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Aspartatové proteasy jsou enzymy, které hydrolyzuji
vnitini peptidové vazby v proteinech. V aktivnim
misté téchto endopeptidas se nachdzeji dva zbytky
kyseliny asparagové, které katalyzuji samotnou

hydrolyzu.

Vtéto praci byly piipraveny extrakty
z muchomurky Cervené a rtzovky. Z extrakta byly
precipitovany proteiny, které byly nésledné piecistény
pomoci iontoméniCové chromatografie. Proteiny
Z frakci po iontoméni¢ové chromatografii na koloné
UNO Q1 byly separovany gelovou elektroforézou.
Z gelu byly vytiznuty pasy pro identifikaci proteint
pomoci hmotnostni spektrometrie a peptidového
mapovani. Pro muchomtrku cervenou bylo takto
potvrzeno dosaZzeni vysokého preciSténi aspartatové

proteasy (peptidasa Al).
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Aspartic proteases are enzymes, that hydrolyze
internal peptide bonds in proteins. In the active site
of these endopeptidases, there are two residues of

aspartic acids, that catalyze the hydrolysis itself.

In this work, extracts from the fly agaric and
blusher mushrooms were prepared. Proteins were
precipitated from the extracts and subsequently
purified using ion Exchange chromatography.
Proteins from the fractions after ion exchange
cchromatography on a UNO Q1 columm were
separated by gel electrophoresis. Bands were excised
from the gel for protein identification using mass
spektrometry and peptide mapping. For the fly agaric,
the achievement of high purification of aspartate
protease (peptidase Al) was confirmed.
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CILE PRACE

Budou pfipraveny proteinové extrakty z hub rodu Amanita (material je k dispozici zmrazeny).
Proteiny z extraktii budou separovany pomoci chromatografickych metod (gelova a
iontoménicova chromatografie). Ve frakcich bude métena proteolytickd aktivita sledovanim
Stépeni chromogenniho substratu ptipadné analyzou fragmentace modelovych
proteinti/peptidi (hmotnostni spektrometrie). Teoreticka ¢ast se bude tykat hub rodu Amanita
(muchomirka) a informacim o proteinech, které byly z téchto hub studovany, naptiklad
hemolytické lektiny.



1 UVOD

Rise hub je velmi rozsitenou skupinou riiznorodych organismil, ktera se u¢astni ve velké mite
kolob&hu latek v ptirodé. Kazdym rokem se do této skupiny zacleniuje okolo 700 novych druha
jiz k zhruba 270 000, kde odhady na kone¢ny pocet ¢lent této skupiny ¢ini az na 1,6 milionu
(J. Carlile et al., 2001).

Zakladni stavebni jednotkou hub je eukaryoticka bunka, kterd se od rostlinné bunky lisi
absenci chloroplasti a piitomnosti chitinu a glukani misto celulosy v bunéné stené.
Rozmnozuji se pomoci vytrusii (spory). Buiiky se mtzou sdruzovat do dlouhych vlaken
nazyvanych hyfy. Hyfy jsou mikroskopicka vétvena vlakna, které mezi jednotlivymi bunkami
muzou ale nemusi obsahovat ptepazky, prepdzka je propustna pro cytoplasmu a organely.
Soubor hyf se nazyva podhoubi neboli mycelium (Webster & Weber, 2007). Podhoubi mtize
pti ptiznivych podminkach teoreticky rlist do nekonecna, piikladem muize byt podhoubi houby
Armillaria ostoyae, které se rozkladalo na plose 965 hektart a jehoz stafi se odhaduje na vice
nez 2 000 let (A. Fergusson et al., 2003).

Houby jsou chemo-organotrofni organismy, to znamena Ze houby potiebuji vnéjsi zdroj
organickych latek pro zisk energie a jako zdroj uhliku. Podle zdroje organickych latek je
muzeme rozdelit na symbiotické a saprotrofni. Symbiotické ziskavaji organické latky
Z ostatnich organismt, a to bud’ na ukor hostitele (parazitismus) nebo ve vzajemné vyhodném
vztahu (mutualismus). Saprotrofni houby berou organické latky z odumielych organismu
(Kavanagh, 2005). Diky pfitomnosti chitinu v buné¢né sténé hyf houby nemohou piijimat velké
molekuly, které by se az po vstupu enzymoveé Stépily. Proto se z hyf vylucuji enzymy do
prostiedi, které velké molekuly rozstépi a produkty nasledné mohou piejit ptes bunécnou sténu

(Webster & Weber, 2007).

Houby se mohou mnozit pomoci spor, pu¢enim, délenim nebo fragmentaci. Puceni a
déleni se vyskytuje u jednobunécnych hub jako jsou napiiklad kvasinky. Vyssi houby se mohou
rozmnozovat fragmentaci podhoubi anebo pomoci spor. Spory jsou jednobunécné nebo
mnohobunécné Castice, ze kterych muize vzniknout dal$i jedinec. Spory jsou vytvéafeny ve
velkych mnozstvich, aby se zvySila Sance na jejich uchyceni v prostiedi a nalezeni vhodného
substratu. U vyssich hub se mohou hyfy organizovat do utvaru, ktery nazyvame plodnice a

V nich se poté vytvati spory (Webster & Weber, 2007).



Nékteré houby vytvareji mutualistické vztahy s fasami, sinicemi nebo kofeny rtiznych
rostlin. Mutualistické spoleCenstvi mezi houbou a fasou ¢i sinici nazyvame lisejnik a
mutualisticky vztah mezi houbou a kofeny nazyvame mykorhiza. V ptipadé¢ lisejniku dodava
fasa houb¢ cukerné alkoholy a sinice sacharidy a houba pak naopak poskytne ochranu proti UV
zateni. U mykorhizy mizeme pozorovat kofeny které jsou obklopeny podhoubim. Rostlina
dodava houbé produkty fotosyntézy a houba na oplatku dodava rostlin¢ fosfaty, mineraly,

amoniak a muze taky zvySovat odolnost rostliny proti nemocem (Webster & Weber, 2007).

Mezi hlavni houby, které se vyuzivaji pro lidskou potiebu patii kvasinky z rodu
Saccharomyces a Candida a houby z rodu Aspergillus. Tyto organismy mohou byt snadno
geneticky modifikovany, aby exprimovaly cizi geny jejichz produkty jsou pro ¢lovéka dale
vyuzitelné. Houby se vyuzivaji k vyrobé enzymil (amylasa, cellulasa, proteasa), organickych
kyselin (citronova, jable¢na a fumarova kyselina), ethanolu, aminokyselin (lysin, tryptofan a
fenylalanin), 1é¢iv (peniciliny, cefalosporiny, lovastatin, cyclosporin), vitamint (B2, Bs a C) a

rekombinantnich proteind (inzulin, fytasa, protilatky) (Kavanagh, 2005).



2 TEORETICKA CAST

2.1 Rod Amanita

Houby z rodu Amanita (muchomirka) jsou hojné rozsifeny, miizeme je najit téméf na vSech
kontinentech. Doposud zname kolem 500 druhti z tohoto rodu. Jsou dulezitou soucasti
ckosystému, jelikoz tvoii symbioticky vztah (mykorhizu) s kofeny stromu. Nejvice si vSak lidé
tento rod spojuji s jedovatymi zastupci A. phalloides (muchomirka zelena) a A. muscaria
(muchomirka ¢ervena)(Webster & Weber, 2007).

Rod Amanita mizeme taxonomicky zatadit do ¢eledi Amanitaceae (muchomurkovité),
podiadu Pluteineae, fadu Agaricales (lupenotvaré), podtiidy Agaricomycetidae (rouskaté), tiidy
Agaricomycetes (stopkovytrusné), podkmene Agaricomycotina, kmene Basidiomycota

(stopkovytrusné) a do podiise Dikarya (Schoch et al., 2020).

Morfologicky muizeme télo muchomurek rozdélit na podzemni a nadzemni cast.
Podzemni ¢ast tvoii podhoubi a stara se o ziskavani zivin z prostiedi. Nadzemni Cast tvofi tfen
a klobouk a dohromady tvofi celek nazyvany plodnice. Tfefi ma u svého pocatku pulkulovity
utvar nazyvany pochva. Pochva vznika pfi rozpadu plachetky, ktera chrani plodnici ve vyvoji.
Samotna tfent ma tvar valce. Dale se na tfeni mize nachdzet pozlstatek zavoje nazyvany
prstenec. Zavoj za¢ind na hran¢ klobouku a vede pod kloboukem az na tfeii a jeho hlavnim
ucelem je kryt lupeny, které se nachazeji na spodni strané klobouku. Kulaty klobouk je
zpravidla na horni stran¢ hladky u né€kterych druhii se mohou nachazet vystouplé skvrny, které
vznikaji pfi rozpadu plachetky. Na spodni strané klobouku se nachéazeji lupeny, které vedou
mezi hranou klobouku az do mista, kde klobouk doseda na ten. Lupeny maji prave tento tvar,
protoze tim zvySuji sviij povrch, na kterém se nachazi vytrusné rousky, které se staraji 0 vznik

vytrust (L. Stephenson, 2010).

2.1.1 Muchomiirka ¢ervena (Amanita muscaria)
Muchomurku ¢ervenou (obr. 1) nalezneme rist v riznych poddruzich po celé severni polokouli.
Vyskytuje se v lesich v okoli biiz (Betula), borovic (Pinus) a smrkii (Picea), kde koteny t&chto

stromi a podhoubi tvofi symbioticky vztah mykorrhizu (Amanita muscaria (L.) Pers. - Fly
Agaric-First Nature, c1995-2023).



Obr. 1 Muchomiirka &ervena (Amanita uscaria). Pievzato od (Amanita muscaria (L.) Pers. - Fly
Agaric-First Nature, c1995-2023)

Nejstarsi zminky o muchomtirce ¢ervené pochazeji z knihy Rgvéda a v ni je popisovano
uzivani muchomiirky ¢ervené pii ritualech nazyvanych Soma. V tomto ritualu se pouzival
extrakt ziskany pfi lisovani suSenych muchomtirek mezi dvéma kameny, ktery se pak popijel a
nasledné vyvoladval halucinace. Dale je také v ostatnich knihach (Novy a Stary zdkon, Yasna)
popisovana vlastnost 1é¢it rizné bolesti, nespavost a zazivaci potize (E. Teeter, 2007). Od
muchomurky ¢ervené odvozujeme samotné slovo muchomirka, a to ze slov moucha a mofit
(Rejzek, 2001), kdy se plodnice muchomirky ¢ervené nechala moftit v mléce nebo vode a poté
se tento extrakt pouzival jakozto napln do mucholapek, jelikoz otupil mouchy a ty pak skoncily
v nadobé a nasledné se utopily (Lumpert & Kreft, 2016).

Hlavni biologicky aktivni latky a latky, které vyvolavaji otravu a jSOu obsazené
V muchomirce cervené, jsou kyselina ibotenova a muscimol. Prvni pfiznaky otravy
muchomtrkou cervenou se dostavuji 15 az 30 minut po poziti a patii mezi né nevolnost,
zvraceni, prijem a nadmérné poceni. Po dalSich 30 minutach se dostavuje euforie, halucinace,
ospalost, zvySend teplota, mimovolné pohyby svalil, rozSifené zorni¢ky a citlivost na svétlo
(Stebelska, 2013). V ojedinélych ptipadech miize nastat koma (Mikaszewska-Sokolewicz et al.,
2016) a pii vysokych davkach ptipadné i smrt (Meisel et al., 2022) u vétSiny piipad vsak
ptiznaky odeznivaji do 24 hodin po poziti (Stebelska, 2013).

2.1.2 Muchomiirka rizovka (Amanita rubescens)

Muchomitirku rizovku mtzeme nalézt rist v lesich mirného pasu severni polokoule a taky
v jizni Africe, kam nejspise zavlecena clovékem. Tato houba roste v mensich skupinach okolo
stromu z jejichz koteny tvoii mykorrhizu. Pti jakémkoli poskozeni nebo jenom manipulaci se
duZnina a lupeny zbarvuji do rizova. Muchomurka rtizovka je jedna z jedlych hub z tohoto
rodu, avSak syrova obsahuje hemolyticky protein, ktery se musi tepelnou upravou
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Obr. 2 Muchomurka riZzovka (Amanita bescens). Pievzato od (Amanita rubescens Pers. - Blusher-
First Nature, c1995-2023)

zdegradovat aby se stala jedlou. ((Amanita rubescens Pers. - Blusher-First Nature, c1995-2023).

2.2 Latky obsaZené v houbach z rodu Amanita

2.2.1 Proteiny

2.2.1.1 Acidotolerantni lektin z muchomiirky

Lektiny jsou proteiny neimunitniho ptivodu, které jsou schopné selektivné vazat sacharidy.
Tento lektin byl izolovan s houby Amanita hemibapha var. ochracea. Molekularni hmotnost
tohoto lektinu je 37,4 kDa a dokaze si udrzet svoji hemaglutinacni aktivitu v kyselém prostiedi,
ale v zasaditém prostiedi hemaglutinacni aktivita rychle klesa, dale také ztraci aktivitu pti
rostouci teploté, kdy pti 40 °C je hemaglutina¢ni aktivita polovi¢ni a pfi 60 °C pouze osminova

oproti aktivité pii 20 °C (Sekete et al., 2014).

Pti testovani vlastnosti tohoto lektinu, konkrétné v pfitomnosti kovovych iontl, tak
zjistily Ze se zvySujici se koncentraci Hg?* kationtli se hemaglutinacni aktivita zvysuje.
Hemaglutinace je proces, pii kterém se lektiny navazi na sacharidy na vnéj$i membrané
erytrocytl a nasledné¢ vznika srazenina. Diky vlastnosti tohoto lektinu zvySovat svoji
hemaglutinaéni aktivitu v piitomnosti Hg?" iontd, miZe tento lektin najit uplatnéni

v diagnostice onemocnéni spojenych s otravou rtuti (Sekete et al., 2014).

2.2.1.2 Proteasy z muchomiirky ¢ervené

Pritomnost dvou proteas AmProtl a AmProt2 byla zjisténa z tekuté kultury v které bylo
testovano podhoubi muchomirky cervené (Amanita muscaria). Obé tyto proteasy patii do
skupiny aspartatovych proteas, coZ znamena ze tyto enzymy obsahuji ve svém aktivnim mist¢

dva aspartatové zbytky, které katalyzuji rozpad peptidové vazby. Proteasy se liSily hmotnosti,
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kde AmProtl ma molekulovou hmotnost 45 kDa a AmProt2 90 kDa. Proteasa AmProtl byla
podhoubim vylucovana az do hodnoty pH 5,4 a pH optimum této proteasy je kolem hodnoty 3
a AmProt2 byla vylucovana v rozmezi pH 5,4-6,3, kde pH optimum této proteasy je v rozmezi
3 az 5,5. Rozdil pH, béhem kterych se tyto proteasy vylucuji, 1ze vysvétlit tim, ze muchomiirka
Cervena roste v lesich z rizn¢ kyselou padou. Exkreci AmProtl také ovliviiuje nedostatek

dusiku a sacharida (Nehls et al., 2001).

2.2.1.3 Trypsinové inhibitory

Trypsin je proteolyticky enzym ze skupiny serinovych proteas, které ve svém aktivnim misté
obsahuji serin. Trypsin je vylucovan slinivkou bfi$ni v inaktivované formé trypsinogenu do
dvanactniku. Optimdlni pH trypsinu se pohybuje v mirné¢ zésadité oblasti. Trypsin Stépi

peptidové vazby za aminokyselinami argininem a lysinu (Biochemicky slovnik-trypsin, 2007).

Trypsinové inhibitory byli izolovany z plodnic bedly vysoké (Macrolepiota procera),
vaclavky obecné (Armillaria mellea) a muchomurky zelené (Amanita phalloides). Nakonec
izolovali tii proteiny a nazvali je macrospin, amphaspin a armespin. Izolované inhibitory
vykazuji vysokou odolnost vici teploté, kde armespin a macrospin dokdzi inhibovat i po
vystaveni teploté 80 °C a amphaspin dokonce i po vystaveni teploté¢ 100 °C, dale jsou také
odolné vuéi extrémnim hodnotam pH okolo hodnot 2 a 11. Tyto inhibitory vykazuji slabou
inhibi¢ni aktivitu i vlici jinym serinovym proteasam. Divodem piitomnosti téchto inhibitort u
téchto hub je nejspis to, Ze trypsiny jsou hojné sekretovany patogennimi houbami a tim padem

tyto inhibitory chrani proti patogennim houbam (Lukanc et al., 2017).

2.2.1.4 Extracelularni trehalasa

Trehalasa je enzymy, ktery katalyzuje hydrolyzu neredukujiciho sacharidu trehalosy na dvé
molekuly glukosy. Pfitomnost této trehalasy byla zjiSténa z tekutého média, v kterém bylo
pestovano podhoubi muchomirky ¢ervené. Optimalni pH této trehalasy je kolem hodnoty 4 a
izoelektricky bod okolo pH 3,7. Trehalosa je dllezitym zasobnim sacharidem u
stopkovytrusnych hub (Basidiomycota), ale nalezneme ji i v bakteriich. Vyuziti trehalosy
Z odumfielych bakterii mtize vést k tomu, ze se zabrani ristu saprofytickych organismii, které

by mohly soutéZit o ziviny s podhoubim (Wisser et al., 2000).

2.2.1.5 Falolysin

Falolysin je hemolyticky protein vyskytujici se v muchomurce zelené (Amanita phalloides).

VétsSina otrav se stava z tepelné€ upravenych hub a jelikoz je tento enzym tepelné nestabilni a



rozklada se v pritomnosti zaludecnich §tav, tak se mu ptikladd mala role v celkové otravé

muchomiurkou zelenou (Wieland et al., 1978).

Falolysin je smés tfi proteinti s molekulovou hmotnosti 33 kDa. Falolysiny obsahuji
velké mnozstvi aminokyselin rozpustnych ve vod¢€. V pfitomnosti kyselin, mocCoviny a teploty
65 °C falolysin ztraci svou hemolytickou aktivitu, avSak v pfitomnosti proteas si Svou

hemolytickou aktivitu ponechava (Seeger, 1975).

Hemolytickou aktivitu falolysinu délime na tii faze. Prvni faze je hotova do 30 minut
po vystaveni erytrocytu falolysinu a spo¢iva v navéazani falolysinu do membrany erytrocytu. Ve
druhé fazi vznikaji iontové pory, a proto dochazi k iniku K* z buiiky a vniknuti Na* spole¢né
s vodou do buiiky. Buika zaéne zvétSovat sviij objem. Tato faze trva do 2 hodin po expozici.
V tieti fazi dochazi k rozruseni membrany, a to diky tomu ze bunka pfili§ zvétsSila sviij objem

(Faulstich et al., 1983).

2.2.1.6 Toxofalin

Toxofalin je toxicky enzym nachazejici se v muchomurce zelené (Amanita phalloides).
Vystaveni bun¢k tomuto proteinu vede k vyvolani apoptozy nezavisle na aktivovani kaspas

(Stasyk et al., 2010).

Toxofalin je pomérné nove objeveny protein s molekulovou hmotnost 55 kDa slozeny
z 503 aminokyselin. Obsahuje vét§i mnozstvi prolinu, které nejspise vede k jeho vétsi tuhosti

(Stasyk et al., 2010).

Cytotoxickd aktivita toxofalinu, spociva v tvorbé reaktivnich forem kysliku (ROS).
Jelikoz toxofalin ma jistou sekvencni podobnost s oxidasou L-aminokyselin z lakovky
dvoubarvé (Laccaria bicolor), predpoklada se, ze toxofalin ma taky tuto enzymovou aktivitu.
Oxidasa L-aminokyselin katalyzuje reakci pti které z aminokyseliny vznika oxokyselina a
peroxid vodiku, ktery je jednou z ROS. Pii piisobeni nadmérné koncentrace ROS, dochazi ke

kondenzaci chromatinu a DNA a nasledné k apoptoze (Stasyk et al., 2010).

2.2.2 Peptidy
2.2.2.1 Amatoxiny

Amatoxiny jsou skupinou toxickych peptida, které stoji za vétSinou smrtelnych otrav houbami.

Amatoxiny jsou vytvareny houbamirodu Amanita, Lepiota, Galerina, Pholiotina z ¢ehoz
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muchomuirka jizliva (Amanita virosa) a muchomurka zelena (Amanita
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Obr. 3 Struktura amatoxint. Pfevzato od (Garcia et al., 2015)

Tab. 1 Substituenty jednotlivych amatoxint a jejich pozice. Prevzato z (Garcia et al., 2015)

Amatoxin R1 R2 R3 R4 RS
a-manitin CH20OH OH NH2 OH OH
B-amanitin CH20OH OH OH OH OH
y-amanitin CHs OH NH: OH OH
g-amanitin CHs OH OH OH OH
Amanin CH:0OH OH OH H OH
Amaninamid CH:0H OH OH H OH
Proamanullin CHjs H NH2 OH H

Amanullin CHjs H NH2 OH OH
Amanullinova kys. CHs H OH OH OH

phalloides), ktera sama o sobé stoji za 90-95 % vSech umrti zptasobenych otravami z hub. Diky
nizkému LDsg amatoxinti pohybujicimu se okolo desetin mg/kg staci k smrtelné otravé75 kg

¢loveka pouze 20-25 g muchomurky zelené (Barbosa et al., 2023).



Do skupiny amatoxint fadime 9 sloucenin a to a-amanitin, f-amanitin, y-amanitin, -
amanitin, amanin, amaninamid, amanullin, kyselinu amanullinovou a proamanullin. Amatoxiny
se skladaji z 8 L-aminokyselin uspofadanych do cyklického peptidu (obr 3). Uvniti cyklu se
nachazi tryptathioninovy mustek vytvofeny mezi postrannimi fetézci aminokyselin cysteinu a
tryptofanu. Amatoxiny se mezi sebou li§i poctem navazanych hydroxylovych skupin a taky
podle toho, jestli maji v peptidovém fetézci kyselinu asparagovou (tab. 1), poté to jsou kyselé
amatoxiny, anebo jestli maji asparagin, poté to jsou neutralni amatoxiny (Wieland,
1983)(Barbosa et al., 2023). Sekvence aminokyselin je lle-Trp-Gly-lle-Gly-Cys-Asn/Asp-Pro.
Amatoxiny jsou bilé krystalické latky s molekuldrni hmotnosti okolo 900 g/mol. Diky
navazanym hydroxylovym skupindm jsou dobie rozpustné v polarnich rozpoustédlech.
Amatoxiny jsou odolné vuci teplu, mrazu, enzymtim a kyselindm, ale ve vodnych roztocich se
na vzduchu rozkladaji. V amatoxinech piitomny indolovy kruh zpisobuje Zze amatoxiny
pohlcuji svétlo, pti pH 7 maji absorpéni maxima okolo vinové délky 300 nm, pfesna hodnota

zalezi na tom, o jaky amatoxin se jedna (Barbosa et al., 2023) (Wieland et al., 1978).

Ptiznaky otravy amatoxiny se dostavuji 6 az 12 hodin po poziti. Mezi prvnimi
symptomy se objevuje bolest bficha, zvraceni a prijem, ktery pretrvava 1 az 2 dny, diky témto
ptiznakim dochazi k velkému ubytku vody v organismu a dochazi k hypovolemii a hypotenzi.
Po 24 az 48 hodinach dochazi k akutnimu selhani jater. Koncentrace sérovych transaminas je
nckolikanasobné vyssi, coz znaci Ze byla naruSena integrita jaternich bunék, dale je taky snizena
hladina koagula¢ni faktoru V a prothrombinu. V dasledku selhani jater, ktera jsou hlavnim
metabolickym organem, se mohou objevit zvySené koncentrace laktatu a amoniaku nebo
sniZzené koncentrace fosforu a glukosy. Hypovolemie, selhani jater a toxicita amatoxinl vede
k dysfunkci ledvin, které pak nejsou schopny vytvarenou mo¢ v dostate¢ném mnozstvi, a proto
dochazi k metabolické acidoze, dysfunkci ledvin lze vSak piedejit dostatecnym dodavanim
tekutin. Po selhani jater se dostavi hemodynamicka nestabilita, tedy nedostatecny pritok krve
organismem. Hromadéni odpadnich toxickych metabolitd, které selhavajici jatra nezvladaji
odbouravat, zptsobi jaterni encefalopatii a nasledné multiorganové selhani (Valla, Durand,

2013).

Toxicita amatoxini spociva v jejich schopnosti inhibovat ¢innost DNA-dependentni
RNA polymerasy Il. Tento enzym vytvafi vlakno RNA komplementarni k DNA vzoru, takto
vytvofena RNA pak slouzi jako vzor pro tvorbu proteini na ribozomu. Amanullin a
proamanullin nejsou toxické, proamanullin diky chybéjici hydroxylové skupin€ hydroxyprolinu

ztraci afinitu vii¢i RNA polymerase II a amanullin tvofi pouze slaby komplex s RNA
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Trigger loop

(~ ia-amanitini
Obr. 4 Struktura sav¢i RNA-polymerasy Il s navazanym a-amanitinem (Liu et al., 2018).
polymerasou II, ktery podléha rychlému rozpadu (Wieland et al., 1978). Vétsina ¢lankd, které

jsem nasel a jez, popisuji mechanismus u¢inku amatoxint, se vénuje hlavné

a-amanitinu, proto se ¢ast o mechanismu bude tykat pouze a-amanitinu. Vysoka toxicita vici
jatrim spociva v pritomnosti transportniho proteinu OATP1B3 (organic anion transport
protein) v membrané hepatocytd, ktery je schopny pfenaset a-amanitin do bunky (Letschert et
al., 2006). RNA polymerasa II ve své podjednotce Rbpl obsahuje tzv. trigger loop, coz je
mobilni ¢ast aktivniho mista, ktera zodpovida za selektivitu a ptisunnukleosidtrifosfatt (NTP)
kompatibilnich k DNA templétu dal do aktivniho mista. Trigger loop ve své sekvenci obsahuje
His1085, ktery je dulezity pro aktivitu, a pravé na tento histidin se vaze a-amanitin, ktery
nasledné omezi pohyb trigger loopu a zastavi se transkripce mMRNA (Kaplan et al., 2008). Ve
struktufe krystalu RNA polymerasy II s a-amanitinem (obr. 4), byla zjisténa taky jeho vazba na
helix spojujici podjednotky Rbpl a Rbp2. Mezi a-amanitinem a RNA polymerasou II vznika
v blizkosti helixového mistku n€kolik vodikovych vazeb, tyto vazbu omezuji pozici
helixového mustku vici podjednotce Rbp2. Toto omezeni poté blokuje translokaci DNA a RNA
v aktivnim misté¢ enzymu (Bushnell et al., 2002). Takto zplisobena inhibice translace a-
amanitinem vede kakumulaci proteinu p53. Protein p53 poté tvofi komplexy
S protiapoptickymi proteiny Bcl2 takto vznikly komplex vede ke zméné propustnosti vnéjsi
mitochondrialni membrany, do cytoplasmy se tak dostane cytochrom c, ktery spousti reakci

kaspaz vedouci k apoptoze (Arima et al., 2005).
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Pro svoji toxicitu byl také a-amanitin testovan jakozto souc¢ast mozného 1é¢iva proti
nékterym typtim rakoviny. Byla ptipravena protilatka specificka pro transmembranovy protein
EpCAM, ktery je exprimovan v riznych typech nadort a déale na tuhle protiladtku navazali a-
amanitin. Po rozpoznani EpCAM proteinu pfipravenou protildtkou se proteolyticky uvolni
Z molekuly a-amanitin, ktery nésledné inhibuje funkci RNA polymerasy Il v rakovinnych

bunkach (Moldenhauer et al., 2012).

2.2.2.2 Falotoxiny

Falotoxiny jsou cyklické peptidy, které se nachazeji v nékolika druzich hub z rodu Amanita,
konkrétn¢ v muchomirce zelené (Amanita phalloides), muchomtirce jizlivé (Amanita virosa),
muchomirce jarni (Amanita verna) a v muchomirce bilé (Amanita phalloides var. Alba)
(Yilmaz et al., 2014)(Malak, 1976). LDso se tadové pohybuje kolem jednotek miligrami na
kilogram vahy (Wieland, 1983).

Molekula falotoxinti (obr. 5) se sklada ze 7 aminokyselin uspofadanych do cyklického
peptidu a stejné jako amatoxiny maji v molekule vnitini tryptathioninovy mistek, ktery se lisi
od toho v amatoxinech, tim Ze sira neni oxidovana na sulfoxidovou skupinu. Mezi falotoxiny
fadime faloin, profaloin, falisin, falacin falacidin, falisacin a nejznaméjsi a nejvice zkoumany
faloidin. Primarni strukturu falotoxint tvofi peptidova sekvence Ala- Thr-Cys-Pro-Ala-Trp-
Leu. Rozdil mezi jednotlivymi falotoxiny je v poétu hydroxylovych skupin, v substituci

methylu za isopropylovou skupinu v molekule alaninu a taky v substituci

R
i :
H HO
N
HN C NH
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H.C 0
. / NH
5 N S N
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3
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o)
o) OH
R4

Obr. 5 Struktura falotoxint. Pfevzato od (Garcia et al., 2015)
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Tab. 2 Substituenty jednotlivych falotoxinil a jejich pozice. Pfevzato z (Garcia et al., 2015)

Falotoxin R1 R2 R3 R4 RS
Faloidin OH H CHs CHs OH
Faloin H H CHs CHs OH
Profalin H H CHs CHs H

Falisin OH OH CHs CHs OH
Falacin H H CH(CHa)2 COOH OH
Falacidin OH H CH(CHs): COOH OH
Falisacin OH OH CH(CHs): COOH OH

methylové skupiny threoninu za karboxylovou skupinu (Tab. 2). Az na threonin jsou v§echny
aminokyseliny v molekule v L konformaci. Také jsou odolné vi¢i teplu, mrazu, Kyselinam i
enzymovému Stépeni (Wieland et al., 1978). Konkrétné nejvice prozkoumany faloidin je bila
latka s molekuldrni hmotnosti 788,9 g a je dobfe rozpustny v polarnich rozpoustédlech

(PubChem Compound Summary for CID 4752, Phalloidin).

Falotoxiny oproti amatoxinim se nevstiebavaji pfes gastrointestinalni trakt. Aby se
projevily jejich toxické u€inky, musi byt podany intraperitonealné tzn. do biisni dutiny. Toxické
ucinky faloidinu se stejné€ jako U amatoxintll projevuji v jatrech. Faloidin piisobi daleko rychleji
nez amatoxiny, kdy v ptipadé faloidinu mize smrt nastat par hodin po intoxikaci oproti smrti
vyvolané amatoxiny, ktera nastava né€kolik dni po intoxikaci (Wieland et al., 1978). Nejdiive
se po 15 minutdch zastavuje tvorba Zluci a odbouravani bilirubinu. Jatra diky velkému pfisunu
krve mohou az zdvojnasobit svoji vahu. Faloidin interaguje s cytoplazmatickou membranou a
oslabuje ji. Toto oslabeni zplsobi to, ze je buiika citlivA na zmény v osmotickém tlaku.
Ptirozeny tlak, ktery je pfitomny v jatrech, pak zplsobi poniceni cytoplasmatické membrany.
Nasledn¢ dochazi k vyliti cytosolu do extracularniho prostoru a k nekroze. Dusledkem je silné

krvaceni a smrt (Wieland, 1977).

Transport faloidinu probihé ptes transportni protein OATP1BI1, ktery je pfitomen pouze
v hepatocytech (Fehrenbach et al., 2003). F-aktin je polymer slozeny z G-aktinovych
podjednotek a takto sloZzeny polymer tvoii mikrofilamenta, které jsou soucasti cytoskeletu.

Faloidin se vaze na molekuly F-aktinu a stabilizuje ho vici chaotropnim iontim, ultrazvuku,
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DNAse |, cytochalasiniim, teplu a proteolytickym enzymutm. Faloidin se vaze na vedlejsi
fetézce aminokyselin s ¢islem 117, 119 a 355 (Vandekerckhove et al., 1985). Faloidin taky
urychluje polymerizaci G-aktinu na F-aktin z 10 az 20 minut na 2 az 4 minuty (Wieland, 1977).

Diky své vlastnosti, specificité a silné vazbé vuci F-aktinu, se faloidin vyuziva pfi
barveni v mikroskopii. Pouziva se faloidin konjugovany s fluorescenénim barvivem, které diky
specificité faloidinu barevné zvyrazni pouze F-aktin (Phalloidin Conjugates for Actin Staining,
c2006-2023).

2.2.2.3 Virotoxiny

Virotoxiny jsou cyklické peptidy obsazené pouze v muchomurce jizlivé (Amanita
virosa)(Faulstich et al., 1980). Do této skupiny fadime viroisin, deoxyviroisin, viroidin,
alaviroidin, deoxyvirodin a aladeoxoviroidin. LDsp se pohybuje v jednotkach miligramt na

kilogram hmotnost (Faulstich et al., 1980).

Strukturou jsou to monocyklické oktapeptidy S modifikovanymi aminokyselinami (obr.
6). Naptiklad je zde ptitomen 3,4-dihydroxyprolin a 2'-(methyl-sulfonyl).L-tryptofan nebo 2'-
(methyl-sulfinyl)-L-tryptofan (Tab. 3). Dale se piedpoklada se, ze vychazeji ze stejného
prekurzoru jako falotoxiny. Stejné jako falotoxiny stabilizuji F-aktin v hepatocytech. Piiznaky
jsou stejné jako pii intoxikaci faloxiny (Wieland, 1983). Diky malé vstiebatelnosti a tim padem

i nebezpedi otravy je tato skupina toxint malo prozkoumana (Garcia et al., 2015).
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Obr. 6 Struktura virotoxind. Pfevzato od (Garcia et al., 2015).
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Tab. 3 Substituenty jednotlivych virotoxint a jejich pozice. Pievzato z (Faulstich et al., 1980)

Virotoxin X R1 R2
Viroidin SO CHs CH(CHs3)2
Deoxoviroidin SO CHs CH(CHs3)2
Alaviroidin SOz CHs CHs
Viroisin SO: CH.0OH CH(CHs3)2
Deoxoviroisin SO CH2OH CH(CHa):
Aladeoxoviroidin SO CHs CHs

2.2.2.4 Antamanid

Antamanid je peptid izolovany z muchomurky zelené (Amanita phalloides), ktery ptsobi
antagonisticky proti u¢inktim faloidinu. Uz pfi davce 0,5 az 1 mg dokaze zabranit otravé 5 mg

faloidinu.

Antamanid je cyklicky dekapeptid skladaji se 10 nemodifikovanych L-aminokyselin
(obr. 7). Sekvence antamanidu je Val-Pro-Pro-Ala-Phe-Phe-Pro-Pro-Phe-Phe. Proliny jsou
dulezité pro antitoxickou aktivitu, jelikoz pfipravené analogy, u kterych chybe¢l alespon jeden
prolin uz nevykazuji antitoxickou aktivitu. Proliny nejspiSe vytvareji konformaci, ktera je
schopna komplexovat ionty (Ca?*, Na*) nebo napomahaji k navdzani antamanidu na
hepatocyty. V molekule obsahuje dvé vodikové vazby mezi aminokyselinami valinem a
fenylalaninem na pozici 5 a mezi fenylalaniny na pozici 6 a 10. Molekula antamanidu vaze silné
2 az 3 molekuly vody, i v pfitomnosti dehydrata¢niho ¢inidla P4O10 si dokaze alespon 1 az 2

molekuly vody udrzet (Wieland et al., 1978).

Mechanismus antitoxické aktivity vii¢i uc¢inktim faloidinu neni znam. Jelikoz se faloidin
nevstiebava pii poziti tak je 1 riziko otravy faloidinem nizké. Predpoklada se vSak, ze néjakym
zpusobem interaguje bunéénou membranu (Wieland et al., 1978). Antamanid taky inhibuje
otevirani mitochondrialniho por ptechodné propustnosti (PTP) (Azzolin et al., 2011). PTP
slouzi k odvodu reaktivnich forem kysliku, Ca®" iontl a signalnich molekul z mitochondrie do
cytosolu a k udrzeni homeostazy bufiky. Struktura PTP neni dosud’ zcela pfesn¢ znama. PTP
se muze otevirat na kratkou nebo dlouhou dobu. Pti kratkém otevieni PTP se z mitochondrie
dostéavaji reaktivni formy kysliku, Ca?* ionty a signalni molekuly a pfi del§im otevieni dochazi
inhibici syntézy ATP, rozruSeni vnéj$i mitochondrialni membrany a vyliti cytochromu ¢ do

cytosolu, ktery indukuje apoptozu (Endlicher et al., 2023). Pfi rtiznych
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Obr. 7 Struktura molekuly antamanidu. Ptevzato z ((Honisch et al., 2022).

nemocech se vylucuji latky, indukujici funkci PTP, coZz nasledné vede k apoptdze. Proto by
mohl antamanid najit vyuziti ve vyzkumu inhibitort PTP (Azzolin et al., 2011). Antamanid
taky vykazuje imunosupresivni aktivitu napf. pii testu St€p versus hostitel nebo test
precitlivélosti oddaleného typu (Siemion et al., 1992), coz je reakce T-lymfocyti na antigen
(ptipadné alergen) a nasledné vyvolani zanétlivé (alergické) reakce a nastava 12-72 hodin po
styku s antigenem (alergenem) (Marwa & Kondamudi, 2023). Antamanid snizuje poskozeni
organl spojené s jejich otokem vyvolanym piisobenim interleukinu-2. Pii otoku vyvolaném
interleukinem-2 se méni propustnost membrany, kdy se do bunék dostava velké mnozstvi
tekutin a ven unikaji proteiny (Welbourn et al., 1991). Glycinové derivaty antamanidu jsou
inhibitory enzymu tyrosinasy, ktery katalyzuje hydroxylaci fenolli a oxidaci difenolli ze kterych

se poté syntetizuje hnédy pigment melanin (Honisch et al., 2022).
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2.2.3 Alkaloidy
2.2.3.1 Muskarin

Muskarin je alkaloid nachazejici se v houbach rodt Inocybe a Clitocybe a v malych mnozstvich

i v muchomurce ¢ervené (Amanita muscaria), ze které byl i poprvé izolovan (Lurie et al., 2009).

Molekula muskarinu (obr. 8) obsahuje v molekule tetrahydrofuranovy kruh a kvartérni
amoniovou sil (QAS) (Jin, 2011). Muskarin se diky pfitomnosti QAS nedostava pres
hematoencefalickou bariéru, a proto pisobi jen na periferni nervovou soustavu (Wiegand,
2023).

Muskarin je agonistou muskarinovych acetylcholinovych receptort. Tyto receptory jsou
sprazeny s G-proteiny. Muskarinové receptory se déli na 5 typu M1 az M5. M1 se nachazi
Vv CNS a exokrinnich Zlazach zaludku, M2 je v srdci a v CNS, M3 je v travici soustavé a
exokrinnich zlazach, M4 v CNS a v plicich a M5 je v CNS. Nasledné G-proteiny po aktivaci
receptoru spousti reakéni kaskadu, ktera bud’ stimuluje enzym fosfolipasu C (M1, M3, M5)
nebo inhibuje enzym adenylyl cyklasu (M2, M4) (Caulfield, 1993).

Pfi otravé muskarinem se objevuji symptomy jako je zvraceni, tachykardie, prijem,
bolest bficha, tfes, rozostfené vidéni a nadmérna tvorba potu, slin a slz. Pfiznaky mohou nastat
uz 15 minut po expozici, ale vétSinou se objevuji do 2 hodin a odeznivaji do 12 hodin pfi 1écbé

atropinem, ktery je antagonistou muskarinovych receptort (Lurie et al., 2009).

N+

~

B O)\

Obr. 8 Molekula muskarinu (vlevo) a acetylcholinu (vpravo). Pievzato z (Muscarinic acetylcholine

receptor, 2004)
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2.2.3.2 Kyselina ibotenova, muscimol a muscazon
Kyselina ibotenova, muscimol a muscazon jsou organické molekuly pfitomné v muchomurce
Cervené (Amanita muscaria) a muchomurce tygrované (Amanita pantherina). Muscimol je

latka, ktera stoji za psychotropnimi ucinky zptisobenymi otravou muchomirkou cervenou

(Michelot & Melendez-Howell, 2003).

Kyselina ibotenova, muscimol a muscazon jsou malé organické molekuly tvofici
bezbarvé krystaly. Molekuly kyseliny ibotenové a muscimolu obsahuji isoxazolovy kruh,
zatimco muscazon obsahuje oxazolovy kruh (obr. 9). Muscimol 1isi od kyseliny ibotenové
absenci karboxylové skupiny a muscazon je laktamovym izomerem. Kyselina ibotenova a
muscimol jsou rozpustné ve vodé (Michelot & Melendez-Howell, 2003). Kyselina ibotenova
se v jatrech dekarboxyluje na muscimol. Muscimol je pak nasledné schopen ptechédzet pies

hematoencefalickou bariéru a pusobit na receptory v mozku (Stebelska, 2013).

Muscimol je strukturné podobny kyseliné y-aminobutanové (GABA)(obr. 10) a proto
se dokaze vazat na GABA, receptor. GABA ma v mozku funkci jako hlavni inhibi¢ni
neurotransmiter, takze pii aktivaci receptoru se hyperpolarizuje membrana a snizuje se akéni
potencial a tim padem inhibuje pifenos signalu (Stebelska, 2013). GABA, je transmiter-
dependentni iontovy kanal pro chloridy, kdy se po navédzani transmiteru (GABA, muscimol)
otevie kanal a umozni prostup chloridu pfes membranu (Chebib & A. R. Johnston, 1999).
Utinek muscimolu je taky umocnén tim, Ze blokuje zpétné vychytavani GABA ze synapse, a

to tak, Ze je substratem pro GABA-transaminasu, ktera odbourava GABA.

Kyselina ibotenova se diky strukturni podobnosti ke glutamétu vdze na glutamatovy

receptor NMDA (Stebelska, 2013). Glutamat je hlavnim excitaénim neurotransmiterem.

OH
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Obr. 9 Struktura molekuly kyseliny ibotenové (vlevo) a muscimolu (uprostied) a muscazonu (vpravo).

Pievzato z (Michelot & Melendez-Howell, 2003)

2

18



Vv mozku. Pro aktivaci NMDA receptoru je potfeba navazani glutamatu a glycinu. Aktivovani
tohoto receptoru otevie kanal, ktery umozni kationtim jako jsou napt. Ca**, Na* a K* pechdzet

pfes membranu (Scatton, 1993).

Vlivy muscazonu na centralni nervovou soustavu jSou oproti kyselin¢ ibotenové a
muscimolu minimalni avSak piisobi pozdé¢ji po intoxikaci. Muscazon vyvolava spavost

zmatenost a nervozitu (Michelot & Melendez-Howell, 2003).

Muscimol se diky svym schopnostem vazby na GABA receptory stal teréem nékolika
studii hledajicich jeho mozné 1ékaiské vyuziti. V jedné z téchto studii vpravovali injekcemi
malé davky muscimolu do thalamu pacientim s tfesem, u kterych doslo po téchto injekcich ke
kratkodobému utlumeni tiesu (Pahapill et al., 1999). Muscimol byl také testovan na ucinky proti
zachvatiim, kde opicim a potkaniim podavali takové mnozstvi acetylcholinu schopného vyvolat
zachvat a nasledné zjistili, ze u jedinci, kterym ptedtim podali muscimol, se zachvat neobjevil
(Ludvig et al., 2009). Pti mozkové mrtvici vykazuje spole¢né ve smési s baclofenem
neuroprotektivni u¢inky, kdy tato smés zpiisobi fosforylaci deaktivaci neuronové NO synthasy,
ktera je pfi ischemii aktivovana ptilivem véapenatych iontii ptes NMDA receptor aktivovanych
glutamatem (Zhou et al., 2008). Oxid dusnaty totiz ve vysokych koncentracich zpisobuje
oxidac¢ni stres, inhibici enzymil dychaciho fetézce a glykolyzy, zvySuje propustnost vnitini
mitochondrialni membrany, kde pak nasledné tyto déje vedou k apoptoze nebo nekroze (Brown,

2010).

HO
HO N NH,
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Obr. 10 Podobnost struktury muscimolu a GABA. Pfevzato z (Michelot & Melendez-Howell, 2003)
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2.2.4 Barviva

2.2.4.1 Betalainy

Betalainy jsou pigmenty obsazené ve vy$sich dvoudéloznych rostlinach z fadu hvozdikotvaré
(Caryophyllales) a v houbach zrodu muchomirka (Amanita), voskovka (Hygrocybe) a
Stavnatka (Hygrophorus). Délime je na dvé hlavni skupiny, a to betacyaniny, které maji
¢ervenou az fialovou barvu a na betaxanthiny, které jsou oranzové az zluté (Sadowska-Bartosz

& Bartosz, 2021).

VSechny betalainy obsahuji ve své molekule kyselinu betalamovou (obr. 11). U
betacyaninti je na kyselinu betalamovou navazan iminiovy adukt dioxyfenylalaninu, ktery mize
byt jest¢ glykosylovan nebo acylovan. Betaxanthiny maji ve své molekule kyselinu
betalamovou s navdzanou aminovou skupinou nebo aminokyselinou. Betalainy diky
pritomnosti konjugovanych dvojnych vazeb pohlcuji svétlo, betaxanthiny absorbuji svétlo o
vlnové délce 480 nm, kdezZto betacyaniny absorbuji vinovou délku 540 nm. Tento rozdil se da
vysvétlit pfitomnosti cyklodioxyfenylalaninu V jejich molekule, ktery obsahuje dalsi dvojné
vazby schopné pohlcovat svétlo. Betalainy se rozkladaji pfi vystaveni teploté nad 50 °C

(Sadowska-Bartosz & Bartosz, 2021).

Obr. 11 Obecna struktura betacyanint (vlevo) a betaxanthini (vpravo). Pievzato (Sadowska-Bartosz &
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Bartosz, 2021)
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Betalainy jsou antioxidanty, a to diky pfitomnosti fenolového a aminového cyklu, které
dokazi darovat elektrony. Betalainy jsou schopny inhibovat peroxidaci lipida a redukovat ROS
napi. superoxidovy, peroxylovy a hydroxylovy radikal. Betalainy se touto reakci nevratné
zoxiduji.

Betanin, ktery je obsazeny v fepé Cervené (Beta vulgaris), se pouziva jako Cervené
potravinaiské barvivo, jeho pouziti je vSak omezené, protoze se tepelné rozklada a miize mit

zemitou chut’ diky ptitomnosti necistot (Sadowska-Bartosz & Bartosz, 2021).

2.2.5 Komplexy
2.2.5.1 Amavadin

Amavadin je komplex vanadu nachazejici se v muchomiirce ¢ervené (Amanita muscaria),
muchomurce kralovské (Amanita regalis) a Amanita velatipes. Koncentrace vanadu u téchto

hub je az 400x vyssi nez uz rostlin (Berry et al., 1999).

Vanad je vtomto komplexu pfitomen jako iont Va*'. Je vazin 8 koordina¢né
kovalentnimi vazbami, které¢ vychdzi zdvou tetradentatnich ligandii odvozenych od
N-hydroxyimino-2,2'-dipropionové kyseliny (Berry et al., 1999)(obr. 12). Je stabilni na
vzduchu a rozpousti se ve vodé za vzniku modrého roztoku, pii rozpusténi v dimethylsulfoxidu,
dimethylformamidu a acetonu vytvari Cerveny roztok, jelikoz se v téchto rozpoustédlech vanad

oxiduje do oxida¢niho stavu V (da Silva et al., 2013).
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Obr. 12 Struktura molekuly amavadinu. Pfevzato od (da Silva et al., 2013)
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Amavadin a jeho derivaty, u kterych je ligand odvozeny od N-hydroxyimino-2,2'-
dioctové kyseliny. Tyto slouceniny katalyzuji oxidaci thiold, vody, uhlovodiki, alkoholi.
Amavadin a jeho derivaty tyto reakce zprostfedkovavaji diky moznosti byt ve stavu, kdy je

atom vanadu oxidovan na oxida¢ni stav V (Pombeiro & , Sutradhar & da Silva, 2020).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material a metody

3.1.1 Pouzité chemikalie

2-merkaptoethanol (Sigma-Aldrich, Némecko)

acetonitril (Merck, Némecko)

akrylamid (Bio-Rad, USA)

azokasein (Sigma-Aldrich, Némecko)
bis-(2-hydroxyethyl)-imino-tris-(hydroxymethyl)-methan
(Sigma-Aldrich, Némecko)

Coomasie Briliant Blue G250 (Serva, Némecko)
dihydrogenfosfore¢nan draselny (Sigma-Aldrich, Némecko)
dithiothreitol (Sigma-Aldrich, Némecko)

hovézi sérovy albumin (Sigma-Aldrich, Némecko)
hydrogenfosfore¢nan draselny (Lach-ner, Cesk4 republika)
hydroxid sodny (Honeywell, USA)

chlorid sodny (Lach-ner, Ceska republika)

jodacetamid (Sigma-Aldrich, Némecko)

kyselina fosfore¢na (Lach-ner, Ceské republika)

kyselina chlorovodikové (Lach-ner, Ceska republika)
kyselina trichloroctova (Sigma-Aldrich, Némecko)

kyselina a-kyanohydroxyskoficova

Laemmliho vzorkovy pufr 2x koncentrovany (Bio-Rad, USA)
Macro-prep High Q (Bio-Rad, USA)

methanol (Lach-ner, Ceska republika)
N,N,N‘,N‘-tetramethylethylendiamin (Bio-Rad, USA)
N,N‘— methylenbisakrylamid (Bio-Rad, USA)

n-butanol (Merck, Némecko)

octan amonny (Sigma-Aldrich, Némecko)

pepsin (MP Biomedicals, Némecko)

Peptide Calibration Standard II (Bruker Daltonik, Némecko)
peroxodisiran amonny (Bio-Rad, USA)

pufry pro kalibraci pH metru (Chromservis, Ceska republika)
QC Colloidal Coomassie Stain (Bio-Rad, USA)
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siran amonny (Lach-ner, Ceska republika)
standardy pro SDS-PAGE Precision Plus Protein™ Kaleidoscope™ (Bio-Rad, USA)
trifluoroctova kyselina (Merck, Némecko)

trypsin SOLu (Merck, Némecko)

3.1.2 Pouzité pristroje a pomicky

analytické vahy Wagi XA110/2X (Radwag, Polsko)

centrifuga Frontier S306 (Ohaus, USA)

centrifuga Microspin 12 (Biosan, LotySsko)

centrifuga Multifuge X3R (Thermo Fisher Scientific, USA)

centrifuga Sigma 4-16K (Sigma Zentrifugen, Némecko)

Dialyzacni sttivko D9527 (Sigma-Aldrich, Némecko)

elektroforeticka komtrka Mini PROTEAN 3 (Bio-Rad, USA)
elektromagneticka michacka IKA C-MAG HS 7 (IKA-Werke, Némecko)
elektromagnetickd michacka IKA Squid (IKA-Werke, Némecko)
elektromagneticka michacka M2-D (Chromservis, Ceska republika)
hmotnostni spektrometr MALDI-TOF Microflex LRF (Bruker Daltonik, Némecko)
homogenizator ULTRA-TURRAX T 50 Basic (IKA-Werke, Némecko)
chromatograficka kolona UNO Q1 (Bio-Rad, USA)

inkubator s tepelnym blokem (Major Sciences, USA)

kapalinovy chromatograf BioLogic DuoFlow (Bio-Rad, USA) s UV-vis detektorem
BioLogic QuadTec (Bio-Rad, USA)

MALDI desticka MSP BigAnchor 96 (Bruker Daltonik, Némecko)

monitor UV-1 (Pharmacia, Svédsko)

nylonova tkanina

peristalticka pumpa PCD 1082 (Davkovaci ¢epadla Koutil, Ceska republika)
pH-metr pH 50 (XS instruments, Italie)

pipetové $picky ZipTip-C18 (Merck-Millipore, Irsko)

predvazky Pioneer PA413C (Ohaus, USA)

sada automatickych pipet (Eppendorf, Némecko)

skener Umax U9908-HARO (Amersham Biosciences, Velka Britanie)
sklenéna chromatograficka kolona 2,5 x 20 cm (Sigma-Aldrich, USA)
spektrofotometr Lightwave II (Biochrom, Velka Britanie)

termostat Thermomixer comfort (Eppendorf, Némecko)
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- ultrafilra¢ni cela Amicon 8200 (Merck, Némecko)

- ultrazvuk K-5LM (Kraintek, Slovensko)

- vakuova centrifuga Concentrator Plus (Eppendorf, Némecko)

- vortex (Chromservis, Ceska republika)

- vyvéva (KNF, Némecko)

- zapisova¢ REC 112 (Amersham Pharmacia Biotech, Svédsko).

- zdroj pro elektroforézu PowerPac HC (Bio-Rad, USA)

- bézné laboratorni vybaveni: Spicky pro automatické pipety, kadinky, zkumavky, kyvety
do spektrofotometru, magneticka michadla, sponky pro uzavieni dialyzac¢niho stiivka,
odmérné valce, stojany na zkumavky, kyvety do centrifugy, stficky, pH papirky, 1zicky,

Spachtle, skalpel, nddoby na ledovou tfist’

3.1.3 Biologicky material
Jako vstupni material pro izolaci poslouzily zmrazené plodnice hub muchomirky cervené
(Amanita muscaria, AM) a muchomirky razovky (Amanita rubescens, AR) sbirané v zafi

2022. Tyto plodnice byly skladovany v mrazaku pfi teploté —30 °C.

3.2 Metody

3.2.1 Extrakce proteinu a purifikace aspartatové proteasy

Extrakéni a purifikacni kroky probihaly pii 0-5 °C, diky chlazeni ve smési ledové tfisté a vody,
piipadné se vzorky mezi riznymi kroky uchovavaly v mraznicce pfi teploté -30 °C. Navazky
plodnic (AM 300 g, AR 330 g) byly pomoci homogenizatoru homogenizovany v 0,1 M
K-fosfatovém pufru (KBP, pH 7,0), ktery obsahoval 2,5% (w/v) glycerol a 5 mM
2-merkaptoethanolu (AM: 700 ml, AR: 600 ml). Nasledné se vznikly homogenat ptefiltroval
pies nylonovou tkaninu a filtrat byl poté centrifugovan pii 4100 g a teploté 4 °C po dobu 35
min. Ze supernatantu (AM: 800 ml, AR: 700 ml) byl za stalého michani a pomalého ptidavani
jemného siranu amonného az do 70% nasyceni roztoku (AM 378 g, AR 330 @), pfipraven
precipitat proteind. Precipitat proteini byl oddélen pomoci centrifugace pti 4100 g a teploté
4 °C po dobu 35 min a skladovan pfi -30 °C. Pro dalsi praci byl rozpustén v 50 ml 50 mM
BIS-TRIS pufru (pH 7,0), pfi¢emz nerozpustény podil byl oddélen centrifugaci pti 13100 g a
teploté 4 °C po dobu 25 min. Supernatant byl poté preveden do dialyzacni membrany, ktera
byla nasledné ponotena na 24 h do 50 mM BIS-TRIS pufru (pH 7,0). Dialyza probihala pii 4 °C.
Pufr byl po 3 h vyménén za novy. Po dialyze byl roztok centrifugovan p#i 13100 g pfi teploté
4 °C po dobu 25 min.
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Pro dalsi krok byla ekvilibrovana staciondrni chromatografickd faze Macro-Prep
High Q naplnéna ve sklenéné kolon€ 2,5 x 20 cm, a to pomoci 50 mM BIS-TRIS pufru (pH 7,0).
Prtitokova rychlost byla 2 mI-min™. Na horni ¢4st staciondrni faze byl umistén filtra¢ni papir
pro zachyceni piipadnych Castic. Vzorky po precipitaci a dialyze (AM: 112 ml, AR: 88 ml)
byly naneseny pii priitoku 2 ml-min™. Nésledné& byla kolona promyvéna ekvilibraénim pufrem
dokud absorbance pii 280 nm monitorovana celou UV-1 a zaznamenavana na analogovém
zapisovaci neklesla na nulovou hodnotu. Zachycené proteiny byly vymyty elu¢nim pufrem 50
mM BIS-TRIS (pH 7,0) obsahujicim 2 M NaCl. Eluovana frakce byla monitorovana mefenim
absorpce proteint pii 280 nm a sledovanim zaznamu na zapisovaci. V ptipadé AR se sbiraly
frakce dv¢, prvni frakce obsahovala tmavsi ¢ast vymyvanych proteinti a druha frakce byla hned
za prvni a obsahuje zbylé vymyté proteiny az do konce chromatografie, kdy se jiz zadné
proteiny z kolony nevymyvaly (obr. 13). Ziskané frakce byly odsoleny dialyzou
v ekvilibraénim pufru pti 4 °C po dobu 24 h s vyménou pufru po 3 h. Nasledné byly posbirané
frakce koncentrovany pomoci ultrafiltrace (AM: 15 ml, AR1:2,8 ml, AR2: 2,5ml) a
skladovany pti -30 °C.

Po rozmrazeni byl z proteinovych roztokl odstranén ptitomny zékal odstranén pomoci

centrifugace pii 20000 g a teploté 4 °C po dobu 30 min. Nasledovala stfednétlaka

Obr. 13 Kolona naplnéna iontoméni¢em High Q pfi eluci proteinti ze vzorku AR. Elu¢nim pufrem byl
50 mM BIS-TRIS (pH 7,0) obsahujici 2 M NaCl. Na kolon¢ jsou okem patrné dvé rozdilné barevné

frakce, spodni frakce 1 a horni frakce 2 (Cervené oznacené).
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iontom¢ni¢ova chromatografie. Roztok proteini byl nanasen pomoci injekéni stiika¢ky 1 ml na
davkovaci smycku chromatografu. Vyuzita byla naprogramovana metoda (software BioLogic).
Jako ekvilibra¢ni pufr (pufr A) byl pouzit 50 mM BIS-TRIS (pH 7,0), elu¢nim pufrem (pufr B)
byl 50 mM BIS-TRIS (pH 7,0) obsahujici 2 M NaCl. Pratokova rychlost ¢inila 1 ml-min™.
V prvni fazi se ekvilibrovana kolona UNO Q1 pouze promyvala ¢istym pufrem A, nasledovalo
nanaseni vzorku ze smycky a kratké promyvani pufrem A. Pokracovalo se programovanou
gradientovou eluci se zvySujicim se procentudlnim podilem pufru B v nékolika krocich az do
urovné 100 %. Na konci metody se kolona promyla ¢istym pufrem A tak, aby byla znovu
ekvilibrovana pro dalsi davku vzorku. A. B&hem pribéhu chromatografie se diky zméné
iontové¢ sily roztoku promyvajiciho soustavu (zaznamenavano detekci vodivosti) uvoliovali
rizné proteiny, tyto proteiny registroval detektor pii vinové délce 280 nm a byly sbirany ve

frakcich do 15 ml zkumavek.

3.2.2 SDS-PAGE

Vzorky pro elektroforézu v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsiranu sodného
(SDS-PAGE) byly pfipraveny smichanim 1 dilu proteinového vzorku a 1 dilu Laemmliho
vzorkového pufru o dvojnasobné koncentraci. Nasledn¢ byly tyto roztoky umistény do

termobloku ohtatého na 100 °C po dobu 7 min a ochlazeny na laboratorni teplotu.

Rozdélovaci gel byl piipraven smichanim 4 ml 30 % akrylamidu (AA) + 0,8%
N,N'-methylenbisakrylamidu (BIS), 2,5 ml 1,5M Tris/HCI pufru (pH 8,8) a 3,2 mi
deionizované vody, nasledné byl nad roztokem snizen tlak vyvévou tak, aby se z roztoku
vypudily bubliny vzduchu. K tomuto roztoku byly poté pfidany dalsi roztoky: 0,1 ml 10%
dodecylsiran sodny (SDS), 10 ul N,N, N, N*-tetramethylethylendiaminu (TEMED) a 50 ul 10%
peroxodisiran amonny (APS) pro nastartovani polymerace. Tato smés byla pomoci pipety
nanesena mezi skla, nasledovalo pfevrstveni n-butanolem a gel se nechal polymerovat 30 min,
do vytvofeni viditelnych rozhrani mezi gelem, vodou a vrstvou n-butanolu. Potom byla slita
vrstva n-butanolu a gel se pievrstvil roztokem zaostfovaciho gelu, ktery byl ptipraven podobné
jako rozdélovaci, smichany ale byly 0,65 ml 30 % AA +0,8% BIS, 2,5 ml 1,5 M Tris/HCI pufru
(pH 6,8) a 2,95 ml deionizované vody. Po odvzdusnéni se piidalo 0,1 ml 10% SDS;
10 ul TEMED a 60 ul 10% APS pro nastartovani polymerace. Po naliti zaostfovaciho gelu byl
do ngj jesté vlozen hiebinek a gel se nechal polymerovat 1 h. Uvedené objemy odpovidaly
ptipravé dvou geld 7 x 8 cm, 1 mm silnych. Celkova koncentrace AA a BIS (T) v zaostfovacim

gelu byla 4 % a v rozdélovacim gelu 12 %.
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Po polymeraci byla skla s gely umisténa do elektroforetické komirky a elektrodovy
prostor mezi skly byl naplnén elektrodovym pufrem: 25 mM Tris, 192 mM glycin, 0,1% SDS.
Tento pufr se nasledné vlil i do komurky do trovné poloviny skel. Poté byl piipojen zdroj
elektrického napéti, napéti nastaveno na -120 V a elektroforéza probihala do t¢ doby, néz

bromfenolova modr ze vzorkového pufru doputovala ke konci gelu (typicky 90 min).

Pro barveni gelti byl pouzit roztok koloidni Coomassie QC Colloidal Coomassie Stain.
Do barviciho roztoku v plastovych Petriho miskach se vlozil rozdélovaci gel a nechal se barvit
pies noc na tiepacce (18 h), potom byl roztok vyménén za deionizovanou vodu a gel se nechal
odbarvovat dalSich 6 hod. Deionizovana voda byla opakované ménéna. Po odbarveni byly gely

skenovany na kalibrovatelném skeneru.

3.2.3 Méreni obsahu proteint

Obsah proteinti ve vzorcich byl méfen za vyuziti Bradfordova ¢inidla. Bradfordovo ¢inidlo bylo
ptipraveno ptfidanim 0,1 g CBB G-250 k roztoku 200 ml deionizované vody, 50 ml ethanolu a
100 ml 85% H3POs. Nasledné byl roztok doplnén do objemu 1 1 deionizovanou vodou a

zfiltrovan pfes filtracni papir.

Do zkumavek byl napipetovan objem 2 ml ¢inidla a k nému se ptidalo dané mnozstvi
vzorku a nasledujicich 5 minut se ¢inidlo nechalo reagovat se vzorkem. Spektrofotometr se poté
vynuloval na blank pfi vinové délce 595nm, blank se skladal z ¢ist¢ho Bradfordova ¢inidla. Po
vynulovani se poté méfila absorbance vzorku. Jelikoz v priitbéhu méteni vzorki ¢inidlo doslo,
byl pfipraven novy roztok, ale musela znovu byt provedena kalibrace. Kalibrace se provadéla
pomoci hovéziho sérového albuminu (BSA) v mnozstvi 5 — 50 pg; pouzit byl roztok 1 mg-ml

! (obr. 14 a 15).
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Obr. 14 Kalibra¢ni kiivka pro méteni obsahu proteinti (ptivodni ¢inidlo)
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Obr. 15 Kalibra¢ni kiivka pro méteni obsahu proteinti (nové ¢inidlo)

3.2.4 Méreni proteolytické aktivity

Do zkumavek byl napipetovan objem 0,666 ml 50 mM octanu amonného (pH 4,5), 0,333 ml
20 mg-ml? azokaseinu v 10 MM HCI a nasledng vzorek o objemu maximédlng 100 pl.
Ptipraveny roztok byl umistén do termostatu nastaveného na 37 °C na dobu 10 min. Po 10
minutach byla reakce zastavena piidavkem 1 ml 5% trichloroctové kyseliny (TCA) a precipitat
proteind byl odd€len pomoci centrifugace pii 10000 g po dobu 3 min. Ze supernatantu bylo
odebrano 0,5 ml do zkumavky, ktera uz obsahovala 0,5 ml roztoku 0,5 M NaOH. V takto
piripraveném smésném roztoku se poté méfila absorbance pii vinové délce 440 nm. Pro ovéteni
fungovani metody byl pouzit pepsin jako béZn¢€ znama aspartatova proteasa (obr 16), pouzit byl

roztok 10 mg-ml™* v mnozstvi 1, 2, 5 a 10 pl.

12
1,1 A ..
N :

Aktivita [pkat]
S 9o 2 o o
(6] » ~ oo [{e]

y = 3,561x + 0,0288
o R2=0,9984

0,15 0,2 0,25 0,3 0,35
Ao

o
~

o
[N

Obr. 16 Ovéfteni funkénosti méfeni enzymové aktivity s pouzitim pepsinu.
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Vzorovy vypocet aktivity pro extrakt z AM:
Extink¢ni koeficient azokaseinu E1% (440 nm): 38 Molekulova hmotnost: 23,6 kDa
Naméiena hodnota absorbance: 0,142

Vypocet procentualni koncentrace a prepocet na hmotnostni koncentraci:

% = abs%ﬁ/amapo dosazeni %:2 = 0,0037 % — 3,7-1073 g-I*

Ptepocet hmotnostni koncentrace na latkovou:

mnozstviv 11 3,7-1073

= zeni c =
¢ molekulovd hmotnost po dosazeni ¢ 23600

- 1,6 -1077 mol-1?

Vypocet latkové mnozstvi produktu v piivodni reakéni smési:

n, = (n-V-2)-objemreakéni smési po dosazeni n = (0,25-1077-0,001 - 2) - 1,099 -
0,35 nmol

Vypocet aktivity:
.. , 0,35:107°
aktivita = — po dosazeni 23519, 0,58 pkat
tas 600

3.2.5 Peptidové mapovani MALDI-TOF

Po naskenovani ve skeneru byly z gelu skalpelem vytiznuty pasy pro identifikaci proteind, které
byly dale nafezany na mensi kousky. Ke gelovym kouskiim v 0,5 ml zkumavce byl pfidan
odbarvovaci roztok 100 mM NH4HCOz3: acetonitril 1:1 (v/v) o objemu 180 ul. Proces
odbarvovani probihal 1 h pfi laboratorni teploté. Po centrifugaci (10000 g, 2 min) byl roztok
odpipetovan a gel byl vysusen ptidavkem 180 pl acetonitrilu. Po 15 min inkubace a centrifugaci

byl acetonitril pipetou odebran.

K vysusenym gelovym kouskiim bylo pfiddno 100 pl redukéniho roztoku 10 mM
dithiothreitolu v 100 mM NHsHCOs. Smés byla poté inkubovana pii teploté 60 °C po dobu 30
min. Nasledovala kratka centrifugace jak uvedeno vyse, odebrani kapaliny pipetou a vysuseni
gelovych kouskd acetonitrilem. Zredukované proteiny pfitomné v gelu byly alkylovany
piidavkem 100 pl 55 mM jodacetamidu v 100 mM NHsHCOs3. Inkubace probé€hla 20 min ve
tmé. Po odstranéni alkylacniho roztoku byl ke gelovym kouskiim pfidan 100 mM
NH4HCO3 (100 pl) pro promyti a nasledovalo vysuseni acetonitrilem. Kousky gelu byly poté
rehydratovany v 100 pl roztoku obsahujici 1 uM rekombinantni trypsin ve vychlazeném
50 mM NH4HCOs. Inkubace probihala 1 h v drceném ledu. Po rehydratovani byl roztok
odpipetovan a nahrazen 100 ul 50 mM NH4HCOs. Zkumavky byly umistény do termostatového
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inkubatoru na dobu 24 h pfi teploté 37 °C. Po Stépeni proteinti byl roztok peptidi oddélen od
gelovych kouski pomoci centrifugace pti 10000 g po dobu 5 min. Nasledné byl supernatant
pipetovan do Cistych zkumavek. Ke gelovym kouskiim byl pfidan objem 150 pl extrakéniho
roztoku 5% kyselina mravenci/acetonitril, 1:2 (v/v). Gelové kousky s extrakénim roztokem
byly inkubovany 30 min pii 37 °C. Poté byl extrahovany roztok pipetovan k jiz diive
odpipetovanému roztoku a po spojeni kapalina odpaiena ve vakuové centrifuze. K odparku
bylo pro rozpusténi ptidano 11 ul 0,1% TFA a zkumavka byla umisténa na 5 min do
ultrazvukové lazn€. Potom nasledovalo odsoleni peptidii pomoci pipetovacich Spi¢ek ZipTip
C18 podle navodu vyrobce a pievedeni do eluéniho roztoku 0,1% TFA/ACN 1:1 (v/v), ktery
byl pak odpafen ve vakuové centrifuze. Odparek s peptidy byl rozpustén v 11 ul 0,1%
trifluoroctové kyseliny (TFA) a zkumavka umisténa na 5 min do ultrazvukové lazné. Ze
vzniklého roztoku byl davkovan objem alikvoti 0,5 pul na MALDI desticku MSP BigAnchor
96 BC, dale byla ke vzorkim pifiddna matrice: kyselina a-kyanohydroxyskoticova
(CHCA), 5mg-ml? ve smési acetonitril: 2,5 % TFA, 7:3 (v/v), v objemu 0,5 ul. Takto
pripravené smeési S matrici byly ponechany odpafit pro kokrystalizaci na vzduchu pfi

laboratorni teplot¢.

Desticka se vzorky byla vloZzena do hmotnostniho spektrometru Microflex LRF20 a
pomoci ovladaciho softwaru flexControl 3.4 byla provedena analyza jednotlivych vzorkl
méfenim peptidovych spekter v rozsahu m/z hodnot 500 — 3500. Vysledky byly vyhodnoceny
pomoci softwaru flexAnalysis 3.4, BioTools 3.2 a Mascot Server 2.0. Pouzita byla dil¢i
databaze sekvenci proteint z hub rodu Amanita_ziskana z proteinové databaze NCBI a dil¢i
databaze sekvenci proteini Amanita muscaria ziskana z databaze UniProt. Nastaveni pfistroje
a vyhledavaciho software bylo doporuceno Skolitelem s pouzitim pifednastavenych metod

pouzivanych béiné v laboratofi.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Méreni obsahu proteinii a aktivity

Béhem purifikace aspartatové proteasy, byly pro kazdy krok odebrany vzorky, u kterych byla

zméfena proteasova aktivita a obsah proteind (tab 4). U vzorkd 5 a 6 z AM nejsou Vv tabulce

uvedeny hodnoty aktivity. Naméfena absorbance byla piili§ nizkd pro vypocet spolehlivé

hodnoty aktivity a u vzorku 11 neni uveden stupen piecisténi, jelikoz naméfena hodnota

absorbance pro stanoveni proteini u frakce ¢. 2 pred ultrafiltraci byla ptili$ nizka pro spolehlivy

vypocet obsahu proteind.

Tab. 4 Zjisténé obsahy proteintl a proteasové aktivity u vzorkl

Hodnoty namétfené u vzorki z AM

Koncentra- Celkovy Celkova  Specificka Stupedi  Vtezek
Vzorek ce proteinti obsah aktivita aktivita feéig tni }E% 1
[ug/ml] proteind [mg] [pkat] [pkatmg?] P
1. Extrakt 651 521 4637 8,9 1 100
2. Dialyzat po precipitaci
(NH.):S0x | 1410 161 419 2,6 0,3 9
3.'Eluat z chromatografie 330 36 360 10 11 78
High Q
4. Eluat z chromatografie
High Q po ultrafiltraci 1209 181 154 85 0.9 3.3
5. Frakce 7 ziskana na
kolon¢ UNO Q1 97 0,20 ) i ) i
6. Frakce 8 ziskana na
koloné¢ UNO Q1 121 0.4 i j i j
Hodnoty naméfené u vzorku z AR

7. Extrakt 2510 1757 5622 3,2 1 100
8. Dialyzat po precipitaci
(NH4)2S04 2106 137 548 4 1,3 10
9. Frakce ¢. 1 ziskana
z chromatografie na 2189 85 187 2,2 0,7 3,3
High Q
10. Frakce ¢. 1 ziskana
z chromatografie na 20520 72 28,8 0,4 0,13 0,5
High Q po ultrafiltraci
11. Frakce €. 2 ziskana
z chromatografie High Q 2194 55 10,5 1,9 - 0,2

po ultrafiltraci
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4.2 Tontoménicova chromografie na koloné UNO Q1

Pro AM bylo nasbirano 8 frakci (obr. 17), pro AR 16 frakci z kazdé frakce (1 a 2) z piedchozi
chromatografie na High Q (obr. 18 a 19), tedy celkem 32 frakei.

0,12 180
- 160
01 -
L 140
0,08 - - 120 _
2
- - 100 =
£0,06 2
< - 80 =
S
0,04 - - 60
L 40
0,02
- 20
0 0
0 50

Cas [min]
Obr. 17 Chromatogram z iontoménic¢ové chromatografie na kolon¢ UNO Q1, Separovany byly proteiny
ze vzorku AM po nizkotlaké chromatografii na High Q. Modra kiivka zobrazuje absorpci eluatu pii

vlnové délce 280 nm, Cervend kiivka zobrazuje vodivost. Ciselné jsou oznaleny frakce, které byly

sbirany.
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Obr. 18 Chromatogram z iontoménic¢ové chromatografie na kolon¢ UNO Q1. Separovany byly proteiny

1. frakce ze vzorku AR po nizkotlaké chromatografii na High Q. Modra kiivka zobrazuje absorpci eluatu
pfi vlnové délce 280 nm, Eervend kiivka zobrazuje vodivost. Ciselné jsou oznadeny frakce, které byly

sbirany.
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Obr. 19 Chromatogram z iontoménic¢ové chromatografie na kolon¢ UNO Q1. Separovany byly proteiny
2. frakce ze vzorku AR po nizkotlaké chromatografii na High Q. Modra kiivka zobrazuje absorpci eluatu
pfi vinové délce 280 nm, ervena kfivka zobrazuje vodivost. Ciselné jsou oznageny frakce, které byly
sbirany

Kolona UNO Q1 obsahuje kladné nabité skupiny, na které se vazi zaporné nabité proteiny.
Naboj proteinil souvisi s jejich isoelektrickym bodem a pH pufru. Pti chromatografii na koloné
UNO Q1 byl pouzit pufr pH 7,0, coz znamena Ze proteiny, které¢ maji isoelektricky bod nizsi
nez 7 by méli byt zaporn€ nabité a tim padem by se méli zachytit na koloné. Eluce téchto
proteinti by tedy méla nastat az pii zvySovani iontové sily mobilni faze. Pfitomnost proteasy
byla pomoci peptidového mapovani potvrzena ve vzorcich VII a VIII ze vzorki AM. Jelikoz
se frakce VII a VIII eluovali, az pti zvySené iontové sile mobilni faze lze piedpokladat, ze
isoelektricky bod peptidasy Al je méné nez 7, coz souhlasi s teoretickou hodnotou
1soelektrického bodu 4.9.
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4.3 SDS-PAGE elektroforéza

Pomoci SDS-PAGE elektroforézy byly rozd€leny proteiny z rtiznych vzorki AM a AR

V pribé¢hu purifikace.
A B C D E
- [kDa]

KD S ' 750
150 g
100 100
75 - B -—

: ' 50

——— — N

37 - | -

Obr.20 SDS-PAGE gel se vzorky z purifikace aspartatové proteasy z AM. V krajnich d}ahé'lch jsou
standardy molekulovych hmotnosti (7 ul). A je vzorek z extraktu (nanaseno 30 ul, obsahuje 9,8 ug
proteint); B je vzorek po precipitaci (NH1).SOa a dialyze (15 pl, obsahuje 10,6 pg proteini); C je vzorek
z frakce, ktera se nezachytila na High Q (nanaseno 30 ul); D je eluat z High Q (nanaseno 30 pl, obsahuje
5 pg proteint); E je eluat po ultrafiltraci (nanaseno 15 ul, obsahuje 9 pg proteint). Cervend oznatené
jsou pasy, v kterych by se méla nachazet hledana proteasa. Obsah proteind neni uveden u drahy B,

jelikoz namétena hodnota absorbance pro méteni proteind byla prili§ nizka.

Na tomto gelu (obr. 20) mizeme vidét, jak se v pribéhu purifikace oddéluji proteiny ze vzorku.
V drahach A a B mlzeme vidét velké mnozstvi proteini S molekulovou hmotnosti
pod 100 kDa. V draze C muzeme vidét méné pasu oproti draze B, coz odpovida tomu, Ze se
vétSina proteinil zachytila na koloné High Q. To odpovida i méfeni obsahu proteinti v tomto
vzorku, které diky nizké absorbanci nebylo mozné spolehlivé urcit, naopak u pasu B byla
koncentrace proteinu stanovena. Pas E obsahuje stejné pasy jako draha D, ale v draze E jsou
pasy daleko tmavsi, coz odpovida tomu, Ze draha E obsahuje vzorek, ktery byl koncentrovan

ultrafiltraci. Cervené oznac¢ené jsou proteinové pasy, v kterych byla predpokladana aspartatova
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proteasa. Skolitelem byla na zakladé MALDI tandemové hmotnostni spektrometrie peptidii
z trypsinového digestu potvrzena peptidasa Al v draze E, jak je oznaceno v obr. 17, pfistupové

¢islo AOAOC2XLS1 AMAMK v databazi UniProt.
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Obr. 21 SDS-PAGE gel se vzorky z purifikace aspartatové proteasy z AR. V pravé draze je proteinovy
standard s odpovidajicimi molekulovymi hmotnostmi (5 pl). F pfedstavuje extrakt AR (nanaseno 30 pl,
obsahuje 37 ug proteinti); G je po precipitaci (NH4)2SO4 a dialyze (nanaseno 30 pl, obsahuje 32 pg
proteint); H je 1. frakce eluatu z High Q po ultrafiltraci (nanaseno 15 pl, obsahuje 154 pg proteinti),
CH je vzorek z 2. frakce eluatu z High Q po ultrafiltraci (nanaseno 30 pl, obsahuje 33 ug protein1).

Na draze G na obr. 21 Ize vidét, jak doslo ke zkoncentrovani proteint ve vzorku, protoze pasy
v draze G kopiruji ty ve sloupci F, ale jsou tmavsi coZ znaci piitomnost vétsi koncentrace
proteind. Draha H obsahuje proteiny 1. frakce eluatu z HighQ. Jelikoz tato frakce obsahovala
velké mnozstvi hnédého barviva, které vytvari tmavé pozadi, je tézké v tomto gelu rozlisit
jednotlivé pasy. Hnédé barvivo bylo ptfitomno ve vSech pouzitych vzorcich, proto to tmavsi
pozadi oproti vzorkiim z AM. Ve sloupci CH se nachazi pas (Cervené oznaceny), ve kterém by
se méla nachazet hledana proteasa. Vyskyt proteasy vSak nebyl potvrzen a opakovani nebylo

provedeno vzhledem k nedostatku ¢asu na dal$i experimenty.
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Obr. 22 SDS-PAGE gel se vzorky z purifikace aspartatové proteasy AM ziskanymi z chromatografie
koloné UNO QL. V levé draze je standard molekulovych hmotnosti (7 pl). V oéislovanych drahach jsou
proteiny z frakci uvedenych na obr. 14 (nanaseno 30 pl). Cervené oznalené jsou pasy, které byly
nasledné z gelu vyfiznuty a ptitomné proteiny v nich byly zredukovany, alkylovany a pomoci trypsinu
Stépeny. Nasledné byly tyto fragmenty analyzovany pomoci MALDI-TOF. Do drahy VII bylo naneseno
1,5 pg proteinti a do dréhy VIII 1,8 g proteind.
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Obr. 23 SDS-PAGE gely s frakcemi (nanaseno 30 pl) I az XVI ziskanymi chromatografii na koloné
UNO Q1. Separovana byla 1. frakce ziskana nizkotlakou chromatografii na iontoméni¢i High Q.
V krajnich drahach jsou standardy s oznac¢enim molekulovych hmotnosti (5 ul). Ostatni drahy oznagené

fimskymi ¢islicemi odpovidaji frakcim z obr. 18.

U téchto vzorku (obr. 23) jsem vsak neprovedl identifikaci proteini pomoci MALDI-TOF

z divodu nedostatku ¢asu. Skolitel identifikoval MALDI tandemovou hmotnosti spektrometrii
metalopeptidasu MepB (78,8 kDa; KAF8349335) v drahach XII a XIII. Vyraznéjsi pasy
v drahach XV a XVI piedstavuji histidinfosfatasu (53,2 kDa; KAF8341004). Byly piipraveny



I gely s proteiny z 2. frakce AR, avSak na téchto gelech se po barveni neobjevily zadné pasy,
coz odpovida skutecnosti, Ze hodnoty koncentrace proteinti z tab. 4 jsou vice jak desetkrat
mensi nez u frakce 1. O nizkém obsahu proteint taky svédci daleko mensi hodnota Azgo

v pribéhu chromatografie 2. frakce oproti hodnotam Azso z chromatografie 1. frakce.

4.4 Peptidové mapovani MALDI-TOF

Pomoci hmotnostni spektrometric MALDI-TOF byly peptidovému mapovani podrobeny pasy
oznacené Cervené v obr. 22. Pfitomnost aspartatové proteasy byla vSak pomoci peptidového
mapovani prokazana jen ve vzorcich VII 1 a VIII 1 (tab. 5). Vzhledem K pfitomnosti jediného
vyrazného pasu v gelu v drahach VII a VIII to doklada vysoké piecisténi proteasy. Ziskany
protein vSak pravdépodobné neni homogenni. Je tam minoritni podil jiného proteinu, jak
doklada ptitomnost peptidi, které neodpovidaji sekvenci peptidasy Al, v MALDI-TOF
hmotnostnich spektrech trypsinovych digestii. Skolitel pomoci MALDI-TOF/TOF tandemové
hmotnostni spektrometrie zjistil pfitomnost necistoty, enzymové aktivita této necistoty ale
nerusi pfi proteolytickém Sté€peni, tedy je vysledny vzorek pouZzitelny naptiklad pro studium

Stépné specifiCnosti enzymu vuci peptidiim a proteintim.

Tab. 5 Vysledky peptidového mapovani vzorkiti z AM

Hmotnost Pocet Pokryti

Vzorek Piistupovy kod Protein Skore ", sekvence
[kDa] peptida [%]
VII1 AOA0C2XLS1_AMAMK Peptidasa Al 445 88 11 28
VIII1 AOAQ0C2XLS1 AMAMK Peptidasa Al 44 5 58 7 21

Zjisténa molekulova hmotnost peptidasy A1 €ini 44,5 kDa, coZ odpovida tomu, Ze pasy,
ve kterych byla proteasa identifikovana, byly vyfezany z oblasti gelu, které obsahovaly pasy

proteintl v rozmezi 37 az 50 kDa.

Peptidasa Al je aspartatova proteasa skladajici z 407 aminokyselin. Prostorové je
usporadana h do dvou lalokd, z nichz z kazdého poté vychazi vedlejsi fetézec kys. asparagoveé,
ktery je soucasti aktivniho mista enzymu (obr. 25). Strukturné je tato endopeptidasa podobna
ostatnim aspartatovym proteasam napi. pepsin A a B, candidapepsin-2 nebo peptidasa A24.
Peptidasa A1 je lokalizovana ve vakuolach hub. Optimalni pH této proteasy je v kyselé oblasti.

Peptidasa Al stépi peptidové vazby mezi hydrofobnimi aminokyselinami.
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Obr. 24 MALDI-TOF hmotnostni spektra peptida ziskanych z pastt VII 1 (nahote) a VIII 1 (dole).

Proteinové pasy byly po obarveni vytiznuty z SDS-PAGE gelu a zpracovany na analyzu podle navodu

v kapitole 3.2.5. Ciselné jsou ozna¢eny piky, které odpovidaly sekvenci peptidasy Al.
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Obr. 25 Proteinova struktura peptidasy Al se zvyraznénymi zbytky kyseliny asparagové v aktivnim
misté, vytvorené pomoci softwaru AlphaFold
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5 ZAVER

V teoretické casti byly popsany muchomirky, konkrétnéji pak jesté muchomirka ¢ervena a
rizovka, dale byli v teoretické ¢asti popsany latky v muchomirkach obsazenych. Mezi tyto
latky patii rizné proteiny, peptidy, alkaloidy barviva a komplexy znichz vétsina jsou

biologicky aktivni.

V praktické Casti byl pfipraven homogenat z muchomurek, z kterého byly proteiny
vysoleny pomoci (NH4)2SO4. Nasledné byly z precipitatu proteind po rozpusSténi a dialyze
pomoci iontoméniCové chromatografie ziskany riizné frakce. Tyto frakce byly analyzovany
elektroforézou v polyakrylamidovém gelu za denaturujicich podminek. Pro identifikaci
proteini byly z obarveného gelu vyftiznuty pasy S predpokladanou proteasou, tedy v oblasti
odpovidajici molekulové hmotnosti 45 kD. Proteiny obsaZené v pasech byly $té€peny trypsinem
ziskané peptidy byli analyzovany pomoci MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie. Metodou
peptidového mapovani byly vysledky porovnany s databdzemi sekvenci proteind
z muchomurek (rod Amanita). Takto se podafilo prokazat vysoce pieciSténou aspartatovou

proteasu z muchomiirky ¢ervené, nikoli v§ak z muchomirky rizovky.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AA akrylamid

ACN acetonitril

AcOH kyselina octova

AM muchomurka ¢ervena, Amanita muscaria

APS peroxodisiran amonny

AR muchomurka rizovka, Amanita rubescens

BIS N,N‘— methylenbisakrylamid

BIS-TRIS bis-(2-hydroxyethyl)-imino-tris-(hydroxymethyl)-methan
BSA bovinni sérovy albumin

CBB Coomasie briliant blue

CHCA kyselina a-kyanohydroxyskoficova

CNS centralni nervova soustava

GABA kyselina y-aminomaselna

KPB fosfatovy pufr

MALDI-TOF matrici asistovana laserova desorpce a ionizace s hmotnostnim

spektrometrem doby letu

NMDA N-methyl-D-aspartat

OATPP1B1 organic anion transport protein P1B1

PTP por piechodné propustnosti

SDS dodecyl siran sodny

SDS-PAGE elektroforéza na polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecyl siranu
sodného

TCA trichloroctova kyselina

TEMED N,N,N‘,N*-tetramethylethylendiamin

TFA trifluoroctova kyselina

Tris tris(hydroxymethyl)aminomethan
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