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Uvod

Glykoproteiny jsou proteiny obsahujici kovalentn¢ vazané sacharidové
struktury. Sacharidy mazou byt pfipojeny K proteinovému fetézci dvojim
zpasobem: O-glykosidickou nebo N-glykosidickou vazbou. N-glykosidicky
spojené  sacharidy jsou vazany k aminokyselin¢ asparaginu, zatim co
O-glykosidicky vazané sacharidy jsou spojeny k aminokyselinam serinu nebo
threoninu.

V glykoproteinech ~ vysSich  obratlovelt se pfevazné  vyskytuji
N-glykosidicky vazané sacharidové struktury. V ptipadé N-glykosylace je
sacharidovy fetézec pienesen na aminokyselinu asparagin, ktery se nachazi
v aminokyselinové sekvenci N-X-ST, kde X mutize byt jakakoliv aminokyselina
krom¢ prolinu. Zatimco syntéza N-glykoproteini se fidi ur¢itymi pravidly, u
syntézy O-glykoproteini nebyla zadna takova pravidla pro zatim nalezena.
Proteinové glykosylace, ktera je nejCastéjsi posttranslaéni modifikaci, se ucastni
velké mnozstvi enzymi a enzymovych komplext. Cely proces glykosylace

probiha v endoplazmatickém retikulu a Golgiho aparatu.

Glykosidasy hydrolasy

Podle EC nomenklatury jsou Klasifikovany jako enzymy skupiny EC 3.2.1
katalyzujici hydrolyzu O- nebo N- spojenych glykosidi. Dale mohou byt délény
podle mechanismu katalytické reakce na retenujici a invertujici a podle mista
Stépeni sacharidovych struktur na exo ($tépi na koncich sacharidového fetézce) a

endo ($tépi vné sacharidového fetézce).

a-N-Acetylgalaktosaminidasa

a-N-Acetylgalaktosaminidasa (a-NAGA, EC 3.2.1.49) patii mezi
exoglykosidasy specificky $tépici terminalni GaINAC vazany k aminokyselindAm
serinu nebo threoninu nebo véazany v oligo/polysacharidovém fetézci. Podle

enzymatické nomenklatury ITUB-MB (International Union of Biochemistry and
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Molecular Biology) patii tento enzym do skupiny Hydrolas-Glykosidas-
Glykosidas hydrolyzujici O- nebo S- glycosidickou vazbu. Podle CAZY
systému patii prokaryoticka a-NAGA do rodiny 36 (Klan GH-D) a eukaryoticka
a-NAGA do rodiny 27 stejného klanu jako prokaryotickd a-NAGA.

Syntéza glykopeptidit a glykoproteinii in vitro

Syntézu sacharidi miiZzeme rozdélit do dvou hlavnich skupin: linearni a
konvergentni. V linedrnim pfistupu jsou sacharidové podjednotky spojovany
ptfimo s aminokyselinami. Vysledkem tohoto spojeni jsou modifikované
aminokyseliny nesouci mono nebo oligosacharidové jednotky, které slouzi jako
zékladni stavebni struktury pfi nasledné syntéze v roztoku nebo na pevné fazi
(SPPS - solid-phase peptide synthesis). Naopak v konvergentnim pfistupu jsou
sacharidové struktury pfipojovany k peptidu/proteinu, ktery je stale ve fazi
syntézi.

V zavislosti na chemii pouZivané pii syntéze je v nékterych piipadech
nutnd ochrana func¢nich skupin aminokyselin 1 sacharidi. Po porovnani
linearnich a Konvergentnich piistupi mizeme fict, ze konvergentni syntéza
glykopeptidovych a glykoproteinovych mimetik nabizi vétsi flexibilitu pokud
jde o piipravu glykopeptidi. Timto pfistupem lze pfipravit mnoho dobie
definovanych struktur bez predchozi protekce funkénich skupin aminokyselin a
sacharidi. Tento pfistup umoznuje provadét chemoselektivni ligaéni reakce,

jejichz vysledkem jsou homogenni glykoproteinova mimetika.

Prirozené zabijecské buiiky (NK buiiky)

Poprvé byly popsany v roce 1975 jako lymfocyty, které jsou schopné
zabijet infikované ¢i nadorové zménéné bunky bez piredchozi stimulace,
proliferace a diferenciace. Jsou to velké granularni lymfocyty, které se vyviji
stejn¢ jako ostatni buiikky imunitniho systému v kostni dfeni. Vyvojové jsou NK

bunky bliz§i T lymfocytim, na jejichz povrchu byl nalezen charakteristicky
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marker NK bunék, NKR-P1 receptor. Tato skupina bunék byla nazvana NKT.
Tyto bunky se ucastni podobné jako Tc lymfocyty cytotoxickych reakci proti
infikovanym nebo nadorové zménénym buinkam. NK bunky jsou také velmi
dalezitymi producenty cytokinti, které jsou dulezité pii regulaci specifické
Imunitni odpovédi, bunééné proliferaci nebo adhezi bun¢k. Jako ptiklad
mizeme uvést INF-y, ktery se uplatiiuje pii stimulaci makrofagti (Horejsi and

Bartunkova, 2001).

Lektiny C-typu

Lektiny C-typu byly poprvé definovany v 80 letech dvacatého stoleti
(Drickamer, 1988). Hlavnim rysem této rodiny lektinti je tak zvana sacharid
vazajici doména CRD (Carbohydrate Recognication Doman). Pro vazbu
sacharidu do CRD domény je nutna ptfitomnost vapniku. Délka sacharid vazajici
domény je kolem 125 amino kyselin. CRD je sloZzena z konzervované
kombinace dvou a-helixti a dvou anti-paralelnich B skladanych listt spojenych
nahodnym klubkem (Bezouska et. al. 1991). Tato sacharid vazajici struktura je
stabilizovana dvéma nebo vice disulfidickymi mustky. Béhem evolu¢niho
vyvoje nékteré lektiny C-typu ztratily schopnost vazat sacharidové struktury a

ziskaly jinou vazebnou specifitu (Drickamer, 1999).



Cile prace

Ptedkladana prace méla dva cile. Prvnim cilem bylo nalezeni vhodného
expresniho systému pro produkci rekombinantni enzymaticky aktivni a-N-
acetylagalaktosaminidasy s dualni a-galaktosidasovou aktivitou. Druhym cilem
bylo charakterizovat biochemické a enzymatické vlastnosti tohoto
rekombinantniho enzymu. Pro jejich splnéni byly stanoveny tyto konkrétni

podcile:

e Urceni aminokyselinové sekvence ptirozené a-NAGA izolované
z vlaknité houby Aspergillus niger.

e Vyvoj expresniho systému vhodného pro rekombinantni produkci
a-NAGA v enzymaticky aktivni formé.

e Vyvoj optimalnich podminek exprese poskytujicich dostate¢né mnozstvi
rekombinantniho enzymu.

e Nalezeni optimalniho purifikaéniho protokolu, ktery by zajistil dostate¢né
mnozstvi a-NAGA pro funkéni a strukturni studie.

e Charakterizace biochemickych a enzymatickych vlastnosti rekombinantni
a-NAGA.

e Urceni mist N-glykosylace rekombinantni a-NAGA.

Téchto cili bylo dosazeno za pouziti vhodnych metodik, pocinaje
bakterialnim a kvasinkovym expresnim systémem, pies biochemické a
enzymatické techniky, az po pokrocilé analytické metody (chromatografie,

analyticka ultracentrifuge, hmotnostni spektrometrie, elektronova mikroskopie

atd.).



Vysledky

Zjisténi aminokyselinové sekvence a-NAGA a vytvoieni pocitacového modelu
tohoto enzymu
V prvni fazi projektu byl hledan ptirozeny producent a-NAGA. Na

pritomnost a-NAGA aktivity bylo testovano 42 kment vlaknitych hub, dale bylo
provedeno testovani velkého mnoZstvi induktord a kultivaénich podminek. Jako
nejlepsi producent a-NAGA se ukazal Aspergillus niger CCIM K2. Dale se
ukdzalo, ze a-NAGA z této vlaknité houby vykazuje dualni a-GA aktivitu.
Enzym byl izolovan do vysoké Cistoty pouzitim chromatografickych technik
(Weignerova et. al. 2008). S takto purifikovanym enzymem byla provedena 2D
elektroforéza, na které byly odhaleny dva proteinové bandy. Oba tyto bandy
byly analyzovany pomoci N-terminalniho sekvenovani a hmotnostni

spektrometrie (obrazek 1).
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GCNVYATQGRTLEEEYKQRYGHWHQVLSKNQHPLIFSESAPAYFAGTD NNTDWYTVMDWVPIYGELARHSTDILVYS
GCNVYATQGRTLEEEYK YGHWHQVLSK DWVPIYGELARHSTDILVYS

GAGSAWDSIMNNYNYNTLLARYQRPGYFNDPDFLIPDHPGLTADEKRSHFALWASFSAPLIISAYIPALSKDEIAFL
GAGSAWDSIMNNYNYNTLLARYQRPGYFNDPDFLIPDHPGLTADEKR DEIAFL

TNEALIAVNQDPLAQQATFASRDNTLDILTRNLANGDRLLTVLNKG NTTVTRDIPVQWLGLTETD CTYTAEDLWDGK
TNEALIAVNGDPLAQQATFASRDNTLDILTR LLTVLNK DIPVOWLGLTETDCTYTAEDLWDGK

TQKISDHIKIELASHATAVFRLGLPQG CSSVVPTGLVFNTASGNCLTAAS NSSVAFQSCNGETSQIWQVTLSGVIRP
IELASHATAVFR B

VSQTTQCLAADGNSVKLQACDSTDSDGQNNTYAVTGNLKNAKTDG CLTEGSVQMKSCLYERDGQVFGLPSGVQLS

VSOTTQCLAADGNSVKLOQACDSTDSDGONWTYAVTGNLK TDGCLTEGSVOMKSCLYERDGQVEGLPSGVQLS

Obrazek 1. Shrnuti sekvenacnich dat a-NAGA. (A) Separace a-NAGA pomoci 2D
elektroforézy a naslednd N-terminélni sekvenace odhalila rizné aminokyselinové sekvence.
(B) Vrchni fadek ukazuje aminokyselinovou sekvenci genu aglA z vlaknité houby Aspergillus
niger se signalni sekvenci (tu¢né). Spodni fadek ukazuje shrnuti sekvena¢nich dat ziskanych

Edmanovym odbouravanim a analyzou hmotnostni spektrometrii.
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Na zakladé porovnani nalezené aminokyselinové sekvence AgIA genu
proti a-N-acetylgalaktosaminidazam, jejichz struktura byla jiz rozieSena, byl
sestaven pocitatovy model o-NAGA (obrazek 2). a-NAGA se sklada
z katalytické (melibiazové) domény obsahujici TIM barrel, nasledné¢ beta
domény a C-terminalni ricinové domény. a-N-Acetylgalaktosaminidasy o znamé
struktufe obsahuji podobné sloZeni proteinovych domén avSak bez C-terminalni

ricinové domény (Kulik et. al. 2010).

TIM-barrel

Ricin domain

Obrazek 2. Struktura a-NAGA z Aspergillus niger. (A) a-NAGA se sklada z TIM-barrelu, ve
kterém je v N-termindlni oblasti umisténo aktivni misto tohoto enzymu, prostfedni malé
domény skladajici se z osmi antiparalelnich  podjednotek a ricinové domény na C terminalni
¢asti (vpravo). Fialové ¢asti pocitacového modelu jsou noveé vytvofeny pomoci jiz znamych
struktur  a-N-acetylgalaktosaminidas z kufete (zlutd), a xylanazy =z Streptomyces
olivaceoviridis E-86 (zelena). (B) a (C) Pohled do aktivniho mista a-NAGA aglA enzymu
(fialova) a aglB enzymu (zelena) s 0-NP-a-GalNAc jako substratem. Jak se ukazalo aktivni
misto aglA obsahuje prostor pro N-acetylovou skupinu substratu. Tento proStor chybi u
enzymu aglB, kde je aminokyselina Trp205, ktera brani vstupu N-acetylu do aktivniho mista.

Tento fakt vysvétluje dualni aktivitu a-NAGA z Aspergillus niger.



Rekombinantni exprese a-NAGA

a-NAGA izolovana z Aspergillus niger vykazovala jedinecné vlastnosti.
Produkce tohoto enzymu byla provedena v kultivaénim médiu po dobu 6 dni pii
teplot¢ 26°C, jako induktor byla pouZita sojova mouka. Enzym vykazoval
teplotni optimum pii 55°C a hodnoté pH 1,8. Po celkové deglykosylaci bylo pH
optimum posunuto na hodnotu 1,5. Nativni i deglykosylovany enzym byl
stabilni v hodnotach pH 1,5-4,0 pfi teploté¢ 4°C. Nativni enzym byl pfi této
teploté stabilni nékolik mésici. Byla zjisténa hodnota Km purifikovaného
enzymu 0.73 mmol/l pro 0-NP-a-GalNAc v 50 mM citrat-fosfatovém pufru (pH
3,5) pii 35°C. Dualni a-GA aktivita byla vysvétlena evoluénim mapovanim a
pocitacovym modelovanim a-NAGA. Evolu¢nim mapovanim bylo zjisténo, Ze
a-NAGA se vyvinula z a-GA (popsano vyse). Rozdil mezi a-GA a a-NAGA je
pravé v tak zvané vazebné kapse, ktera umoziuje vstup N-acetylaminu do
aktivniho mista enzymu (obrazek 2).

Na zaklad¢ vlastnosti deglykosylované a-NAGA byl nejdiive navrhnut
prokaryoticky expresni systém Escherichia coli pro rekombinantni piipravu
tohoto enzymu. Gen kdédujici a-NAGA byl ziskdn z RNA, ktera byla izolovéna z
houby Aspergillus niger, tato celkova RNA byla reverzni transkripci pfepsana do
DNA sekvence. Gen byl klonovan do prokaryotického expresniho vektoru pPET
30a+. Pro expresi a-NAGA byly pouzity dva expresni systémy. Jako prvni byl
pouzit expresni systém E. coli BL-21 (DE3) Gold. V ptipadé tohoto systému
byla a-NAGA exprimovana ve formé inkluznich télisek bez enzymové aktivity.
Bylo provedeno nékolik renaturacnich experimentii, bohuzel vSak bez uspéchu.
Jako druhy prokaryoticky expresni systém byl pouzit E. coli ArticExpressCells.
Vyhoda tohoto expresniho systému je schopnost produkce rekombinantnich
proteint pii nizké teploté obvykle kolem 12°C. Nizka teplota by méla zajist'ovat
pomalejsi produkei, vyssi u¢innost sklddani proteinu a mensi pravdépodobnost
agregace. Bohuzel, ani v tomto piipad¢ nebylo dosazeno produkce aktivni o-
NAGA.



Na zaklad¢é téchto experimenti byl navrhnut eukaryoticky expresni
system Pichia pastoris. Bylo pouzito n¢kolik expresnich kmenti a mnoho
odlisnych kultiva¢nich podminek, bohuzel v8ak ani v tomto piipadé¢ nebylo
dosazeno uspésné exprese aktivni a-NAGA.

Jako posledni kvasinkovy expresni systém byl pouzit expresni sytém
Saccharomyces cerevisiea (Ashida et. al. 2000). Produkce rekombinantni
enzymaticky aktivni a-NAGA byla v tomto ptipadé Gspésna. Rekombinantné
pfipraveny protein byl Usp&Sn€ exprimovan, biochemicky a enzymové
charakterizovan.

Vlastnosti rekombinantni a-NAGA byly kromé podjednotkového slozeni
a pH aktivity v oblasti neutralniho pH shodné s nativni a-NAGA.

Rekombinantni a-NAGA se vyskytuje v roztoku ve dvou aktivnich
formach, monomerické a dimerické. Ob¢ tyto formy vykazuji jak a-NAGA, tak
a-GA aktivitu. Vysvétleni tohoto jevu mutze byt tzv. overexprese a-NAGA a
umisténi tohoto enzymu v rtiznych bunéénych organelach. Cést enzymu se miize
vyskytovat v cytoplasmé¢, kde je redukéni prosttedi a cast v jinych
membranovych organelach. Tuto hypotézu potvrzuje experiment, kdy bylo do
lyzaéniho pufru pfiddno malé¢ mnozstvi detergentu, ktery vyrazné zvysil
specifickou enzymovou aktivitu (obrazek 4). Druhy rozdil mezi rekombinantni a
prirozenou a-NAGA je v aktivit¢ v oblasti neurdlniho pH. Rekombinantni
a-NAGA vykazuje ptiblizné 15% o-NAGA aktivitu, zatimco pfirozena o-
NAGA je v této oblasti neaktivni.



A Time (hours) B

120 96 72 48 24 12 M __ 35
£ a0/
) |
= 251
98kDa ? 20
® ol
66kDa g =
"g 1.0 8
38kDa > 051
28kDa 5 o

20 40 60 80 100 120
Time (hours)

Obrazek 3. Casovy profil produkce o-NAGA v expresnim systému S. cerevisiae: (A) SDS-
PAGE elektroforéza (B), enzymova aktivita. Optimalizace produkce byla provedena pii 30°C,
jako induktor byla pouzita galakt6za. Rekombinantni a-NAGA byla identifikovana pomoci
SDS elektroforézy v redukujicim prostfedi jako band o hmotnosti ptiblizné 76 kDa.

Ptidanim detergentu do lyza¢niho pufru bylo dosazeno zvySeni enzymoveé

aktivity. Timto experimentem byl potvrzen vyskyt rekombinantniho enzymu

Vv riznych bunécnych kompartmentech.
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Obrazek 4. a-NAGA a o-GA aktivita méfena v bunééném lyzatu s ptidavkem a bez piidavku
dodecylmaltosidu jako detergentu.
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Krok Protein ~ Aktivita  Spec.aktivita Cistota Vytéziek

(mg) (V) (Umg™) (nasobek) (%)
Bunéény lyzat 378.0 150.0 0.4 1.0 100
Phenyl-sepharose HR 31.4 102.3 3.3 8.3 68.2
S-Sepharose FF 12.8 81.0 6.3 15.8 54.0
Superdex 200 1.5 41.9 27.9 69.9 27.9
Mono P 5/200 0.4 18.1 42.3 105.9 12.1

Tabulka 1. Purifikace rekombinantni a-NAGA ze Saccharomyces cerevisiae. Cistota enzymu

je vztazena k pocateCnimu materialu.

Rekombinantni a-NAGA vykazuje dualni enzymatickou aktivitu v oblasti
neutralniho pH. Tohoto faktu by bylo mozné vyuzit pfi zméné Cervenych
krvinek typu A na typ H(0).

Molekulova hmotnost pfirozené a rekombinantni a-NAGA byla zjisténa
pomoci gelové filtrace a analytické ultracentrifugy (Schutz P. 2003). Témito
metodami byla zjisténa molekulova hmotnost rekombinantniho enzymu 70 kDa
a 130 kDa (Schutz P. 2000). Tento enzym se vyskytuje v roztoku jako monomer
a dimer. Hmotnost ptirozené a-NAGA byla stanovena na pribliznou hodnotu
70 kDa. a-NAGA je glykoprotein, ktery obsahuje celkové osm potencialnich
N-glykosylacnich mist Asn 14, 52, 58, 88, 168, 320, 401 a 456. Analyzou
pomoci hmotnostni spektrometrie byla identifikovana mista N-glykosylace
(obrazek 6).
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Obrazek 5. Efekt pH na aktivitu pfirozené o-NAGA (- -e- -) a rekombinantni

a-NAGA (—e—).
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Obrazek 6. Stanoveni mist N-glykosylace. (A) a-NAGA byla deglykosylovana PNGazou F a
Stépena Asp-N proteazou. MALDI-TOF hmotnostni analyza ukéazala novy peptidovy signal
m/z 1128.337. Tento signal odpovida peptidu 310-319 (m/z pro [M+H]" 1127.337) s 1 Da
zvySenim hmotnosti, ktera odpovida zméné glykosylovaného asparaginu na Kyselinu
asparagovou vzniklou deglykosylaci PNGazou F. (B) a-NAGA byla $tépena Asp-N a
deglykosylovana Endo Hf, ktera stepi sacharidovou vazbu mezi dvémi GICNAc jednotkami
ptipojenymi k aminokyselin¢ asparaginu. Hmota finalniho peptidu je zvysena o 203,079 Da.
Peptidovy signal m/z 2004.157 odpovida opét peptidu 310-325 (m/z for [M+H]" 1801.076) se
zvySenim hmotnosti 0 203.079 Da (GIcNAC).

Kooperace mezi podjednotkami CD69 receptoru

Bylo prokazano, ze vazba HexNAc na rozpustnou formu receptoru CD69
zpusobuje velké zmény na molekularni trovni. Tyto zmény nebyly pozorovany
VvV pfipadé mutantnich receptori Q93A a RI134A, které nemohou tvofit
nekovalentni dimerni formu CD69. Podobn4 situace je na bunééné urovni, kde
signalizace pomoci protilatek ¢i bivalentnich ligandi neni uspé$na v pripadé
vySe popsanych mutantt.

Bylo pfipraveno nékolik konstruktl vysoce stabilniho rozpustného
receptoru CD69, ktery je vhodny na ligandové vazebné studie. Prvni vazebné
studie byly provedeny s monosacharidovymi jednotkami a vapnikem. V piipadé

vazby vapniku nebyly zjiStény rozdily mezi vazbou kovalentniho dimeru a
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nekovalentni dimerni formy. Kazdy z proteinti vazal 1 mol vapniku/mol CD69
podjednotky s Kd pfiblizn¢ 58 pM. Vyznamné rozdily byly vSak zjiStény pii
vazbé HexNAc. Hodnota IC50 pro rozpustnou formu CD69 s vazbou dvou
HexNAc, D-GIcNAc a D-GalNAc byla ptiblizné 10 M pro kazdy ligand. Tyto
hodnoty byly pfiblizné 10 krat nizsi pro kovalentni dimerni protein a 100 krat

niz$i pro nekovalentni dimerni formu tohoto proteinu.
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Obrazek 7. Méfeni ptimé interakce rozpustné formy nekovalentniho dimeru CD69 receptoru
s ManNAc a GIcNAc. (A, B) NMR titrace rozpustného CD69 s ManNAc a GlcNAc. (C, D)
Koncentraéni zavislost saturace receptoru méfena metodami rovnovazné dialyzy a

tryptofanové zhaseni fluorescence s pouzitim GlcNAc, ManNAc a Gal.

Byly pfipraveny tfi série ligandl potencialn€ vhodnych pro vazebné studie
s receptory NK bun¢k NKR-P1 a CD69 (Veprek et. al. 2006). Kazdy z téchto
ligandd byl individualné testovan pouzitim radioznacené formy rozpustného
receptoru. V piipadé NKR-P1 se nami pfipravené ligandy ukazaly jako
pramérné nebo slabé v porovnani s GICNAC jako kontrolou. Dale bylo zjisténo,
ze BI-4 spojeni je vice preferované, nez ostatni sacharidové vazby. Vétvené
sacharidové struktury vyrazné snizovaly inhibi¢ni potencidl nezavisle na pouzité

sérii. V piipadé receptoru CD69 byly ziskany velmi zajimavé vysledky. Jen
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malé rozdily byly nalezeny v piipadé¢ Ilinaernich ligandi ze série
GlcNAc/GalNAc v porovnanim s GlcNAc jako kontrolou. Nicméné zvySujici se
inhibi¢ni potencial byl objeven u série vétvenych GlcNAc/GalNAc. Na zakladé
téchto predbéznych vysledka byly navrzeny dalsi vétvené sacharidové struktury,

které budou pouzity pro dalsi vazebné studie.

NKR-P1A hCD69

0l A

10 { |

3 D

81 1 | oI 1

T { ohn o oy

6 = { . @

51 : = ;

4 e [ ~
. 11 1 °
o o . - - - s = =5 = =5 = & =8 8
oy N CB CT 3N A (21)(32)(37) N CB CT 3N A (21)(32)(37)
o 11
o
< 0B =
3 8 I |
c 7 |
2 s g | a
a f i ) i & : |
: i | NRAN,

B 8 o I e X ‘ | l [ ‘
% N 3N CB BN A (37)(21)(61) N 3N CB BN A (37)21)(81)
c = I

~ w|C |

10 1

: 13

' |

6 M ]

5 ok - odin 2kt ‘ =

4 2 1

3 ‘ ‘

N BN BN (53)(54)(52)(49)OM N 6N BN (53)(54)(52)(49)OM

Compound tested

Obrazek 8. Biologické testovani synteticky pfipravenych HexNAC struktur pomoci
inhibi¢nich experimentl. Pfipravené slouceniny byly testovany jako inhibitory vazby
radioznacenych receptort INKR-P1A (vlevo) nebo hCD69 (vpravo), které vykazuji vysokou
afinitu k GIcCNACc23BSA ligandu.
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