Nová metóda pre biochemické stanovenie transglykozylovej aktivity Crh proteínov húb
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Bunková stena kvasiniek Saccharomyces cerevisiae je elastická povrchová štruktúra, ktorá poskytuje bunke osmotickú a fyzikálnu ochranu a určuje jej tvar. Vonkajšia vrstva bunkovej steny obsahuje glykoproteíny určujúce povrchové vlastnosti bunkovej steny, zatiaľ čo vnútorná vrstva pozostáva zo skeletálnych polysacharidov s majoritným zastúpením β-1,3-glukánu, ktorý je kovalentne viazaný s β-1,6-glukánom a chitínom vytvoriac tak spojený stavebný blok [1].
Bunková stena húb je novým cieľom výskumu a vývoja antimykotík, preto štúdium enzýmov podieľajúcich sa na jej biogenéze má významne praktické zameranie. Aby sme mohli biochemicky charakterizovať enzýmy katalyzujúce tvorbu vzájomných väzieb medzi hlavnými polysacharidmi bunkovej steny kvasiniek β-1,3-glukánom, β-1,6-glukánom a chitínom (β-1,4-GlcNAc), vyvinuli sme in vitro fluorescenčné stanovenie pre meranie transglykozylovej aktivity Crh glykoproteínov, ktoré je možné modifikovať aj pre stanovenia aktivít iných transglykozyláz.
V tejto metóde sa používal rozpustný karboxymetylovaný chitín ako glykozyl donor substrát a fluorescenčne sulforodamínom označené β-1,3-/β-1,6-glukooligosacharidy ako akceptor substráty. Produkt reakcie bol nanášaný na Whatman 3MM papier vo veľkosti 96 jamkovej ELISA platničky. Pozície nanášania vzoriek presne zodpovedali jamkám na platničke. Papier bol následne vysušený pri 50 °C a premývaný niekoľko hodín 3–4 krát roztokom obsahujúcim 66 % etanol a 5 % kyselinu mravčiu. Premývanie odstránilo nezreagovaný farebný substrát. Papier bol znova vysušený, vložený medzi dve sklíčka vo veľkosti ELISA platničky a fluorescencia bola zmeraná na Synergy HT-1 (BioTek) platničkovou čítačkou.
Crh1 a Crh2 sú GPI-viazané proteíny cytoplazmovej membrány a čiastočne aj bunkovej steny esenciálne zodpovedné za viazanie chitínu do β-1,6-glukánu [2]. Pre biochemickú analýzu sme His-tagované Crh1 a Crh2 glykoproteíny heterológne exprimovali v kvasinkách Pichia pastoris a afinitne purifikovali na Ni2+ kolónke. Následne sme pomocou vyvinutej in vitro metódy stanovili základne biochemické vlastnosti Crh proteínov ako sú pH a teplotné optimum, donor a akceptor substrátovú špecificitu, vplyv efektorov a teplotnú stabilitu.
Optimálne pH bolo 3,4 až 3,6 a optimálna teplota 37 °C pre oba enzýmy. Karboxymetyl-chitín bol jediným glykozyl donorom, zatiaľ čo sulforodamínom farbené laminarioligosacharidy (β-1,3-viazané) a pustulooligosacharidy (β-1,6-viazané) boli vhodným glykozyl donor substrátom. Reakcie boli inhibované s chitooligosacharidami s DP ≥ 3 a s 0,1 % laminarínom.
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