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Abstrakt v cestiné

B-N-Acetylhexosaminidasa (EC 3.2.1.52) je exoglykosidasa, ktera ma ve vlaknitych
houbach unikétni vlastnosti. Enzym z t€chto organismti je dimerni, inducibilni a
extraceluarné sekretovany. Je exprimovany jako preproprotein, sklada se ze signalni
sekvence, dlouhého propeptidu a katalytické podjednotky. Ackoli je enzym Siroce
rozSiten, jeho struktura se v jednotlivych organismech 1isi. Bakterie maji
hexosaminidasy pouze monomerni. Lidské enzymy jsou stejné jako fungalni
dimerni, ale jen hexosaminidasy z vldknitych hub maji katalytickou podjednotku
asociovanou nekovalentné s propeptidem. Propeptid je nezbytnou soucasti aktivniho
enzymu. Existuje homologni model katalytické podjednotky
B-N-acetylhexosaminidasy z Penicillium oxalicum, ale struktura propeptidu zatim
vyfeSena nebyla.

Tato diplomova prace se v prvni ¢asti zabyva optimalizaci podminek produkce a
purifikace. V druhé ¢asti se zabyva strukturnimi studiemi -N-acetylhexosaminidasy
z vlaknité houby Penicillium oxalicum CCF 3438. Tyto studie byly provadény
pomoci metod chemického siténi a hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim.
Kombinaci téchto metod byla odhalena mista nekovalentni interakce katalytické
podjednotky a propeptidu.

(In Czech)

Klicova slova
Vlaknité houby
Penicillium oxalicum
Hexosaminidasa
Chemické zesiténi

Hmotnostni spektrometrie



Abstract in English

B-N-Acetylhexosaminidase (EC 3.2.1.52) is exoglycosidase, which exhibits the
unique properties in the filamentous fungi. Enzyme from these organisms are
dimeric, inducible and secreted extracelluary. It is expresed as preproprotein,
consists of a signal sequence, a large propeptid and a catalytic subunit. Although the
enzyme is widely distributed, its structure differs in varies organisms. Bacteria have
only monomeric hexosaminidase. Human enzymes are dimeric as well as fungal,
but only hexosaminidase from filamentous fungi have the catalytic subunit
noncovalently associated with the propeptide. Propeptide is a essential for the
enzyme activity. It exists a homologues model of the catalytic subunit of
B-N-acetylhexosaminidase from Penicillium oxalicum, but the structure of the
propeptide has not yet been solved.

The first part of this diploma thesis deals with the optimization of production and
purification conditions. The second part deals with structural studies of
B-N-acetylhexosaminidases from the filamentous fungi Penicillium oxalicum CCF
3438. These studies were carried out using chemical cross-linking and high
resolution mass spectrometry. The combination of these methods revealed region of

the noncovalent interaction of the catalytic subunit with the propeptide.
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Seznam pouzivanych zkratek

Aminokyseliny jsou znac¢eny tfi- ¢i jednopismennymi zkratkami dle [IUPAC

ACN
AV CR
APS
BIS
BSA
CAZy
CBB
CCF
DSG
DTT
EC
EDC
EndoH
ESI
EtMo
ExPaSy
FA
FT-ICR

Gal

GH

Glc
GalNAc
GIcNAc
GMZ
HCCA
HexA

acetonitril

Akademie véd Ceské republiky

peroxodisiran amonny - amonium persulphate
N,N’-methylen-bis-akrylamid

hovézi sérovy albumin - bovine serum albumin

databaze enzymi - Carbohydrate Active enZymes

Coomassie Brilliant Blue

oznaceni sbirky izolovanych kment plisni - Culture Collection of Fungi
disukcinimidyl glutarat

dithiothreitol

enzymaticky kod (¢islo) - enzyme commission
1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid
endo-B-N-acetylglukosaminidasa H

ionizace elektrosprejem - electrospray ionization

ethylmorfolinovy pufr

databaze proteinti - Expert Protein Analysis System

mravenci kyselina - formic acid

hmotnostni analyzator - iontové cyklotronova rezonance
vyuzivajici fourierovu transformaci-

Fourier Transform-lon Cyclotron Resonance

galaktosa (D-galaktopyranosa)

glykosidasy-glycosid hydrolase

glukosa (D-glukopyranosa)

N-acetylgalaktosamin (2-acetamido-2-deoxy-p-D-galaktopyranosid)
N-acetylglukosamin (2-acetamido-2-deoxy-B-D-glukopyranosid)
gangliosid s jednim fetézcem sialové k. 2-gangliosid momosialac 2
kyselina a-kyano-4-hydroxyskoticova-a-Cyano-4-hydroxy-cinamic acid

lidsky protein B-N-acetylhexosaminidasa isoenzym A



HexB
HPLC

IAA
IPA
IUBMB

IUPAC

LC
LDS
MALDI

MES
MS
MW
NMR

p. a.
PAGE

SDS
TCEP
TFA

Tris

lidsky protein B-N-acetylhexosaminidasa isoenzym B
vysokouc€inna kapalinova chromatografie -

high performance liquid chromatography

iodacetamid

isopropanol

mezindrodni unie pro biochemii a molekuldrni biologii-
International Union of Biochemistry and Molecular Biology
mezindrodni unie pro ¢istou a uzitou chemii -
International Union of Pure and Applied Chemistry
kapalinova chromatografie - liquid chromatography
dodecylsiran litny

1onizace laserovou desorpci v pfitomnosti matrice -
Matrix Assisted Laser Desorption lonization
2-(N-morfolin)ethansulfonova kyselina

hmotnostni spektrometrie - mass spectrometry

marker molekulovych hmotnosti - molecular weight
nuklearni magneticka resonance - Nuclear Magnetic Resonance
kvalita Cistoty pro analyzu - per analysis
polyakrylamidova gelova elektroforesa -
polyacrylamide gel electrophoresis

p-nitrofenyl - p-nitrophenyl

otacky za minutu - revolutions per minute

dodecylsiran sodny - sodium dodecyl sulphate
tris(2-karboxyethyl)fosfin

trifluoroctova kyselina - trifluoroacetic acid

tris(hydroxymethyl)aminomethan

Tween80 polyoxyethylensorbitan monooleat

uv
YE

ultrafialové zafeni - ultraviolet

kvasni¢ny autolyzat — yeast extract
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1. TEORETICKY UVOD

1.1. B-N-Acetylhexosaminidasa - exoglykosidasa

B-N-Acetylhexosaminidasa (dale hexosaminidasa) je protein vykazujici enzymovou
aktivitu. Podle IUBMB (mezinarodni unie pro biochemii a molekularni biologii) je
oznac¢ovan enzymovym cCislem EC 3.2.1.52. Systematicky nazev je B-N-acetyl-D-
hexosaminid-N-acetylhexosaminohydrolasa. Jedna se tedy o hydrolasu, glykosidasu
a konkrétné exoglykosidasu. Neékteré hexosaminidasy vsak také vykazuji i
transglykosylacni aktivitu [1]. Hexosaminidasa je v pfirod¢ Siroce rozsitena, 1ze ji
nalézt témét ve vSech Zivych organismech od mikroorganismi az po Cloveka.
Vyznam enzymu a jeho funkce se 1isi v zavislosti na daném organismu, na umisténi
vném a na konkrétnim typu enzymu. B-N-acetylhexosaminidasa je intenzivné
studovana v poslednich letech. Za tuto skutecnost jsou zodpovédné predevsim
lidské typy hexosaminidas, jejichz nedostatek ¢i nespravnd Cinnost zpiisobuji rizna
onemocnéni. Za zminku také stoji hexosaminidasy z mikroorganismi, které se
ukazaly byt vhodné z pohledu biosyntetickych nastroji [2].

Enzym je exoglykosidasou, jeho funkce tedy spociva ve schopnosti katalyzovat
Stépeni  glykosidické vazby z neredukujiciho konce sacharidovych struktur
polysacharidi  ¢i  riznych  glykokonjugati  (glykoproteinli,  glykolipidd,
glykosaminoglykand, glykostingolipidi), které obsahuji sacharidy
s N-acetylaminovou skupinou. Hexosaminidasa ma jak
B-N-acetylglukosaminidasovou (odStépuje GlcNac: N-acetylglukosamin) tak
B-N-acetylgalaktosaminidasovou (odstépuje GalNac: N-acetylgalaktosamin) aktivitu
[3].

Glykosidasy jsou enzymy, které jsou v organismu dulezité z hlediska celé¢ fady
biologickych procesti, UCastni se jak anabolickych tak katabolickych drah. U
Clovéka jsou obecné glykosidasy soucasti napt. stfevniho zazivani (porucha
zpusobuje nesnaSenlivost laktosy), lysosomalniho metabolismu glykokonjugata

(neurodegenerativni poruchy), biosyntesy a degradace glykoproteind atd. [4].

11



Vétsina exoglykosidas ma pH optimum reakce okolo 4 az 5,5 (s vyjimkou
lysosomalnich). Tato skupina enzymi je sChopna specificky rozeznat konkrétni
sacharid a jeho anomerni vazbu, ke zbytku molekuly (aglykon, disacharid) vykazuje
specifitu mensi [5]. Selektivni hydrolyza glykosidické vazby je kli¢ova v mnohych
zalezitostech, at’ uz jde o rozSifovani Ci degradaci bunécné stény ¢i o obrat
signaliza¢nich molekul. Princip hydrolyzy konce sacharidového fetézce
exoglykosidasami znazoriiuje schéma na Obr. 1.

Ackoli za fyziologickych podminek glykosidasy vazbu §tépi, upravou reakénich
podminek lze jejich funkci obratit a vyuzit je K syntéze této vazby. Tato schopnost
obraceni hydrolytické aktivity byla popsana i u jinych enzymd, napf. u proteas ¢i
lipas. V poslednich letech se glykosidasy studuji pravé kvili jejich schopnosti
biosyntesy glykosidické vazby glykosidd. Enzymatickou syntézou byl naptiklad
s vyuzitim B-N-acetylhexosaminidasy z Aspergillus oryzae ptipraven glykosid
GlcNACcB(1—6)GIcNAC i aryl glykosid benzyl-B-D-GIcNACc a mnoho dalsich [6].

Om-@
O_\-/ I B-p-N-acetylglukosamin

B(1—4) O B-0-Galaktosa

EXOGLYKOSIDASA
. B-p-Manosa
(B-N-acetylhexosaminidasa)

ASn

Obr. 1 Princip hydrolyzy exoglykosidas na prikladu sacharidového retézce

prevzato a upraveno z [4,7].
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1.2. Zarazeni B-N-acetylhexosaminidasy

Podle komise pro nomenklaturu pii ITUBMB je kazdému enzymu pfifazeno
enzymové Cislo, pficemZz jednotlivé kategorie jsou sestaveny podle typu
katalyzované reakce a substratové specifity. Enzymové ¢islo EC 3.2.1.52. znamena:
3.(skupina hydrolas), 2.(skupina glykosylas), 1.(skupina glykosidas hydrolyzujici
O- a S- glykosidické vazby), 52. B-N-acetylhexosaminidasa [8].

Dalsi pouzivané nazvy tohoto enzymu jsou napi. N-acetyl-B-D-hexosaminidasa,
N-acetyl-p-hexosaminidasa, p-hexosaminidasa, [-acetylaminodeoxyhexosidasa,
hexosaminidasa [9].

Hexosaminidase diive nalezely ¢isla EC 3.2.1.29. a EC 3.2.1.30. Predpokladalo
se, ze ob¢ aktivity K GICNAC a GalNAc Ize oddélit a az pozdéji, prostiednictvim
imunologickych studii, bylo dokazano, Ze tyto aktivity nalezi stejnému enzymu
[10].

Protoze stereochemie sacharidii je velice rozsdhla, Zivé organismy vyuZzivaji
celou tfadu oligosacharidii a polysacharidi pro nejriznéj$i funkce od zasobni,
strukturni az po vysoce specializovanou signalizaci. Z tohoto divodu je V jejich
metabolismu zahrnuto mnoho enzymu, které sacharidy degraduji, modifikuji, nebo
tvoii nové glykosidické vazby. A protoze glykosidasy tvofi v této tiloze zasadni roli,
je jim vénovano vice pozornosti [11].

Byl sestaven systém, ktery kromé substratové specifity (jako je tomu u rozdé€leni
enzymu syst¢tmem [UBMB) odrazi i strukturni vlastnosti enzymi. Databaze CaZy
deli glykosidasy na zékladé podobnosti aminokyselinové sekvence a zatazuje je do
rodin a podle strukturnich motivli ddle do klanti. Tato databaze byla navrzena
s myslenkou snadného odvozeni struktury a katalytického mechanismu glykosidas.
B-N-Acetylhexosaminidasa je zafazena do rodin 3, 18, 20 a 84. Z toho rodina 18 a
20 je zatazena do klanu GH-K [12]. Tyto rodiny jsou tedy funkéné ptibuzné, ale
sekvencni homologii nevykazuyji.

CaZy databaze bere v uvahu strukturni rysy enzymu, tento systém je vhodny

zejména pro enzymy vykazujici Sir$i substratovou specifitu, jimiz glykosidasy jsou.
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Jelikoz je dokazany vztah mezi sekvenci a sklddanim proteinu, predpoklada se, ze
Clenové jedné rodiny budou vykazovat velmi podobnou strukturu. Na tomto
predpokladu a na skuteCnosti, ze prostorové usporadani proteinu je vice
konzervované nez jeho sekvence, je zalozena metoda homologniho modelovani a

uréovani trojrozmérné (3D) struktury proteinu [13].

1.3. Aktivni centrum glykosidas

Ackoli existuje mnoho glykosidas rozdélenych do nékolika skupin, rodin ¢i klant,
obecné lze aktivni centra téchto enzymil klasifikovat do ti¥i skupin, které jsou
znazornéné na Obr. 2, 3 a 4 str. 15. Glykosidicka vazba je nejstabilnéjsi vazbou
vyskytujici se v ptirodnich biopolymerech, napt. polo€as spontanniho rozkladu
celulosy je okolo 5 miliont let. Glykosidasy se fadi mezi nejzdatnéjsi katalyzatory,
jsou schopny urychlit hydrolyzu az 10" x oproti nekatalyzované reakci. Aktivni
mista téchto enzymil vykazuji vlastnosti a strukturu, kterd jim tuto schopnost

umoziuje [14].

Kapsa

Tato topologie pripominajici kapsu ¢i krater, je vhodna pro
enzymy, které maji za substraty sacharidy s mnoha
neredukujicimi konci. Stimto aktivnim centrem se

setkavame u enzymu rozpoznavajicich monosacharidy ¢i u

exoglykosidas pro polysacharidy, nachazi se i U
B-N-acetylhexosaminidas. Obr. 2 Aktivni centrum-kapsa
Klepeto

Toto oteviené aktivni misto s prohlubni je vhodné pro

nahodnou vazbu polymeru, z tohoto divodu, se takové

centrum nachazi  predev§im v endoglykosidasach

vazajicich polysacharidy [15]. Obr. 3 Aktivni centrum-klepeto
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Tunel
Tunel vznikl modifikaci pfedchozi topologie, aktivni misto je pomoci smycek
uzavieno v tunelu. Neni zadny diikaz ze strukturnich pokusti, ze by se tunel béhem
hydrolyzy oteviel, smyc¢ky naopak pomahaji tésn&jSi vazbé substratu [16].
Vysledkem je struktura, kterou se sacharidovy fetézec protahuje skrz. Strany tunelu
jsou bohaté na postranni fetézce aminokyselin, které
jsou znamé¢ svou interakci s cukry, predev§im na
tryptofanové. Tunel byl nalezen jen u celobiohydrolas,
enzymi hydrolyzujicich celulosu (hlavni strukturni

(4

polysacharid rostlin). Celobiohydrolasa je nejhojné;si

celulasa produkovana vlaknitymi houbami [17].

Obr. 4 Aktivni centrum- tunel
1.4 Mechanismus katalyzy

Vzhledem k rostoucimu biotechnologickému potencialu [-N-acetylhexosaminidas
vzrostl zajem o studium jejich struktury a neméné i zajem o detailnéjsi zkoumani
katalytického mechanismu. Existuji dva mozné stereochemické vysledky po sté€peni
glykosidické vazby pomoci glykosidas [18]. U prvniho z nich vznika produkt s
opacnou anomerni konfiguraci, nez m¢l substrat (enzym anomerni konfiguraci
konvertuje) Obr. 5 a v druhém piipadé vznika produkt 2-acetamido-2-deoxy-p-D-
glykopyranosid s konfiguraci stejnou jako mél substrat (enzym anomerni
konfiguraci zachovava) Obr. 6 str. 17 a Obr. 7 str. 19 [19].

zmeéna anomerni konfigurace

kyselina B ¥
0] o] L0 _o o]
+ 0

1
|
+%
|
&

base . . . ;.
prechodovy stavox okarbeniovy ion

Obr. 5 Mechanismus glykosidas s invertnim produktem [12]
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Spoleénym rysem obou mechanismii je pfitomnost dvou aminokyselinovych
zbytki-karboxylovych skupin v aktivnim centru, které obvykle pochazi z kyseliny
glutamové a asparagové. Dillezitym rozdilem je vzdalenost téchto karboxylovych
skupin, u invertujiciho mechanismu se nachazeji promé&mé 10A od sebe a
mechanismus probiha pies jeden krok acidobazickou katalyzou. Zatimco
glykosidasy vyuzivajici ke své funkci mechanismy, které anomerni konfiguraci
zachovavaji, maji v aktivnim centru tyto karboxylové skupiny blize sobé, vzdalené
ptiblizné 5,58 a reakce probihd dvoukrokovym mechanismem. Druhy zptsob
vyuzivaji 1 B-N-acetylhexosaminidasy, proto jsou mu vénovany nasledujici dvé
kapitoly, kde jsou mechanismy podrobnéji popsany.

Existuje n¢kolik zpiisobi jak provést hydrolyzu se zachovdnim anomerni
konfigurace, PB-N-acetylhexosaminidasy pouzivaji dva. Prvni mechanismus je
klasicky podle Koshlanda, vyuzivany rodinou GH 3 a druhy je mechanismus

substrat asistované katalyzy, ktery vyuzivaji rodiny GH 18, 20 a 84 [20].

1.4.1 Mechanismus vyuzivany rodinou GH 3

Jak jiz bylo zminéno vySe, hydrolyza glykosidické vazby je katalyzovana dvéma
aminokyselinami, jez se nachazeji v aktivnim centru molekuly enzymu. Jedna
aminokyselina ma funkci nukleofilu donoru (darce protonu) a druha aminokyselina
zastava funkci acidobazickou. U rodiny GH 3 tuto funkci zastupuji karboxylové
skupiny na postrannich fetézcich asparagove a glutamové kyseliny.

Tento klasicky mechanismus katalyzy B-N-acetylhexosaminidas rodiny GH 3
probiha ptfes dva kroky a =zahrnuje vznik meziproduktu, kterym je
a-glykosyl-enzym. Meziprodukt se tvoii na aspartaitovém fetézci (nékdy na
glutamatu ¢i dokonce tyrosinu) [21]. Reakce jsou znazornéné na Obr. 6. str. 17.

Kazdy krok zahrnuje tvorbu oxokarbeniového iontu, jako ptfechodového stavu.
Inhibitory téchto mechanismi obvykle pracuji na principu stabilizace tohoto
prechodového stavu [22]. V pribéhu celého mechanismu dochazi ke dvéma

nukleofilnim substitucim. V prvnim kroku tzv. glykosylacnim jedna karboxylova
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skupina hraje roli nukleofilu, a narozdil od invertujiciho mechanismu je tésné
uzaviena v aktivnim centru enzymu vedle anomerniho centra substratu a tak atakuje
uhlik tohoto centra s cilem oddélit aglykon. Soucasné druha karboxylova skupina,
kterd se v tomto kroku chova jako kyselina, protonuje kyslik na anomernim uhliku
substratu. Vznika glykosyl-enzym jako kovalentni meziprodukt a odd¢luje se
aglykon. V druhém kroku tzv. deglykosylacnim dochazi ktomu, ze stejna
karboxylova skupina, ktera méla v pfedchozim kroku funkci kyseliny, zde
katalyzuje reakci jako base a deprotonuje (aktivuje) molekulu vody. Voda atakuje
anomerni centrum a kovalentni glykosyl-enzym zanika. Vysledkem je
N-acelylhexosamin s anomerni konfiguraci, jakou mél ptivodné substrat a produkt

opousti aktivni centrum enzymu [12, 15].

Glu t\lj B T 1

(E o 4070

st o8&
N
f ; He O

Asp o -
oxokarbeniovy ion [
O
o , 2 *=n
zachovani anomerni konfigurace -
\ L i S il
Qe L0
L o 65' / glykosyl-enzym
o) — |

oxckarbeniovy ion

Obr. 6 Mechanismus katalyzy rodiny GH3[12]

Meziprodukt, ktery pii tomto procesu vznika, kovalentni glykosyl-enzym, byl
diive povazovéan za oxokarbeniovy ion. AZ studie lysozymu a teoretické uvahy
vedly k zjisténi, Ze tomu tak neni. Pfedpoklada se, Ze ke snizeni energetické bariéry
hydrolytické reakce je zapotiebi deforma¢ni zména substratu. Protonace

glykosidické vazby je zfejm¢ doprovazena znaénym prodlouzenim vazby [23].
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1.4.2 Mechanismus vyuzivany rodinami GH 18, 20 a 84

Tyto rodiny glykosidas vyuzivaji také dvoukrokovy mechanismus, ale je zaloZen na
substrat asistované katalyze. Jedna se stejné jako u rodiny GH 3 o acidobazickou
katalyzu, pii niz jedna karboxylova skupina enzymu ma funkci kyseliny, ale
nukleofilem je zde polarni 2-acetamidova skupina sacharidového fetézce [24].
Enzymy hydrolyzuji substraty, které maji ve své struktufe N-acetyl nebo
N-glykolovou skupinu na uhliku C2. Enzymy nemaji katalyticky nukleofil jako
soucast proteinového fetézce, proto nelze vytvorit glykosyl-enzymovy meziprodukt,
jak je tomu u mechanismu rodin GH 3. Misto toho se jako meziprodukt tvofi tzv.
oxazolinovy ion. Katalyticky mechanismus tedy zahrnuje asistenci 2-acetamidové
skupiny substratu [25].

Glykosidasy téchto rodin maji malou sekven¢ni podobnost, ale jejich aktivni
centrum vykazuje vysoce konzervované sekvence a strukturu. Katalytické misto
obsahuje konzervovany katalyticky par aminokyselin asparagové a glutamové.
Kyselina glutamova zastava roli protonového donoru, ale jako nukleofil je zde jiz
zminénd 2-acetamidova skupina substratu. Druhd kyselina, kyselina asparagova ma
v katalyze vice roli, zejména brani 2-acetamidové skupiné substratu Vv tvorbé
vodikové vazby s neredukujicim koncem a podili se na navazani substratu na
enzym. Je také dualezita z hlediska spravné polohy kyseliny glutamové a miize byt
dodate¢nym zdrojem negativniho naboje v aktivnim centru [26].

V prvnim kroku nukleofilem, ktery atakuje anomerni misto, neni karboxylova
skupina pochazejici z enzymu, ale karbonylovy uhlik C2 acetamidové skupiny
substratu tzv. intramolekularni nukleofil. Kyselina glutamova zde hraje roli donoru
protonu a Kkyselina asparagova stabilizuje vznikajici cyklicky oxazolinovy
meziprodukt, ktery je stereochemicky ekvivalentni k meziproduktu glykosyl-enzym.
Druhy krok zahrnuje atak molekuly vody a je stejny jako u mechanismu
zachovavajicih anomerni konfiguraci [27]. Schéma reakce je znazornéno na Obr. 7.

str. 19.

18



* a‘
N « | og Hy O

- HiC o :_m:_{: ROH '-:._"L"_c.
o ¢ a N S
Asp t:z;?gh :

zachovani_anomerni konfigurace -

3 o]

el
B
5" &.{ &f

\ g
. i/—ﬂ)‘ H oxazolinovy ion
HRK, 0 5 ~.q:lﬂ€
0. o- CHs P
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1.5. Lidské B-N-acetylhexosaminidasy

Existuji dva hlavni lidské lysosomalni isoenzymy, B-N-acetylhexosaminidasa A
(HexA) a pB-N-acetylhexosaminidasa B (HexB) a vedlejsi isoenzym
B-N-acetylhexosaminidasa S (HexS). Byly nalezeny i cytosolické isoenzymy
B-N-acetylhexosaminidasa C (HexC) oznaCovana jako O-GIcNAcasa [28] a
B-N-acetylhexosaminidasa D (HexD), ktera zatim neni detailné prozkoumana [29].
Lidské hexosaminidasy jsou dimerni, HexA je heterodimer a je sloZen
z podjednotek o a B, enzym HexB je homodimer a sklada se z dvou B podjednotek
[30]. Isoenzym HexS, ktery je poskladan z dvou podjednotek a, neni povazovan za

fyziologicky enzym, in vivo nebyla nalezena zadna jeho funkce [31].

1.5.1. Lysosomalni poruchy

Lysosomalni poruchy tvofi mnoho onemocnéni. VSechny tyto poruchy maji
spoleny rys, mutaci v genu pro protein, ktery je soucésti lysosomalniho
katabolismu (pf. hydrolasy ¢i jejich kofaktory podilejici se naptf. na transportu
makromolekul). Vétsina lysosomalnich enzymu jsou exoglykosidasy. V lysosomech
muze dojit kporuse, ktera zplsobi hromadéni  mukopolysacharidi
(mukopolysacharidosy), mtze dojit i k hromadéni sfingolipidii (lipidosy) ¢i k poruse
v degradaci glykoproteini. Hromadéni proteinti ani nukleovych kyselin zatim
V lysosomech popsano nebylo.

Mezi mukopolysacharidosy patii napt. mukopolysacharidosa typu VII, kterd je
zpusobena deficitem v B-D-glukuronidase. Mezi poruchy degradace glykoproteint
lze zatadit fukosidasu zpusobenou deficitem a-L-fukosidasy. Lipidosy zahrnuji
naptiklad galaktosialidosu, zptisobenou deficitem dvou enzymu B-D-galaktosidasy a
N-acetyl-o-neuraminidasy, Fabryho chorobu, zpusobenou deficitem
Vv a-D-galaktosidase, metachromatickou leukodystrifii, zptsobenou deficitem
v arylsulfatase a Gaucherovu chorobu, zpusobenou deficitem

B-D-glukocerebrosidasy [32]. Dalsi skupinou lipidos jsou tzv. Gy, gangliosidosy,
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nekolik onemocnéni charakteristicka hromadénim Gy, gangliosidi. Gy,
gangliosidosy jsou zpusobeny deficitem enzymu [(-N-acetylhexosaminidasy
(choroba Tay-Sachsova a Sandhoffova) ¢i Gy, aktivatorového proteinu (AB
varianta).

Prvni zdjem o studium lidskych hexosaminidas vzbudila pravé Tay-Sachsova
choroba, kterou poprvé v roce 1881 popsal britsky oftalmolog Warren Tay. Pti
Tay-Sachsové chorobé dochazi kmutaci vgenu pro o podjednotku
B-N-acetylhexosaminidasy. Dochazi-li k mutaci v genu pro  podjednotku, jedna se
0 Sandhoffovu chorobu. Obé onemocnéni jsou dédi¢né, autosomalné recesivni a
zahrnuji masivni hromadéni Gy, gangliosidi v nervovych buiikdch (kde jsou
gangliosidy syntetizovany). Hromadéni gangliosidt v lysosomech nakonec zptisobi
apoptosu bunky. Tato mozkova degenerace je zatim nevyléCitelna. Tay-Sachsova
choroba je zplisobena neptitomnosti ¢i nedostatkem lysosomalni hexosaminidasy
HexA, ktera $tépi terminalni GalNAcC z oligosacharidovych jednotek Gy
gangliosidt [33]. Choroba byla nalezena u nejriznéjsich etnickych skupin na celém
svéte, ale nejvice u populace askenazskych zidi. Mutace v genu pro B podjednotku
ma za nasledek ztratu funkce obou isoenzymt HexA i HexB a vede k Sandhoffové

chorobé.

1.5.2 Metabolismus Gy, gangliosidt

K hydrolyze Gy, gangliosidl je zapotiebi spoluprace tii polypeptidovych fetézct,
které jsou kodované ttemi geny. Dva z nich jsou podjednotky hexosaminidasy,
podjednotka o (gen HEXA) a podjednotka B (gen HEXB). Tteti sloZzkou je maly
transportni protein pro glykolipidy tzv. Gy, aktivaéni protein (AP) (gen GM2A)
[34]. Nedostatek nekterého z téchto proteinti vede k ukladani gangliosidii a vede k
progresivni neurodegeneraci. Krom¢ Tay-Sachsovy a Sandhoffovy choroby existuje
vzacngj$i porucha tzv. AB varianta, ktera souvisi s mutaci v genu GM2A [35].

HexA odstranuje terminalni B-GalNAC a Kk této ¢innosti vyzaduje Gy, aktivacni

protein (GumAP), ktery pripravi Gy, gangliosidy pro HexA tak, Ze je oddéli
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(extrahuje) od membrany, aby mohly byt zpracovany. Podjednotka B je nezbytna

pro navazani Gy, na HexA [36]. Funkce Gy,AP je znazornéna na Obr. 8.

L, Hex A
% rozpoznavaci misto pro
Gw-AP T Hex A
3 3 o
rozpoznavaci misto =R

pro gangliosid

Obr. 8. Schéma spoluprace HexA a aktivacniho proteinu Gy,-AP v metabolismu

gangliosidu [37].

1.5.3 Struktura a funkce isoenzymu

HexA isoenzym je krom¢ mozku pfitomen napf. v jatrech, ledvinach a krevni
plasmé a je nezbytny pro odbouravani Gy, gangliosidi jak Vv centralnim tak i
perifernim nervovém systému. Patii do rodiny GH 20 a spolecné¢ s HexB se
zaCastni  degradace  oligosacharidi a  glykokonjugati  (glykolipidu,
glykosaminoglykanti, glykoproteinti, proteoglykanti) v lysosomech. Jejich funkce
spociva v katalyzovani $tépeni terminalni B(1—4) glykosidické vazby GIcNAc a
GalNac z neredukujiciho konce vyjmenovanych struktur [38]. HexA a HexB
vykazuji 60 % homologie primarni sekvence a jsou v lidskych tkanich zastoupeny
ve srovnatelném mnozstvi. Oproti tomu isoenzymu HexS bylo nalezeno vyrazné

mén¢. Dal$im odlisSnym znakem HexS je jeji znac¢na nestabilita.
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Obr. 9. Schéma funkce lidského isoenzymu hexosaminidasy HexA [39].

Krystalografickymi studiemi bylo odhaleno, Ze obé podjednotky a 1 B obsahuji
aktivni misto, ale monomery nejsou samostatné aktivni. Jen a podjednotka muze
hydrolyzovat Gy, gangliosidy, jak je vidét na Obr. 9. HexA ma narozdil od HexB
flexibilni smycku, kterd byla HexB postranslacné odstépena a ktera slouzi
k navazani Gy, aktiva¢niho proteinu. Na o podjednotce byly v aktivnim misté
nalezeny vyznamné aminokyseliny, jedna se o Asn423 a Arg424. Arg434 je zasadni
pro vazbu karboxylové skupiny N-acetylneuraminové kyseliny Gy, gangliosidi.
Podjednotka B tyto aminokyseliny neobsahuje a na jejich mistech ma Asp452 a
Leud53. Tato krystalograficka studie vysvétluje pro¢ P podjednotka je schopna
Stépit pouze neutralni substraty [39] a jen HexA je schopna zpracovat substraty
obsahujici negativni naboj (Gyp maji negativni naboj diky kyseliné sialové)
Vv ptitomnost Gy, aktivacniho proteinu. Zajimavé je, ze i HexS je schopna
hydrolyzovat Gy, ale musi byt pfidan dodate¢ny detergent, protoZe neni schopna
vazat Gy, AP [30].
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1.6. Fungalni B-N-acetylhexosaminidasa

B-N-Acetylhexosaminidasa je Vv houbach soucasti skupiny enzymd, které jsou
asociované s buné¢nou sténou. V této souvislosti je soucasti metabolismu chitinu
rostoucich hub spole¢né¢ senzymy chitin syntasou (EC 2.4.1.16) a chitinasou
(EC 3.2.1.14) [40]. Tyto enzymy jsou Kkonstitutivni a jsou produkovany za
podminek katabolické represe. Degradace enzymu je regulovana koneénym
produktem GIcNAc, ktery reakci inhibuje. Chitinolyticky systém zahrnuje
hydrolytické a transglykosyla¢ni reakce [41].
Biochemicky model metabolismu chitinu je znazornén na Obr. 10 str. 25.

Je slozen ze Ctyt nasledujicich krokt:

1) aktivitou chitin syntasy vznikad novy chitinovy fetézec z UDP (uridindifosfat-

aktivovanych GIcNAc jednotek

2) prestavba novych a stavajicich chitinovych fetézci  kombinaci

transglykosylac¢ni a hydrolytické aktivity chitinasy , jejich prodluzovani

3) hydrolytické stépeni chitinu hexosaminidasou, postupné vznikaji kratsi

chitooligomery

4) hexosaminidasa rozklada chitobiosu, vznika GIcNAcC a ten alostericky

aktivuje chitin syntasu, ktera navaze UDP-GICNAc

Veskeré uvedené reakce probihaji soufasné. Vlastnost fungalni
hexosaminidasy rozkladat chitobiosu a chitooligomery bunéénych stén vyuzivaji
vlaknité houby béhem ristu pro tvorbu sept a béhem kli¢eni [42].

Hexosaminidasy z vlaknitych hub jsou studovany diky jejich unikatnim
vlastnostem, které nejsou nalezeny ani u enzymu sav€ich ani u bakterialnich.
Fungalni hexosaminidasy jsou dimerni extracelularné¢ sekretované, zatimco
bakterialni jsou monomerni a intraceluarni. Sav¢i enzymy jsou sice také dimerni, ale
lokalizovany v lysosomech [43]. Enzymy z hub se tedy jako jediné musi umét
vyrovnat s oxidativnim prostfedim. Fungélni hexosaminidasy jsou proto robustni
enzymy a postranslacni modifikace jako dimerizace a N-glykosylace udrzuji enzym

aktivni 1 za téchto podminek. Podjednotky spolu asociuji nekovalentné a dimerizace
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je reversibilni, zavislda na pH ve kterém se enzym nachazi. Dal$Sim rozdilem
fungalnich hexosaminidas je jejich aktivni misto, které¢ obsahuje navic flexibilni
smycku, hned vedle vazebného mista pro substrat. Katalytickd doména je o/
TIM-barel [44].

Aktivni hexosaminidasa mize mit bud’ podobu dimeru N-glykosylovanych
katalytickych podjednotek s nekovalentné asociovanym jednim ¢i  dvéma
0-glykosylovanymi propeptidy [45]. Vazba alesponn jednoho propeptidu je pro
aktivitu enzymu nezbytna, ale s dvéma propeptidy vykazuje enzym aktivitu 2x
vys$i. Enzymovy prekursor je intracelularné Casné po biosyntese zpracovavan
pomoci dibasické peptidasy, misto pro Stépeni je pro tuto peptidasu unikatni, odlisné
od Kex2 peptidasy, kterd bézné dibasické sekvence §té€pi napt. v kvasinkach. Mista
pro Stépeni rozeznavané dibasickou peptidasou jsou evolucné konzervované napftic
vldknitymi houbami. Asociace propeptidu a katalytické podjednotky nastava pied
dimerizaci. Buiiky hub jsou schopny regulovat pfitomnost propeptidu a tim reguluji
strukturu a aktivitu hexosaminidasy podle potfeb builkky béhem Zivotniho cyklu
vlaknité houby [46]. Fungalni hexosaminidasy jsou inducibilni jak substraty, tak
koneénymi produkty jejich aktivity (GIcNAc) [47].
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Obr. 10 Prestavba chitinu chitinolytick)?m systemem pomoci hydrolytickych
a transglykosylacnich reakci [41]
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1.6.1 Fungalni B-N-acetylhexosaminidasy jako biosyntetické

nastroje

Sacharidy jsou nejhojnéji zastoupenymi slozkami Zivych hmot, tvoii az 95%
biomasy. Nejvice zastoupené jsou polysacharidy, jako je Skrob (zasobni
polysacharid rostlin), celulosa (stavebni polysacharid rostlin), glykogen (zasobni
polysacharid Zivo€ichl) a za zminku také stoji chitin (stavebni polysacharid, ktery je
soucasti bunéénych stén hub a vnéjsi kostry ¢lenovct). Nejhojnéji zastoupenymi
disacharidy jsou sacharosa, laktosa a maltosa, z fad monosacharidi je to glukosa.
Ugastni se v zivych organismech mnoha roli zejména stavebnich (jsou napf. soucasti
bunéénych stén, nukleovy kyselin a proteinll) ¢i zasobnich, a neméné dulezita je i
jejich ucast v procesu rozpoznavani, proto jsou castymi povrchovymi slozkami
bun¢k (glykoproteiny, proteoglykany, glykolipidy, glykofosfatidylinositoly) [48].
Pochopeni molekularniho zékladu funkce obrovského mnozZstvi sacharidovych
struktur, je ustfedni otazkou glykobiologie. Sacharidy jsou v poslednich letech
studovany z hlediska zdroje novych biologicky aktivnich molekul pouzivanych jako
1éky. Pokroky v poznani protein-sacharidové interakce umoznily vyvoj novych 1ékt,
vétsinou malych molekul, které svymi vlastnostmi napodobuji ptirozené vlastnosti
sacharidl-tzv. glykomimetika. Ty pfedstavuji novou tifidu unikatnich terapeutik.
[49].

Rozvoj glykobiologickych véd s sebou piinasi stale se zvysujici potiebu novych
sacharidovych struktur. Tyto struktury mohou byt ziskdny pomoci enzymatické
syntézy, kterd pomahd fteSit problémy slozité chemické syntézy. Enzymaticka
glykosylace je zvlast¢ vhodna pro syntézu termodynamicky nepreferovanych
struktur, nebo v ptipad¢, ze chemicka syntéza nevede k zadnym produktim. Existuji
dva zakladni pfistupy, pouziti glykosyltransferas (EC 2.4) ¢i glykosidas (EC 3.2)
[50]. Syntéza sacharidi s vyuzitim enzymu probiha v jednom kroku a s kontrolou

anomerni konfigurace. Jsou vyhodnéjsi z hlediska Casu i slozitosti [51].
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1.6.1.1 Glykosyltransferasy

Glykosyltransferasy jsou enzymy, jejichz fyziologickd funkce je syntéza
glykosidické vazby. Jejich nevyhodou je, Ze nejsou snadno dostupné a jsou malo
stabilni. Dal$i nevyhodou je jejich striktni regioselektivita, ktera omezuje Skalu
pouzitelnych substratl,, pii jejich reakci dochéazi téZ k anomerni selektivité.
Glykosyltransferasy vyuzivaji jako substraty cukerné nukleosidy, pifenaseji
monosacharidy z aktivovaného cukerného donoru, na sacharid, protein, lipid, DNA
nebo malé molekulové akceptory. Jsou velice selektivni na glykosylovy-akceptor.

Vyuzitelna je cela fada glykosyltransferas [52].

1.6.1.2. Glykosidasy

Glykosidasy jsou enzymy, které za fyziologickych podminek glykosidickou vazbu
Stépi. In vitro lze upravou reakénich podminek jejich aktivitu pouzit k syntéze
téchto vazeb. Jak lze vidét na Obr. 11 str. 28. Glykosidasy Casto vykazuji oproti
glykosyltransferasam malou regioselektivitu, kterou Ize ovlivnit reakénimi
podminkami, a nékdy 1 malé vytézky. Jsou striktné stereoselektivni. Jejich vyhodou
je, ze jsou levné, protoze jsou dostupné z riznych ptirodnich zdroji. Jsou soucasti
mnohych rostlinnych i Zivocisnych tkani a jsou produkovany v hojné mife celou
fadou mikroorganismi. Navic jsou robustni a odolngjsi vuéi prostredi [53]. Pro
syntetické reakce je k dispozici velka Skala téchto enzymu [54].

Vykazuji Sirokou substratovou specifitu, a tudiz jsou schopny ptijmout celou fadu
donori s riznymi aglykony jako akceptory. Kromé substrati pfirozenych,
zpracovavaji také celou tadu substrati modifikovanych, pfipravenych uméle.
Narozdil od glykosyltransferas jsou schopny pfijmout celou fadu jednodussich a
snadnéji dostupnéjSich substratii. Tyto substraty jsou dulezité napt. z biologického
¢i biomedicinského hlediska [55]. V pfitomnosti vody jako kompetitivniho

nukleofilu jsou transglykosylacni vytézky niZsi.
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transglykosylace

HOR HX
Gly-X \ / = |Gly-OR
reversni hydrolyza
| glykosidasy |
H,0 Ho0

HX HOR
hydmlj-za GI}I’-DH h']l'del'fl' 7a

Obr. 11 Schéma reakci katalyzovanych glykosidasami [56]

Glykosidasy pochdzejici z vldknitych hub pfedstavuji vhodny biosynteticky
nastroj pro syntézu napt. galaktosida, glykosidli, manosidi, acetylglukosaminidi ¢i
acetylgalaktosaminidi. K témto syntézdm se vyuzivaji reakce transglykosylaéni a
reakce reversni hydrolyzy (kondenzace). Pro piislusnou reakci je nutné zvolit
vhodnou glykosidasu napt. -N-acetylhexosaminidasa z Penicillium oxalicum ma
unikatni pomér B-GalNAc/B-GIcNAc posunut ve prospéch B-galnakasové aktivity
[57].

Transglykosylace je tfizena kineticky a vyzaduje glykosidy aktivované vhodnou
odstupujici skupinou (napt. nitrofenyl). Jednd se o ptenos glykosylového zbytku
z glykosylovaného donoru na akceptor [58]. U tohoto typu reakce lze snadno
ovlivnit regioselektivitu a vytézek reakce upravou reakénich podminek a proto je
vice vyuZivand nez reakce reversni hydrolyzy. Reversni hydrolyza je fizena
termodynamicky a pro reakci je zapotiebi vysoké koncentrace volnych cukernych
zbytku [2].
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1.7 VIaknité houby

Vléknité houby jsou eukaryotické mikroorganismy, se kterymi se v béZném Zivoté
setkadvame v mnohych oblastech, v zeméd¢€lstvi, medicing, biotechnologii ¢i
potravinaistvi. Vyuzivaji se napt. k vyrob& 1éki, antibiotik, potravin, napoju ¢i jako
produkéni organismy pro védecky materidl predevsim pro produkci proteint, které
jsou vétsinou extracelularni [59]. V poslednich 60 letech bylo k produkénim
ucelim, predev§im pro vyrobu celé fady enzyma (amylas, celulas, proteinas atd.)
pouzito mnoho kment tohoto specifického druhu hub [60]. Mikroskopické houby
maji vice morfologii, napt. kvasinky jsou jednobunétné samostatné bunky, zatimco
vlaknité houby jsou mnohobunééné [61].

Organismy vlaknitych hub jsou slozeny z vicebunéénych hyf (houbovych
vlaken), které jsou rozdéleny do sept (ptihradek) Obr. 12a. Hyfy jsou polarizované,
slozené z jednotlivych bun¢k, kdy kazda z nich mize mit odlisny osud [62]. Pro
vlaknité houby se ne zcela spravné pouziva vyraz plisné. V ptirodé jsou pfitomné na
mnoha mistech, jsou soucasti rostlin (obili), pudy, zvifat atd., nejcastéji osidluji

jejich povrch [63]. Na Obr.12b je piiklad vlaknité houby Penicillium oxalicum.

Obr. 12a. Priklad morfologického clenéni vidknité houby na prikladu Candida

albicanc [64] b. Penicillum oxalicum CCF 3438 na agaru
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1.7.1 Penicillium oxalicum

Tento druh vlaknité houby byl poprvé popsan v roce 1915, kdy byl objeven druh
rodu Penicillium, ktery produkoval stavelovou kyselinu (oxalic acid), ktera je
hlavnim, ale ne kone¢nym produktem jejich metabolismu [65]. Tyto plisné mohou
byt soucasti potravin a krmiv. Penicillium oxalicum CCF 3438 Obr. 12b str. 29 je
mykoparazit [66].

Rod Penicillium (Stetickovci) je v pfirod¢é Siroce rozsifen. Ve vyznamném
mnozstvi se vyskytuje v hnijici vegetaci, ale zastupci jsou také nalezeny v pude,
v rostlinach a ovoci (Penicillium expansum zptsobuje hnilobu jablek), ale i
semenech a samotném dreveé. Zastupci tohoto rodu vykazuji antagonistické efekty
proti bakteriim, hmyzu ¢i jinym houbam. Rod Penicillium obsahuje okolo 300
druhi, nékteré z nich hraji dileZitou roli v biologické recyklaci a v 1é¢bé infekénich
chorob (napt. penicilin). Jiné zastupci jsou zas kontaminanty a patogeny, kvili
produkci mykotoxint [67]. Nékteré druhy jsou soucasti vyroby syra pi. Penicillium
roqueforti. Nejvyznamnéj$imi mykotoxiny rodu Penicillium jsou patulin a
ochrotoxin A Obr. 13. Ochratoxin A je veden jako potencialni lidsky karcinogen.

Patulin m& mutagenni vlastnosti a fadi se mezi silna antibiotika [68].

- , T . 0
Zarazeni Penicillium oxalicum [69] % o
(0] =
Soustava: Vitae (zivé organismy)
OH
Doména: Eucaryota (jaderni) ,
V Patulin
RiSe: Fungi (houby) o
Kmen:  Ascomyceta (vieckovytrusé) HO o)
. H CHa
Tiida: Eurotiomycetes (butiefikové) !
Rad: Eurotiales (plesnivkotvar¢) Q/\(
COH O Cl
Celed:  Trichocomaceae (plisnovkovité)
Rod: Penicillium (stétickovec) Ochratoxin A

Druh: Penicillium oxalicum

Obr. 13 Nejvyznamnéjsi mykotoxiny rodu Penicillium [68]
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1.7.1.1 B-N-acetylhexosaminidasa z Penicillium oxalicum

B-N-Acetylhexosaminidasa z Penicillium oxalicum ma mnoho vlastnosti spole¢nych
S témito enzymy pochazejicich zevoluéné piibuznych rodl, ale ma i nckteré
vlastnosti unikatni. Tento enzym je inducibilni a extraceludrni. Pochazi z rodiny GH
20, ma konzervované katalytické misto a aminokyseliny, které se ucastni katalyzy a
vazby substratu [70]. Unikatni je jeho vysoky pomér GalNAcasové aktivity oproti
aktivit¢ GlcNAcasové [1]. Dalsi unikatni vlastnosti je, Ze 1épe toleruje substraty
s N-acylovou skupinou [55]. Dobie $tépi i substraty s modifikaci na uhliku C6 [71].
A dokonce i 4-deoxy substraty. Ma i neobvyklé pH optimum a pH stabilitu [3].
Enzym je vice stabilni v prostfedi neutralnim (pH optimum 7-8) nez v prostiedi
kyselém.

Cely enzym je sloZen ze signalni sekvence, propeptidu a katalytické podjednotky.
Velké propeptidy maji funkeci intraceluarnich regulatori, ovliviiuji sekreci,
dimerizaci a aktivitu enzymu, jak jiz bylo popsano v kapitole 1.6 [46]. Za
fyziologickych podminek se enzym vyskytuje v podobé dvou nekovalentné
asociovanych katalytickych podjednotek (kazdd o molekulové hmotnosti 65 kDa)
sdvéma nekovalentné¢ asociovanymi propeptidy (kazdy 15 kDa). Celkova
molekulovd hmotnost enzymu pfi plné glykosylaci tedy ¢ini 160 kDa. Katalyticka
podjednotka je 501 aminokyselin dlouha a obsahuje 5 mist pro N-glykosylaci, ktera
ovSem nemusi vzdy byt obsazena. Glykosylace slouzi enzymu ke stabilité. Po
deglykosylaci ma enzym stejnou aktivitu, ale snizi se jeho stabilita v kyselém i
zasaditém prostiedi [70].

Struktura katalytické podjednotky enzymu je stabilizovana pomoci disulfidovych
mustkll, v primdrni struktufe existuje 6 konzervovanych cysteind, které tvoii 3
disulfidové mustky Obr. 14 str. 32. Disulfidy jsou vytvofeny mezi Cys191-Cys252,
Cys350-Cys384, a Cys483-Cys491. Propeptid neobsahuje ani jeden cystein.
Disulfidové vazby jsou dulezité pro proteinovou strukturu a jejich studie je

napomocna pii strukturnim pocitacovém modelovani [72].
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DTAATAIHSVHLSVVDAAADLQHGVDESYTLEVTADSGTIQIHAQTVWGAIHAMTTLQQLVITDGHG
NLIIEQPVKIQDAPLYPYRGIMIDTGRNFISVPKILEQIDGMALSKLNVLHWHLDDTQSWPVQIRSYP

QMTKDAYSSREIYTETDLRRVLAYARARGVRVIPEVDMPGHSASGWKQVDPDVVTC*' TDTWWS
NDDWPKHTAVEPNPGQLDIIYNKTYEVVGNVYKDLSAIFSDNWFHVGGDELQNNC®?FNFSTHITK
WFAEDPSRTYNDLSQYWLDHALPIFHGTGGPQRRLMMWEDIFINTDAAHHVPRDIVMQSWNNGID
NIKNLTASGFDVVVSSADFLYLDE:%OGFAGFVGNDPRYNVMSNPGGDVTFNYGGSGGSV\|IC384APY
KSWQRIYDYDFTTNLTASEAKHVIGAEAPLWSEQVDDVTISSKMWPRAAALGELVWSGNRDASGH
KRTTQLTQRLLNFREYLVANGVMATNLAPKYC**LQHPHAC*'DLYYNQSVITP

Obr. 14 Aminokyselinova sekvence katalytické podjednotky

B-N-acetylhexosaminidasy z Penicillium oxalicum [72]

Byl vytvofen homologni model na zakladé aminokyselinové podobnosti primarni
sekvence s -N-acetylhexosaminidasou ze tfech organismi, s dvéma bakterialnimi
Serratia marcesscens, Streptomyces plicatus, a s lidskym (Homo sapiens sapiens).
Model jedné katalytické podjednotky p-N-acetylhexosaminidasy z Penicillium
oxalicum je na Obr. 15, skatalytickou doménou uprostied (Cervend), ktera ma
typicky tvar TIM barelu. Lze zde vidét i dlouhou charakteristickou smyc¢ku pro tyto

fungélni enzymy.

katalyticka doména

Obr. 15 Homologni model f-N-acetylhexosaminidasy z Penicillium oxalicum
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2 CILE DIPLOMOVE PRACE

Tento projekt diplomové prace se =zabyva studiem fungalniho enzymu
B-N-acetylhexosaminidasy z Penicillium oxalicum CCF 3438. Enzym se sklada z
katalytické podjednotky a z propeptidu. Propeptid je s katalytickou podjednotkou
vazan nekovalentné, ale jeho pfitomnost je nezbytna pro enzymovou aktivitu. Cilem
prace bylo zjistit, v jaké Casti polypeptidoveého fetézce katalytické podjednotky

dochézi k jejich vzajemné interakeci.

K realizaci cile bylo nutné splnit nasledujici ukoly:

» optimalizace kultivace vlaknit¢é houby Penicillium oxalicum CCF 3438

v mediu

> optimalizace produkce a izolace enzymu -N-acetylhexosaminidasy

»optimalizace purifikace ziskaného enzymu [-N-acetylhexosaminidasy

» charakterizace vzajemné nekovalentni interakce mezi propeptidem a

katalytickou podjednotkou enzymu, pomoci chemického siténi a hmotnostni

spektrometrie
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material

3.1.1. Seznam chemikalii

Acetonitril (pro LC-MS)

Agar technicky €. 3

Akrylamid

Azid sodny

Bromfenolova modf

Citronan sodny

Citronova kyselina p. a.
Coomassie Brilliant Blue R-250
Cytochrom ¢

Cinidlo pro Bradford metodu
Dihydrogenfosfore¢nan draselny
Dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat p. a
DSG

DTT

Dusi¢nan amonny

Dusi¢nan sodny p. a.

EDC

EndoH

Ethanol, 99,8% pro UV
4-Ethylmorfolin

GlcNac (N-Acetyl-p-glukosamin) 95%
Glycin

Guanidine HCI

Gel gradientovy Nu Page 4-12%
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Merck, Némecko
Oxoid, USA

Serva, Némecko
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Lachema, CR
Lach-ner, CR

Fluka, Svycarsko
Sigma-Aldrich, USA

Bio-Rad laboratories, USA

Lachema, CR
Lachema, CR

ThermoScientific, USA

Fluka, Svycarsko
Fluka, Svycarsko
Lachema, CR

ThermoScientific, USA
New England Biolabs, USA

Lach-ner, CR

Fluka, Svycarsko
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Serva, Némecko

Invitrogen, USA



HCCA Maldi matrice Bruker Daltonics, USA
Hydrogenfosfore¢nan disodny dodekahydrat p. a. Lach-ner, CR

Hydroxid sodny Lachema, CR
Chlorid draselny Lachema, CR
Chlorid sodny Lach-ner, CR
Chlorovodikova kyselina, 35% p. a. Lach-ner, CR
lodacetamid Sigma-Aldrich, USA
Isopropanol p. a. Lach-ner, CR
Kvasni¢ny autolyzat Imuna Pharm, SR
MES-SDS pufr (20x) Invitrogen, USA
N,N’-methylen-bis-akrylamid Sigma-Aldrich, USA
Octova kyselina, 99% p. a. Lach-ner, CR
p-NP-GIcNAc Sigma-Aldrich, USA
Pepton mykologicky Oxoid, USA

Pepton bakteriologicky Oxoid, USA

Pyridin Fluka, Svycarsko
Siran amonny p. a. Lach-ner, CR

Siran Zeleznaty heptahydrat Lach-ner, CR

Siran hote¢naty heptahydrat Lachema, CR
Standard MW SeeBlue Invitrogen, USA
Standard MW SeeBlue, Plus2 Invitrogen, USA
TEMED Serva, Némecko
Tris, min. 99,9% Sigma-Aldrich,USA
Trifluoroctova kyselina Sigma-Aldrich, USA
voda pro chromatografii (LC-MS) Merck, Némecko
TCEP ThermoScientific, USA
Trypsin Promega, USA
Uhligitan sodny Lachema, CR
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3.1.2. Seznam pristroju

Analytické vahy ALJ220-4

Analytické vahy AL54-1C

Centrifuga 5415 R

Centrifuga Avanti J-25-XP

Centrifuga Hermle Z233MK-2

Centrifuga PrismR

Centrifuga stolni MiniSpin

Centrifuga stolni Spectrafuge 16M

Elektroforeticka souprava

Elektroforeticka souprava X Cell SureLock

Hmotnostni spektrometr Apex Ultra

HPLC system Agilent 1200

HPLC systém BioSys 500

HPLC system BioSys 510

HPLC Akta purifier P900, Frac 920

HPLC Akta FPLC P920, UPC 900

Chromatografické kolony
Fenyl-Sepharosa (2,6 x10,6 cm)
Fractogel (2,5 x 11,6 cm)
Magic C18AQ (0,02 x 15 cm)
MonoQ (0,5 x 5 cm)
SP-Sepharosa (1,6 x 5 cm)
Superdex 200 (1 x 30 cm)
Vydac C4 (1 x 25 cm)

Inkubaéni box stolni Thermomixer comfort

Inkubacni box stolni Thermomomixer compact

Koncentratory Centricon 10 kDa

Lazen vodni
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Kern, Némecko

Mettler Toledo, Svycarsko
Eppendorf, Némecko
Beckman Coulter, USA
BioTech, CR

Labnet international, USA
Eppendorf, Némecko
Labnet international, USA
Bio-Rad laboratories, USA
Invitrogen, USA

Bruker Daltonics, USA
Agilent, USA

Beckman Coulter, USA
Beckman Coulter, USA
GE Healtcare, USA

GE Healtcare, USA

Amersham Bioscience, UK
Merck, Némecko

Michrom Bioresources, USA
Amersham Bioscience, UK
Amersham Bioscience, UK
Amerham Bioscience, UK
Dionex ThermoScientific, USA
Eppendorf, Némecko
Eppendorf, Némecko

Millipore, USA

Memert, Némecko



Laminarni box, UV, MSCA

Ledovac Ice Flaker

Chladnic¢ka

Michacka magnetickda MM2A
Michac¢ka VSR 23

Mikrocentrifuga roth

Mikrokolona microtrap (0,1 x 0,8 cm)
Mikrotitra¢ni desticka

pH metr ¢ 200

pH metr Orion 2 Star

Pipety automatické Pipetman

Pipety automatické Eppendorf research plus
Pipety automatické Finepipett
Spektrofotometr Safire?
Spektrofotometr UV mini 1240 UV/VIS
Sonikacni lazen

Souprava pro filtraci za snizené¢ho tlaku
Sterilni filtr (PES membréana 0,22um, 0,45um)
Stiikacka mikro 250ul

Ttepacka

Vakuova odparka Speedvac

Vakuova odparka Savant SPD 121P
Varic

Vortex Zx°

Vortex Grant Bio

Vialky se septem

Zdroj deionizované vody MiliQ

Zdroj napéti ECPS 3000/150

Zdroj napéti MP-250 V

Zdroj napéti PowerPac
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Jouan, Francie

Brema Ice Makers, Italie
Whirpool Corporation, USA
Laboratorni piistroje Praha, CR
Grant Boekel, UK

P-lab, CR

Michrom bioresources, USA
Nunc, Dansko

Beckman Coulter, USA
ThermoScientific, USA
Gilson, Francie

Eppendorf, Némecko
ThermoScientific, USA
Tecan, Rakousko
Schimatzu, Japonsko
Bandelin, Némecko

Sigma, USA

Millipore, USA

Hamilton Company, Svycarsko
Gallenkamp, VB

Jouan, Francie

Thermo Fisher, USA
Sencor, JPN

VELP Scientifica, Italie
P-lab, CR

Agilent, USA

Millipore, USA

Pharmacia, USA

Cleaver Scientific Ltd., UK
Bio-Rad, USA



3.1.3. Biologicky material
Penicillium oxalicum
vlaknita houba kmene CCF 3438 pochazejici 1) z Mikrobiologického ustavu AV

CR, v. v. i 2) ze sbirky hub P¥irodovédecké fakulty Univerzity Karlovy v Praze

3.1.4. Pouzité specialni programy

BioTools 3.2. Bruker Daltonics, Némecko
Data analysis 4.0.SP2 Bruker Daltonics, Némecko
GPMAW 8.00 sv.1 Lighthouse data, Dansko
PyMol 1.3 Schrodinger, USA

3.1.5 Seznam roztoku

Roztok sporulacniho agaru / 300 ml

sladovy vytazek 13,5 g; glycerol 37,5 g; NaCl 4,5 g; NH;NO; 0,132 g;
MgS0,.7H,0 0,018 g; CuS0O,.5H,0 0,45 mg (1-2krystaly); agar 7,4 g

Roztok kultivaéniho media / 100 ml

NaNO; 0,2 g; KCI 0,05 g; FeSO,.7H,O 0,001 g; KH,PO, 0,1 g; pepton (popf.

kvasni¢ny autolyzat) 0,1 g

Roztok MgSQO,.7H,0 / 50 ml; MgS0O,4.7H,5 ¢

Roztok Tween 80 / 50 ml; Tween 80 50 ul

Roztok N-acetylglukosaminu 0,5% / 100 ml; GIcNAc 0,5 ¢

Pufr A (pro chromatografii na koloné Fenyl-Sepharosy) / 1 I; pH 6,8
NaH,PO, 7,8 g; (NH,4),SO,4 132,14 g; NaN; 65 mg

Pufr B (pro chromatografii na koloné Fenyl-Sepharosy) / 1 I; pH 6,8
NaH,PO, 3,12 g; NaN3; 65mg

Pufr_A, citratovy (pro chromatografii na koloné SP-Sepharosy) / 11; pH 4,5

citronan sodny 6 g; NaN3; 65 mg
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Pufr B (pro chromatografii na koloné SP-Sepharosy) / 1 |; pH 4,5
NaCl 58 g; NaN; 65 mg

Pufr A (pro chromatografii na koloné MonoQ) 0,5 I; pH 7
Bis-Tris 2,09 g; NaN3;32,5¢g

Pufr B (pro chromatografii na koloné MonoQ) 0,51, pH 7

NaCl 29,22 g; NaN3 35,5¢

Pufr pyridinovy 50mM / 250 ml; pH 7,0

H,O: LC-MS; pyridin 1 ml; NaCl 0,73 ¢

Pufr A (pro chromatografii na obracené fazi) / 250 ml

H,O: LC-MS; TFA 250 ul

Pufr B (pro chromatografii na obracené fazi) / 250 ml

H,O: LC-MS; ACN (99,9%) 240 ul; TFA 175 pl

Pufr Citrat-fosfatovy 50mM / 500 ml; pH 5,0

kyselina citronova 5,2g; Na,HPQO, 8,25 g

Vzorkovy pufr / LDS, 100mM DTT

Barvici roztok / 100 ml

Coomasie Brilliant blue R 250 0,25 g; H,O 45 ml; methanol 45 ml;

kyselina octova 10 ml

Odbarvovaci roztok / 100 ml

ethanol 35 ml; kyselina octova 10 ml; H,O 55 ml
Trypsin zasobni roztok 1 g/l

kyselin octovd 50mM 100 pl; trypsin 100 pg
Stépici roztok pH 8,5; EtMo pufr 900 pul; ACN 100 pl

Roztok Maldi matrice

zasobni roztok HCCA; 0,1% TFA+80% ACN; 0,1% TFA v poméru 1:1:1
Pufr A (pro LC-MS analyzu)

0,2% FA; 2% IPA; 2% ACN/H20

Pufr B (pro LC-MS analyzu)

0,16% FA; 10% IPA; 5% H20/ACN
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3.2 Metody

3.2.1 Kultivace

Pro produkci p-N-acetylhexosaminidasy byl vybran kmen vlaknité houby
Penicillium oxalicum CCF 3438. Tento organismus byl dodan v kultufe narostlé na

Sikmém agaru.

3.2.1.1. Priprava Sikmych agaru

V mikrobiologii se pro kultivace (rust ¢i udrzovani) mikroorganismi pouziva
ptirodni polysacharid agar, ktery pochazi z ¢ervenych motskych fas a ma vysokou
schopnost tvotit gelovitou strukturu.

Byl pfipraven sterilni sporulacni agar. Tuhy agar byl uchovavan v lednici pti 4°C.
Piiprava Sikmych agarti probihala za sterilnich podminek v boxu s laminarnim
proudénim za dodrzeni podminek aseptické prace. Agar byl zkapalnén a teply
roztok byl nalit do sterilnich silnosténnych zkumavek. Zkumavky byly naplnény asi
Z jedné tietiny a byly uloZeny pod takovym uhlem, aby agar pokryl stény zkumavky
a vytvoril dostatecnou plochu. Po ztuhnuti agaru byly zkumavky opét uchovavany

pii 4°C.

3.2.1.2 Zaockovani Penicillium oxalicum

V boxu s laminarnim proudénim byly sterilni ockovaci klickou pieneseny spory
Penicillium oxalicum do zkumavek s Sikmym sporulaénim agarem. Zkumavky
s vlaknitou houbou i s agarem byly pfedem vytemperovany na pokojovou teplotu.
Spory byly naneseny po celé délce agaru odspoda nahoru vinitym pohybem. Po
zaoCkovani agarii, probihala kultivace pii 28°C, 3-6dni. Narostld kultura byla

uchovana piti 4°C.
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3.2.1.3 Priprava kultivaénich medii

Pouzitd media byla obdobou mineralniho media Czapek-Dox. Byl piipraven roztok
kultivacniho media. Pepton ¢i kvasnicny autolyzat byl pfidan do smési az nakonec.
Hodnota pH byla upravovana pomoci HCI ¢i NaOH. Dale byl vytvoien 10% roztok
MgSO, a 0,1% roztok Tweenu 80 v 50 ml erlenmayerovych bankach. Vsechny
roztoky byly sterilovany.

3.2.1.4 O¢kovani kapalnych medii

Ockovani probihalo sterilné v boxu s laminarnim proudénim za dodrzeni podminek
aseptické prace. K roztokiim medii bylo ptidano 50 ml roztoku GlcNAc pies sterilni
filtr (0,22 pm). Dale k 300 ml media v banikach bylo pfidano 1,5 ml sterilniho
roztoku 10% MgS0O,.7H,O. Agary s narostlou kulturou byly vytemperovany na
laboratorni teplotu a poté k nim bylo pfidano 4-5 ml 0,1% roztoku Tween 80 podle
velikosti zkumavky. Sterilni o¢kovaci kli¢kou byly spory pieneseny do roztoku. Do
kultiva¢nich medii byl sklenénou pipetou piidan 1 ml takto vzniklého roztoku spor.
Kultivace probihala pii 28°C za stalého tfepani 200 RPM po dobu 7-12 dnd.

V prub¢hu kultivace byla méfena aktivita f-N-acetylhexosaminidasy.

41



3.2.1.5 Vysolovani

Princip vysolovani je zalozen na skuteCnosti, ze proteiny Vv prostiedi s vysokym
obsahem soli maji niz8i rozpustnost, vlivem snizeni efektivni koncentrace vody
Vv solvata¢nim obalu molekuly proteinu.

Kultiva¢ni medium bylo vysoleno v dob¢, kdy aktivita B-N-acetylhexosaminidasy
dosahovala nejvyssich hodnot. Roztok byl za sniZzen¢ho tlaku pomoci Biichnerovy
nalevky dvakrat prefiltrovan ptes dveé vrstvy filtratniho papiru. Zfiltrovany roztok
byl chlazen ledovou tfisti a za stalého michani byl postupné po malych ¢astech
ptidavan siran amonny do 80% nasyceni. Po rozpusténi veskeré soli byly roztoky

ponechany pti 4°C 2-4 dny.

3.2.1.6 Centrifugace vysolenych roztoki

Centrifugace se pouziva K odd¢€leni ¢astic v roztoku, pficemz se vyuziva odstredivé
sily. SloZky smési se déli na zaklad€ rozdilného sedimentacniho koeficientu.
Roztoky vysrazenych proteini byly pievedeny do polykarbonatovych
centrifugacnich 250 ml kyvet. Kyvety byly vyvazeny a centrifugovany 25 min pii
10°C, 22 000 g s pouzitim thlového rotoru. Vznikly supernatant byl centrifugovan
znova za stejnych podminek. Po druhé centrifugaci byl supernatant odstranén.
Vzniklé pelety zobou centrifugaci byly resuspendovany v malém objemu
supernatantu a ptevedeny do mensich 50 ml propylenovych kyvet. Tyto kyvety byly
opét centrifugovany v tthlovém rotoru 20 minut pii 10°C a 35 000 g. Supernatant
byl odstranén a vznikla peleta byla pievedena do 1,5 ml mikrozkumavek a ty byly
poté centrifugovany 10 min pii 10°C a 14 000 g. Supernatant byl odstranén a zbyla
peleta byla pfevrstvena 0,5 ml nasyceného roztoku siranu amonného. U takto

vzniklych precipitatii byla stanovena enzymova aktivita B-N-acetylhexosaminidasy.
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3.2.2 Purifikace

Purifikace enzymu byla provedena kombinaci riznych chromatografickych metod,
byly provedeny na vysokoucinnych systémech pro kapalinovou chromatografii.
Pokud nebylo s proteinovymi frakcemi ihned pracovano, byly uchovany pii 4°C.
Vsechny pouzité¢ pufry byly pfed pouzitim filtrovany za sniZzen¢ho tlaku ptes filtr

0,22 um, ktery brani prostupu bakterii.

3.2.2.1 Separace na koloné Fenyl-Sepharosy

Stacionarni faze je pii této chromatografii hydrofobni, proteiny se na tuto fazi vazi
pti vysoké iontové sile, pficemz jsou oddéleny neproteinové kontaminanty. K eluci
proteini z kolony dochazi postupnym snizovanim iontové sily, ktera oslabuje
hydrofobni interakce.

Precipitaty byly rozpustény v pufru A a centrifugovany v polypropylenoveé
kyveté v thlovém rotoru 30 minut pii 60 000 g a 20°C. Peleta byla odstranéna a
supernatant byl prefiltrovan pies filtr (0,22 pm). Kolona byla promyta pufrem B a
nasledn¢ ekvilibrovana pufrem A. Poté byl supernatant nanesen na kolonu, rychlost
nanaseni vzorku na kolonu i priutok mobilni faze byly 4 ml/min. Po naneseni vzorku
na kolonu a ustdleni signalu detektoru byly kolonou zachycené proteiny vymyty
linearnim gradientem pufru B od 0-100% za 60 minut. Obsah proteint byl sledovan
méfenim absorbance pti 280 nm. Byly jimany frakce o objemu 12 ml. U ziskanych
frakci byla testovana enzymatickd aktivita a elektroforeticka cistota ziskaného

preparatu.

3.2.2.2. Separace na koloné SP-Sepharosy

Tato iontové-vyménna chromatografie probihd na stacionarni fazi, kde funkéni

skupinou je ionex, ktery vaze kationty (katex), jedna se o SP-sulfopropyl
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(CH,-CH,-CH,-S03), s protiontem Na®. Sila vazeb proteind na kolonu je zavisla na
pH a iontové sile mobilni faze. Sily slabnou se zvySujici se iontovou silou.

Frakce z chromatografické separace na koloné Fenyl-Sepharosy, které
pouzity pro déleni na iontoménici. Frakce byly zahuStény pomoci membranovych
filtr Centricon 10 kDa centrifugaci po dobu 20 min pii 2 000 RPM. Zahustény
protein byl nasledné zfedén pufrem A na 15 ml a za stejnych podminek znovu
zahus§tén. Takto vnikly roztok byl znovu ziedén pufrem A, ale na 30 ml. Kolona
byla promyta pufrem B a ekvilibrovana pufrem A. Rychlost nandseni vzorku i
mobilni faze byla 3 ml/min. Kolonou zachycené proteiny byly vymyty linedrnim
gradientem pufru B od 0-70% za 40 minut. Obsah proteinu byl sledovan méfenim
absorbance pii vinové délce 280 nm. Béhem separace byly frakce jimany frakce
objemu 15 ml. VsSechny frakce byly testovany na enzymatickou aktivitu
hexosaminidasy, ty které vykazovaly nejvyssi aktivitu, byly nasledné
charakterizovany elektroforeticky. Frakce s nejvyssi aktivitou, a zaroven o nejvyssi

Cistoté, byly nasledné chromatograficky Cistény na koloné MonoQ.

3.2.2.3 Separace na koloné MonoQ

Stacionarni faze kolony pro tento typ chromatografie je ionex, jedna se o anex (ma
na svém povrchu kladn€ nabité skupiny). Mezi kladné nabitou stacionarni fazi
S negativn¢ nabitymi proteiny vznikaji iontové vazby. Sila téchto vazeb je
charakteristickd pro dany protein. K eluci dochéazi rostoucim gradientem soli.
Vybrané frakce po separaci na koloné SP-Sepharosy, byly zahu$tény pomoci
membranovych filtri Centricon 10 kDa na 15 ml. Kolona byla promyta pufrem B a
ekvilibrovana pufrem A. Koncentrat byl nafedén pufrem A, a znovu zahustén za
stejnych podminek jako pted separaci na kolon¢ SP-Sepharosy. Vznikly koncentrat
byl znovu nafedén pufrem A minimalné¢ na dvounasobny objem a takto vznikly
roztok byl nanesen na kolonu. Rychlost nanaseni vzorku i rychlost pratoku mobilni

faze byly 0,5 ml/min. Kolonou zachycené proteiny byly vymyty linedrnim
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gradientem pufru B od 0-80% za 60 minut. Obsah proteini byl sledovan pomoci
absorbance pii vinové délce 280 nm. Béhem separace byly jimany frakce do 1,5 ml
mikrozkumavek. Frakce byly opét testovany na aktivitu hexosaminidasy a
elektroforeticky charakterizovany. U vybranych frakei byla téZz stanovena
koncentrace proteint pomoci metody dle Bradfordové. Vybrané frakce byly

nasledné¢ docistény gelovou filtraci.

3.2.2.4 Separace na koloné Superdex200

Jedna se o gelovou permeacni chromatografii (gelovou filtraci). Stacionarni fazi je
gel s presné definovanou velikosti port. Molekuly se déli na zaklad¢é své rozdilné
velikosti. Malé molekuly jsou oproti vétSim molekulam zpomalovany prostupem
mezi pory.

Frakce byly zahustény pomoci membranovych filtri Centricon 10 kDa
centrifugaci po dobu 20 min pti 2 000 RPM. Kolona Superdex200 byla nejprve
promyta LC-MS vodou, byla promyta i nastiikova smycka s ventilem a nasledné
byla kolona ekvilibrovana pyridinovym pufrem. Koncentrat v objemu 0,5 ml byl
nastfiknut na kolonu. Rychlost pritoku mobilni faze byla 0,5 ml/min. Obsah
proteini byl sledovdn meéfenim absorbance pii vlnové délce 280 nm. Béhem
separace byly jimany frakce, které odpovidaly elu¢nim vrcholim na
chromatografickém zaznamu. Frakce byly jimany po 1,5 ml do mikrozkumavek a
nasledné testovany na enzymatickou aktivitu hexosaminidasy, jejich Cistota byla
ovéfena elektroforeticky. Nakonec byla stanovena celkova koncentrace proteint

metodou podle Bradfordové.
3.2.2.5 Separace na koloné Fractogel
D¢leni proteinti na kolon¢ Fractogel vyuziva stejnych principti jako na koloné

SP-Sepharosy. K tomuto déleni bylo pfistoupeno, pokud déleni na SP-Sepharose

nebylo dostate¢né, nevedlo k pozadované proteinové Cistoté preparatu, nebo byla ze
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stejného duvodu zafazena az za gelovou chromatografii, pii¢emz po této separaci
vzdy nasledovala dalsi gelova chromatografie.

Byly pouzity stejné pufry jako pti separaci na SP-Sepharose. Kolona byla
promyta pufrem B a ekvilibrovana pufrem A. Rychlost nandseni vzorku i pratok
mobilni faze byl 1 ml/min. Kolonou zachycené proteiny byly vymyty linearnim
gradientem pufru B od 0-100% za 100 minut. Obsah proteinti byl sledovan méfenim
absorbance pii vlnové délce 280 nm. Frakce odpovidajici elu¢nim vrcholim
zobrazenych na chromatogramu byly jimany po 1,5 ml do mikrozkumavek. U frakei
byla nasledn¢ stanovena enzymaticka aktivita hexosaminidasy, elektroforeticky byla
ovéfena Cistota enzymu, a stanovena celkova koncentrace proteini metodou dle

Bradfordové.

3.2.2.6 Chromatografie na obracené fazi

Chromatografie na obracené fazi byla pouzita k oddéleni propeptidu a katalytické
podjednotky hexosaminidasy. Stacionarni fazi je modifikovany silikagel, je
nepoldrni a mobilni faze je polarni. Dochdzi k hydrofobnim interakcim, polarni
slouceniny jsou eluovany a nepolarni jsou zadrzeny [73]. Analyt zachyceny na
kolonu se uvolni postupnym zvySovanim podilu nepolarniho rozpoustédla v mobilni
fazi.

Vzorky vybranych frakci po gelové chromatografii byly v mikrozkumavkach ve
vakuové odparce sesuseny, poté byly rozpustény v malém mnozstvi vody. Nakonec
k nim bylo ptidano takové mnozstvi TFA (trifluoroctové kyseliny), aby mél roztok
minimalné pH 3. K tomuto roztoku byl ptidan 1 ml pufru A.

K chromatografické separaci byla pouzita kolona VydacC4. Kolona byla
promyta pufrem B a ekvilibrovana pufrem A. Rychlost pratoku mobilni faze byla 1
ml/min. Vzorek byl na kolonu nastiiknut. Obsah proteinti byl sledovan pomoci
absorbance pii vinové délce 280 nm. Frakce odpovidajici elu¢nim vrcholim byly

jimany do mikrozkumavek. Schéma elu¢niho gradientu je v Tab. 1. str. 47.
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Tab. 1 Gradientovy program pro separaci enzymu na koloné VydacC4

C¢as separace | zastoupeni roztoku B
0-5 min 0%
5-50 min 0—70%
50-51 min 70—100%
51-55 min 100%
55-60 min 100—0%

3.2.3 Charakterizace enzymu

3.2.3.1 Stanoveni katalytické aktivity

Touto metodou byla stanovena katalytickd aktivita enzymu ve vzorcich medii
v prubéhu kultivace a v precipitatech vzniklych jejich vysolenim a ve vzorcich po
chemickém  siténi. Metoda je zalozena na  schopnosti  enzymu
B-N-acetylhexosaminidasy zpracovavat substrat pNP-GIcNAc
(p-nitrofenyl-N-acetylglukosamin) [74]. Jako jeden z produktd reakce vznika
p-nitrofenolat Obr. 16 str. 48, ktery je v zasaditém prostiedi zluty a jeho obsah lze
méfit spektrofotometricky. Absorpéni maximum vykazuje pii 420 nm.

Ke stanoveni enzymové aktivity hexosaminidasy bylo pouzito 30 pl vzorku, 10
ul 50mM citrat-fosfatového pufru a 10 ul substratu pro hexosaminidasu 10mM
PNP-GIcNAc. Takto pripravené vzorky byly inkubovany pti 35°C po dobu 10 minut
trepany piti 600 ot/min. Poté byla reakce zastavena pridanim 1 ml 1M Na,COs a byla
zmétena absorbance pii 420 nm. Soucasné byl pfipraven slepy pokus smichanim

40 pl pufru a 10 pl substratu.

47



Stanoveni katalytické aktivity bylo pocitano jako tzv. koncentrace katalytické
aktivity tj. katalyticka aktivita enzymu vztazena na jednotku objemu kapaliny.

Jednotkou je U/ml a lze ji vypocitat podle vzorce:

_A'k.VRS
obj — t'VVZ

Aog;  koncentrace katalytické aktivity (U/ml) tzv. objemova aktivita

A naméfena absorbance pii 420 nm

k experimentalné stanovena konstanta vyjadfujici vztah absorbance a
koncentrace vzniklého p-nitrofenolu (mol/ml)

Vgrs  objem reak¢éni smeési (ml)

t ¢as (min)

Vyz  objem vzorku (ml)

+ 0
0, oH . -0
+ o hil z
DH H &
HO H _ ,
p-nitrofenolat

B-N-acetylhexosaminidasa H HM
p-nitrofenyl-B-N-acetyl-B-D-glukosaminid N-acetyl-B-D-glukosa

Obr. 16 Schéma reakce katalyzované f-N-acetylhexosaminidasou
3.2.3.2 Orientaéni stanoveni katalytické aktivity

Touto metodou byla stanovena katalyticka aktivita B-N-acetylhexosaminidasy ve
frakcich po chromatografickych separacich. Stanoveni je orientacni a slouzi pouze
jako semikvantitativni ditkaz p¥itomnost hexosaminidasy ve vzorku. Cim vyssi je

aktivita hexosaminidasy tim vétsi je zluté zabarveni v jamce.
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Stanoveni bylo provadéno v mikrotitra¢ni desticce. Do jamek bylo napipetovano
45 pl substratu SmMM p-NP-GIcNAc v 50mM citrat-fosfatovém pufru o pH 5,0.
Nasledné bylo pfidano 5 pl vzorku z ptislusné frakce. Jako negativni kontrola bylo
pouzito 5 ul piislusného pufru, ve kterém se nachéazely vzorky. Jako positivni
kontrola byl pouzit zahustény vzorek p-N-acetylhexosaminidasy. Reakce byla
ponechéna 10 minut pfi laboratorni teploté¢ a nasledné byla zastavena piidanim 150
ul IM Na,CO;. Jamky ve kterych byla pfitomna hexosaminidasa zezloutly.

Nasledné byla zméiena absorbance desti¢ky pti 420 nm.
3.2.3.3 Stanoveni koncentrace proteint

Celkova koncentrace proteinli byla stanovena metodou podle Bradfordové. Tato
metoda je zalozena na existenci dvou barevnych forem barviva Coomassie Brilliant
blue G-250 Obr. 17. Vazba barviva na bazické a aromatické skupiny proteiny
zpusobuje posun jeho absorpcniho maxima z 365 nm z ¢ervené formy na 595 nm na
modrou formu. Méfen je nartst absorbance pii 595nm [75].

Komer¢ni c¢inidlo obsahujici CBB G-250 bylo pfed pouzitim zifedéno 5x
destilovanou vodou. Soucasn¢ ktéto metodé¢ byla provedena kalibrace
s kalibra¢nimi roztoky hovéziho sérového albuminu (BSA) o koncentraci 0,0; 0,1;
0,2; 0,3; 0,4; 0,5 g/l. Do mikrotitracni desticky bylo pfidano 200 ul c¢inidla.
Nasledné k nému bylo piidano 5 ul vzorku. Stanoveni probéhlo vzdy ve dvou
sadach. Po uplynuti 10 minut byla zméfena absorbance vzorki pii 595 nm.
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Obr. 17 Struktura barviva Coomassie Brilliant blue G-250
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3.2.3.4 Elektroforeticka separace

Elektroforeticka separace byla provedena na komerénim gradientovém (4-12%)
polyakrylamidovém gelu v piitomnosti dodecylsiranu sodného (SDS-PAGE) [76].
Jedna se o elektromigracni separa¢ni metodu, pii které se déli molekuly na zakladeé
rozdilné rychlosti jejich migrace, ktera je ovlivnénd jejich velikosti a nabojem.
Denaturuji-li se proteiny a jsou-li na né navazany molekuly dodecylsiranu sodného
(SDS) d¢li se pouze na zakladé své velikosti. SDS se vaze v poméru 1,4 g SDS/1 ¢
proteinu, a tim kazdému fetézci udili uniformni zaporny naboj, ktery prevazi nad
vlastnim proteinovym nabojem [77].

Vzorky byly smichany se vzorkovym pufrem v poméru 1:3. Nasledn¢ byly
ponechdny 4 minuty V termostatu pii 90°C, stoeny a naneseny na komercni
gradientovy polyakrylamidovy gel (4-12%). Byl pouzit MES SDS elektrodovy pufr,
ktery byl pfed pouZitim zfedén 20x. Soucasné se vzorky byl na gel nanesen také
standard molekulovych hmotnosti. Do pfipadnych prazdnych jamek byl nanesen
nafedény vzorkovy pufr. Napéti bylo nastaveno na 200 V. Po ukonceni
elektroforesy byl gel barven 15 minut v barvicim roztoku a nékolik hodin

odbarvovan v odbarvovacim roztoku.

3.2.4 Chemické zesiténi

Metoda chemického siténi je hojn¢ pouzivana ke strukturnim studiim. Je znama pod
nazvem ,,chemical cross-linking®. Tato strategie slouzi jako alternativni K jinym
metodam jako jsou krystalografie ¢i NMR spektrometrie (nuklearni magneticka
resonance). Oproti nim chemické zesiténi, které je spojovano S MS analyzou
(hmotnostni spektrometrie) pifinasi nékolik vyhod: 1) teoreticky neomezena
molekulova hmotnost proteinu, protoze jsou analyzovany peptidy 2) za ptiznivych
okolnosti je analyza rychld 3) je potieba pouze pikomolové mnozstvi proteinu 4)
protein lze studovat v roztoku a je mozné charakterizovat flexibilni oblasti.

Chemicky zesitit 1ze molekulu kovalentni vazbou mezi dvéma proteinovymi
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molekulami (intermolekulédrn€), nebo v ramci riznych oblasti jedné molekuly
(intramolekularn¢). Dale mize vzniknout oligomer ¢i precipitat. Je K dispozici cela
fada Cinidel, ale obvykle se vyuzivaji bifunk¢éni ¢inidla. Tato ¢inidla jsou
homobifunkéni (spojuji 2 stejné skupiny postrannich fetézcli aminokyselin) ¢i
heterobifunk¢ni (spojuji 2 riizné skupiny). Propojenim skupin lze ziskat informaci 0
jejich minimalni vzdalenosti [78]. V této praci byla pouzit sitovaci ¢inidla EDC,
DSG a DSS.

EDC Obr. 18a {1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid hydrochlorid} je
heterobifunk¢ni ¢inidlo, které spojuje karboxylovou skupinu s amino skupinou a to
na tzv. nulovou vzdalenost.

DSG Obr. 18b (disukcinimidyl glutarat) je homobifunkéni ¢inidlo, které propojuje

aminoskupiny na minimalni vzdalenost 18A.
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Obr. 18 a Struktura molekuly EDC b Struktura molekuly DSG

DSS Obr. 19 (disukcinimidyl suberat) je homobifunkéni ¢inidlo kovalentné

spojujici aminoskupiny do minimalni vzdalenosti 22A.
0
o 0
(o) N
) >
o
Obr. 19 Struktura molekuly DSS [79]

Chemického siténi bylo pouzito scilem vytvofit vazbu mezi katalytickou
podjednotkou a propeptidem B-N-acetylhexosaminidasy. Byl pouzit vzorek proteinu
s nejvyssi ziskanou Cistotou, ovéfenou elektroforeticky. Protein z frakce po separaci

na gelové chromatografii se nachazel v pyridinovém pufru o pH 7,0. Byl pouzit

o1



vzorek o koncentraci 0,5 mg/ml. Roztok EDC byl pfipraven rozpusténim v H,O a
roztoky DSS a DSG byly pfipraveny rozpusténim Vv dimethylsulfoxidu. Byly
vytvoieny zasobni roztoky o koncentraci 2 mg/ml. Definované mnozstvi proteinu,
obvykle 20-15 ug bylo napipetovano do malych mikrozkumavek a nasledné bylo
pfidano sitovaci Cinidlo v definovaném molarnim ptebytku. Moldrni piebytek
¢inidla bylo nutné optimalizovat. Soucasn¢ byla provedena kontrola obsahujici
protein bez cinidla. Takto pfipravené vzorky byly inkubovany pfi laboratorni

teploté, v piipadé¢ EDC 5 hodin, v ptipadé DSG a DSS 3 hodiny.

3.2.4.1 Elektroforeticka separace produktu

Pii sitovaci reakci vznika vice produktd a je nutné je elektroforeticky oddélit.
Vzorky byly sesuSeny na 10 pl a byla provedena elektroforetickd separace popsana

v kapitole 3.2.3.4 str. 50.

3.2.4.2 Vyfezavani a odbarveni gelu

Na odbarveném polyakrylamidovém gelu s rozdélenymi produkty sitovaci reakce
byly vybrany oblasti odpovidajici molekulové hmotnosti poZzadovanych produkti,
kovalentnimu heterodimeru, katalytické podjednotky a propeptidu a pomoci
skalpelu byly vyfiznuty. Vytiznuté prouzky byly dale nafezany na malé kosticky a
preneseny do malych 0,5 ml mikrozkumavek. Do zkumavek bylo ptidano 100 ml
cerstvé pripraveného 100mM ethylmorfolinového pufru (EtMo) o pH 8,4 a 100 ul
acetonitrilu (ACN). Mikrozkumavky byly zamichany na vortexu a po dobu 1h byly
sonikovany do odbarveni gelu. Poté bylo ptidano 150 pl ACN, vzorky byly
zamichany a sonikovany dalSich 5 minut. Nasledné byly roztoky s gelem sesuseny
na vakuové odparce. Pokud se vzorky nebylo ihned dale pracovano, byly zamrazeny

na -20°C.
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3.2.4.3 Redukce a alkylace disulfidovych mustku

Vzorky byly vytemperovany na laboratorni teplotu, nasledn¢ k nim bylo pfidano
100 ul roztoku 100mM TCEP {tris(2-karboxyethyl)fosfin}, ktery slouzi k redukci
disulfidovych mustkli. Roztok vznikl natedénim zdsobniho 1M TCEP v 100mM
EthMo pufru o pH 8,4. Vzorky byly zamichany pomoci vortexu a 5 minut
inkubovany v termostatu pii 90°C. Poté byl za tepla roztok nad gelem odebran a
bylo pfidano 100 ul ACN. Vzorky byly zamichdny na vortexu, stoceny
v mikrocentrifuze pti 13 000 g a roztok byl opét odebran. Dale bylo ke vzorkiim
ptidano 70 pl Cerstvé pripraveného roztoku 50mM iodacetamidu (IAA), ktery
alkyluje cysteinové zbytky, aby nedos$lo k znovuvytvoteni disulfidovych mustki.
Tento roztok vznikl rozpusténim IAA v 100mM EthMo pufru o pH 8,4. Takto
ptipravené vzorky byly ponechany ve tme po dobu 20 minut.

Poté byla provedena extrakce nizkomolekularnich latek, roztok byl odebran a
bylo ptidano 150 pl vody, vzorky byly zamichany na vortexu, 5 minut sonikovany a
sto¢eny na mikrocentrifuze, roztok byl opét odebran. Cely proces byl opakovan
se 150 ul ACN poté s H,O znovu s ACN a znovu s H,O a nakonec s ACN/H,0
v poméru 1:1. Nakonec byl gel sesusen na vakuové odparce. Vzorky byly dale

zpracovany nebo uchovany pii -20°C.

3.2.4.4. Deglykosylace

Enzym byl pro zjednoduseni MS analyzy deglykosylovan. Byla pouzita
endoglykosidasa H (EndoH). Tato glykosidasa je vysoce specificka, $tépi vazbu
B(1—4) v diacetylchitobiosovém jadie u N-vazanych (na asparaginu) oligosacharidii
bohatych na manosu Obr. 20. str. 54.

Ke kazdému gelu bylo ptidano 20 pl roztoku EndoH (na jeden vzorek: 20 pl Neb
pufr/H,O v poméru 1:9 + 0,5 ul EndoH). Vzorky byly ponechany v termostatu pii
37°C po dobu asi 16 hodin. Po uplynuti doby byly mikrozkumavky s gelem

vyndany z termostatu, sto€eny v mikrocentrifuze a roztok nad gelem byl odebran.
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Nasledné bylo ptfidano 200 ul ACN, vzorky byly zamichdny na vortexu, 5 minut
sonikovany a poté byl roztok nad gelem odebran. Postup promyvani byl opakovan
$200 ul H,O, 300 ul ACN, 200 ul H,O, a nakonec s 200 ul ACN/H,O (1:1).

Nakonec byl gel byl sesusen na vakuové odparce.
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Obr. 20 Princip stepeni vazby v sacharidovych retézcich endoglykosidasou H [80]

3.2.4.5 Stépeni enzymu

Aby bylo mozné zjistit, mezi kterymi aminokyselinami doslo k propojeni sitlici
sondou, bylo nutné enzym S$tépit na kratsi peptidy. K tomuto ucelu byla pouzita
serinova proteasa, trypsin (EC 3.4.21.4), ktera S$tépi peptidové vazby v
polypeptidovém fetézci za Lys a Arg.

Ke vzorkiim bylo pfiddno asi 20 pl roztoku trypsinu, ktery vznikl 40x nafedénim
zasobniho roztoku stépicim pufrem. Ke vzorkiim obsahujicich propeptid byl pfidan
roztok trypsinu o vyssi koncentraci, pro zvySeni produktd proteolytické reakce. Bylo
ptidano asi 20 pl zasobniho roztoku trypsinu fedéného pouze 20x. Objem roztoku
trypsinu byl pfidan tak aby gel byl zcela ponofen ale neplaval. Takto pfipravené
vzorky byly ulozeny pii 37°C v termostatu. Po 30 minutach byl objem roztoku
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zkontrolovan a poptipadé byl trypsin doplnén. Vzorky byly v termostatu ponechany
16 hodin (pifes noc). Po uplynuti doby byly vzorky vyndany z termostatu, stoceny
v mikrocentrifuze, 2 minuty sonikovany a nasledné¢ opét stoceny. Roztok byl
odebran do novych mikrozkumavek. K pivodnim mikrozkumavkdm obsahujici gel
bylo ptidano 30 pl roztoku 50% ACN, byly zamichany na vortexu, sonikovany a
stoCeny v mikrocentrifuze. Roztok byl nésledné odebran do novych
mikrozkumavek. Tento postup promyti gelu byl opakovan s 30 ul 0,1% TFA, 30 pl
60% ACN / 0,1% TFA. Pokud nebyly ziskané vzorky peptidd ihned zpracovany,

byly sesuSeny na 5-10 pl a zmrazeny.

3.2.4.6 Odsoleni a zakoncentrovani

Protoze vzorky mohou obsahovat kontaminanty ve form¢ soli, které by rusily MS
analyzu peptidii, je nutné tyto kontaminanty odstranit a zaroven vzorky
zakoncentrovat. K tomuto ucelu byla pouzita mikrokolona microtrap, ktera pracuje

na principu chromatografie na obracené fazi, ktery je vysvétlen v kapitole 3.2.2.6.

Tab. 2 Roztoky pouzivané k odsolent vzorkii peptidii

Nazev roztoku slozeni

extrakysely ACN 80% ACN + 1% TFA
kysely ACN 80% ACN + 0,1% TFA
kysela voda 0,1% TFA

Vzorky peptidi byly vytemperovdny na laboratorni teplotu, stoCeny a ke
kazdému bylo ptfidano 5 pl roztoku 80% ACN + 0,1% TFA. Vzorky byly
sonikovany a opét stoCeny a bylo k nim pifidano 240 ul 0,1% TFA, nasledovala
sonikace a stoc¢eni. Byla pouzivana mikrokolonka pro odsoleni. Roztok do aparatury
byl nanasen 250 pl hamiltonovou mikrostiikackou. Kolonka byla promyta 50%
ACN, extrakyselym, kyselym ACN, kyselou vodou, znovu extrakyselym ACN a
kyselou vodou. Slozeni roztokti je v Tab. 2. Pfed kazdym vzorkem byla kolonka
promyta 3x kyselou vodou a poté byl nabran vzorek a pomalu protlacovan.

Nasledné byla mikrokolonka odsolena 3X promytim kyselou vodou. K eluci peptida
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bylo pouzito 50 ul extrakyselého ACN a nasledné 50 pl kyselého ACN. Roztok
eluovanych peptidit byl jiman do novych mikrozkumavek. Mikrokolonka byla
promyta extrakyselym ACN, kyselou vodou a kyselym ACN. Vzorky byly sesuSeny

na5 ul a zamrazeny.

3.2.4.7 Peptidové mapovani

K identifikaci produkti a ovéfeni skuteCnosti, zda opravdu dosSlo k tvorbé
pozadovaného heterodimeru propeptidu a katalytické podjednotky, byla pouZzita
hmotnostni spektrometrie s vyuzitim MALDI (ionizace laserovou desorpci
V pfitomnosti matrice).

Jako matrice byl pouzit roztok kyseliny a-kyano-4-hydroxy skotficové (HCCA).
Zasobni roztok HCCA byl ptipraven ve formé nasyceného roztoku v methanolu,
zamichan na vortexu, sonikovan a stocen. Na MALDI desku bylo naneseno 1,5 pl
peptidového standardu a vzorkl peptida. Byl pfipraven roztok MALDI matrice a po
zaschnuti nanasSky peptidd byly vzorky timto roztokem pievrstveny. Ke kazdému
vzorku bylo ptfidano 0,8 upl roztoku matrice. Po zaschnuti matrice byly vzorky
zméfeny RNDr. Petrem Novakem, Ph.D. M¢teni MALDI-MS bylo provedeno
dvakrat s kazdym vzorkem. Prvni bylo méfeni vzorkl peptidli po Sté€peni trypsinem

a druhé se stejnymi vzorky po jejich odsoleni.
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3.2.4.8 LC-MS analyza

Vzorky byly vytemperovany na laboratorni teplotu, bylo knim pfidano 2 pl
extrakyselého ACN a promichdny na vortexu. Poté bylo ke vzorklim ptidano 25 nl
0,1% TFA, byly zamichany, sonikovany a stoCeny. Vzorky byly pfevedeny do
vialek opatfenych septem a tim byly finalné ptipraveny pro LC-MS analyzu.

Vlastni LC-MS analyza peptidi byla provedena mym Skolitelem RNDr. Petrem
Novakem, Ph.D. Peptidy byly oddéleny na koloné Magic C18 pomoci
chromatografie na obracené fazi (WHPLC systém Agilent 1200). Nastiik vzorku byl
4ul. Kolonou zachycené peptidy byly vymyty linearni gradientem pufru B od 1 do
45% za 30 minut. HPLC systém byl piimo propojen s hmotnostnim spektrometrem
(Apex-Ultra mass spectrometr, Bruker Daltonics). Separované peptidy byly nabity
pomoci ESI ionizace a detekovany pomoci s FT-ICR. Ziskand data byla
interpretovana pomoci specialnich programti DataAnalysis 4.0 a BioTools 3.2.
(Bruker Daltonics) a MSLinks.

Pomoci SNAP algoritmu byla spektra deisotopovana a dekonvoluovana. K
zobrazenym absorpénim maximum (pikiim) byly pfifazeny naboje a hmotnosti.
Pomoci databaze knihoven peptidi byly k jednotlivym hmotnostem ptifazeny
konkrétni peptidy.

Z nalezenych peptidi pak byly vybrany takové, jejichz pomér hmotnost/naboj
nebyl pfitomen Vv kontrole, byly zesitény a pochazely z kovalentniho heterodimeru,
tedy obsahovaly zaroven peptid z propeptidu i peptid z katalytické podjednotky. V
takto vybranych peptidech byly pomoci zndmé sekvence nalezeny konkrétni
aminokyseliny, které byly propojeny. V programu PyMol byly nelezené
aminokyseliny konfrontovany s homolognim modelem katalytické podjednotky
B-N-acetylhexosaminidasy z Penicillium oxalicum. Nalezené aminokyseliny,
pochéazejici z kontaktniho mista katalytické podjednotky a propeptidu byly v

tomto modelu vyznaceny.
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3 Vysledky

4.1 Kultivace

Vybrany kmen Penicillium oxalicum CCF 3438 byl kultivovan v mineralnim mediu,
které¢ je modifikaci Czapek-Dox media a které je pro kultivaci vlaknitych hub
nejvhodnéjsi. Podminky produkce byly modifikovany zménou pocatecniho pH
media, zménou celkového slozeni media a zménou pifidavané organické slozky

(bakteriologicky pepton, mykologicky pepton a kvasni¢ny autolyzat).

4.1.1 Vliv pocate¢niho pH media

Byla pfipravena media o sloZeni popsaného v kapitole 3.2.1.3 0 rizném pocate¢nim
pH, v tomto ptipadé byl pouzit bakteriologicky pepton. Pro jednotliva media byla v
prubéhu kultivace meétfena enzymova aktivita. Pribcéh aktivitni kiivky, ktera
vyjadfuje zavislost objemové aktivity enzymu na case kultivace Penicillium

oxalicum je znazornén na Obr. 21.
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Obr. 21 Zavislost objemové aktivity f-N-acetylhexosaminidasy z Penicillium

oxalicum CCF 3438 na case kultivace pro media 0 rizném pocatecnim pH
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V literatuie je uvedeno jako nejvhodnéjsi pH pro kultivaci Penicillium oxalicum
pH v rozmezi 4,5-5,5, proto byly pro pocateéni pH medii vybirany oblasti blizké
témto hodnotam. Kultivace byla obvykle ukoncena v dobé, kdy dochazelo k poklesu
aktivity. Z grafu je patrné, ze nejvyssi aktivity dosahoval enzym okolo 90 hodiny
kultivace v mediu o0 pocatecnim pH 2, pficemz v mediu o pocateénim pH 5,
dosahoval enzym srovnatelné aktivity az v 180 hodin¢ kultivace. Na zaklad¢ tohoto

méteni bylo pro kultivaci vybrano medium o poc¢atec¢ni hodnoté pH 2.
4.1.2 Zména pH media v priabéhu kultivace
Ve stejnych casech jako probihal odbér media pro stanoveni aktivity, bylo métfeno i

jeho aktualni pH. Graf zavislosti aktualniho pH media na ¢ase kultivace pro rtizné

pocatecni pH medii je znazornén na Obr. 22.
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Obr. 22 Graf zavislosti aktualni hodnoty pH na case kultivace pro media o riznych
pocatecnich hodnotach pH
Z grafu lze pozorovat, ze bez ohledu na pocatecni pH medii, v dobé ukonceni
kultivace nebyl rozptyl pH hodnot medii tak velky jako na pocatku kultivace.
V prubéhu kultivace pH vSech medii nejdiive prudce vzrostlo a poté byl u vSech

medii, s vyjimkou media 0 pocateéniho pH 2, zaznamenam opét prudky pokles.
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Vsechna media nakonec vykazovala pH v tzkém rozmezi hodnot 5,6-6,2. V 90
hoding¢ kultivace, kdy byla naméfena nejvyssi aktivita enzymu v mediu o
pocatetnim pH 2, mélo toto medium 1 nejvyssi aktudlni pH =ze vSech
monitorovanych medii a v porovnani s mediem o poc¢atecni hodnoté pH 5 mélo pH
vyssi o 1,11. Ackoli medium o pocateénim pH 5 na konci kultivace vykazovalo

stejné pH jako medium o poc¢ate¢nim pH 2, aktivita enzymu byla téméf 3x vyssi.

4.1.3 Porovnani medii po¢ateénichpH 2 a5

Z predchozich experimentd se ukazala byt vhodna ke kultivaci Penicillium oxalicum
media o poc¢atecnich pH 2 a 5. Pro tato dvé vybrand media byl op€t naméten Casovy
prubéh aktivity v béhem kultivace Obr. 23. Vsechny podminky byly stejné jako
Vv pfedchozim experimentu. Vybrana media byla pouzita v tomto pokusu s cilem je
znovu porovnat a potvrdit predchozi vysledky. Zaroven byl pokus vyuzit i
k demonstraci skutec¢nosti, ze prib¢h aktivitnich kiivek neni v riznych kultivacich
identicky. V grafu lze pozorovat, Ze vV porovnanim s pfedchozi kultivaci Obr. 21 str.
58 aktivitni kiivky skute¢né nejsou pii riznych kultivacich identické, ale vykazuji

stejny trend.
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Obr. 23 Graf zavislosti aktivity enzymu na case kultivace v mediich o pocdtecnich

hodnotach pH 2 a 5
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4.1.4 Vliv ,,stari“ spor a druhu peptonu

Z dtivodu dosahovani velice nizkych objemovych aktivit B-N-acetylhexosaminidasy
(0,02-0,07 U/ml), a tudiz i celkového vytézku enzymu, bylo pfistoupeno k dalsi
zméné podminek. Byl pouzit stejny kmen vlaknité houby Penicillium oxalicum CCF
3438, ale z jiného zdroje, pochazel ze sbirky Botanické zahrady Karlovy univerzity
Vv Praze. Pivodné byly spory vlaknité houby dodany Laboratofi pfirozené bunécné
imunity Mikrobiologického ustavu AV CR, v. v. i. Nové ziskana vldknita houba
byla oznacena pismenem ,,N*. Pivodni vlaknita houba, cca 1 rok uchovana na agaru
pti 4°C, nesla oznaceni ,,S“. Dale byla méfena objemova aktivita enzymu v mediu,
které obsahovalo doposud pouzivany bakteriologicky pepton (B) a v mediu, kde byl
bakteriologicky pepton nahrazen mykologickym (M) Obr. 24. Kultivace byla

provedena v mediu o pocate¢ni hodnot¢ pH 2.
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Obr. 24 Graf zavislosti objemové aktivity na c¢ase, porovnani mykologického
peptonu (M), bakteriologického peptonu (B) a novych (N) a starych (S) spor
Penicillium oxalicum CCF 3438

Z grafu je patrné, ze kultivaéni podminky, kdy mykologicky pepton nahradil
bakteriologicky a pii kterych byla pouzita plivodni vldknitd houba, vytvately

v

nejptiznivejsi prostredi pro tvorbu aktivni B-N-acetylhexosaminidasy.
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4.1.5 Zmény slozeni media

Vzhledem k stale nizkym vytézkum B-N-acetylhexosaminidasy, byla dalsi snahou o
jejich zvyseni celkovd zména media. Bylo navrZzeno nékolik nasledujicich zmén ve
slozeni medii: medium 1 (M1) na 100 ml obsahovalo 1 g mykologického peptonu,
0,5 g kvasni¢ného autolyzatu a 0,5 g NaCl. Medium 2 (M2) na 100 ml obsahovalo
0,5 g mykologického peptonu, 1 g kvasni¢ného autolyzatu a 0,5 g NaCl. Tato media
byla referovana jako potencidlné vhodnd kultivatni media vlaknitych hub pfi
pocatecnim pH 6,5, proto byly o tomto pocatenim pH ptipraveny. Zaroven byly
pfipraveny také media o pocateCnim pH 5, jelikoz z predchozich provedenych
experimentll s pivodnim mediem toto pH vyslo jako jedno ze dvou nejptiznivéjSich
pro kultivaci Penicillium oxalicum. Medium o pocate¢nim pH 5, bylo také vybrano
proto, ze je bliz§i predchozim mediim, které maji pH 6, nez druhd vhodna
podminka, kterou je medium o pocateénim pH 2. Medium 3 (M3) bylo puvodni
medium, kde byl bakteriologicky pepton nahrazen bud’ mykologickym peptonem
(P) ¢i kvasni¢nym autolyzatem (K). Medium M3 bylo pfipraveno pouze o

pocatecnim pH 5. Grafy aktivitnich kfivek enzymu jsou znazornény na Obr. 25.
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Obr. 25 Aktivitni krivka pro rizné slozeni kultivacniho media

Nejvyssich hodnot aktivity hexosaminidasy bylo dosazeno v ptivodnim mediu,
kde byl nahrazen bakteriologicky peptonu za mykologicky pepton nebo za

kvasni¢ny autolyzat.
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4.1.6 Vliv ,stafi“ spor a pH media

Jelikoz zaména peptonu v kultivaénim mediu za kvasni¢ny autolyzat vykazovala
positivni vliv na objemovou aktivitu hexosaminidasy , byla takto upravena media
pfipravena znovu o riznych pocate¢niho pH medii a znovu bylo pouzito dvou druhti
spor Penicillium oxalicum lisicich se stafim. Namétené hodnoty objemovych aktivit

B-N-acetylhexosaminidasy jsou zaznamenany v grafu na Obr. 26.
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Obr. 26 Aktivitni krivka enzymu v mediich pri riiznych pocatecni pH , pro riizné

stari spor pri pouZiti kvasnicného autolyzatu jako soucasti kultivacniho media

Z grafu je patrné, Ze bylo znovu potvrzeno zjiSténi, Ze naméfend objemova
aktivita enzymu je vyrazn€ niz8i pfi pouziti spor s oznacenim ,,N*, tedy nové
ziskanych, nez spor, které byly po dobu jednoho roku uchovavany na agaru pii 4°C.

Nejvyssich aktivit je opét dosazeno pii pocatecnim pH 2 a 5.

4.1.7 Aktivitni kfivky pro nové medium

Jako kultiva¢ni medium bylo vybrano piivodni medium, které obsahovalo ptidavek
kvasni¢ného autolyzatu namisto bakteriologického peptonu v piivodnim mediu.

Kultivace byla nadale uskuteénéna pouze S pavodnimi ,starymi“ vzorky spor
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Penicillium oxalicum CCF 3438. Pro takto vybrané podminky kultivace byly
zméfeny aktivitni kiivky pro nizké pocate¢ni hodnoty pH medii Obr. 27. Lze
pozorovat, ze v mediu pii pocatecnim pH 1,5 nebyla v pribéhu kultivace namétena
zadna aktivita. Pfi pocateénim pH 2 byla opét naméfena aktivita
B-N-acetylhexosaminidasy nejvyssi, pfiblizné 2x vyssi nez u medii o pocatecnich
pH 2,5 a 3. Aktivitni kiivka pro hodnoty pH v SirSim rozsahu a delSim case je
znazornéna na Obr. 28. Lze pozorovat, ze nejvySSich hodnot (az 0,7 U/ml)

objemov¢ aktivity dosahuje enzym v mediich pii pocatecnich pH 4,5 a 5,5.
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Obr. 27 Aktivitni krivky pro media o nizkém pocatecnim pH
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Obr. 28 Aktivitni krivky pro media o Sirsim rozsahu pocatecnich hodnot pH
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4.2 Purifikace

Extracelularni enzym byl produkovan do media, z kterého byla vysolenim ziskana
proteinova frakce. Nasledné bylo nutné proteiny odseparovat s cilem ziskat Cistou
B-N-acetylhexosaminidasu. Purifikace enzymu probihala sadou chromatografickych
technik. U kazdé chromatografie je zobrazeny pfislusny chromatogram (absorbance
eluovanych frakei pfi 280 nm) Cernou kiivkou a naméfena orientani enzymova
aktivita fialovou k#ivkou. Plochy vrchol kiivek orienta¢nich enzymovych aktivit
vznikl z hodnot, které byly nad limitem detekce pfistroje.

Pti hydrofobni chromatografii dochazelo predevsim k odstranéni kontaminant ze
siranové frakce, které nebyly proteinové povahy. Chromatogram a orientacni
aktivitni kfivka enzymu jsou znazornény na Obr. 29. Lze pozorovat, ze enzym,
vyskytujici se ve frakcich zoblasti ohrani¢ené aktivitni kiivkou po separaci
nevykazoval pozadovanou ¢istotu, a proto byly provedeny dalsi chromatografické

separace na jinych kolonach. Nésledovaly chromatografické separace na ionexech.
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Obr. 29 Chromatograficka separace -N-acetylhexosaminidasy z Penicillium

oxalicum na koloné Fenyl-Sepharosy

65



Na chromatogramu a aktivitni kfivce po separaci proteini na koloné
SP-Sepharose Obr. 30 Ize vidét, ze jiz doslo k odstranéni velké ¢asti proteinovych
kontaminant, ale enzym jeSt¢ nevykazuje pozadovanou cistotu. V porovnani
s chromatogramem po separaci na koloné Fractogel Obr. 31 str. 67 si Ize vSimnout
obdobného elu¢niho profilu. Separace na koloné Fractogel byla pouzita bud’ namisto
SP-Sepharosy, kdyz purifikace neprobéhla uspésné, nebo az dodate¢né pro zvyseni
Cistoty enzymu po separaci na kolon¢ Superdex200. Pokud byla separace na kolon¢
Fractogel zatazena az za gelovou chromatografii, nasledovala po této separaci dalsi
gelova chromatografie. Na zdznamu chromatografické separace na ionexové koloné
MonoQ Obr. 32 str. 67. 1ze podle profilu obou kiivek usoudit, Ze enzym je jiz téméef

Cisty.

4 ml/min

P
(&)}
I

absorbance; 280 nm

0,0 .
0 20 40 60 80

¢as [min]
== | kfivka orientacni aktivity -N-acetylhexosaminidasy

W= |absorbance proteint ofi 280 nm

Obr. 30. Chromatograficka separace [-N-acetylhexosaminidasy z Penicillium

oxalicum na ionexové koloné SP-Sepharose

Posledni v fadé byla vzdy gelova chromatografie. Chromatograficky zdznam lze
vidét na Obr. 33 str. 68. Ac¢koli na chromatogramu je zaznamenam jen jeden elucni
vrchol, a enzym se tedy zdd byt Cisty, kiivka orientani aktivity, kterd byla
naméfena jen u vybranych frakci, ohraniuje v eluénim vrcholu jen cast, kterad

vykazuje aktivitu B-N-acetylhexosaminidasy.
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Obr. 31 Chromatograficka separace -N-acetylhexosaminidasy z Penicillium

oxalicum na ionexové koloné Fractogel
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Obr. 32 Chromatograficka separace -N-acetylhexosaminidasy z Penicillium

oxalicum na kolone MonoQ

Z diivodu charakterizace stability enzymu za nizkého pH byla provedena
chromatografie na obracené fazi. Na chromatogramu Obr. 34 str. 68 lze vidét elu¢ni
vrcholy patfici samotnému propeptidu a samotné Kkatalytické podjednotce
B-N-acetylhexosaminidasy. Touto chromatografii doSlo kjejich oddéleni,

zpusobeného prostfedim o nizkém pH, které porusilo jejich interakci. Propeptid je

67



eluovan jako prvni. V disledku velkého poméru glykosylace polypeptidového

retézce a jeho velikost, eluce neni zaznamenana jako hladka kiivka.
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Obr. 33 Chromatograficka separace p-N-acetylhexosaminidasy z Penicillium

oxalicum na gelové kolone Superdex200
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Obr. 34 Chromatogram propeptidu a katalytické podjednotky

[-N-acetylhexosaminidasy z Penicillium oxalicum na koloné VydacC4

68



4.3 Charakterizace enzymu

4.3.1 Stanoveni koncentrace proteint

Celkova koncentrace proteinii metodou podle Bradfordové byla stanovena vzdy
pied chemickym siténim. Kalibra¢ni kiivka Obr. 35 byla zméfena pomoci standardu
ptipravenych z BSA (hovéziho sérového albuminu) jejichz koncentrace a
absorbance pifi 595 nm je uvedena v Tab. 3. Kalibra¢ni kiivka je sloZena
z naméfenych bodu a charakterizuje zavislost naméfené absorbance proteintii na
jejich koncentraci. Kfivka ma tvar piimky a za predpokladu znamé absorbance po

pouziti linedrni regrese je mozné z jeji rovnice vypocitat nezndmou koncentraci.

0,30

0,15 -

o
=
o

rovnice regrese y = 0,5451x
interval spolehlivosti R? = 0,993

absorbance;
o
°
(6)]

0,00 . . . :
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
koncentrace BSA [mg/ml]

Obr. 35 Kalibracni primka pro stanovni koncentrace proteinii podle Bradfordové

Tab. 3 Koncentrace a absorbance standardii BSA

koncentrace absorbance
proteinti mg/ml 595 nm
0,0 0,000
0,1 0,068
0,2 0,120
0,3 0,160
0,4 0,217
0,5 0,268
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4.3.2 SDS-PAGE po chromatografickych separacich

Polyakrylamidova gelova elektroforesa v pfitomnosti SDS byla uskute¢néna po
kazdé chromatografické separaci k ovéfeni Cistoty enzymu, ktomu byl pouzit
komeréné vyrobeny 4-12% gradientovy gel. Na Obr. 36a je polyakrylamidovy gel
po elektroforetické separaci frakci purifikovanych na koloné MonoQ Obr. 36b
purifikovanych na koloné Fractogel. Na Obr. 37 str. 71 je zobrazen popis standardu
molekulovych hmotnosti. Jak je vidét na Obr. 36a katalyticka podjednotka
B-N-acetylhexosaminidasy se na gelu vyskytuje v oblasti odpovidajici molekulové
hmotnosti okolo 55 kDa. Propeptid na gelu v téchto frakcich neni vidét. Obrazek
Obr. 36b znazornuje frakce po chromatografické separaci na koloné¢ Fractogel, Ize
na ném rozeznat katalytickou podjednotku a se slabou intenzitou i propeptid, ktery

se nachazi v oblasti molekulové hmotnosti ptiblizné 8 kDa.

<188 kDax

55 kDa 2 kDa— | 455 KDa
— - - /49kDa_> gy s ey g -~ | =

S8 kDays

8 kDa—»
:ﬁs kDa-a

<+14 kDa—+»

<5 kDa 6 kDa
<«3kDa_

a) b)
Obr. 36 Polyakrylamidoveé gely frakci po chromatografickych purifikacich

a) na kolone MonoQ b) na kolone Fractogel

Purifikace enzymu gelovou chromatografii na koloné¢ Superdex200 byla
provedena vzdy pied strukturnimi studiemi, jak lze vidét na Obr. 37 str. 71,
vyskytuji se zde frakce, které jiz obsahuji enzym o vysoké proteinové Cistoté. Lze
zde pozorovat katalytickou podjednotku a velmi slab€ Ize rozpoznat i propeptid, obé
Casti enzymu se nachazeji ve stejnych oblastech jako v gelech po SDS-PAGE po

ptedchozich chromatografiich.

70



katalyticka podjednotka
M N B-N-acetylhexosaminidasy

myosin 188 kDa —

hovézi sérovy albumin 62 kDa —» :

glutamatdehydrogenasa 49 kDa —» w

alkoholdehydrogenasa 38 kDa —»
karbonat anhydrasa 28 kDa —,

myoglobin 18 kDa —»

lysozym 14 kDa—>
aprotinin 6 kDa—»

insulin B 3 kDa—» 1.

o
propeptid
N - nanaska vzorku na chromatograf B-N-acetylhexosaminidasy

M - standard molekulovych hmotnosti

Obr. 37 Polyakrylamidovy gel frakci po gelové chromatografii
4.4 Chemické zesiténi B-N-acetylhexosaminidasy

U roztoki B-N-acetylhexosaminidasy, které byly sitény pomoci c¢inidla EDC
v stondsobném nadbytku, byla zméfena enzymova aktivita v pufru o pH 5.
Stanoveni bylo provedeno jako diikaz skutecnosti, Zze chemické sitovaci reakce
zachovavaji enzymovou strukturu v nativnim a tedy funkénim stavu. Jako kontrola
byl pouzit roztok hexosaminidasy bez piidavku sitovaciho Ccinidla. Aktivita
kontrolniho i siténé¢ho vzorku byla pfi pH 5 stejna.

Po reakci chemického zesiténi bylo nutné vzniklé produkty vzijemné
odseparovat metodou SDS-PAGE. Na Obr. 38 str. 72 polyakrylamidového gelu lze
tyto separované produkty pozorovat. Enzym byl sitén ¢inidlem EDC v 100 a 200
nasobném molarnim nadbytku, lze vidét, ze vznikl pozadovany kovalentni
heterodimer katalytické podjednotky a propeptidu, ktery neni pfitomen v kontrolnim
vzorku. Na Obr. 39 str. 72 je polyakrylamidovy gel s produkty po siténi pomoci
DSG a DSS vstonasobném molarnim nadbytku, i zde lze pozorovat vznik

kovalentniho heterodimeru.
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Obr. 38 Polyakrylamidovy gel po reakci EDC a -N-acetylhexosaminidasy

z Penicillium oxalicum

DSG DSS
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= 1K
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podjednotka

S propeptidem
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—
6 kDa hmotnosti

3 kDa K - kontrola

Obr. 39 Polyakrylamidovy gel po reakci DSG a DSS a f-N-acetylhexosaminidasy

z Penicillium oxalicum
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4.5 MS experimenty

Produkty chemického siténi byly zpracovany a analyzovany. Na Obr. 40 je ukazka
peptidového mapovani kovalentniho heterodimeru katalytické podjednotky a
propeptidu B-N-acetylhexosaminidasy. Lze identifikovat peptidy, které pochazi
z katalytické podjednotky (oznacené cCerné) a peptidy pochazejici z propeptidu
(oznaené modie). Vzorky byly Stépeny trypsinem a méfeny hmotnostni
spektrometrii s vyuzitim MALDI ionizace (MALDI-MS). Pomoci programu
GPMAW a aminokyselinové sekvence katalytické podjednotky a propeptidu byly
nalezeny teoretické peptidy a jejich hmotnosti po Stépeni trypsinem. Tyto teoretické

udaje byly porovnany s namétenym spektrem a vybrané nalezené shodné peptidy

byly vyznaceny.
N 1+
2296,10170 —)
LMMWEDIFINTDAAHHVPR
1+

3
@ 1343,70863 1+
: AAALGELVWSGNR 2886.39410
© ] ) '
= TYNDLSQYWLDHALPIFHGTGGPQR
3
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1

o -. Lh i, lLl i x”L T . ;h
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m/z
mmmm  peptid z katalytické podjednotky
Obr. 40 MS-MALDI spektrum kovalentniho heterodimeru katalytické podjednotky a

propeptidu s vyznacenymi vybranymi peptidy a jejich hmotnostmi
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Poté, co byl pomoci MALDI-MS ovéien kovalentni heterodimer, byl vzorek dale
zpracovan a findln€¢ analyzovdn metodou hmotnostni spektrometrie s vysokym
rozliSenim HPLC/ESI FT-ICR MS. V Tab. 4 jsou zaznamenany nalezené a
identifikované zesiténé peptidy. Vysledky ztéchto pokusti pochazeji ze siténi
katalytické podjednotky a propeptidu pomoci c¢inidla EDC ve stonasobném
nadbytku a nasledném S$tépeni pomoci trypsinu. Byly nalezeny dva peptidy,
Vv tabulce jsou zaznamenany sekvence téchto peptidi a informace, zda pochazeji
z katalytické podjednotky ¢i z propeptidu. V prvnim peptidu se spojil lysin v pozici
21z propeptidu bud’ s kyselinou glutamovou v pozici 566, nebo s kyselinou
asparagovou Vv pozici 591. V druhém pripad¢ je to lysin v pozici 43 z propeptidu a

kyselinou asparagovou v pozici 190.

Tab. 4 Nalezené zesiténé peptidy, zmérené pomoci HPLC/ESI FT-TCR MS

usek sekvgnce: _ m/z' chyba
nadbytek propeptld{ (monoizotopicka hmotnost) méfeni
/€inidlo katg PIEE teoreticka experimentalni | (ppm)
podjednotka
100 EDC 20-29,561-601 5767,9707 5767,9873 2,9
100 EDC 22-65,186-200 6756,4761 6756,4775 0,2

| sekvence z katalytické podjednotky

K8 -LLNFR[Es65YLVANGVMATNLAPKYCLQHPHAC[Bso: LYYNQSVITP
K - GIMI[,90TGRNFISVPK
zesiténé K21 - E 566, D591
aminokyseliny K43 -D 190
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Oba tyto peptidy byly nalezeny v MS spektru v ptislusnych nabojovych stavech.
Tyto spektra jsou zobrazeny na Obr. 41 a Obr. 42. Prvni sitény peptid se ve spektru
vyskytoval 6x nabity a druhy peptid 8x nabity a jeho intenzita byla o fad vyssi.

'ntensé J50. +MS, Dissect, 14.74-15.76min #(187-200)
X105
1 962.24312
1.5
1.0
i 962.08015
054 962.20897
] 962.13820 6+
962.18618
0.0 T — T T T T T T T
962.050 962.075 962.100 962.125 962.150 962.175 962.200 962.225 mz

Obr. 41 6x nabity siteny peptid ¢. 1

Inten;7._35' +MS, Dissect, 10.78-11.73min #(137-149)
X1

R @
0.8

| 8+

0.6 845.43720

0.4

0.24

0.0

T T T T T T T T T
845.0 845.1 845.2 845.3 845.4 8455 845.6 845.7 845.8 mz

Obr. 42 8x nabity peptid ¢. 2

Byly vybrany aminokyseliny na katalytické podjednotce, které byly sitény
S propeptidem a tyto aminokyseliny byly v programu PyMOL vyznaceny
v homolognim modelu katalytické podjednotky [-N-acetylhexosaminidasy Obr. 43.
str. 76. V modelu byly zobrazeny kyselina glutamova (E 566) a kyseliny asparagové
(D 591) a (D 190).
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= zesiténé aminokyseliny

Obr. 43 Homologni model katalytické podjednotky [-N-acetylhexosaminidasy
z Penicillium oxalicum s vyznacenymi aminokyselinami (Cernd), které predstavuji

misto kontaktu s propeptidem
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4. DISKUZE

Zhruba pted 10 ti lety byla nalezena unikatni vlastnost fungalnich
B-N-acetylhexosaminidas. Bylo objeveno, Zze katalyticka podjednotka a propeptid
jsou nekovalentné asociované. Tato asociace obou polypeptidovych fetézcu
B-N-acetylhexosaminidasy zatim nebyla popsana u zadného jiného organismu, jen u
vlaknitych hub. Interakce se stala zajmem studii, které se snazily o jeji
charakterizaci. Dosud nebyla vyfeSena struktura propeptidu [45]. Cilem této prace
bylo nalézt misto této unikétni interakce katalytické podjednotky a propeptidu
B-N-acetylhexosaminidasy z vlaknité houby Penicillium oxalicum.

V prvni ¢asti prace bylo nutné ziskat enzym vyuzitim produkéniho organismu.
Vyhodou pouziti vlaknit¢é houby je skutecnost, ze PB-N-acetylhexosaminidasy
z tohoto organismu jsou sekretované do media. Je tedy relativné snadné ziskat
nativni enzym a neni nutné expresi provadét heterologné, hledat vhodny
eukaryoticky produk¢éni organismus a nasledné kontrolovat spravné sbaleni
proteinu[3]. Nevyhodou produkce je nizky vytézek proteinu V porovnani
s produkcemi jinych proteinti realizovanych v bakterialnich kmenech. Nadé&jnou
strategii miize byt pouziti kvasinek jako produkénich organismt pro tento enzym.

Vyhodou produkce [p-N-acetylhexosaminidasy z vlaknitych hub je také
skutecnost, ze enzymy jsou inducibilni a lze tudiz pouzit vhodné induktory, kterymi
jsou napt. GlcNAc ¢i GalNAc a které produkei enzymu podpoti. V této praci byl
jako induktor vyuzit GIcNAc. Podle literatury a zkuSenosti Laboratoie pfirozené
imunity Mikrobiologického ustavu AV CR, v. V. i. bylo jako vhodné podate¢ni
medium zvoleno obdoba mineralniho media Czapek-Dox, které je obecné vhodné
pro kultivace vlaknitych hub. Existuje velké mnozstvi vlivil, kterymi lze ovlivnit
produkci hexosaminidasy, i proto se prvni ¢ast této diplomové prace zabyva touto
problematikou. Produkci lze ovlivnit zejména celkovym sloZzenim media, Gpravou
pH media, ptidanim vhodného induktoru apod. Jelikoz neni mozné kvantifikovat
pocet spor, kterymi je medium na pocatku kultivace zaoCkovano, nelze ani

predpokladat, ze kiivka objemové aktivity hexosaminidasy bude pii kazdé kultivaci
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vykazovat totozny pritbeh a dosahovat maxima ve stejny c¢as, jak je mozné sledovat
napi. porovnanim Obr. 21 str. 58 Obr. 23 str. 60. Proto je nutné aktivitu enzymu
beéhem kultivace pribézné sledovat. Kultivace byla ukoncena v dob¢, kdy
B-N-acetylhexosaminidasa dosahovala nejvyssi aktivity, k tomu
dochazelo primérné mezi 160-240 hodinach kultivace. Pti pouziti medii o riznych
pocate¢nich pH Obr. 21 str. 58. bylo zjisténo, ze nejvyssi aktivity dosahl enzym
Vv mediu o pocate¢nim pH 2 v ptiblizné 90. hodiné kultivace. V mediu o pocate¢nim
pH 5, které je podle literatury nejvhodnéjsi pro kultivace hexosaminidasy, byla
pocatecni tak aktualni, ma vyrazny vliv na produkci enzymu do media. Bez ohledu
na pocatecni hodnotu pH media na zacatku kultivace, aktivita prudce vzroste Obr.
22 str. 59, poté je zaznamenan pokles S vyjimkou pocate¢niho pH 2, které po celou
dobu kultivace roste a v 90. hodin¢ kultivace ma nejvyssi aktivitu hexosaminidasy i
nejvyssi pH ze vSech medii. VSechna media nakonec dosahla ptiblizné stejné
niz$i nez pH konec¢né, v pribéhu kultivace je ho vlaknita houba schopna upravovat,
a aktivita a sekrece hexosaminidasy do media jsou na tomto pH zavislé. Pokud je
vlaknita houba kultivovana v mediu, které ma pocate¢ni pH 1,5 Obr. 27 str. 64.,
enzym v prabéhu celé kultivace nevykazuje Zzadnou aktivitu, s nejvetsi
pravdépodobnosti jsou tyto pH podminky pro vlaknitou houbu jiz tak extrémni, ze
nejen nebyla schopna produkovat aktivni enzym, ale ani v nich nepiezila.

Dvé nejptiznivéjsi pH podminky pro aktivitu hexosaminidasy v mediu jsou
pocatecni pH media 2 a 5. Pocate¢ni pH media 2 zajistuje vlaknité houbé takové
podminky, ze aktivita hexosaminidasy dosahuje po dlouhou dobu vyssi hodnoty nez
u pocate¢niho pH 5 Obr. 23 str. 60. Ma-li medium pocate¢ni pH 5, dosdhne témét
srovnatelné enzymové aktivity jako pocatecni pH 2, ale za delsi dobu kultivace.

S bakteriologickym peptonem jako soucasti media, které bylo plvodné
pouzivano, bylo dosazeno objemové aktivity enzymu v rozmezi 0,02-0,07 U/ml.
Tato aktivita a soucasné i produkce enzymu jsou velice nizké. Zaménou

bakteriologického peptonu za mykologicky Obr. 24 str. 61, vzrostla objemova
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aktivita B-N-acetylhexosaminidasy az 6x a dosahovala hodnoty az 0,44 U/ml.
Mykologicky pepton ma na rozdil od bakteriologického témér o jednotku nizsi pH a
niz§i obsah celkového dusiku. DalSi provedenou zménou bylo pouziti stejného
kmene Penicillium oxalicum CCF 3438, ale zjiného zdroje, kvili podezieni, ze
nizké vytézky enzymu mohou souviset se ,,stafim* spor vlaknitych hub, s dobou
jejich skladovani ¢i dokonce s pfipadnou nahodnou mutaci, ke které mohlo
Vv pribéhu dlouhodobého skladovani a opakované kultivace dojit. Pouziti vlaknité
houby z jiného zdroje nepfineslo vyssi vytézky enzymu Obr. 24 str. 61. a Obr. 26
str. 63. Delsi doba skladovani spor vlaknitych hub neni pfi¢inou nizké objemové
aktivity pfi kultivaci B-N-acetylhexosaminidasy v mediu. Pii zmén¢é media Obr. 25
str. 62. nebylo nalezeno zadné nové slozeni, které by vedlo K zvyseni objemové
aktivity enzymu, ale jako nadéjna zména se ukdzala byt zaména mykologického
peptonu za kvasni¢ny autolyzat. Pti kultivaci vlaknité houby v mediu obsahujici
kvasni¢ny autolyzat Obr. 28 str. 64 byly nalezeny poc¢ate¢ni podminky pH 5,5 a pH
4,5, pti kterych vzrostla objemova aktivita enzymu v mediu az 10x. Nejvyssi
hodnota objemové aktivity [-N-acetylhexosaminidasy, které se podafilo
optimalizaci kultivace dosahnout, byla 0,72 U/ml.

Ackoli se podafilo nalézt podminky kultivace, které produkci enzymu znacné
zvysily, k nejvétSim ztratdm dochazelo pii purifikacnich postupech. Pii hydrofobni
chromatografii na kolon¢ Fenyl-Sepharosa Obr. 29 str. 65. byly odstranény pouze
hrubé necistoty. Na ionexové kolon¢ SP-Sepharosy doslo k oddéleni velké ¢asti
proteinovych kontaminant Obr. 30 str. 66. Eluc¢ni profil je obdobny i na
chromatogramu po separaci na ionexové kolon¢ Fractogel Obr. 31 str. 67. Zaména
téchto dvou kolon, ke které bylo v n¢kterych ptipadech ptistoupeno, je tedy mozna.
Po nasledujici chromatografické separaci na ionexové kolon¢ MonoQ se zda byt
protein podle chromatografického zdznamu témér Cisty Obr. 32 str. 67, avsak na
polyakrylamidovém gelu po SDS-PAGE Obr. 36a str. 70. je zfejmé, ze frakce
neobsahuji Cisty protein, ale obsahuji zna¢nou kontaminaci doposud nezndmého
proteinu, 0 molekulové hmotnosti pfiblizné 100 kDa. Po gelové chromatografii na

koloné& Superdex200 Obr. 33 str. 68, je na chromatogramu zobrazen jen jeden eluéni
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vrchol, ale jak uz vyplyva z ktivky orienta¢ni aktivity, tento jeden vrchol nepatii
cely pouze jednomu proteinu. Elektroforeticka separace potvrdila, ze ¢ast elu¢niho
vrcholu patii jinému proteinu a ¢ast B-N-acetylhexosaminidase obr. 37 str. 71. Tyto
dva proteiny se podaftilo pii gelové chromatografii ¢aste¢né odseparovat a ziskat tak
frakce, které¢ obsahuji pouze Cisty enzym, pouZitelny pro strukturni studie.

Katalyticka podjednotka B-N-acetylhexosaminidasy byla na polyakrylamidovém
gelu po elektroforetické separaci pozorovana v oblasti odpovidajici molekulové
hmotnosti 55 kDa a propeptid v oblasti 8 kDa Obr. 36 str. 70 a Obr. 37 str. 71. Tyto
rozdily migrace v gelu oproti jejich teoretickym hmotnostem jsou dany rozdilem
Vv glykosylaci. VSechna mista na polypeptidovém fetézci, kterd mohou byt
glykosylovana, nemusi byt vyuzita, a casto také nejsou. Glykosylace
polypeptidového fetézce ma také vliv na tvar elucnich vrcholi propeptidu a
katalytické podjednotky pii separaci chromatografii na obracené fazi na kolon¢
VydacC4 Obr. 34 str. 68. Tvary eluc¢nich vrcholti nevykazuji hladké kfivky, protoze
je jejich eluce ovlivnéna glykosylaci. Eluce katalytické podjednotky je ovlivnéna
glykosylaci mnohem méné, protoze jeji polypeptidovy fetézec je delSi. Mnozstvi
propeptidu je asi 7x nizSi oproti Kkatalytické podjednotce, proto ho na
polyakrylamidovych gelech po SDS-PAGE separaci Ize pozorovat pouze v piipade,
ze byl nanesen enzym v dostate¢né koncentraci. To bylo splnéno ve frakcich po
gelové chromatografii Obr. 37 str. 71, nebo ve frakcich po chromatografii na koloné
Fractogel, pokud nasledovala po gelové chromatografii Obr. 36b str. 70. Propeptid
navic obsahuje malo bazickych aminokyselin a Spatné se na n¢j vaze barvivo CBB
G-250, proto ho Ize pozorovat na polyakrylamidovych gelech s nizkou intenzitou.

Strukturni charakteristiky enzymu byly provedeny pomoci metody chemického
siténi spojené s hmotnostni spektrometrii. Studie pomoci infracervené spektroskopie
(FTIR) a Ramanovy spektroskopie byly jiz s timto enzymem provedeny, avsak
k odhaleni vazebného mista nevedly. Pouziti NMR je vzhledem k velikosti proteinu
obtizné.

K sitovacim reakcim byly pouzity ¢inidla EDC, DSG a DSS. Po siténi zlstava

protein stale v nativni konformaci, pifi pH 5 nedochazi k poklesu aktivity.
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S pouzitim vSech tfi c¢inidel bylo dosaZzeno vzniku poZadovaného produktu
kovalentniho heterodimeru katalytické podjednotky a propeptidu Obr. 38 a 39
str. 72. V Kontrolnim vzorku vzdy tento produkt chyb¢l, tudiz jeho vznik je
disledkem siténi. Kontrola také obsahuje vétSi mnozstvi volného propeptidu a
katalytické podjednotky, protoze u siténych vzorka jsou tyto proteiny pouZzity na
tvorbu produktt sitovaci reakce. Kromé pozadovaného kovalentniho heterodimeru
vznikaly 1 vedlejSi produkty chemického siténi ve formé oligomerd. NejlepSich
vysledka siténi bylo dosazeno se 100 nasobnym piebytkem ¢inidel EDC, DSG a
DSS oproti katalytické podjednotce. Strukturni analyza byla kvili malym vytézkiim
S ostatnimi sitovacimi ¢inidly provedena pouze s ¢inidlem EDC.

Po chemickém siténi a MS analyze S vysokym rozlisenim byly nalezeny oblasti,
kde spolu interaguji katalytickd podjednotka a propeptid Obr. 43 str. 76. Byly
nalezeny peptidy, které obsahovaly sekvence jak z propeptidu, tak z katalytické
podjednotky. V téchto peptidech byly identifikovany konkrétni aminokyseliny, mezi
kterymi doslo k siténi, byla nalezena kyselina asparagova D 191, a v druhém
ptipadé byly nalezeny dvé mozné aminokyseliny, bud’ kyselina asparagova D 591,
nebo kyselina glutamova E 566. Tyto aminokyseliny ackoli jsou sekvencné
vzdalené jsou ve struktufe proteinu prostorove blizko a predstavuji mista ptimého
kontaktu katalytické podjednotky s propeptidem [-N-acetylhexosaminidasy.
Nalezena data jsou ve shodé se zatim nepublikovanymi strukturnimi vysledky
ziskanych z krystalografickych analyz [-N-acetylhexosaminidasy z Aspergillus

oryzae.
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6. ZAVER

byla uspésné provedena kultivace vlaknité houby Penicillium oxalicum CCF
3438 a optimalizaci kultivacnich podminek byla az 10x zvySena objemova
aktivita B-N-acetylhexosaminidasy v kultiva¢nim mediu

podatilo se enzym produkovat do media a nasledné ho z néj izolovat

purifikaci byl ziskdn enzym dostateCné CdCistoty k pouziti pro MS analyzu,

purifikacni postup byl optimalizovan
strukturni analyza [(-N-acetylhexosaminidasy odhalila na katalytické

podjednotce i propeptidu oblasti, kde dochazi k nekovalentni interakci obou

podjednotek
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