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Ciasto¢na biochemicka charakterizacia proteinu UniProtKB Q75XT0

Barbora Stratilova, Sergej Sestak, Kristina Vadinova, Eva Stratilova

Chemicky ustav SAV, v. v. i., Dubravska cesta 9, SK-84538 Bratislava

Uvod

Prudky rozvoj nukleotidovych a proteinovych databaz spojeny s vyvojom vypoctovej techniky
viedol k vyznamnym zmenam v metodach prace s neznamymi bielkovinami, ktora sa prejavila napr.
v ¢iasto¢nom nahradeni ich komplikovanych purifikacii zo surovych prirodnych materialov s cielom
stanovit’ ich kompletnt Struktiru a charakteristiky, na pracu s databazami, pripravu syntetickych
génov a expresiu cielovych proteinov na zaklade ich ¢iastocnej biochemickej charakterizacie. Na
otestovanie sposobilosti takejto metddy sme z databazy UniprotKB [1] vybrali protein Q75XTO,
ktory by mal na zaklade Struktary reprezentovat’ glykozidhydrolazu (GH) z rodiny 28 [2].

Materidal a metody

Na zaklade bioinformatickej analyzy [3] sme potvrdili, Ze hypoteticky protein Q75XTO0 vykazuje
pritomnost” aminokyselin esencialnych pre viazanie a hydrolyzu substratov typickych pre enzymy
rodiny GH 28. V databazach sme vyhladali jeho nukleotidova Strukturu (ENA, BAC87792),
komercnou cestou dali pripravit” synteticky gén (ProteoGenixSAS) a transformovali ho do Pichia
pastoris GS115 [4]. Cielovy protein bol ziskany rovnakym postupom ako protein AOA161ZKUS [5]
a rovnako bol nasledne Ciastocne charakterizovany. Expresia proteinu Q75XT0 bola v kultivacnom
médiu potvrdena hmotnostnou spektrometriou (Orbitrap Elite, ThermoScientific) [6], pricom boli
sucasne stanovené kontaminujlce proteiny pochadzajlce z P. pastoris.

Vysledky a diskusia

Bioinformaticka analyza ukazala, ze ziaden z kontaminujtcich proteinov, ktoré pochadzaju
z produkéného kmena P. pastoris, neobsahuje aminokyseliny, ktoré su esencialne pre katalytickt
aktivitu rodiny GH 28, t.j. nemdZe ovplyviiovat’ vysledky zistené na zéklade stanovenia enzymovej
aktivity Q75XTO0. Proteinovy profil prezrazanych proteinov separovanych podla ich molekulovej
hmotnosti (Mh) je zobrazeny na Obr. 1. Najvyssia enzymova aktivita sa zistila vo frakcii 12,5 ml,
ktora koreSponduje s Mh Q75XTO0 vyplyvajucej z jeho Struktiry.
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Obr. 1. Proteinovy profil prezrazaného kultivaéného média na koldéne Superose 1 zapojenej do zariadenia
NGC (Bio-Rad).



Stanovenie aktivity na polysacharid a jeho pentamér ukézalo, ze aktivita na polysacharid je priblizne
2,7 x vysSia ako na pentamér. V porovnani s izoformou A0OA161ZKUS8 bol tento pomer radovo niZzsi,
ked’ze v pripade AOA161ZKU8 bol tento pomer v prospech polyméru vyssi viac ako 20x.

Dalsi rozdiel medzi tymito dvomi formami sa zistil pri stanoveni pH optima, ktoré mala izoforma
Q75XTO priblizne 4,3 na rozdiel od pH optima AOA161ZKUS, ktoré bolo okolo pH 4,0 (Obr. 2A).
Teplotné optimum mali rovnako vysoké, 70 °C (Obr. 2B), ¢o je hodnota typicka pre tieto enzymy [7].
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Obr. 2. Charakterizacia Q75XT0. A - pH optimum, B — teplotné optimum

Zdver

Protein Q75XTO je rovnako ako protein AOA161ZKU8 [4] typickou glykozidhydrolazou, ktora patri
do GH rodiny 28. M4 preferenciu pre vysokomolekularne substraty, od AOA161ZKUS8 sa lisi pH
optimom, kym teplotné optimum maju identické. Ide o prvu ¢iastocnu charakterizaciu tohto enzymu
na urovni jeho experimentalne stanovenej aktivity.
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