klonem pak byla vybrana jako vhodna
k produkci véts§iho mnozstvi plasmidové DNA. Celkové pak bylo dosaZzeno pozadovaného
vysledku, timto vysledkem byla spravna aminokyselinova sekvence odpovidajici
pozadované sekvenci C-terminalniho fragmentu propeptidu. Tento vysledek byl ovéfen

pomoci automatického DNA sekvenovani

Krok samotné produkce fragmentu propeptidu byl indukovan pomoci IPTG.
Nastartovani produkce v expresnich hostitelskych burikdch bylo ovéfovano pomoci
indukéniho pokusu, kdy byly dvé kultury bakterii indukovany pfidanim IPTG a byly
srovnavany s dvéma neindukovanymi kulturami bakterii. Ovéfeni, zda skute¢né doslo

k indukci exprese fizniho proteinu, probéhlo pomoci SDS elektroforesy, kde by podle
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teorie mel byt patrny rozdil ve velikosti bakteridlnich proteinti. Indukované kultury bakterii
by mély obsahovat proteiny o 16 kDa vétsi, tento rozdil pravé odpovida velikosti
pozadovaného fuzniho proteinu. Tento pokus, jak dokazuji vysledky, dopadl podle
ocekavani.

Dosavadni studie moZnosti glykosylace propeptidu hexosaminidasy z Penicillia
oxalicum predpovédély 2 mozna mista glykosylace, a to jedno pro N-glykosylaci (GIcNAc)
a druhé pro O-glykosylaci obsahujici mannosu.. Pro potiebu provadénych rekonstituénich
pokust byla provedena glykosylace in vitro a to se dvéma riznymi cukernymi zbytky —
GIcNAc a mannosou. Vysledkem vazby cukernych zbytkd na propeptid je zvyraznéni
hydrofilniho charakteru propeptidu, coz pfi chromatografii na obracené fazi znamenalo
velmi dobrou separaci, a vysokou Cistotu jednotlivych odlisn€ modifikovanych fragmentt
propeptidu a neglykosylovaného fragmentu propeptidu. Spravné a ocfekavané misto

glykosylace bylo uspésné oveéfeno pomoci n€kolika analytickych technik.

V samotnych rekonstitu¢nich pokusech byla pouzita Siroka Skala latek, kterd poskytla
mnoho rekonstituénich variant. V téchto rdznych variantdich se vyskytly: Nativni
propeptid, neglykosylovany propeptid, C- terminalni a N - termindlni fragmenty ve tfech
formach — glykosylované GIlcNAc, glykosylované mannosou a neglykosylované, a rtizné

nahodné fragmenty propeptidu.

Vysledky ukazaly, Ze ptitomnost propeptidu je nezbytnd pro enzymovou aktivitu
hexosaminidasy, coZ pouze potvrzuje poznatky z literatury [6,10]. Celkova uspéSnost

jednotlivych rekonstituci nebyla pfili§ vysoka, ale pfinesla nové zajimavé poznatky.

Zajimavé je, Ze pro enzymovou aktivitu enzymu neni nutné, aby byl propeptid
celistvy. Pro uspésnou rekonstituci enzymové aktivity postacuje pfitomnost pouze C-
terminalniho a N-termindlniho fragmentu, ovSem nezbytnou podminkou je bud’ jejich
glykosylace, nebo muzZe byt glykosylace nahrazena navazanim tyrosylovych zbytkd.
Nejvyssi uspéSnosti rekonstituce pak bylo dosazeno, kdyz byly oba fragmenty
glykosylovany takovym zpusobem, jak je tomu u nativnich enzymd. Ale ukézalo se také,
Ze varianta glykosylace jednotlivych fragmentu, jako je tomu u nativni formy enzymu neni
jedinou, kterd zaruCuje enzymovou aktivitu, protoze k usp&$né rekonstituci doslo i
v ptipadé, kdy byly oba fragmenty glykosylovany mannosou. BohuZel vSak pfi této

rekonstituci nebylo dosazeno takové Gspésnosti jako u prvné zminéné varianty.
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Jak bylo vySe zminéno, pro enzymovou aktivitu hexosaminidasy neni nutna
celistvost propeptidu, ale je nutné doplnit podminku, Ze nestaci, aby byly pfitomny pouze
nahodné generované fragmenty propeptidu, jak dokazuji provedené experimenty. Ale musi
se tedy jednat o zcela konkrétni fragmenty, odpovidajici pravdépodobné strukturné

uspofadanym doménam propeptidu.
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6 Zaver

V této préci se uspeSn€ podafilo pouzit vhodny expresni systém, pti¢emz vysledkem
celé exprese bylo pfipraveni pomérné velkého mnozstvi poZzadovaného C — terminalniho
fragmentu hexosaminidasy. Zdatilé rovné€z byly vysledky naslednych pokust, ke kterym
byl ptipraveny materidl pouzit. Pfi téchto rekonstitunich pokusech se zdafilo jak ovéfit
dosud znama fakta, tak i dojit k novym zajimavym poznatkiim. A celkove bylo dosaZeno

vSech vyty€enych cild.
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Pfilohy

Ptiloha A — Sekvence vektoru pPCTERM potvrzena DNA sekvenovanim s pouZzitim T7 promotet
primeru. Na obrazku je uveden pivodni elektroforeogram zobrazeny pomoci voln¢ dostupného

programu Chromas
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Priloha B - Srovnani aminokyselinovych sekvenci a glykosylace u propeptidd isolovanych
z plisitovych hexosaminidas ziskanych ze sbirkovych kmenl Aspergillus oryzae CCF1066
(znazornéno zelenou barvou), a Penicillium oxalicum CCF3438 (zndzornéno zlutou barvou), a

vysledek analyzy glykosylace téchto propeptidi.

A)

VGVNPLPAPREISWGSSGPKSIAGELQLRTDSDSADGIVADAWNRAWETIVALRWVPAATEAPISSFEPFPTPTAGAS

NIT s s TST SS
N-glykosylace O-glykosylace je
ale pouze u enzymu z Penicillium oxalicum pFitomna u obou enzymi
B)
19 aminokyselin 37 aminokyselin
.. spojovad ) o
N-terminalni Cast C-terminalni ¢ast
C)

O-mannosylace ,
T60, S65, S66, T72
L

19 aminokyselin 37 aminokyselin

A) Aminokyselinova sekvenéni podobnost kmene Aspergillus oryzae CCF1066 (zelena sekvence) a
Penicillium oxalicum CCF3438 (zluta sekvence).
B) Schéma jednotlivych &asti propeptidu.

C) Experimentalné zjisténa glykosylace u obou kmend.
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